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1. RESUMEN

1.1. Resumen

El Sindrome Cornelia de Lange es un desorden ristdtisico caracterizado por rasgos faciales
distintivos, retraso mental y de crecimiento, mafaciones en las extremidades, sobre todo
superiores, y reflujo gastroesofagico, entre afasciones. En la mayoria de los casos, los pasent
presentan mutacionede novodel genNIPBL, que es un elemento regulador del complejo de
cohesinas.

El paciente estudiado en este trabajo presentateléaion c.6344del (-13) _(-8) en el intron 36 del
genNIPBL. Para confirmar dicha mutacién se ha realizadanalisis a nivel de DNA, detectando la

ausencia de 6 nucleotidos en dicho intron. Ademméesliante RT-PCR del RNA se ha comprobado
gue estd mutacion del intron 36 se asocia a ursdrém aberrante con pérdida del exon 37, que
probablemente codifica una proteina truncada ncidnal.

Por medio de la construccion de minigenes ha saiibfe estudiar la localizacion de la mutacion
€.6344del(-13)_(-8), y demostrar que la eliminaaiéna secuencia de polipirimidinas del intrén 36 o
la sustitucion de la misma por una region de paripr@vocaba la pérdida del exdn 37. Todo ello
sugiere que la mutacién podria estar afectand@etiot rico en pirimidinas del intrén 36. Esta &s |
primera vez que se describe una mutaciosptieing del genNIPBL que afecta a la secuencia rica en
polipirimidinas.

1.2. Abstract

Cornelia de Lange Syndrome is a multisystem disoctaracterized by distinctive facial features,
mental retardation, growth retardation and malformoas of extremities, mostly in the uppers, and
gastroesophageal reflux, among other diseases. Mbs$imes, the patients show de novo NIPBL
mutations, which is a regulatory element of cohesimplex.

The analyzed patient studied in this work had thketibn ¢.6344del (-13) _ (- 8) in intron 36 of
NIPBL gene. To confirm that mutation a DNA analyss been done, detecting the absence of 6
nucleotides in that intron. Moreover, by RT-PCRh&f RNA it has found that this mutation of intron
36 is associated with aberrant transcript loss abre 37, probably it encodes a non-functional
truncated protein.

By minigenes construction we have been able ty shellocation of mutation ¢.6344del (-13) _ (- 8),
and show that the elimination of the sequence byfpyamidine of the intron 36 or substituting it by
region purine causes loss of exon 37. All this sstgy that the mutation may be affecting the
pyrimidine-rich tract of intron 36. This is the dir time that a splicing mutation of gene NIPBL
affecting polypyrimidine rich sequence described.



2. INTRODUCCION

2.1.  Sindrome de Cornelia de Lange (SCdL)

En 1933, la pediatra Cornelia de Lange describi® niflas que presentaban retraso mental y del
crecimiento, anomalias en las extremidades y altaras faciales [1] Este nuevo sindrome habia sido
documentado por el doctor Brachmann en 1916. Rarsd propuso denominarlo como Sindrome de
Brachmann-de Lange (aunque normalmente se le daaddfindrome de Cornelia de Lange).[2]

El Sindrome Cornelia de Lange (SCdL; OMIM 12274300590, 610759, 614701, 300882)[3, 4]es
un desorden multisistémico que puede generarskgoencia familiar siguiendo un patrén autosémico
dominante, en el caso de tener mutados los g&ifeBL, SMC30 RAD2% o dominante ligado al
cromosoma X, si los genes mutados SMC1Ao0 HDACS8. No obstante, en la mayoria de los casos la
aparicion del sindrome suele ser esporadica y oeo™n[5]

Aunqgue la incidencia exacta de SCdL se desconacece afectar a 1:10.000-1:30.000 de los recién
nacidos[6, 7], aunque posiblemente estas cifras s@gores debido a la gran variabilidad clinica y a

la subestimacién de casos leves. A pesar de tethidalal reducido nimero de casos, el sindrome es
considerado como una enfermedad rara. [1, 8]

2.1.1. Aspectos clinicos

Los pacientes con SCdL presentan microcefalia ys uaegos faciales distintivos, tales como cejas
juntas (sinofridia) y arqueadas; pestafas larg@tsag; pabellones auriculares de implantacion paja
rotados hacia atras; dientes pequefios y amplianespi@ciados (diastema dentario); labio superior
fino con comisuras orientadas hacia abajo, paladadido y micrognatia (mandibula muy pequefia);
nariz pequefa con puente nasal deprimido y anehmas antevertidas y dittrum (surco subnasal)
alargado y prominente.[1, 6, 9]

Figura 1. Rasgos faciales distintivos del SCdL. El padeté¢ la imagen muestra rasgos tipicos del Sind@aneelia de Lange: (a)
sinofidria y cejas arqueadas, (b) pestafias lardmay, (c) narinas antevertidas y nariz pequedjagiejas de implantacion baja, t#rum
alargado y prominente, (f) labio superior fino. [1]

Las alteraciones en las extremidades son frecugrpesden ayudar en el diagndstico del SACL. La
mayor parte de los pacientes presentan manos Yy pegsefios, pero pueden aparecer otras
alteraciones de mayor gravedad, tales como acamamdesproporcionado del primer metacarpo, asi
como sindactilia (fusion de dos o mas dedos enjre draquiclinodactilia del quinto dedo. Las

malformaciones mas graves se producen en las edtrdaes superiores, que van desde la oligodactilia

3



hasta la ausencia completa de antebrazo, con ysantacion de los dedos a nivel del codo. Por su
parte, las extremidades inferiores se afectan cenomfrecuencia que las superiores, siendo la
alteracion mas comun una sindactilia parcial dglisdo y tercer dedo.[1, 6, 9]

¢

Figura 2. Malformaciones en las extremidades superioresmagén muestra una oligodactilia y ausencia de @i@ritlas extremidades
superiores del paciente. [10]

El sindrome también se caracteriza por un retandel erecimiento pre y postnatal, malformaciones

musculoesqueléticas, asi como retraso mental, ndmiafectadas areas del desarrollo intelectual,
siendo la del lenguaje la mas importante. Adena&sptoblemas de comportamiento son frecuentes en
estos pacientes [6, 9, 11]

Al tratarse de un sindrome multisistémico, granepdel organismo se ve afectado. Los pacientes con
Cornelia pueden presentar alteraciones de todod#poaparato digestivo como estenosis pildrica
(estrechamiento del piloro) y reflujo gastroesafagiAdemas, los pacientes pueden presentar
cardiopatias, malformaciones genitourinarias, atiaseftalmolégicas, pérdida de la audicion o

hirsutismo (excesivo vello corporal). [1, 6, 9, 10]

2.1.2. Genes causales y complejo de cohesinas
El sindrome de Cornelia de Lange es un trastornétg® que puede aparecer cuando algunos de los
siguientes genes aparecen mutatidBBL, HDAC8 SMC1A SMC3y RAD21 [7, 11-13, 14 9]

Gen Locus Proteina
NIPBL 5p 13.2 Nipped-B-like protein
SMCA1 Xp 11.22 Structural maintenance of chromosomes protein 1A
SMC3 10q 25.2 Structural maintenance of chromosomes protein 3
RAD21 80 24.11 Double-strand-break repair protein RAD21 homolog
HDACS8 Xq 13.1 Histone deacetylase 8

Tabla 1 Genes causales de SCdL junto con su locus y laipeopara la que codifican. [1]

Aproximadamente el 80% de los casos de SCdL sendebsutaciones presentesiPBL; un 4-6%
de los pacientes presentan mutacioneSMIE1A y en torno a un 4% tiene mutado el ¢geDACS.
Las mutaciones menos frecuentes son las presentes geneSMC3y RAD21, con solo seis y ocho
casos reportados, respectivamente. [3]



Aunque la correlacion genotipo-fenotipo del Sindeode Cornelia de Lange todavia no esta clara,
parece ser que las caracteristicas fenotipicaggmstan presentes sobre todo en paciente con el ge
NIPBL mutado. [3, 12]Asi pues, la relevancia de este gerclave a la hora de estudiar esta

enfermedad. [3, 15-17]

El genNIPBL, al igual que el resto de genes causales de Sfedienece al complejo de cohesinas, un
conjunto de proteinas muy conservado que se asocialos cromosomas de todas las células
eucariotas permitiendo la cohesion de las cromgtdamanas. Asimismo, el complejo asegura una
adecuada separacion de los cromosomas durantedauicelular y esta implicado en la reparacion

del DNA y en la regulacion de la expresion géeniGalp]

El complejo de cohesinas consta de cuatro subupédgde estan dispuestas en una estructura en
forma de “anillo”: dos proteinas estructurales gretientes a la famili&tructural maintenance of
chromosome SMC (SMC1A y SMC3) y dos proteinas de cierre deillo, RAD21 y SA.
[18]SMC1A y SMC3 son proteinas grandes que dimerizza un extremo para formar un dominio
“bisagra”. En su otro extremo, los dominios “caliex@P-asa interactian con la subunidad RAD21,
gue se une a SA para mantener el anillo cerra@p2[1]

SMC1 SMC3

U RAD21
SA

Figura 3. Estructura del anillo de cohesinas. Este compsja formado por las proteinas estructurales SMCSRMC3 y las proteinas
RAD21y SA que cierran el anillo de cohesinas [19]

El complejo cohesinas se carga en la cromatinasn®1 de la Interfase gracias al heterodimero que
forma las proteinas NIPBL y MAU2, ya que interaoan con las cuatro subunidades del anillo y les
transmite energia a partir de la hidrdlisis de Ag®ceso que tiene lugar en los dominios “cabdea”
SMC1A y SMC3. Estas dos proteinas se disocianitosii@enente para permitir la entrada del DNA en
el anillo.[19, 20]

La pérdida de la funcion del complejo de cohesemsncompatible con la vida. Sin embargo, las
mutaciones en los genes que codifican para lagipest estructurales o reguladoras del complejo
representan un grupo de trastornos genéticos awwoaomo “cohesinopatias”, entre los que se
encuentra el Sindrome de Cornelia de Lange. [18, 19

2.1.3. Splicingfisiolégico y patologico del gemNIPBL

Antes de que una proteina se sintetice, es necegaiel gen que codifica a la misma se transeriba
un pre-mRNA constituido por exones e intrones. Bamel pre-mRNA madure, debe llevarse a cabo
un proceso de corte y empalme splicing: se produce la eliminacién de los intrones que
conformaban el gen, ademés del empalme de los &xama generar una secuencia codificante capaz

de traducirse en una proteina funcional.
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En proceso desplicing se necesita que se unan al pre-mRNA una baterigadeucleoproteinas
nucleares pequefas (snRNP) que son ricas en wiflilay se denominan U1, U2, U4, U5, U6. El
complejo resultante del ensamblado se denominacespbma, que es capaz de reconocer las
secuencias sefializadoras de corte, escindir anfamés y empalmar los exones, produciendo una
molécula de mMRNA maduro que podra traducirse erpuotaina.

Los intrones son eliminados del transcrito primgs@ las snRNP que reconocen las secuencias
conservadas dentro del intrén y en los limiteslosrexones:

> Secuencia GU en el extremo 5' o sitio dador.
» Secuencia AG en el extremo 3' del intron o sitiepaor.

» Secuencia o sitio de ramificacion, que se locadimael interior del intron. Dentro de esta
secuencia destaca la adenina central (A), ya qakpsito de ramificacion.

» Tracto de polipirimidina (formado casi exclusivarteemor citosinas y/o timinas), situado
entre el punto de ramificacion y el sitio aceptor 3

Intrén

)

Punto de Tracto de Sitio
ramificacion polipirimidinas aceptor

Figura 4. Estructura de un intrén.

Las citadas secuencias intervienen espdicing proceso que se lleva a cabo en dos etapas. En la
primera de ellas, una snRNP reconoce al sitio dgdotra se enlaza al punto de ramificacion. El
extremo 5' es eliminado y ligado a un nucleétiderami del sitio de ramificacion. Por otro ladoJ&n
segunda etapa se produce el reconocimiento delneatB8’ por parte de otra SnRNP y se lleva a cabo
el corte en el extremo 3' del intrén, seguido pa@mnepalme de los dos exones. Asi se libera el mMRNA
maduro del espliceosoma. El intron queda eliminado forma de lazo y sera degradado
posteriormente en el nucleo.

Sitio dador Sitio de ramificacion  Sitic Aceplor

Exdn 1 l Intrén l L Exdn 2
[ m—— | ¥ A A —————— 13
Precursor de mARN

— Ul

«— U2
uz

¥ e
~,
A
- Ar AGC———1 3
7 S

Complejo
U4 -Us - U6

U1 — /U4aU6

S — -\"l
Espliceosoma completo L
AGER

v

570 G-GE 1 Intrén removido
Exdn 1 Exdn 2

Figura 5. Proceso dsplicing



El genNIPBL (Nipped-B lik¢ se encuentra en la cadena de polaridad positjvdel cromosoma 5 de
Homo sapiensconcretamente en el brazo corto y en posiciénZp1B2]Su tamafio es de 189,655 bp
y esta constituido por 47 exones 46 intrones yfwadiun factor regulador del complejo de las
cohesinas, la proteina NIPBL.[21, 22]

Se han encontrado 9 transcritos diferentellIBL generados paplicing alternativo, pero solo dos
de ellos son capaces de generar proteinas funesodlPBL-001 y NIPBL-002. El primero de ellos
contiene 10,435 bp y 47 exones, de los cuales4osiltimos codifican una proteina de 2,804
aminoacidos; la llamada isoforma A (secuencia caadnEl segundo transcrito posee 8,729 bp, 46
exones (no incluye el exdn 47 de la isoforma Apglifica la isoforma B de la proteina, formada por
2,697 aminoécidos. [4, 23]Ambas isoformas se coaseen los vertebrados y son idénticas desde el
aminodcido 1 a 2683, mientras que los extremosr@itales son diferentes. [4, 23]. Por otro lado, se
han identificado cuatro nuevas isoformas generpdesplicing fisiolégico (AE10,AE12,AE33,34, y

B )[4].

En el genNIPBL pueden producirse diferentes tipos de mutaciongastuples: sustituciones,
deleciones, inserciones, mutaciones sin sentidatgeiones en la zona de corte y empalspdiging).
Curiosamente, estas ultimas pueden dar lugar aviawigdos efectos, de los cuales, el mas comun es
la omision del siguiente exon. [4]

Las mutaciones de corte y empalme se han encortaiatinen los nucleétidos de las zonas aceptoras
y dadoras desplicing como en alguno de los tractos de polipirimidinasveces, estas mutaciones
pueden provocar la pérdida parcial del exdn medidamtactivacion de las secuencias de corte y
empalme que estaban ocultas. Asimismo, las mutagidesplicing pueden incluso interrumpir los
sitios originales de corte y empalme y generarsategevos. [4]

2.2. Estudio funcional delsplicing mediante minigenes

Los minigenes gxon-trapping vectojsson constructos formados por un inserto gendémio® se
clona en un plasmido que contiene un promotor ys@taiencia donadora dplicing en posicion 5’
respecto al inserto y una secuencia aceptospliting con sefiales de terminacion de la transcripcion
en 3’ respecto del inserto. Es decir, los minigegmgienen un segmento gendmico generado a partir
del gen de interés que incluye las regionessgicing Estos segmentos se crean mediante
amplificaciébn por PCR, ya sea directamente a pddirDNA gendmico o un fragmento de ADN
gendmico clonado como molde. [24]

El ex6n que porta la mutacibn en estudio se clooatoj con su secuencia intrénica
flanqueante. También se clona el transcrito normal y se tramafe@mbas en lineas celulares
establecidas para analizar posteriormente elpaiéplicing del vector.

Por tanto, este tipo de construcciones se puedigaiupara confirmar y demostrar la existencia de
una mutacion dsplicingin vitro que impide la correcta maduracion del mRNA. [25]



3. OBJETIVOS

1- Confirmar a nivel del RNA que la mutacién c.6344@&B) (-8) del gerNIPBL provoca un
splicingaberrante en un paciente con Sindrome Corneliadge.

2- Analizar mediante minigenes el mecanismapl&ingde la mutacion c.6344del (-13)_(-8).



4. MATERIAL Y METODOS

4.1. Material

El material de partida en este trabajo fue sangriéépica y una muestra de DNA de un paciente con
Sindrome de Cornelia de Lange que posee una mataaid el intron 36 del gerNIPBL
(c.6344del(-13)_(-8)).

Por otro lado, como control se us6 DNA de un pdeigne no poseia mutacion alguna\¢RBL.

4.1.1. Caso clinico

El paciente estudiado es una nifia de 7 afios qué adas 36 semanas de gestacion en la que se
observo la presencia de diferentes signos carsiited de los pacientes con Cornelia de Lange.

Durante la exploracion en el periodo neonatal,deignte tenia las siguientes caracteristicas: cejas
arqueadas con sinofridia, pestafias largas, puaste deprimido con fosas nasales antevertida® larg
y suave surco nasolabial, labio superior delgadsaitismo generalizado. Tenia las manos pequefias
con braguimesofalangia V y la restriccion de lossinientos del codo. Durante los primeros meses
de vida, presentaba un trastorno de la alimentagida deglucién, que actualmente esta bajo
tratamiento para evitar el reflujo gastroesofagico.

Sistemas/érganos o funciones

afectados Clinica
Cabeza * Braquicefalia
* Edema en la nuca
* Cejas arqueadas
: * Sinofridia
Ojos o
* Pestaiias largas
* Ptosis
e Puente nasal deprimido
Nariz e Narinas antevertidas
e Philtrum alargado
Boca » Labio superior delgado
Sistema respiratorio » Infeccion del sistema respiratorio superior

* Reflujo gastroesofagico

Sistema gastrointestinal ) .,
g  Problemas de alimentaciéon

* Manos pequefias con cortos dedos (braquimesofalsihgi
* Pies pequefios

» No ausencia de brazos o antebrazos

» Restriccién de los movimientos del codo

D

Extremidades

Piel » Hirsutismo severo

Mental / cognitivo » Conducta social problemética (caracteristicastag)is
* No habla

Desarrollo ., : ~
» Comenzd a caminar a los 3.5 afios

Parametros somatométricos » Crecimiento lento antes y después del nacimiento

Tabla 2 Caso clinico de la paciente con la mutacion et@84(-13)_(-8) en el geNIPBL.



Figura 6. Imagenes de la paciente con la mutacién c.6344H&) (-8) en el geNIPBL

4.2. Meétodos

4.2.1. Andlisis de la mutacion
Se nos envi6 al laboratorio una muestra de DNApdelente para comprobar que padecia la mutacion
c.6344del (-13)_(-8).

4.2.1.1. Andlisis del DNA genémico

4.2.1.1.1. Amplificacion por PCR del exon 37 del gen NIPBL

La técnica PCRKolymerase Chain Reactipnse fundamenta en la propiedad de la enZiaa
polimerasa para replicar hebras de DNA. Esta tacrimsiste en ciclos repetitivos de variaciones de
temperatura que permiten: la desnaturalizaciorDt; hibridacion de los cebadores al DNA diana;
y elongacién de las cadena de DNA formadas. Estsssfconstituyen un ciclo de amplificacién y
cada uno de los productos formados puede usai@BlAaenolde para el ciclo siguiente.

En este caso, la PCR se realiza para amplificiiaginento formado desde el por el exén 37 y las
secuencias intronicas flanqueantes. Las condicidaéCR se muestran enfglexo 1.

Tras tener la mezcla de reaccion completa con tpdasla uno de los reactivos en el interior degubo
eppendorf, se introducen los mismos en un ternmambic! (Applied Biosystems) para que pueda
llevarse a cabo la PCR. Los cambios de tempergtlaaduracion de cada etapa se muestran en el
Anexo 2.

4.2.1.1.2. Deteccion del DNA amplificado

Para determinar si el DNA de cada muestra se héfeaqo y no se han formado dimeros de primer
o amplificaciones especificasnfearing, se visualiza cada muestra en un gel de agaksta. se
sintetiza siguiendo el siguiente proceso:

Disolver 0.53g de agarosa (2%) en 26.5ml de bfBE1X (TRIS + &cido borico + EDTA).
Se calienta la muestra en un microondas hastausiicein.

Adicién de 0.8il de bromuro de etidio (EtBr).

Verter la mezcla en un soporte previamente montgdama”), colocar un peine y dejar
solidificar.

BN =
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La electroforesis en gel es una técnica que seeanmara separar por tamafios las muestras de DNA,
gque estan cargadas negativamente debido a sussgagfato, con lo en un campo eléctrico migraran
a hacia el polo positivo.

Cuando se aplica una diferencia de potencial, gadrlwe la migracion vendra determinado por el
tamafo del fragmento de DNA, migrando los fragmemequefios mas rapido que los grandes. Para
conocer el tamafio de los fragmentos se utiliza arcador de peso molecular de 100pb.

El proceso de electroforesis se detalla a continnac

Llenar la cubeta de electroforesis con Buffer TBE1X

Retirar el peine del gel previamente formado.

Retirar el gel del soporte o0 cama y sumergirlo et la cubeta.

Cargar en cada pocilluBde muestra junto conuBde tampon de carggample Buffer
Constar los electrodos a la cubeta y comenzaioekpo de electroforesis: 90 V, 30 minutos.
Transcurrida la electroforesis, sacar el gen deulzeta y revelarlo en el transiluminador (Gel
Doc) para detectar la amplificacion de cada unlosiexones.

9 Ul b W=

4.2.1.1.3. Secuenciacién

Una vez que se comprueba que las muestras con DNAada grupo derimersse han amplificado,

se purifican dichos productos de la PCR por meditadproteina exosap (ExoSAP-IT PCR Product
Cleanup (Affymetrix)). Esta proteina posee, porlago, actividad exonucleasa, que degrada las
cadenas sencillas de DNAr{mers; y por otro, actividad fosfatasa, que eliminadospos fosfato de
los nucleétidos de Igzrimersimpidiendo su renaturalizacion.

Para llevar a cabo la purificacion de los produadesPCR, se afiaden a esté 8e exosap y se
introduce la muestra en el termociclador con egama delAnexo IIl Tras purificar la muestra, se
envian a secuenciar.

El proceso de secuenciacion llevado a cabo epdé&tinger, método que se basa en la polimerizacion
del DNA y el uso de dideoxinucledtidos (ANTP) queven como terminadores de la reaccién. El
proceso de amplificacion por PCR de esta técnitiaautlideoxinucle6tidos marcados con fluoréforos
y se resuelve mediante una electroforesis capilar.

4.2.1.2. Extraccion del RNA
Por medio del kit PAXgene Blood RNA Kit (PreAnalgg)t se extrae el RNA de leucocitos de sangre
periférica para analizarlo posteriormente.

Centrifugar el tubo con sangre durante 10 minu#@0xg.

Eliminar el sobrenadante por pipeteo. Afadir 4mhdea RNAase-free al pellet.
Vortear hasta que el pellet se haya disuelto yrifegar 10 minutos a 4000xg. Descartar| el
sobrenadante.

Afadir 350ul de tampon (BR1) y vortear hasta queeét esté disuelto.
Pipetear la muestra a un eppendorf de 1.5ml y afg@bul de tampon (BR2) y 40ul de
proteinasa K. Mezclar por vorteo durante 5 seguredascubar 10 minutos a 55°C usando| un
shaker a 400-1400rpm. Después poner el shakeiCa 65°
6. Pipetear el lisado en la columna PAXgene shregdpigr column colocada en un tubo de 2ml y
centrifugar 3 minutos a maxima velocidad.

wnN e
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7. Transferir el eluido a un nuevo eppendorf.

8. Anadir 350l de etanol 100%, mezclar por vorteentgfugar 1-2 segundos a 4000rpm.

9. Pipetear 700ul de muestra en la columna PAXgene BN column situada en un tubo de 2ml
y centrifugar 1 minuto a 13000rpm. Colocar la calanen un nuevo tubo y descartar el usadag.

10. Pipetear el resto de la muestra y repetir el poeaterior.

11. Pipetear 350ul de tampon de lavado 1 (BR3) ewlianma. Centrifugar 1 minuto a 13000rpm.
Colocar la columna en un tubo nuevo.

12. Anadir en un eppedorf 10ul de DNAse | en solucyodespués 70ul de RDD (tampon |de
digestion).

13. Pipetear los 80ul de esta mezcla a la columngayldel5 minutos a temperatura ambiente.

14. Pipetear 350ul de tampon de lavado 1 (BR3) ermplanma. Centrifugar 1 minuto a 8000-
20000xg. Colocar la columna en un tubo nuevo.

15. Pipetear 500ul de tampén de lavado 2 (BR4). dagar 1 minuto a 8000-20000xg. Colocar
columna en un tubo nuevo.

16. Afadir otros 500ul de tampdn de lavado 2 (BR4)nt@feigar 3 minutos a 8000-20000xg.
Colocar la columna en un tubo nuevo.

17. Desechar el tubo y poner la columna en un tubsmu@entrifugar 1 minuto a 8000-20000xg.

18. Desechar el tubo y colocar la columna en un tebt.Bml y pipetear 25ul de tampon de elugion
(BR5) en la membrana. Centrifugar 1 minuto a 130@0r

19. Sobre la misma columna se vuelve a afadir 25gdrdpdn de elucion (BR5).

20. Incubar 5 minutos a 65°C e inmediatamente ponéredo. Guardar el RNA -80°C.

a

4.2.1.3. RT-PCR
A partir de 500 ng del RNA extraido, se realiza traascripcion reversa y se forma cDNA de cadena
simple usando First Strand Synthesis Kit (Ferméntas

1. Preparala mezcla Tdbla 3 e incubar 5 minutos a 65°C.
2. Anadir la mezcla 2Tabla 4 e incubar: 25°C (5 minutos), 37°C (60 minutogP9C (5 minutos).

Reactivo Volumen Reactivo Volumen
RNA 1.6l Tampo6n 4yl
Randomhexameros 1l Inhibidor de RNAsa 1l
Agua 8.4pl dNTPs (10mM) 1l
Transcriptasa reversal 2 ul
Tabla 3 Mezcla 1 de la RT-PCR Tabla 4 Mezcla 2 de la RT-PCR
4.2.1.4. Identificacion de transcritos aberrantes

Para este paciente se amplifican los exones 3%88o(que la mutacién se encuentra entre los
mismos) por medio de los cebadoi@svard sF35 (5'-ATCATCAAATATGGCATGAC-3') yreverse
sR38 (5-TAGACCAATGATAGCTTTTG-3'). Cada reaccion aeplificacion contiene gl de cDNA

en una mezcla total de 20

Los productos amplificados obtenidos se analizanefextroforesis en un gel de agarosa al 2%. Las
bandas obtenidas se escinden y se purifican coERBel Extraction Kit (QIAGEN). Finalmente, su
identidad se confirma por secuenciacion.

12



4.2.2. Construccion de minigenes

4.2.2.1. Clonacion del exén 37 del geNIPBL en el vector pPCR®2.1-TOPO

El proceso de clonacion de DNA consta de la inéarde un fragmento de DNA en un vector
plasmidico. Para que esta construccion perdurd gengo, se amplifique y se obtenga un nimero
elevado de copias, es necesario introducirla émogpedador apropiado corgocoli.

A continuacién se comentan los pasos fundamerdaléss clonacion:
» Amplificacion del DNA a estudiar para generar alro.

» Fragmentacion especifica mediante enzimas dea@éinj tanto del inserto como del vector
en el que se va a clonar.

Ligacion del inserto con el vector para formarlésmido recombinante.
Introduccién del plasmido recombinante en céludagptoras.

Seleccion de colonias aisladas que poseen losscimsitivos.

YV V V V¥V

Secuenciacion de las colonias positivas.

4.2.2.1.1. Generacion del inserto
El inserto que se va a utilizar es el obtenido réirpde la amplificacion del exén 37 del gshPBL
junto con sus secuencias intrénicas flanqueantes.

Los primers utilizados NM37F (5-ATTACCTGAGGTCGGGAGTTC-3) y M37R (5'-
GCTGTTGATGTCAACAGTGTGC-3)).

Las condiciones de PCR vy los reactivos son los ogsque los seguidos en la seccib@.1.1.2
(Véase Anexo | y Anexo.llAdemas de esta amplificacion, se realizan loshmmi pasos con DNA
gendmico de un control sano.

El producto de PCR se visualiza en un gel de agaeosTBE 1X y como que aparecen bandas
inespecificas, se purifica el producto de PCR desdel de agarosa usando el kit comercial Qiaquick
Gel Extraction kit de QIAGEN.

4.2.2.1.2. Ligacion del inserto con el vector pCR®2.1-TOPO

El vector usado es pCR®2.1-TOPO (Invitrogexigdse Anexo IV que es un plasmido que posee
extremos 3'- protuberantes con un residuos timidima medio de este sistema no es necesaria la
digestion con enzimas de restriccion o el uso d@NA ligasa.

La Tagpolimerasa empleada en la reaccién de PCR pamayesl inserto posee actividad transferasa
terminal y deja una adenina extra en los extremate 3os productos, que es complementaria a la
timidina protuberante del vector.

La ligacion se realiza incubando una mezcla deciéagv/éase Anexo)Wurante 15 minutos a 25°C y
posteriormente se transfiere a bafio de hielo.
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4.2.2.1.3. Transformacién del vector pCR.1-TOPO recombinante en E. coli
XL1 blue

Se usa la metodologia del choque térmico paradatio el vector recombinante en las células. El

protocolo seguido se muestra a continuacion:

1. Mezclar en un tubo2. del vector recombinante y 100 de células competent&sColi XL1
Blue.

2. Incubar 30 minutos en hielo.

3. Choque térmico: Calentar la mezcla de reaccion®aCAdurante 45 segundos en un bafio de
agua y seguidamente trasvasarla a hielo 2 minutos.

4. Anadir 300uL de LB atemperado y estéril.

5. Incubar a 37° C y 150 rpm durante 1 hora y 30 msut

6. Sembrar la mezcla anterior en una placa atempeed8-Ampicilina suplementada con 4D
de XGal 20 mg/ml y 1@l de IPTG 0,5 M.

7. Dejar crecer durante 24 horas a 37°C.

4.2.2.1.4. Seleccion de las colonias positivas

Tras dejar crecer las coloniaskecoli XL1 blue se seleccionan las positivas (las que han incadgo

el vector recombinante). El vector p&R1-TOPO posee su MCS en el medio del gacz por lo

que si se ha incorporado el inserto, este gen guestaumpido. Al inducir la expresion del geacZ

con IPTG y XGal, las colonias adquieren una coléraazul, que pierden en el caso de que se haya
interrumpido el gen con el inserto. Asi pues, labmias positivas son las que tienen coloracion
blanca.

4.2.2.1.5. Obtencién del plasmido recombinante de las colonmsitivas

Se toman las colonias positivas (blancas), se paraecer en 5 ml LB-ampicilina a 37°C O/N y su
DNA plasmidico se purifica segun el protocolo delllustra PlasmidPrep Mini Spin Kit de GE
Healthcare. Este DNA se envia a secuenciar parfirman que no se han introducido mutaciones
durante el clonaje.

4.2.2.2. Subclonaje de los insertos en vectores pSPL3

El subclonaje es una técnica que consiste en obtdnaserto de un pladsmido determinado para
introducirlo en otro distinto. Este segundo ve@®mite reproducimn vitro el proceso dsplicingque
sufriria el exorin vivo. Los pasos a seguir son:

» Digestion del plasmido pCR®2.1-TOPO recombinanteEcoR| para obtener el inserto.
Digestion del vector pSPL3 cdtaRl.
Ligacion del inserto y el vector pSPL3.

Transformacién del vector pSPL3 recombinante eargasE.coli XL1 blue.

vV V VYV V¥V

Seleccién de las colonias positivas (han incorpordvector recombinante) por medio de
PCR boiling, que consiste en realizar una PCR directamentee dals colonias que han
crecido.

» Obtencién del DNA plasmidico de las colonias peagi
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En primer lugar, los insertos se escinden del vestgombinante pCR®2.1-TOPO cdfcoRl
(Fermentas) y se extraen con los siguientes reactiglAnexo VI.

La reaccion se incuba a 37 °C durante 3 horas tepasnente se comprueba que la reaccion ha
transcurrido de manera correcta a través de udeyelectroforesis de agarodaa banda de interés
correspondiente al inserto se purifica con el &hercial Qiaquick Gel Extraction kit de QIAGEN.

El vector pSPL3VYease Anexo Vllse comercializa en forma circular, por lo queagawder introducir

el inserto en él debe digerirse previamente con emama de restriccion que genere extremos
cohesivos con el inserto. En este caso, la enzieestriccion utilizada ha sidécdrl, que es la
misma con la que se ha digerido el inserto, derlad que se indica en&hexo VIl

Para evitar que se produzca la recircularizacidnvdetor pSPL3, antes de realizar la ligacién se
defosforila el vector en 5'con fosfatasa alcalifi®AP, de Promega). Los reactivos utilizados se
muestran en énexo 1X.

El proceso de ligacion del inserto y el vector p$BE realiza a 25°C durante 5 min, utilizando DNA
ligasa T4 y seguidamente se transfiere la meztlafi@ de hielo. Los componentes de la mezcla de
ligacion se muestran enA&hexo X

Tras la ligacién, se transforma el vector recomii@@n E.coli XL1 blue, tal y como se muestra en la
Seccion 4.2.2.1.45in embargo, en este caso, las placas de LB-dimpino se les afiade ni IPTG ni
XGal ya que el vector pSPL3 no posee sistea@. Por tanto, se realiza una PB&iling “picando”

un namero determinado de colonias y sumergienda uad en un tubo con los reactivos de la PCR.
(Todos los reactivos y condiciones de reaccion sestman en eéhnexo Xly Anexo XIl) y, finalmente,
dichas colonias se lisan por calor.

Para obtener el DNA plasmidico de las coloniastpasi, se “pican” dichas colonias y se ponen a
crecer en 5 ml LB-ampicilina a 37°C O/N. ElI DNA sfeidico obtenido se purifica mediante una
miniprep siguiendo el protocolo descrito en ellkistra PlasmidPrep Mini Spin Kit de GE Healthcare.

Para finalizar, se envia a secuenciar el inseottaclo en el DNA plasmidico y asi confirmar que@o s
han introducido mutaciones durante el clonaje.

Todos los minigenes generados se aislan usandbdd eenJET Plasmid Miniprep (Fermentas) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante, yweoificados por secuenciacion.

4.2.3. Mutagénesis dirigida

Por medio de mutagénesis dirigida, se pueden gediéeeentes minigenes para determinar el tipo de
mutacion desplicing que posee el inserto del propio minigén. Estegeoaonsta de los siguientes
pasos:

» Desnaturalizacion del plasmido que contiene elaggemutar y ligacion de los oligonucleétidos
disefiados para introducir la mutacién deseada.

» Extension de los oligonucledtidos con la enzimaaltie fidelidadPfu DNA polimerasa para
obtener plasmidos de cadena doble mellados eneulss thebras.
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» Tratamiento corDpn | para digerir las hebras metiladas que corresgorad plasmido sin
mutar.

Los minigenes control se mutan de manera dirigidaagés de QuickChange™ Site-Directed
Mutagenesis Kit (Stratagene, La Jolla, CA, USA)stisuyendo las pirimidinas del tracto de
polipirimidinas del exén 36 y por purinas, genexadd esta forma el minigén mutante PUR.

4.2.3.1. PCR de la mutagénesis dirigida
El DNA que se ha utilizado de molde para la mutagiénha sido el plasmido recombinante pSPL3-
37WT en la reaccion con IgsimersPUR Fy PUR R.

Primers Secuencia
Primer PUR F 5'- atta@aaagdtattagGTGCCA-3”
Primer PUR R 5- TGGCACctaataatttt gtaat -3

Tabla 5 Secuencia del minigén PUR.

Los reactivos y el programa de PCR utilizados ssngue se indican en AhexoXllly en elAnexo
XIV.

Los minigenes mutados PUR se aislan usando eekzehJET Plasmid Miniprep (Fermentas) tal y
como se lleva a cabo con el resto de minigenealrRémte, los son verificados por secuenciacion.

4.2.4. Ensayoin vitro de las mutaciones

4.2.4.1. Transfeccion de las células HepG2
Tras la construccion de los minigenes, se vergidancionan reproduciendo sgplicing observadan
vivo. Para ello, con estos minigenes se transfectarasé&ucariotas HepG2.

4.2.4.1.1. Cultivo de las células HepG2
Las células HepG2 se deben mantener para su ceetora 37°C y atmdsfera de 5% £ el medio
de cultivo expuesto en Ahexo XV

4.2.4.1.2. Transfeccion de las células HepG2
El protocolo de transfeccion se muestra a contidnac

1. En placas de 6 pocillos, sembrar 4kt6lulas por pocillo y dejarlas crecer a 37°C digrad
horas.

2. Transfectar las células HepG2 con 1500 ng de veetmmbinante siguiendo el protocolo del
kit comercial jetPEI™ DNA Transfection Reagent ddyplus Transfection™.
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4.2.4.2. Extraccion de RNA de las células transfectadas y atisis del mismo

4.2.4.2.1. Recoleccion de las células transfectadas
Para recolectar las células transfectadas, se sigiguiente protocolo:

Lavar cada pocillo con 1 ml de PBS 2 veces.

Anadir 0,5 ml de tripsina/EDTA 0,05/0,02% a cadailho.
Cuando las células se hayan despegado, se debe& anad de PBS a las mismas Jy,
posteriormente, trasvasarlas a un eppendorf.

4. Centrifugar 5 minutos a 13000 rpm y eliminar elreoladante.

wn e

4.2.4.2.2. Extraccion de RNA
Para lisar las células transfectadas y extraerNs §& sigue el protocolo descrito en el kit RN&asy
Protect Mini Kit de Qiagen.

4.2.4.2.3. Andlisis del RNA
Para analizar el RNA, se lleva a cabo una RT-PQRmmalio de ig de RNA utilizando el kit First
Strand Synthesis Kit (Fermentas).

Una vez que se obtiene el cDNA correspondienteéeakza una PCR conubde cDNA usado los
cebadores especificos del vector pSPL3 SD6 y SA2.

Los reactivos y condiciones de PCR se muestraih &nexo XVIly Anexo XVII.

Los productos amplificados se analizan por eleotesis y se envian a secuenciar.
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5. RESULTADOS

5.1. Mutacion en DNA gendmico

Primeramente, se ha verificado la existencia daugacion c.6344del (-13)_(-8) en el intrén 36 del
genNIPBL del paciente. Para ello, se ha realizado una fogulion del exdn 37 y sus secuencias
intronicas flanqueantes.

Analizando los resultados, es evidente que la setee nucledtido del gedIPBL del paciente es
diferente de la del control y se puede apreciaukencia de 6 nucleétidos en la secuencia intr@ica
del paciente.

DNA paciente DNA control
(Mutacion c.6344del (-13)_(-8))

TAATAA GTAATAT T T TAATAAAGATAAGTA

|

Figura 7. Secuencia de nucle6tidos procedentes deNgeBL del DNA del paciente c.6344del (-13)_(-8) y del®bbntrol.

5.2. Identificacidn de transcritos aberrantes

Para confirmar que la mutacion c.6344del (-13)_ded)genNIPBL provoca ursplicing aberrante en

el paciente con Sindrome Cornelia de Lange dehjwalse realizé un estudio a nivel de RNA. Para
ello, se desarroll6 una extraccion de RNA de leilesade sangre periférica y, posteriormente, se
transformo dicho RNA en cDNA mediante una RT-PCR.

Se realiz6 una amplificacion de los exones 35 a 3fartir del cDNA del paciente y una muestra
control en un gel de electroforesis. Se observdifemencias entre ambas muestras: la control poseia
una banda de 363 bp correspondiente a los exor83-38; mientras que la muestra del paciente
presentaba la banda esperada a 363bp, ademasa thamda adicional a 208bp.

MW Paciente Control

a7 |38
=]

-_— . (53t
—_— A

T EE

Al

Figura 8. Resultados de la electroforesis del cDNA contrdél cDNA del paciente.

Las bandas resultantes se escindieron del gel pusBicaron para poder secuenciarlas. Asi pues,
observando detenidamente las secuencias de ndogdka banda mas ligera de cDNA no poseia el
exon 37 debido a la mutacion c.6344del (-13)_(r8%@nte en el intron 36 del geiPBL
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EXON 36 EXON 37 EXON 36 EXON 38

1
1
ACTATG:GTGCCFA P-CTP.TG:GTTP.P.C
1
| 1
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Figura 9. Secuencias Sanger procedentes de la banda a g&38lyanda a 208bp. A la izquierda esta represargadecuencia sin ninguna
mutacion. La figura de la derecha representa laeseta de nucleétidos de la muestra del pacientks que se observa la falta del exén 37
del genNIPBL

5.3.  Analisis mediante minigenes

Para analizar el mecanismo gf#icing por el que se produce la pérdida del exon 37esé b cabo un
estudio con minigenes. Los insertos de los minigegmecedian del exén 37 (y sus secuencias
intrénicas flanqueantes) de glPBL del DNA de paciente y un DNA control. Una vez oiides lo
insertos, se cortaron con la enzigeoRI, al igual que los vectores utilizados para familel proceso

de clonaje en el vector pSPL3.

Tras la ligacion en el plasmido pSPL3 y su postdramsformacion en las células compete Besli
XL1blue, se comprobo si las colonias que habiacidwesran positivas por medio de una R&iing
utilizando losprimersNM37F y NM37R.

Figura 10. Electroforesis donde se observa el resultado 8€Rboiling, donde se observan las colonias positivas porordeluna banda
a 700 pbcorrespondiente a la amplificacion del inserto losprimersNM37F Y NM37R.El gel de la izquierda represent®@Rboiling
de las colonias que han insertado el minigén 37&/He la derecha, las colonias de la de las caomige han incorporado el minigén
37DEL.

El DNA plasmidico se purificé mediante una minipgepe envio a secuenciar para comprobar si cada
plasmido posee la secuencia correcta. Asi puashtemnen tres tipos de minigenes: los 37WT, los 37
DEL y los PUR.

La secuencia del producto de PCR 37WT control detatba la presencia del exén 37, dado que no
poseia mutacién alguna en la region intrénica 36.
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Figura 11. Secuencia Sanger de la muestra 37WT.

Las secuencias obtenidas de los productos de PDRL3€omo procedian del paciente, presentaban
la delecién de las 6 pares de bases presentesnemtadaion c.6344del (-13) (-8) en el intrén 36 del

genNIPBL
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Figura 12. Secuencia Sanger de la muestra 37DEL.

Las secuencias PUR presentaban la mutacion deriesdmas de la region analizada del intrén 36
por purinas, tal y como mostraba su secuencia dedtidos.

260 270 280
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Figura 13. Secuencia Sanger de la muestra PUR.

Tras la construccion de los minigenes, se vergiddincionan reproduciendo gplicing observadan
vivo. Para ello, con estos minigenes se transfectallatas eucariotas HepG2, se recogian las células,
se extraia su RNA y una vez que se obtenia el cbdtfespondiente, se realizaba una PCR ¢dn 5

de cDNA usado los cebadores especificos del vp&BL.3 SD6 y SA2.
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En este experimento, en la muestra procedentmidéén WT, se apreciaron dos bandas: una a de
423 bp y otra de 268 bp (que no poseia el exénLaManda a 423bp se correspondia con el minigén
completo que habia logrado incorporar el insertcegén 37. La eficacia de insercion de dicho exén
fue totalmente efectiva, ya que en el gel se vigalah la banda a 268bp correspondiente al plasmido
sin inserto.

En la muestra del minigén 37DEL, que poseia lacitislec.6344del (-13) (-8), no se aprecié banda
alguna a 423bp (no contiene el exdn 37), perode 268pb (producto sin el inserto del exén 37).

Por su parte, la muestra procedente del minigéamteif{minigén PUR) mostré un patronggdicing
similar al que ha tenido lugar en el minigén dddkecion c.6344del (-13)_(-8), 37DEL.

JITDEL

5 > Em: 4230
268bp

Figura 14. Resultados de la electroforesis de los constswd#aminigenes.

Para corroborar la inserciéon del inserto 37, seiesgiaron las muestras de cDNA obtenidas. Se
comprobd que el 37 WT habia incorporado el exon §ile el 37DEL no tenia dicho exon.

| VECTOR | EXON37 | | VECTOR | VECTOR |
AG CAG TG C AGCAACTCT
|11 | - f I !ﬁl .II|
K \ll I | | Il k-] ] I
| | | I|
1 I I |
£ [ i ATEE L.' \ '|
{ I II |I f i /
I 1 \ [\ I| || : I l
wr c.6344d el 13) (-8)

Figura 15. Secuencias Sanger de las muestras de cDNA 3{@aVdlizquierda) y 37DEL (a la derecha).
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6. DISCUSION

En este trabajo se muestra la caracterizaciondonatde una mutacion dgplicingen un paciente con
SCdL. Esta mutacion intronica en el geiPBL se localizan fuera de las secuencias donadoras y
aceptoras dsplicing

Segun la clasificacion de Gillis el fenotipo dekieate puede calificarse como severo, con rasgos
craneofaciales evidentes incluso en el periodo atagrmalformaciones en las extremidades, retrasos
graves de crecimiento y de la psicomotricidadpattede braquicefalia.

A partir del DNA gendmico se comprob6 que al paeetiagnosticado poseia una mutacion en el
intron 36 del genNIPBL, una delecion de 6 nucledtidos (c.6344del (-13)) (eR)e podria estar
implicada en la generacion de gplicing aberrante de este gen.

Por otro lado, con objeto de confirmar si la muiadilaba lugar a un transcrito aberrante, se llevé a
cabo un estudio de RNA extraido de sangre perdérise comprobd que se producia un transcrito con
pérdida del exén 37. Esta delecion daba lugarapira del marco de lectura, con lo que la pratein
codificada resultaba probablemente truncada Yfigaitia la aparicion del SCdL.

Analizando las secuencias de nucleétidos, se pbderear que la mutacién no estaba en la zona
conservada del intrén. De hecho, no afectaba sitial aceptor, ni en al donador del intron 36. Hay

que decir que la mayoria de las mutacionesplieing se hallan en dichas zonas. Estudiando a fondo
la secuencia nucleotidica, se postuld que la mtagodria estar situada en el tracto de

polipirimidinas del intron 36 del geNIPBL, debido a que la zona de la mutacion era rica en
pirimidinas.

Para poder confirmar que c.6344del (-13)_(-8) amlva de una mutacién dplicing se llevé a cabo
un estudio con minigenes. Este tipo de construsiiasmuy Utiles para demostrar eventospleing
ligados a la pérdida o ganancia de reguladoresiigps. Ademas, una vez demostrado la produccion
delsplicingin vivo, este modelo permite replicailovitro y estudiarlo mediante cambios introducidos
por mutagenesis dirigida [24].

La aplicacion del modelo de minigenes al estudib pdeiente demostré que la mutacién era de
splicingy que provocaba la pérdida del exon 37. Ademager&u que la mutacion afectaba al tracto
rico en pirimidinas. Posteriormente, se plante6 pmtagénesis dirigida la sustitucion por bases
puricas de la region rica en pirimidinas pero aibdse mutada. Este constructo produjo en el modelo
de minigenes la pérdida del exdn 37, reforzanddda de que la mutacion afectaba al tracto rico en
pirimidinas.

A pesar de que todavia no ha sido definida unaese@ consenso especifica de este tramo, se sabe
que se requiere un nimero minimo de pirimidinasiy € muy importante también su composicion.
Aungue las mutaciones mas comunes conocidas sdrataversiones de pirimidinas a purinas, en
nuestro caso la mutacion parece que afectaria tadsrgitud de la secuencia. [24, 26]

En resumen, el estudio de este paciente con SCdbetraitido caracterizar por primera vez una
mutacién en el intrén 36 del g&PBL que no afecta a la regién donadora o aceptospliging y
gue probablemente produce una reduccion del tramicen pirimidinas del intrén. Esta mutacion en
la que se pierden 6 nucleétidos generaria la pemdid exon 37, dando lugar a una proteina truncada
de NIPBL que justificaria la aparicion del SCdL.
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/. CONCLUSIONES
7.1.  Conclusiones

1- Se demuestra que la mutacion c.6344del (-13)_@B)voca unsplicing aberrante del gen
NIPBL con pérdida del exén 37 y ruptura del marco deifede la proteina codificada.

2- La localizacién de la mutacion c.6344del (-13) (-8 el modelo de minigenes provoca un
splicingaberrante anélogo al encontrad@ivo.

3- La eliminacién de la secuencia de pirimidinas doseléocaliza la mutacion, o su sustitucion
por bases puricas sin la base mutada en el modeiardgenes, provoca la pérdida del exdn,
sugiriendo que la mutacion afecta al tracto ricpieimidinas.

7.2.  Conclusions

The mutation c.6344del (-13)_(-8) causes an aersplicing of NIPBL gene with loss of
the exon 37 frameshift rupture of the encoded prote

The location of the mutation c.6344del (-13)_(-8) the minigenes origins an aberrant
splicing minigenes similar to that found in vivo.

The elimination of the sequence of pyrimidines wh#re mutation is located or its
substitution by purines bases without the mutateskbn the minigenes model causes loss of
exon, suggesting that the mutation affects thevpgime-rich tract.
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9.

APENDICE

D

5 1

53

A Adenina NIPBL Nipped-B-like
Ap' Marcador de resistencia a ampicilina OIN Overnight(por la noche)
ATP Adenosin trifosfato oC Grados centigrados
bp Base pairgpares de bases) PBS Phosphate buffered saline
C Citosina (tampdn fosfato salino)
SCdL Sindrome de Cornelia de Lange PCR Polymerase chain reaction
cDNA Complementary DNADNA (reaccion en cadena de la polimerasa)
complementario) Pfu Pyrococcus furiosus
CO, Di6xido de carbono pmol Picomoles
DMEM | Dulbecco's Modified Eagle Mediufiviedio R Primer Revers¢Cebador reverso)
de Eagle Modificado de Dulbecco) RAD21 RAD21
DNA D'eoxyribonucleic acid rom Revoluciones por minuto
(Acido desoxirribonucleico) RT-PCR | Reverse transcriptase polymerase chain
dNTP Nucleotide triphosphate reaction
(nucledtido trifosfato) (Reaccion en cadena de la polimerasa ¢
E. coli Escherichia coli transcriptasa inversa)
EcoRl Enzima de restricciBcoRl| SA Secuencia aceptora
EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid SA Stromatic antigerfantigeno estromatico)
(Acido etilendiaminotetraacético) SD Secuencia donadora
EtBr Bromuro de etidio SMC Structural Maintenance of Chromosomes
F Primer Forward(Cebador directo) (mantenimiento estructural de los
FCS Fetal Calf Serunfsuero fetal bovina) cromosomas)
G Guanina SMC1 Structural Maintenance of Chromosome
g Gramos (mantenimiento estructural de los
H,O Agua cromosomas 1)
HDACS8 | Histone deacetylase 8 SMC3 Structural Maintenance of Chromosome
(Histona deacetilasa 8) (mantenimiento estructural de los
HepG2 | Hepatocellular carcinoma cells GZ¢€lulas cromosomas 3)
G2 de carcinoma hepatocelular) snRNP Small nuclear ribonucleoprotein
IPTG Isopropil$-D-1-tiogalactopirandsido (ribonucleoproteinas nucleares pequea
I Litros T Timidina
M Molaridad Tag Thermus aquaticus
MAU2 | MAU2 chromatid cohesion factor homolog | TBE Buffer TRIS+acido borico+EDTA
(factor de cohesion homélogo MAU2) TRIS Tris(hidroximetil)aminometano
MCS Multiple cloning site U Uridina
(sitio de clonaje mudiltiple) U/ml Unidad de actividad enzimatica por
mg Miligramos mililitro
MgCl, Cloruro de magnesio \' Voltios
ml Mililitros WT Wild-type
MW Molecular Weight XGal 5-bromo-4-cloro-3-indolil3-D-
(Marcador de peso molecular) galactopirandsido
ul Microlitros ng Microgramos
mM Milimolar ul Microlitros
mMRNA Messenger ribonucleic acid
(acido ribonucleico mensajero)
NaCl Cloruro de sodio
ng Nanogramos
NIPBL Nipped-B-like
O/N Overnight(toda la noche)
ng Nanogramos
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10. ANEXOS

10.1. Anexo |
Reactivo Volumen
MasterMix (ANTPs¥agpolimerasa+MgGh-Buffer 10l
Primer F (20 mM) (5"-GGCACACGACTGTAATCCC-3") 1l
Primes R (20 mM) (5"-CTTCATCCTGGGTCACTACT- 3") 1l
DNA (20 mM) 0.5ul

Tabla 6 Reactivos necesarios para la reaccién PCR pavtifizar el genNIPBL

10.2. Anexo ll
Etapas Numero de ciclos Temperatura Tiempo
Inicio 1 98° C 3
Desnaturalizacior, 96° C 30"
Hibridacion 35 57°C 30”
Extensién 72°C 40"
Extension final 1 72°C 5

Tabla 7. Etapas de un proceso de PCR, junto con las vams de temperatura y la duracion de las mismasgbgroceso de amplificacion
de los exones 35-38 del geihPBL

10.3. Anexo lll
Temperatura Tiempo
Activacion de la Exosap 37°C 45’
Desactivacion de la Exosap 80° C 15’

Tabla 8 Etapas de la purificacién de los productos de P&@ enviar a secuenciar.

10.4. Anexo IV

M13 reverse

priming site
!

pCR*2.1-TOPO”  M13
|

i e

Kpn |

Bawl! |
Spe |

Bstx |
Ecolt|
-

¢ PCR-TOPO"
2 3.9kb

Figura 16. Vector pCR2.1-TOPO
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10.5. AnexoV

Reactivo VVolumen
Inserto adenilado 3ul
Solution Salt 1l
pCR® 2.1-TOPO 1l

Tabla 9 Reactivos de la ligacion del inserto con el veptoR® 2.1-TOPO.

10.6. Anexo VI

Reactivo Volumen
pCR® 2.1-TOPO recombinante 10l
Buffer 10X 2ul
EcoRI 10 Ujl 2ul
H20 6 ul

Tabla 10 Reactivos de la mezcla de reaccién para la digedel vector recombinante pER1-TOPO.

10.7. Anexo VI

3D i
_.--HIV &&d intron . 5A

CUMCS

Bxon EXon

pa
S0

pSPL3

6031 bp

ori

Apr

Figura 17. Vector pSLP3.

10.8. Anexo VI

Reactivo Volumen
pSPL3 5l
Buffer 10X 1l
EcoRI 10 Ul 2 ul

Tabla 11 Reactivos de la mezcla de reaccion para la dégedel vector pSPL3.
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10.9. Anexo IX

Reactivo Volumen
pSPL3 digerido 15l
TSAP 1l
Buffer 10X 2 ul
H,O 2l

Tabla 12 Reactivos necesarios para defosforilar el vgeEi?L3.

10.10. Anexo X

Reactivo Volumen
Inserto 9 ul
pSPL3 defosforilado 1l
Buffer 2X 10l
DNA ligasa 1l

Tabla 13 Componentes de la mezcla de ligacion del exéadeBgenNIPBL al vector pSPL3.

10.11. Anexo Xl

Reactivo Cantidad
PCR MasterMix 2X 10l
PrimemMIM37F (20pmolpl) 1l
PrimemMIM37R (20pmolfl) 1l
DNA 1 colonia
H20 8ul
Tabla 14 Reactivos de la PCBoiling.
10.12. Anexo Xli
Etapas Numero de ciclos Temperatura Tiempo
Inicio 1 98° C 3
Desnaturalizacién 96° C 30"
Hibridacion 25 57° C 30”
Extension 72°C 40"
Extension final 1 72°C 5

Tabla 15 Condiciones de reaccion de la P#tling.
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10.13. Anexo XII

Reactivo Volumen

Buffer 10X 5ul

pSPL3 1.5l
Primer F 1l
Primer R 1l
dNTPs 1l

H,O 39.5ul
Pfu Turbo® DNA polimerasa 1yl

Tabla 16 Componentes de la reaccion de PCR para la mgsigéatirigida.

10.14. Anexo XIV

Etapas Numero de ciclos Temperatura Tiempo
Inicio 1 98° C T
Desnaturalizacior, 96° C 30"
Hibridacion 12 58° C 30"
Extension 68°C 6’ 30”
Extension final 1 68° C 5

Tabla 17 Condiciones de la reaccién de PCR para la muesigdirigida.

10.15. Anexo XV

Componentes Concentracion
DMEM 1X
FCS inactivado por calor 10 %
Penicilina 100 U/ml
Estreptomicina 100 ug/mi

Tabla 18.Componentes del medio de cultivo para las céldesG2.

10.16. Anexo XVI

Reactivo Volumen
PCR MasterMix 2X 10l
SD6 20 pmoldl (5- CTGAGTCACCTGGACAACC-3) 0.5ul
SA2 20 pmoljul (5- ATCTCAGTGGTATTTGTGAGC-3") 0.5ul
cDNA 5ul
H,O 4l

Tabla 19 Componentes de la reaccion de PCR para visuglizeatron desplicing
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10.17. Anexo XVII

Etapas Numero de ciclos Temperatura Tiempo
Inicio 1 98° C 3
Desnaturalizacior, 96° C 30"
Hibridacion 40 55°C 30"
Extensién 72°C 40"
Extension final 1 72°C 5

Tabla 20 Proceso de PCR para visualizar el patrospieing
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