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Resumen

Las enfermedades raras (EERR) se definen en la Unidn Europea como aquellas que afectan
a 1 persona de cada 2.000. Aunque una enfermedad rara afecta a muy pocos pacientes, se conocen
mas de 7.000 condiciones, por lo que el nimero total de enfermos es notable. Asi, se estima que
en Espafia hay alrededor de 3.000.000 personas que padecen una enfermedad rara. La gran
mayoria de ellas son monogénicas, pediatricas y discapacitantes. El desarrollo de las nuevas
tecnologias de secuenciacién, como la secuenciacion de exoma (WES, Whole Exome Sequencing) o
de genoma completo (WGS, Whole Genome Sequencing), ha permitido dar pasos de gigantes en el
conocimiento de las bases genéticas de las EERR, permitiendo el diagndstico y el consejo genético,
y con ello, mejorando la atencidn que reciben los pacientes con EERR y sus familiares.

En el presente Trabajo Final de Grado se han analizado por filtrado y priorizacidon de
variantes de secuenciacion de exoma completo (WES), dos familias con un paciente con trastorno
de movimiento. El objetivo era hallar la causa genética de la enfermedad mediante WES del nifio/a
afecto/a y sus progenitores (WES-trio). Los resultados obtenidos a partir del ensayo de minigenes
y del analisis de transcritos de sangre periférica de uno de los probandos aportan evidencia del
caracter deletéreo de una variante hallada en homocigosis en el gen SLC38A6. Asimismo, muestran
la necesidad de realizar mas estudios sobre las variantes seleccionadas en el otro probando,
reevaluando el exoma en el futuro cuando se conozca mas informacidn acerca de la funcién de
dichos genes y de las proteinas codificadas por los mismos.

En paralelo, se ha investigado la patogenicidad de dos variantes genéticas identificadas en
familias estudiadas en el laboratorio de Enfermedades Raras Neurodegenerativas. Se trata de
cambios nucleotidicos de tipo missense que afectan a la proteina PTPN23. Variantes en el gen
PTPN23 se han asociado con un trastorno del neurodesarrollo caracterizado por retraso en el
desarrollo y anomalias estructurales en el cerebro. Algunos autores atribuyen el mecanismo
patogénico a la fosforilacidn y localizacién anormales de SMN, relacionada con PTPN23 por ser este
un regulador de SMN, por lo que se ha cuantificado esta proteina y se han realizado estudios de
localizacién subcelular en fibroblastos de paciente para determinar la posible relacién con el
fenotipo del probando. Los hallazgos experimentales no han permitido conocer la patogenicidad
de las variantes estudiadas, lo cual ha evidenciado la urgencia de hacer mas estudios, empleando
diferentes técnicas y/o mas réplicas y muestras.

Palabras clave: enfermedad rara; trastorno del movimiento; genética; secuenciacién de
exoma; SLC38A6; PTPN23.
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Abstract

Rare diseases (RDs) are defined in the European Union as those affecting 1 people in 2000.
Although a certain rare disease affects very few patients, more than 7000 RDs are known nowadays,
meaning that the total number of affected people is quite remarkable. Thus, it is estimated there
are over 3 million people suffering a rare disease in Spain. Most of them are monogenic, pediatric,
and disabling. The development of new sequencing technologies, such as whole exome sequencing
(WES) or whole genome sequencing (WGS), has allowed to take huge steps in the knowledge of the
genetic bases of RDs, enabling diagnosis and genetic counselling and, with it, improving the
attention provided to patients suffering RDs and their relatives.

In the current bachelor’s thesis, filtering and priorization of exome sequencing variants has
been performed, studying two families with a member affected by a movement disorder. The aim
was to identify the genetic background of the disease by WES, with this purpose, the affected child
was sequenced, together with his/her parents (WES-trio). Results shown by minigene assay and
transcript analysis from the proband’s peripheric blood demonstrate the deleterious nature of a
variant in homozygosity found in the SLC38A6 gene. Moreover, it is necessary to study more deeply
the variants selected in the other patient, with further exome revaluation in the future when more
information is known about the function of those genes and the proteins they encode.

In parallel, the pathogenicity of two genetic variants already identified in families studied
by the Rare Neurodegenerative Diseases Laboratory has been explored. They are nucleotide
missense changes with an impact in PTPN23 protein. Variants in PTPN23 gene have been associated
with a neurodevelopmental disorder characterized by developmental delay and structural brain
anomalies. Some researchers attribute the pathogenicity of the disease to the abnormal
phosphorylation and localization of SMIN protein, which is linked to PTPN23 being the former a
regulator of SMN, so we have quantified the named protein and performed subcellular localization
studies in the patient’s fibroblasts in order to determine the possible connection with the proband’s
phenotype. Experimental evidence does not allow to conclude anything about the pathogenicity of
the studied variants, suggesting the need to perform more studies with different techniques and/or
more replicates and samples.

Key words: rare disease; movement disorder; genetics; exome sequencing; SLC38A6;
PTPN23.
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ADNCc: acido desoxirribonucleico complementario, complementary deoxyribonucleic
acid (cDNA)

AmpR: resistencia a la ampicilina

ARN: acido ribonucleico
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gated channel subunit alphal A
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gated channel subunit alphal G
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HGMD: base de datos de mutaciones de genes humanos, Human Gene Mutation
Database

HRP: peroxidasa de rabano, horseradish peroxidase

HS: suero de caballo, horse serum

IFI: inmunofluorescencia

Indel: pequefias inserciones y deleciones
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membrane
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Biotechnology Information
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PBS: tampdn fosfato salino, phosphate buffered saline

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa, polymerase chain reaction

Promotor CMV: promotor del citomegalovirus

PTPN23: proteina tirosina fosfatasa tipo 23 no receptor, protein tyrosine phosphatase
non-receptor type 23

SLITRK3: miembro 3 de la familia SLIT y NTRK, SLIT and NTRK like family member 3
SMN1.: proteina de supervivencia motoneuronas 1, survival of motor neuron 1
SLC38A6: miembro 6 de la familia de transportadores de solutos 38, solute carrier family
38 member 6

RIPA: ensayo de radioinmunoprecipitacion, Radio Immunoprecipitation Assay
SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico, sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

SNV: variante de un Unico nucledtido, Single Nucleotide Variant

SV: variacion estructural, Structural Variation

Tm: temperatura de hibridacién, melting temperature

TAF4: factor asociado 4 a la proteina que se une a la secuencia consenso TATA de la
region promotora, TATA-box binding protein associated factor 4

UCSC Genome Browser: visor de genomas de la Universidad de California, Santa Cruz;
University of California, Santa Cruz Genome Browser



UsnRNPs: pequefias proteinas nucleares ricas en uridina, uridine-rich small nuclear
ribonucleoproteins

UTR: regidn no traducida, untranslated region

VUS: variante de significado incierto, Variant of Unknown Significance

WES: secuenciacidon de exoma completo, whole exome sequencing

WGS: secuenciacion de genoma completo, whole genome sequencing

WT: tipo silvestre, wild type



RELACION DEL TRABAJO CON LOS ODS (OBJETIVOS DE DESARROLLO SOSTENIBLE) AGENDA 2030

OBIJETIVO DE DESARROLLO SOSTENIBLE ALTO | MEDIO | BAJO | NO PROCEDE

ODS 1. Fin de la pobreza X

ODS2. Hambre cero X

ODS3. Salud y bienestar X

ODSA4. Educacion de calidad

ODSS5. Igualdad de género

ODS6. Agua limpia y saneamiento

ODS7. Energia asequible y no contaminante

ODS8. Trabajo decente y crecimiento econémico

XX | X [X|[X|X

ODS9. Industria, innovacidn e infraestructuras

ODS10. Reduccion de las desigualdades X

ODS11. Ciudades y comunidades sostenibles

ODS12. Produccion y consumo responsables

0ODS13. Accidn por el clima

ODS14. Vida submarina

ODS15. Vida de ecosistemas terrestres

0DS16. Paz, justicias e instituciones sélidas

XX | X | X |[X|[X|X

ODS17. Alianzas para lograr objetivos

Como se menciona a lo largo del presente Trabajo Fin de Grado, aunque las enfermedades
raras (EERR) individualmente afectan a pocos pacientes, en conjunto, mas de 470 millones de
personas a nivel mundial sufren alguna de ellas. La mayoria de pacientes con EERR tienen
problemas para ser diagnosticados y tratados, debido a la falta de facultativos con experiencia en
su enfermedad, de pruebas diagndsticas concretas o de tratamientos especificos, entre otros
factores. Ademds, en muchas ocasiones, no se conoce la causa Ultima de la enfermedad o, a pesar
de conocerse, las empresas farmacéuticas no invierten en el descubrimiento y desarrollo de
farmacos para tratarlas, por no ser rentables econémicamente. En este sentido, la investigacion
basicay aplicada en EERR es crucial para ofrecer un cuidado global adecuado de los pacientes: tanto
para el descubrimiento de qué variantes y en qué genes causan la enfermedad, el mecanismo
molecular o patogénico, como para el desarrollo de test de diagndstico y tratamientos.

Por los motivos expuestos anteriormente y desarrollados mas adelante, este trabajo
presenta un alto grado de relacién con dos de los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS), en
concreto, se trata de los ODS nimero 3 y nimero 10.

En primer lugar, el ODS 3, “Salud y bienestar”, se centra en mejorar la salud de las personas en
todos sus aspectos y garantizar el acceso igualitario a los recursos sanitarios, vacunas y
tratamientos. En esta linea, el presente proyecto se basa en la investigacion de las bases genéticas
y moleculares de la enfermedad rara que presentan varios pacientes con el objetivo de proveerles
con un diagndstico genético preciso y ofrecerles la mejor opcion terapéutica disponible. Mas
concretamente, se alinearia con la meta 3.8: “Lograr la cobertura sanitaria universal [...], el acceso
a servicios de salud esenciales de calidad y el acceso a medicamentos y vacunas seguros, eficaces,
asequibles y de calidad para todos”, lo cual incluye también a pacientes de enfermedades raras.

Por otra parte, en cuanto al ODS 10, “Reduccion de las desigualdades” la relacidon con el
proyecto es clara: la investigacion de enfermedades raras contribuye a dar luz en cuanto al
diagndstico y tratamiento de una minoria (los pacientes de enfermedades raras y sus familias) que
ha sido abandonada por la industria farmacéutica, por no resultar rentable el desarrollo de
farmacos destinados a unos pocos pacientes. La odisea temporal que los pacientes pasan hasta



encontrar, con suerte, un diagnostico debe reducirse mediante el empleo de técnicas de ultima
generacion, como las NGS, entre ellas el WES (Whole Exome Sequencing) utilizado en el presente
trabajo. Asi, con un correcto diagndstico, se pueden barajar todas las opciones terapéuticas hasta
dar con la adecuada. Asimismo, el hecho de dar nombre a la enfermedad ayuda a los pacientes a
entender la patologia, y es fundamental para dar visibilidad a realidades que existen, aunque pocos
conoces. En este sentido, las asociaciones de pacientes juegan un papel clave, y desarrollan una
actividad extraordinaria visualizando cada enfermedad, informando a los pacientes y familiares, y
reuniendo fondos para la investigacion. Por todo ello, el trabajo cumpliria con la meta 10.2 “[...]
potenciary promover la inclusién social [...] de todas las personas, independientemente de su edad,
sexo, discapacidad, raza, etnia, origen, religion o situacion econdmica u otra condicién”.



1. INTRODUCCION

1.1. ¢QUE SON LAS ENFERMEDADES RARAS?

Las enfermedades raras (EERR) son condiciones que afectan a la salud humana con una
prevalencia baja (< 1 afectado por cada 2.000 personas, segun la UE) en comparacién con las
enfermedades comunes. Se trata, normalmente, de enfermedades genéticas y, por tanto, crdnicas,
muchas de ellas pediatricas e incluso fatales (Abozaid et al., 2022). En conjunto, se estima que un
6% de la poblacion mundial sufre alguna enfermedad rara, lo que equivale a mas de 470 millones
de personas afectadas (Abozaid et al., 2022; Haendel et al., 2020; Nguengang Wakap et al., 2020).

No obstante, no existe un consenso acerca de la definicidon de las enfermedades raras, sino
gue la entidad reguladora en materia de salud de cada pais establece su propia definicion. Asi, por
ejemplo, la Ley de Medicamentos Huérfanos en Estados Unidos (1983) considera que una
enfermedad es rara cuando afecta a menos de 200.000 personas, mientras que la legislacion
andloga en la Unién Europea (UE), del afio 2000, las define como aquellas enfermedades que
afectan a menos de 1 persona de cada 2.000. El criterio empleado en Japdn asume que las EERR
afectan a 40 entre 100.000 personas, y, en el caso de Australia, se fija la cifra en 11 afectados por
cada 100.000 personas. Y asi un largo etcétera que lleva a que una enfermedad sea considerada
rara o no en funcién de la localizacidon geografica del paciente, lo cual supone un problema en
cuanto a su diagndstico y tratamiento, pero también para la investigacidn sobre los mecanismos de
la enfermedad y potenciales terapias. En un intento por unificar criterios y facilitar el intercambio
de informacién y el desarrollo de medicamentos huérfanos, la OMS (Organizacion Mundial de la
Salud) definié las EERR como aquellas con una prevalencia de 65 de cada 100.000 individuos
(Abozaid et al., 2022; Lopes-Junior et al., 2022).

Se calcula que existen entre 5.000 y 8.000 EERR (Haendel et al., 2020), aunque otros autores
hablan de un nimero mucho mayor, cifrandolo en 10.000 o superior (Smith et al., 2022; Tesi et al.,
2023). De nuevo, la falta de estandarizacion provoca la falta de consenso en los nimeros. De las
bases de datos existentes que recogen informacién sobre EERR, Orphanet (https://www.orpha.net)
es la Unica centrada exclusivamente en enfermedades raras, y cuenta con un total de 6.313 EERR
registradas (Ultimo acceso: 10/06/2024). Se trata de una plataforma que surgié en Francia y se ha
extendido hasta formar un consorcio de 40 paises, que recoge informacion revisada por expertos
sobre el diagndstico, cuidado, tratamiento, bases genético-moleculares, investigacion y ensayos
clinicos de las EERR. Igual de relevante es la base de datos OMIM (Online Mendelian Inheritance in
Man), catdlogo de enfermedades mendelianas que actualmente refiere 6.865 EERR en las que se
conoce el cuadro clinico y el gen implicado (Ultimo acceso: 16/06/24). Si bien, no es una base de
datos exclusiva de EERR, la mayoria de éstas son mendelianasy por tanto, la mayoria de condiciones
incluidas en OMIM son EERR. OMIM es una plataforma creada por el Dr. Victor McKusick en los
afios 60, disponible en la web desde 1995 por iniciativa de NCBI (National Center for Biotechnology
Information) estadounidense. Conjuntamente, las EERR incluyen un amplio espectro de desérdenes
con diferentes mecanismos patogénicos. De ellas, mas del 80% son monogénicas (Lee et al., 2020;
Chungetal., 2021). Al contrario que las enfermedades comunes, causadas por numerosas variantes
genéticas con un pequefio efecto sobre el fenotipo, e influenciadas por factores ambientales, las
EERR se deben a una variante genética que conduce a una enfermedad (Haendel et al., 2020). A
pesar de los avances en los ultimos afios en el conocimiento de las EERR y el desarrollo de las
tecnologias en investigacién, su diagndstico sigue siendo un reto. La mayoria de pacientes se
embarcan en la denominada “odisea diagndstica”, pasando por afios de visitas médicas, diferentes
especialistas, con multiples pruebas, hasta que, con suerte, logran ser diagnosticados. Este retraso
en el diagnéstico (o incluso diagndstico erréneo) aumenta notablemente el sufrimiento de los/las
pacientes y sus familias, a la par que genera elevados costes en el sistema sanitario, llegando incluso
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a emperorar los signos clinicos de la patologia por la falta de tratamiento temprano (Benito-Lozano
et al., 2022). En este sentido, el Consorcio Internacional de Investigacion en Enfermedades Raras
(IRDIRC, por sus siglas en inglés) tiene como meta para 2027 diagnosticar todas las EERR conocidas
en un maximo de un ano desde la primera consulta médica. Para ello, las tecnologias de
secuenciacién masiva se posicionan como herramienta indispensable, al ser capaces de disminuir
el tiempo de diagndstico, proporcionando gran cantidad de informacién en una sola prueba (Tesi
et al., 2023).

Por otra parte, aunque se consiga un diagndstico genético, en muchas ocasiones no existen
terapias efectivas para la enfermedad, sino que se administra un tratamiento paliativo de los
sintomas. En este sentido, dado que cada enfermedad rara tiene un nimero muy pequeno de
pacientes, se han convertido en “huérfanas” de medicamentos, pues no resulta rentable para la
industria farmacéutica ni la investigacion ni el desarrollo de farmacos. De hecho, la prevalencia de
las EERR fue establecida por las empresas farmacéuticas, como limite en que no es rentable fabricar
farmacos. Asi, surge el término orphan drugs o medicamentos huérfanos, para referirse a aquellos
farmacos destinados a tratar o prevenir enfermedades raras (Abozaid et al., 2022). Estos suelen
desarrollarse de la mano de iniciativas publicas, o mediante incentivos a las empresas
farmacéuticas; y ademas suelen tener un precio elevado, lo que dificulta ain mas el acceso a ellos
(Lopes-Junior et al., 2022).

En Espafia, se calcula que aproximadamente 3 millones de personas sufren alguna EERR
(Riera-Mestre, 2022). Aqui, encontramos organismos dedicados a la investigacién (basica y
traslacional) en enfermedades raras como el Instituto de Investigaciéon en Enfermedades Raras
(IIER), asi como el CIBERER (Centro de Investigacién Biomédica En Red de Enfermedades Raras),
ambas iniciativas del Instituto de Salud Carlos Il (ISCIII). EI CIBERER es un consorcio publico nacional
creado en 2006 y formado por 75 grupos de investigacion especializados en aspectos clinicos,
genéticos, moleculares, bioquimicos y celulares de las EERR (Luque et al., 2022). Ademas de su
colaboracidn con asociaciones de pacientes como FEDER (Federacion Espafola de Enfermedades
Raras), el CIBERER ha promovido la aprobacion de 12 medicamentos huérfanos en los ultimos 10
anos para tratar enfermedades como la anemia de Fanconi, la deficiencia en piruvato quinasa o la
cistinuria, entre otras (Luque et al., 2022). Sin embargo, Espafia sigue siendo el Unico pais de Europa
sin especialidad médica en genética. Aunque se estan dado pasos en dicha direccidn, la falta de
normativa al respecto retrasa su materializacion, repercutiendo finalmente en los pacientes.

1.1.1. Trastornos del movimiento

Los trastornos del movimiento comprenden un grupo de alteraciones neuroldgicas que
causan movimientos anormales, voluntarios o involuntarios (Rabbani et al., 2014), afectando a la
capacidad de producir y controlar el movimiento debido a la disfuncién de los ganglios basales o de
estructuras que conectan con estos (Montaut et al., 2018). Se pueden clasificar en dos grupos:
hipercinéticos (con exceso de movimiento, donde se incluyen tics, corea distonia, temblor y
mioclonias) e hipocinéticos (con lentitud y reduccién del movimiento, donde destacan los
sindromes parkinsonianos) (Avilés-Olmos et al., 2023). Se trata de un conjunto de enfermedades
de dificil diagndstico debido a la complejidad de las manifestaciones clinicas, frecuentemente
variables (Abdo et al., 2010). Algunos trastornos del movimiento son enfermedades raras (Jinnah
et al., 2018), donde se incluyen, segun la MDS (Movement Disorder Society), fenotipos de ataxia
espinocerebelosa, corea, distonia, parkinsonismo, paraplejia espastica hereditaria y trastornos del
movimiento paroxisticos.

Los tics son una categoria de movimientos repentinos y espasmddicos con movimientos
recurrentes estereotipados (Abdo et al., 2010). Generalmente, se producen en la cara, brazos y
cuello, y se dividen en simples (por ejemplo, guifio de ojos) y complejos (tocar u oler objetos, saltos).



La corea se define como un conjunto de movimientos involuntarios abruptos, impredecibles y no
ritmicos, resultantes de un flujo continuo de contracciones musculares aleatorias (Thenganatt &
Jankovic, 2019). A diferencia de la mioclonia, el patron de movimientos cambia de una parte del
cuerpo a otra, simulando una danza, afectando a las extremidades, tronco y cara. Sus causas son
diversas, aunque tienen en comun la disfuncidn del circuito motor de los ganglios basales (Avilés-
Olmos et al., 2023). La distonia comprende posturas y movimientos anémalos producidos por
contraccion muscular sostenida que afecta a las extremidades, tronco, cara o boca. Suele ir
acompafiada de movimientos ritmicos, irregulares o paroxisticos. En ocasiones, puede presentarse
junto con corea, constituyendo los denominados movimientos coreodistdnicos maviles.

Por otra parte, el temblor es una oscilacién ritmica involuntaria y sinusoidal de una parte
del cuerpo, como puede ser la mandibula, barbilla, cabeza, piernas o extremidades superiores,
siendo estas ultimas las principales afectadas. Esta causado por la activacién consecutiva de
musculos agonistas y antagonistas, provocando una actividad oscilatoria a una frecuencia
determinada (Avilés-Olmos et al., 2023). La mioclonia consiste en un conjunto de movimientos
involuntarios, espontdneos, cortos y en forma de shock, que generalmente son positivos (causados
por contraccidon muscular) pero también pueden ser negativos (debido a la pérdida o inhibicion del
tono muscular) (Abdo et al., 2010). En definitiva, se trata de sacudidas musculares bruscas,
repentinas y de breve duracion (<250 milisegundos) que ocurren tras una descarga neuronal
(Avilés-Olmos et al., 2023).

Por ultimo, el parkinsonismo se caracteriza por rigidez, bradiquinesia o lentitud en los
movimientos y temblor en reposo (Di Fonzo et al., 2018). Ademas, la fatiga es un elemento comun
en los pacientes. La lentitud de movimiento se reconoce mediante el andlisis de la disfuncidon
cerebelar y piramidal (Abdo et al., 2010).

1.2. USO DE TECNOLOGIAS NGS PARA EL DIAGNOSTICO DE ENFERMEDADES RARAS

Los primeros diagndsticos de EERR se produjeron a principios del siglo XX (Garrod, 1902)
(Vinksel et al., 2021). Mas adelante, en los afios 60, las técnicas citogenéticas como el cariotipado
eran el Unico método de deteccidon de anomalias cromosdmicas como aneuploidias (menor nimero
de cromosomas) o grandes deleciones/duplicaciones (Ramos-Fuentes et al., 2020). Afios mas tarde,
se desarrollaron los microarrays cromosdmicos (CMAs) o cariotipado molecular, basado en el uso
de fluorescencia para contar el nimero de alelos en las regiones cromosdmicas, con mayor
sensibilidad para detectar pequefias variaciones en el nimero de copias (CNVs) (Schuler et al.,
2022). El diagndstico de una enfermedad debe empezar con el diagndstico clinico, en base al cual
se puede orientar el analisis genético. La secuenciacidn Sanger, que permite el andlisis genético de
genes exdn a exdn, ha sido una herramienta fundamental en las unidades de genética y es hoy en
dia, la herramienta gold standard para confirmacion de variantes genéticas. El surgimiento de las
aproximaciones NGS (Next Generation Sequencing) con paneles de genes, CES (Clinical Exome
Sequencing) y WES (Whole Exome Sequencing), principalmente consisten en el analisis de cientos a
miles de genes, llegando a los 22.000 genes estimados en el genoma humano, y ha supuesto un
gran avance en el diagndstico de las EERR. Asi, tras la finalizacidn del Proyecto Genoma Humano en
2003, las tecnologias de secuenciacion masiva (NGS, por sus siglas en inglés) vieron su auge,
abaratando cada vez mas su coste, y mejorando su capacidad de trabajo (Straiton et al., 2019). Esta
tecnologia lee simultdaneamente millones de secuencias cortas de ADN, permitiendo secuenciar
diferentes genes en una misma reaccién (Ramos-Fuentes et al., 2020). Esto las convierte en la
herramienta perfecta para el diagndstico de EERR, caracterizadas por la heterogeneidad genética.

Existen diferentes posibilidades a la hora de emplear NGS en el diagndstico: desde paneles
de genes, hasta secuenciaciéon de exoma (WES) o de genoma completos (WGS) (Fernandez-
Marmiesse et al., 2018; Tesi et al., 2023). Los paneles de genes son estrategias dirigidas basadas en



la secuenciacion de un grupo de genes que se sabe que albergan mutaciones que contribuyen a la
patogénesis de ciertas enfermedades. Por tanto, solo se detectan variantes en genes seleccionados,
generando un menor volumen de datos, de manera que la interpretacion es mas sencilla y se
encuentran muchas menos variantes de significado incierto (VUS) que con el resto de tecnologias.
Se requieren actualizaciones periddicas en los genes analizados vy, al igual que la secuenciacion de
exoma completo, tiene limitaciones para detectar variantes estructurales y elementos repetitivos
(Vinksel et al., 2021). Por su parte, la secuenciacion de exoma completo (WES) puede tener
aproximaciones dirigidas o no dirigidas. La estrategia dirigida es la secuenciacion exclusiva de
aquellos genes implicados en enfermedad humana: CES (Clinical Exome Sequencing). La seleccion
de estos genes se hace en base a la informacidn disponible en OMIM habitualmente si bien, algunos
CES comerciales utilizan la base de datos HGMD (Human Gene Mutation Data Base). La estrategia
no dirigida consiste en la secuenciacion de todo el exoma, es decir, de todos los exones codificantes,
aproximadamente el 2% del genoma (Gonzaga-Jauregui, 2021). De esta forma, se pueden
identificar variantes en genes no asociados previamente con enfermedad humana. Como toda
tecnologia, presenta limitaciones como la cobertura incompleta de ciertas regiones, asi como la
limitada deteccion de algunos tipos de variantes, mencionadas anteriormente. Por ultimo, la
secuenciacion de genoma completo (WGS) abarca el genoma humano completo, superando las
limitaciones del resto de tecnologias en cuanto a la secuenciacion de regiones no codificantes
(Vinksel et al., 2021). Sin embargo, a pesar de su potencial por la mayor cantidad de datos generada,
el aun limitado conocimiento de la patogenicidad de las variantes en regiones no codificantes ha
retrasado su aplicacién en clinica, aplicdndose Unicamente en casos concretos (Gonzaga-Jauregui
& Zepeda, 2021, Vinksel et al., 2021). Ademas, su elevado coste y baja disponibilidad de equipos
magnifican sus desventajas (Vinksel et al., 2021).

La tasa de diagndstico de EERR empleando NGS varia entre un 25% y un 52% en funcién del
tipo de enfermedad, la estrategia analitica y el disefio del estudio (probando versus trio) (Liu et al.,
2019). En este sentido, el analisis del trio se refiere al estudio simultdneo del/de la probando y sus
progenitores, teniendo mayor sensibilidad para detectar variantes que surgen de novo en el/la
probando, y también para obtener variantes bialélicas con diferentes tipos de herencia (Liu et al.,
2019; Tan et al., 2019). Asi, las probabilidades de diagndstico son el doble que con el andlisis Unico
del probando (Marwaha et al., 2022). Esta mayor eficiencia se debe a la reduccion de entre 2y 10
ordenes de magnitud en el nimero de variantes candidatas debido al uso de la informacion
parental, asumiendo que los progenitores son sanos y, por tanto, los progenitores no son
portadores de la variante causal en una herencia dominante o son portadores heterocigotos en una
herencia recesiva (Tan et al., 2019; Wright et al., 2015). En el caso de que los progenitores estén
afectados por la enfermedad, también resulta interesante incluirlos en el estudio para asi buscar la
variante causal que todos ellos comparten.

1.2.1. Secuenciacion de exoma completo (WES)

La primera publicacion que emplea la secuenciacion de exoma para la identificacién de una
enfermedad mendeliana rara de causa desconocida se remonta a 2009 (Ng et al., 2009). El estudio
consistio en cuatro pacientes de tres familias distintas, y en él se identificé un Unico gen candidato
(DHODH) que resulté ser causante de la enfermedad que presentaban, el sindrome de Miller.

Como se ha mencionado, el WES se fundamenta en la secuenciacion del exoma, es decir,
de las regiones codificantes del genoma, que representa el 1-2% en humanos (30-65 Mb)
(Veeramachaneni, 2020). Se estima que el exoma alberga el 85% de las variantes patogénicas en el
ADN (Rabbani et al., 2014) y constituye una técnica mas econdémica, con un analisis de datos mas
sencillo y, por tanto, mas rapida que la secuenciacion de genoma completo (Seaby et al., 2016). Al
secuenciar los aproximadamente 180.000 exones del genoma, se pueden descubrir nuevas
variantes y genes asociados a enfermedad. En comparaciéon con WGS, WES presenta ciertos



inconvenientes, como la falta de uniformidad en la cobertura (sobre todo en los primeros exones o
en regiones con alto contenido en GC/AT), de manera que se pierde informacién en dichas regiones.
Ademas, se trata de una tecnologia poco sensible a variantes estructurales (CNVs, inversiones,
grandes inserciones/deleciones), asi como a variantes en regiones reguladoras o intrdnicas (Souche
etal., 2022). Estas limitaciones son superadas por WGS, que cuenta con una tasa de falsos positivos
en variantes de un Unico nucleétido (SNVs) de un 17%, frente al 78% del WES (Belkadi et al., 2016),
lo que la convierte en una tecnologia muy atractiva, aunque menos aplicada debido a sus elevados
costes y tiempo requerido para el analisis de datos, asi como por la dificultad en la interpretacion
de las variantes en regiones no codificantes ya que, aun secuenciado todo el genoma, se secuencia
el mismo numero de genes que en un WES.

A grandes rasgos, el proceso o pipeline realizado en WES se refleja en la Figura 1. En primer
lugar, el ADN puede extraerse de diferentes tejidos, siendo el mas comun la sangre periférica. Un
punto clave en este paso es el rendimiento y la calidad del ADN, muy dependientes de la técnica
empleada. A continuacion, la preparacion de librerias consiste en la fragmentacion del ADN
gendmico en fracciones de 200-400 pares de bases (pb), y la posterior ligacion de adaptadores en
sus extremos. Los adaptadores son oligonucledtidos que contienen secuencias para la unién de los
cebadores (necesarios para la secuenciacion), asi como para la union a la flowcell (soporte donde
se amplificaran las muestras a analizar), y también identificadores Unicos para cada muestra,
conocidos como barcodes, que permiten secuenciar varias librerias diferentes en la misma flowcell
(Gunter et al., 2022). Después, para la secuenciacidn de exoma, se deben enriquecer y capturar los
exones mediante hibridacién con sondas complementarias biotiniladas, posteriormente recogidas
con bolas magnéticas conjugadas con estreptavidina. Asi, cualquier fragmento no comprendido por
las sondas sera lavado y no capturado. En ocasiones, se realiza una amplificacidn de la libreria antes
de la secuenciacion, siendo lllumina la plataforma mas cominmente utilizada. Esta amplificacion
se realiza en soporte solido, donde se encuentran covalentemente unidos los cebadores
complementarios a la regiéon del ADN a amplificar. Asi, se produce una amplificacién por PCR
puente, generando grupos de secuencias clonalmente amplificadas unidas al soporte. Tras la
amplificacion, tiene lugar la secuenciacion por sintesis (SBS, sequencing by synthesis) empleando
dideoxinucledtidos trifosfato (ddNTPs) marcados fluorescentemente y modificados quimicamente.
Por poner un ejemplo, una de las quimicas empleadas en la SBS consiste en que en cada ciclo se
afiade un ddNTP complementario al ADN molde, se detecta la sefial fluorescente del fluoréforo y
se elimina el grupo terminador y el fluoréforo, regenerando el extremo 3’OH que permite continuar
con la secuenciacién. Por ultimo, el analisis de datos consiste en la obtencidon de lecturas, su
mapeado y alineamiento frente al genoma de referencia, la identificacion de variantes, su
anotacidn e interpretacion (Gonzaga-Jauregui & Zepeda, 2021).

EXTRACCION PREPARACION SECUENCIACION
DE ADN DE LIBRERIAS MEDIANTE NGS

e Obtencion de lecturas y

e Enriquecimiento de exomas
mapeado frente al genoma

Evaluacié <dad e Fragmentacién mecénica o con kit de captura de referencia

e Evaluacién cantidad y enzimitica del ADN .

calidad del ADN extraido ° Amphﬁcacllo n p?r PCRdela ¢ Identificacion de variantes
e Ligacién de adaptadores libreria

(variant calling) y anotacién

* Secuenciacion por sintesis L.
. Interpretacion

Figura 1. Esquema del pipeline seguido en la secuenciacion de exoma completo (WES).

En caso de no encontrar variantes candidatas en un primer analisis de los datos obtenidos
por WES, se recomienda reevaluar los datos afios mas tarde en el denominado WES-dinamico. Ello
permite aumentar el rendimiento diagnédstico entre un 5y un 26% (Marwaha et al., 2022), gracias
a la incorporaciéon de nuevas variantes patoldgicas en diferentes bases de datos, a la obtencidn de
informacidn sobre nuevos genes involucrados en enfermedad, y a la mejor anotacion del genoma.



1.2.2. Filtrado y priorizacién de variantes

Antes de la interpretacion, es necesario el filtrado de las variantes para reducir la cantidad
de datos a analizar sin perder informacién relevante. Uno de los primeros filtros aplicados es la
frecuencia de la variante en la poblacidon general, asumiendo que una enfermedad rara con
herencia dominante estara causada por una variante que nadie o muy pocas personas presentaran;
en el caso de herencias recesivas, si es posible que la variante causal tenga una frecuencia mas alta,
incluso superior al 1% en poblacién control (Gonzaga-Jauregui & Zepeda, 2021). Por tanto, esta
hipdtesis debe revisarse en cada caso, dependiendo del tipo de enfermedad, su gravedad, y la
posibilidad de penetrancia incompleta. Si se dispone de la informacion del probando y sus
progenitores (trio) se puede filtrar por diferentes modelos de herencia, incluyendo variantes de
novo y en heterocigosis compuesta, que consiste en la presencia de dos variantes en el mismo gen,
una en cada alelo (trans), procedentes de cada uno de los progenitores (Umlai et al., 2022). Otra
opcion es filtrar por el efecto funcional de la variante en la proteina. Por una parte, las variantes de
alto impacto (high impact) se relacionan con la alteracién de la proteina, al crear un codoén de
parada prematuro (variantes nonsense) o insertar/delecionar bases que cambian la secuencia
(variantes indel frameshit) y producen un truncamiento temprano de la proteina. En cuanto a
variantes de cambio de aminoacido (missense), se deben evaluar en funcién de la conservacion
evolutiva del residuo y del dominio funcional que se ve afectado. Asimismo, se puede tener en
cuenta si el gen se ha asociado previamente a enfermedad, y también informacidn como el patrén
de expresion o la funcién predicha resultan Utiles para poder relacionar las variantes encontradas
con el fenotipo del probando (Gonzaga-Jauregui & Zepeda, 2021). Bases de datos como gnomAD
(genome aggregation database), que contiene informacién de frecuencias de variantes en
poblacién sana de diferentes proyectos de secuenciacion de exoma y genoma, contribuyen al
filtrado de variantes, descartando las mas frecuentes en la poblacién general (MAF o minor allele
frequency> 0,5%).

Una vez seleccionadas las variantes candidatas tras el filtrado, se accede a bases de datos
especializadas en genes y variantes asociados a enfermedad para comprobar si la variante
caracterizada se ha descrito previamente como patoldgica. Un ejemplo es OMIM
(https://www.omim.org) que, como se ha mencionado anteriormente, es un catdlogo de
enfermedades monogénicas (construida en base a las publicaciones cientificas disponibles en
PubMed) donde es facil averiguar si un gen esta implicado en el desarrollo de un trastorno o no.
También se analiza el cambio en plataformas como Varsome (https://varsome.com), que recoge
informacidon de varias bases de datos sobre la clasificacion de la variante (patogénica,
probablemente patogénica, benigna, probablemente benigna o de significado incierto, VUS), entre
ellas, ClinVar, que es una base de datos publica curada por expertos que recoge variantes
registradas por laboratorios de investigacién y clinicos y su relacién con el fenotipo humano. Para
relacionarlas con el fenotipo del paciente, Human Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org)
informa acerca de los tejidos en que se expresa la proteina codificada por el gen de interés
(Gonzaga-Jauregui & Zepeda, 2021). Por ultimo, la informacién proporcionada por predictores in
silico sobre el efecto de las variantes seleccionadas es de gran utilidad. Por ejemplo, algoritmos
bioinformaticos como SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) o PolyPhen (Polymorphism
phenotyping) predicen el efecto funcional del cambio de aminoacido; MutationTaster se centra en
el impacto de cambios nucleotidicos (de un nucleétido o pequefios indels); CADD (Combined
annotation-dependent depletion) evalla la patogenicidad de variantes gendmicas basandose en la
informacidn de otros algoritmos (Gonzaga-Jauregui & Zepeda, 2021). También existen predictores
del efecto de variantes de splicing como SpliceAl o NNSplice (Veeramachaneni, 2020). El proceso
de filtrado y priorizacién de variantes queda resumido en la Figura 2.
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Asi, integrando toda la informacidn recogida, se deben seleccionar las variantes mas
interesantes para validar su existencia en el probando mediante secuenciacién Sanger. De esta
forma, se comprueba que el paciente presenta el cambio detectado, y no se trata de un artefacto
de la tecnologia WES. Finalmente, se realizan estudios funcionales de las variantes validadas y
potencialmente relacionadas con el fenotipo del paciente. En funcién del tipo de variante, los
ensayos seran diferentes, consistiendo en el andlisis de transcritos o de minigenes para variantes
que afecten al splicing (Abramowicz & Gos, 2018; Richards et al., 2015) y en estudios de localizacion
subcelular, de actividad enzimatica o de expresion de la proteina para variantes missense (Sunyaeyv,
2012).
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Figura 2. Esquema del proceso de filtrado y priorizacion de variantes procedentes de secuenciacion de exoma
para enfermedades raras.

1.3. FAMILIA DE TRANSPORTADORES SLC: SLC38A6

La superfamilia de transportadores SLC (solute carrier transporters) esta formada por un
grupo de proteinas de membrana que transportan solutos a través de la membrana celular. Se trata
del grupo mas numeroso de transportadores codificado por el genoma humano, que incluye mas
de 450 proteinas divididas en 66 familias (Hushmandi et al., 2024; Xia et al., 2024). En general, son
transportadores secundarios que facilitan el transporte pasivo de moléculas, empleando para ello
iones (Na*, CI', K*, H*) y funcionando como intercambiadores de solutos, tales como aminodacidos,
nucledtidos, azlcares, iones inorganicos y farmacos. En algunos casos, el mismo transportador SLC
transporta diferentes sustratos, y en otros, actuan especificamente sobre una molécula. Cabe
destacar que suelen existir multiples isoformas del mismo transportador, que difieren en su
extremo N- o C-terminal, con diferentes propiedades de interaccidn proteina-proteina, eficiencia
de transporte o localizacion. En cuanto a su estructura, esta familia se caracteriza por su
heterogeneidad y presenta diferentes mecanismos de transporte. Se localizan en la membrana
celular o de organulos, y mutaciones en ciertos transportadores SLC se han relacionado con
enfermedades neuroldgicas, metabdlicas y cancer (Hushmandi et al., 2024).

En concreto, la familia SLC38A, transporta aminoacidos pequefios, polares y neutros de
manera dependiente del ion sodio (Hushmandi et al., 2024), por lo que también son conocidos
como SNATSs (sodium-coupled neutral amino acid transporters) (Lindberg et al., 2022). La familia
comprende 11 miembros y se dividen en dos grupos, segun la forma de transporte: sistema Ay
sistema N. El transporte mediante el sistema A comprende un amplio rango de sustratos y es
inhibido por el acido N-metil aminoisobutirico (MeAIB). El sistema N se refiere al transporte
especifico de sustratos como glutamina, asparagina e histidina, cuyo mecanismo se basa en el
cotransporte de sodio (Na*) y antiporte de protones (H*) (Bréer, 2014). La mayoria de SNATSs juegan
un papel clave en el ciclo de glutamato-glutamina en el cerebro (entre ellos, SNAT6 o SLC38A6)
(Lindberg et al., 2022), un sistema fundamental en la regulacidon de la sefializacion sinaptica
excitatoria inducida por el glutamato, que evita la neurotoxicidad o excitotoxicidad (Gandasi et al.,
2021). También tienen funciones en el higado, musculo, intestino, rifdn y placenta (Broer, 2014).



SNATS®, codificado por el gen SLC38A6 (solute Carrier family member 6) es el Gnico miembro
de la familia SLC38 que se expresa Unicamente en las neuronas excitatorias del cerebro (Gandasi et
al., 2021). Respecto a su estructura, se predice estd compuesto por siete segmentos
transmembrana, con una regién intracelular N-terminal larga y C-terminal mas corta (Gandasi et
al., 2021). Aunque se conoce poco sobre su funcion, se cree que participa en el ciclo glutamato-
glutamina junto con otros transportadores de la misma familia. El glutamato, a diferencia de otros
neurotransmisores, es captado por un transportador presindptico (EAAT, excitatory amino acid
transporter). El mecanismo principal de captacién y eliminacidon de glutamato se da en células
gliales (astrocitos), mediado por los transportadores de glutamato GLAST y GLT-1. Tras su absorcidn
en las células de la glia, el glutamato se convierte en glutamina por accion de la glutamina sintetasa.
La glutamina, que no es excitotdxica, es transportada al espacio extracelular, probablemente a
través de SNAT3 y SNATS. Finalmente, la glutamina es captada por la neurona glutamatérgica
presinaptica, donde se hipotetiza que SNAT6 desempefia su funcion (Gandasi et al., 2021),
internalizando glutamina que sera convertida en glutamato y amoniaco por diferentes enzimas.
Aungue no se ha relacionado directamente con enfermedad, la homeostasis aminoacidica es de
vital importancia en el sistema nervioso central, asi como en todo el organismo (Lindberg et al.,
2022), y se cree que la desregulacién del ciclo glutamato-glutamina esta relacionada con trastornos
neurolégicos y psiquiatricos (Andersen et al., 2021; Gandasi et al., 2021; Xia et al., 2024).

1.4. PTPN23: FUNCIONES Y RELACION CON SMN1

El gen PTPN23 codifica para una proteina de 1.636 aminoacidos, PTPN23 (protein tyrosine
phosphatase non-receptor type 23), una tirosina fosfatasa sin actividad catalitica debido a la
presencia de una alanina en una posicidon que requiere una serina para ejercer la catalisis (Gruss et
al., 2017). Por tanto, se hipotetiza que una de sus funciones es la de mantener residuos de tirosina
fosforilados en sus proteinas sustrato (Gruss et al., 2017; Smigiel et al., 2018). Se trata de una
proteina ubicua con multiples funciones celulares. Como parte del complejo ESCRT-I (endosomal
sorting complex requeried for transport I), contribuye a la distribucién de proteinas ubiquitinadas
en cuerpos multivesiculares (MVBs, multivesicular bodies). También se ha sugerido que PTPN23
podria ser un gen supresor de tumores por su posible papel en la regulacién negativa de la actividad
mitogénica de Ras, a través de su dominio C-terminal cataliticamente inactivo PTP (protein tyrosine
phosphatase) (Bend et al., 2020). Por ultimo, se ha identificado como regulador del complejo SMN
(survival of motor neuron), principalmente en su funcidn de ensamblaje de las UsnRNPs (uridine-
rich small nuclear ribonucleoproteins).

Las pequenias proteinas nucleares ricas en uridina (UsnRNPs) son complejos formados por
partes proteicas y partes ribonucleicas (ARN) que, junto con otros complejos, forman la maquinaria
macromolecular o espliceosoma que media el splicing del pre-ARNm (Smigiel et al., 2018). El
complejo SMN juega un papel clave en el ensamblaje de estas UsnRNPs en el citoplasma, su
transporte al ndcleo y acumulacidn en subestructuras nucleares conocidas como cuerpos de Cajal
(CBs), donde tiene lugar la maduracién de las UsnRNPs. A su vez, SMN interactta con Coilin, la
proteina principal de los CBs que determina el nimero y la integridad de los mismos (Gruss et al.,
2017). Asi, en primer lugar, SMN se encontraria en el citoplasma para el ensamblaje de las UsnRNPs,
y migraria al ntcleo en la etapa de maduracion de estas proteinas. Se hipotetiza que SMN volveria
al citoplasma tras llevar las UsnRNPs a los cuerpos de Cajal, aunque también tendria otras funciones
nucleares, estando regulada su localizaciéon por modificaciones post-traduccionales (Gruss et al.,
2017). De hecho, la forma citosélica de SMN esta hiperfosforilada, en comparacion con la nuclear,
hipofosforilada. En este contexto, resulta curioso el papel PTPN23, una fosfatasa cataliticamente
inactiva que estabiliza los residuos de tirosina fosforilados en SMN, cuya pérdida evita la
acumulacién de SMN en los cuerpos de Cajal, sugiriendo la necesidad de esta modificacién post-
traduccional para la localizacion y funcion nuclear de SMN (Gruss et al., 2017; Husedzinovic et al.,
2015). Ademas, se demostré que la ausencia de PTPN23 reduce la presencia de SMN en los CBs



(Husedzinovic et al., 2015), y que PTPN23 es una proteina que se localiza mayoritariamente en el
citoplasma, aunque también migra al nicleo ocasionalmente. De esta manera, PTPN23 regularia al
complejo SMN en ambos compartimentos, o incluso su intercambio nucleo-citoplasma.

En resumen, la funcidon de PTPN23 seria la de regular la localizacion de SMN a través de la
estabilizacidn tirosinas fosforiladas de SMN, permitiendo su transicién al nucleo y acumulacién en
los cuerpos de Cajal, donde maduran las UsnRNPs. Variantes en PTPN23 se han asociado con un
trastorno del neurodesarrollo caracterizado por retraso en el desarrollo y anomalias estructurales
en el cerebro (Bend et al., 2020). Algunos autores atribuyen el mecanismo patogénico a la
fosforilacion y localizaciéon anormales de SMN o a la maduracidon incorrecta de las UsnRNPs (Smigiel
et al., 2018); mientras que otros creen que el mismo fenotipo puede estar producido por cualquiera
de las diferentes vias en las que participa PTPN23 (Bend et al., 2020). Por ejemplo, se ha asociado
la funcion incorrecta del complejo ESCRT (del que forma parte PTPN23) con la acumulacion de
proteinas ubiquitinadas en el cerebro, causando degeneracién neuronal y microcefalia (Bend et al.,
2020). Lo Unico que queda claro en la literatura es que se necesita mantener funcionalidad residual
en PTPN23, ya que variantes bialélicas que truncan la proteina son potencialmente letales en
humanos en fase embridnica, hecho que se ha comprobado en ratones knockout (PTPN237")
homocigotos (Bend et al., 2020; Smigiel et al., 2018).

2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La gran heterogeneidad genética y variabilidad fenotipica presentes en las enfermedades
raras neurodegenerativas complican significativamente el diagndstico de los/las pacientes. En los
ultimos afios, el diagndstico genético ha evolucionado desde el uso de paneles de genes, que
comprenden grupos de genes asociados a enfermedad, hasta la secuenciacidon de exomas clinicos
dirigidos a un conjunto de genes que podrian relacionase con el fenotipo del paciente, gracias al
abaratamiento de costes de las tecnologias de secuenciacion masiva. Ninguna de las estrategias
mencionadas permite el estudio de todos los genes, sino que se centran en el estudio de genes
conocidos, previamente asociados a enfermedad. Por ello, postulamos que el uso de la
secuenciaciéon de exoma completo (WES) es una mejor aproximacion para conseguir un diagnostico
genético definitivo en pacientes con EERR, al poder estudiar todas las regiones codificantes del
genoma, incluyendo genes no considerados con otras estrategias.

Por otra parte, actualmente el reto asociado a la secuenciacion de exomas consiste en la
interpretacion de la enorme cantidad de datos generada con esta tecnologia. No basta con filtrar y
priorizar variantes, sino que se necesitan estudios funcionales para ganar evidencia sobre la posible
patogenicidad de los cambios identificados, pues, en muchas ocasiones, se encuentran variantes
cuyas consecuencias sobre la salud auin no se conocen. Se trata de ensayos especificos para cada
gen o, incluso, para cada variante, que solo pueden ser abarcados por laboratorios de investigacion.
Por todo esto, también planteamos en el presente trabajo que el correcto disefio de los ensayos
funcionales permitird dilucidar la implicacion de los cambios estudiados en el fenotipo de los/las
probandos.

Asi, los objetivos especificos de este Trabajo de Fin de Grado son:

1. Caracterizar la causa genética de la enfermedad en dos probandos que cursan con
trastornos del movimiento mediante el analisis de los datos de secuenciacion de exoma.

2. Determinar la patogenicidad de las variantes SLC38A6 c.690+2T>G realizando ensayo de
minigenes y analisis de transcritos.



3. Determinar la patogenicidad de las variantes p.V133M/p.R1345H en PTPN23 realizando
estudios de localizacidn subcelular y cuantificacion de la proteina.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. PACIENTES

En el presente estudio se analizan 2 familias, con un disefio en trio (probando y los dos
progenitores) con el objetivo de encontrar la causa genética hereditaria de la enfermedad que
presenta el probando. A continuacién, se muestran los pedigris de las familias estudiadas (Figura
3).

fMD-275 fMD-279

1:1 1:2 1:1 1:2
MD-620 MD-619 MD-628 MD-627

Paresia e hipotonia de

MSI paroxistica. Trastorno del movimiento
Distonias y hemiplejia extrapiramidal (Coreo-
alternante de la infancia. disténico). RM lesién en

putamen izquierdo de tipo
necrosis estriatal.
11:1 1:1
MD-618 MD-626

Figura 3. Pedigris de las familias fMD-275 y fMD-279. En cada caso, se muestran trios donde se analizan los
progenitores y el probando (hijo/a afectado/a), con el fenotipo correspondiente de cada paciente. Cada individuo
presenta un identificador asignado en el laboratorio (MD seguido de un nimero). Las formas en negro representan
personas afectadas y las formas en blanco, personas sanas. Los cuadrados indican sexo masculino y los circulos
sexo femenino.

En la familia fMD-275, el probando MD-618 presenta un fenotipo clinico de paresia e
hipotonia de miembro superior izquierdo (MSI) paroxistica, asi como distonias y hemiplejia
alternante de la infancia. En la familia fMD-279, el probando MD-626 cursa con un cuadro clinico
de corea-distonia con discapacidad intelectual leve, observando en resonancia magnética (RM) una
lesién en putamen izquierdo de tipo necrosis estriatal.

Por otro lado, estudiamos el caso de una paciente con dos variantes en heterocigosis
compuesta en el gen PTPN23, que a nivel de proteina se traducen en p.V133M y p.R1345H. La
paciente, previamente analizada a nivel genético en el laboratorio, presenta un cuadro clinico
caracterizado por ataxia, temblor y calcificaciones en neuroimagen. Se realizaron estudios
funcionales con muestras de biopsia cutanea de la paciente para corroborar la patogenicidad de las
variantes que presenta.

3.2. ESTUDIO GENETICO: SECUENCIACION DE EXOMA

Con el objetivo de identificar variantes causales del fenotipo patoldgico que presentan los
probandos MD-618 y MD-626, se realizd una secuenciacion del exoma completo (WES). Para ello,
se aisla el ADN gendmico procedente de sangre periférica de pacientes y familiares. A continuacion,
se cuantifica el ADN extraido y se evalla su calidad mediante espectrofotometria UV/Visible en un
equipo Nanodrop ND1000 (Thermo Scientific) para comprobar que se cumplen los estandares de
calidad requeridos para la secuenciacion (ratio de absorbancias a 260/280 nm entre 1,80-2,00 y
ratio de absorbancias a 260/230 > 2,00). Ademas, se verifica la integridad del ADN gendmico

10



mediante electroforesis en gel de agarosa, como se explica mas adelante (apartado 3.2.2.2).
Posteriormente, se envian las muestras para secuenciacion en el CNAG (Centro Nacional de Analisis
Gendmicos, Barcelona). En esta etapa, se obtienen librerias a partir del ADN gendmico, se
enriquecen las regiones exdnicas mediante un kit de captura (KAPA HyperExome Probes, Roche) y,
finalmente, se secuencian las muestras con un secuenciador de /llumina.

Una vez finalizada la secuenciacion, los resultados se envian al laboratorio a través de la
plataforma RD-Connect, que dispone de un pipeline propio para la identificacion de variantes de
tipo SNV (Single Nucleotide Variant) o pequefios indels, mediante el mapeo de las lecturas o reads
de la secuenciacion contra la versidon 37 del genoma de referencia humano (GRCh37). Asimismo,
RD-Connect cuenta con herramientas bioinformaticas para la anotacidn, el filtrado de variantes y
su interpretacion (Laurie et al., 2022). El presente Trabajo Fin de Grado comienza con el filtrado y
priorizacion de variantes, por lo que el ADN gendmico de los trios se extrajo y se secuencid con
anterioridad.

3.2.1. Filtrado y priorizacion de variantes

La gran cantidad de datos generados tras la secuenciacién es, en primera instancia, filtrada
mediante diferentes estrategias para poder analizar las variantes mas significativas. Se tienen en
cuenta factores como el tipo de herencia, la frecuencia alélica en la poblacion y el impacto de la
variante en la proteina. El andlisis continla en Excel, tras descargar ficheros CSV de la plataforma
RD-Connect, diferentes segun el filtrado aplicado. A grandes rasgos, se consideran variantes con
una profundidad de lectura minima 10x y un valor de calidad 230 en la escala Phred.

En las dos familias (fMD-275 y fMD-279) se han filtrado cambios producidos de novo en los
probandos (no presentes en los progenitores) y con distintos tipos de herencia: autosémica
dominante (AD), autosdmica recesiva (AR) y AR en heterocigosis compuesta (AR-HetComp).
Ademas, en la familia fMD-279, se analizé también la herencia ligada al cromosoma X (recesiva).

Otro de los componentes clave del filtrado es la frecuencia alélica en la poblacion control.
En este sentido, Unicamente se han considerado aquellas variantes con una MAF (frecuencia del
alelo menos comun) <0,5% en poblacién general en la version 4.1.0 de gnomAD, en la base de datos
1000Genomes y en la propia base de datos interna de RD-Connect. Ademas, se priorizan aquellas
variantes con una MAF<0,01% por tratarse de enfermedades raras monogénicas que, en principio,
estaran causadas por variantes muy poco frecuentes en poblacién control, incluso, por variantes
noveles. Se ha aplicado este valor de MAF en todos los casos, excepto en aquellos con un alto
numero de variantes (cambios de novo), donde se ha acotado la busqueda aplicando un valor de
MAF <0,0001%.

Finalmente, se ha analizado el impacto que la variante podria tener sobre la proteina,
distinguiendo cuatro efectos: 1) HIGH, que incluye variantes con un impacto elevado en la proteina,
resultando en su truncamiento, con variantes de tipo nonsense (que generan un coddn de parada),
frameshift (de cambio en la pauta de lectura), variantes que generan pérdida de coddn de inicio o
de parada o que generan nuevos sitios de splicing; 2) MODERATE, con cambios que reducen la
actividad de la proteina, incluyendo variantes missense (cambio de aminodacido) o inframe
(inserciones o deleciones que no modifican la pauta de lectura); 3) LOW, donde se agrupan cambios
gue es probable que no tengan un impacto relevante sobre la proteina, como variantes sindnimas
o en sitios de splicing relativamente alejados de los exones; y 4) MODIFIER, que son variantes que
se dan en regiones generalmente no codificantes, por ejemplo, en regiones 5’-UTR o 3’-UTR. Para
los cambios de novo, en homocigosis y ligados al cromosoma X se estudiaron variantes HIGH,
MODERATE, LOW y MODIFIER IMPACT, mientras que para heterocigosis compuesta se analizaron
variantes HIGH, MODERATE y LOW IMPACT.
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El siguiente paso consiste en priorizar los cambios descritos para seleccionar las variantes
candidatas a ser causantes de la enfermedad, para lo cual se realizan busquedas en bases de datos
como PubMed, OMIM, Gene del NCBI (National Center for Biotechnology Information) o Human
Protein Atlas. Con ello, se obtiene informacion acerca de la funcidn de la proteina codificada por el
gen seleccionado, si se ha asociado previamente con enfermedad, el tipo de herencia y fenotipo
gue causa, o su localizacidn subcelular, entre otras. Ademas, para aquellas variantes que podrian
afectar al splicing, generando o eliminando sitios aceptores o dadores de splicing, se emplean
predictores in silico, como SpliceAl o NNSplice. Estas herramientas predicen la alteracion de sitios
consenso de reconocimiento de splicing en los extremos 5 y 3’ del ARNm, del espliceosoma
(maquinaria que participa en el proceso de splicing), o de elementos activadores/silenciadores del
mismo. Por ultimo, se consulta VarSome, un motor de busqueda que incluye resultados de
diferentes bases de datos (ClinVar, gnomAD) o predictores in silico de patogenicidad (CADD, SIFT,
PolyPhen2), con el propdsito de corroborar si la variante estd resgistrada previamente en ClinVar o
si es novel; asi como para ver la clasificacién otorgada por los predictores (benign, likely benign,
likely pathogenic, pathogenic o Variant of Unknown Significance (VUS)).

3.2.2. Validacion de cambios candidatos
Las variantes seleccionadas se validaron mediante secuenciacion Sanger, previa
amplificacion por PCR del ADN gendmico de los probandos. Ademas, se analizo la segregacion de la

variante amplificando y secuenciando el ADN gendmico de los progenitores.

3.2.2.1. Disefio de cebadores

La amplificacion de las regiones de interés comienza con el disefio de pares de cebadores
(uno directoy otro reverso) que flanquean las regiones donde se encuentran los cambios a estudiar.
La secuencia del gen a amplificar se consulta en la version 38 del genoma humano (GRCh38) de la
base de datos Ensembl. Para el disefio de cebadores se deben tener en cuenta una serie de
caracteristicas: 1) la longitud de cada cebador debe estar comprendida entre 18 y 25 pb para que
sean suficientemente especificos; 2) la temperatura de annealing (hibridacién con el ADN molde)
o Tm debe estar alrededor de 55-65°C, y la diferencia de Tm entre la pareja de cebadores no debe
ser superior a 2-4°C; 3) el porcentaje de GCs (guaninas y citosinas) debe estar en el rango de 40-
60% para que la hibridacion sea correcta; 4) es recomendable que la secuencia final del cebador
(extremo 3’) acabe en G, C 0 GC/CG; 5) la regidén amplificada (amplicdn) debe medir 200-800 pb; 6)
para que la amplificacion se produzca correctamente, los cebadores no deben formar estructuras
secundarias ni dimeros; y 7) siempre que sea posible, no es recomendable disefiar los cebadores
en regiones con polimorfismos (SNPs) que tengan una elevada frecuencia en la poblacion, pues es
probable que se encuentren en la secuencia del ADN y produzcan un desapareamiento entre el
cebador y el molde, resultando en una peor amplificacion. Para evitar dichas regiones, se puede
afiadir un filtro en Ensembl que muestre las variantes con MAF <1%, consideradas variantes raras.

Por ultimo, se obtienen los parametros anteriormente mencionados (Tm, %GC, longitud...)
con la herramienta OligoEvaluator de Sigma-Aldrich (http://oligoevaluator.com/). Ademas, se
puede predecir la especificidad del par de cebadores in silico con Primer-BLAST del NCBI
(http://ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast).

3.2.2.2. Amplificaciéon por PCR

En primer lugar, se debe poner a punto la temperatura de hibridacion (Tm) del par de
cebadores. Para ello, se realiza una PCR con un ADN control y un gradiente de diferentes Tm a
testar, partiendo de aquella predicha por OligoEvaluator. Si tras el andlisis mediante electroforesis
en gel de agarosa no se observa amplificacién, se puede realizar otra PCR afiadiendo DMSO
(dimetilsulféxido), MgCl, adicional o ambos para favorecer la reaccion. EIl DMSO inhibe las

12


http://oligoevaluator.com/
http://ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast

estructuras secundarias en zonas ricas en GC, tanto en el ADN como en los cebadores, aumentando
mucho la especificidad de la reaccién. EI MgCl, es un cofactor de la Taq polimerasa que optimiza la
reaccion de PCR. Los termocicladores empleados para la amplificacién fueron VeritiPro™ Thermal
Cycler (Applied Biosystems) y GeneAmp™ Thermal Cycler (Applied Biosystems).

Las secuencias de los cebadores disefiados y las temperaturas de hibridacién
correspondientes se recogen en la Tabla Suplementaria 1 (Anexo 1). Las concentraciones de los
reactivos para la reaccion de PCR, empleadas con cardcter general, asi como el programa utilizado
en el termociclador se encuentran en la Tabla 1.

Tabla 1. Reactivos de la PCR Master Mix y programa del termociclador.

Reactivo y Concentracion -
- . Volumen a afadir . .
concentracion en la reaccion Etapa del programa | Temperatura Tiempo Ciclos
L (Ve= 25 pL)
inicial de PCR
H20 libre de Completar hasta Desnaturalizacion R .
ADNasas y - 25 uL* inicial 95°C 5 min 1
ARNasas H
Tampon Taq
polimerasa 10X 1X 2,5 uL Desnaturalizaciéon 95°C 30s
(con MgCl,)
Annealing o m
dNTPs (20 mM) 0,4 mM 0,5 pL - g (Temperatura 30s
hibridaciéon .
de melting)** 35
Segun el
. amplicon:
cebsa,‘:cl’gd"::)cm' 0,2 UM 0,5 uL Extension 72°C 1kb/min.
" 300405
en general
Cebador reverso, 0,2 uM 0,5 uL Extensién final 72°C 7 min 1
3 (10 uM) 2 1 =h
Tagq ADN
polimerasa, 0,02 U/uL 0,5 pL Conservacion 4°C oo
Biotools (1 U/uL)
ADN molde
(~ 100-200 ~4-8 ng/ pL 1pL
ng/uL)

*En funcidn de si la reaccion requiere DMSO, MgCl,, ambos o ninguno, el volumen de agua sera diferente. En caso
de no necesitar ninguno, 19 uL H,0; con 5% DMSO (1,25 pL), 18,25 pL H,0; con 1 pL MgCl, 20 mM, 18 pL H,0; y
con ambos, 17,25 pL H,0. ** La Tm depende de la secuencia del par de cebadores (Tabla Suplementaria 1).

Tras la reaccidn de PCR, se corre un gel de agarosa con el producto amplificado, cargando
5 uL de producto de PCR junto con 1 uL de tampdn de carga 6x (Gel Loading Dye Purple (6X) no SDS,
New England Biolabs), para comprobar la correcta amplificacién del fragmento. Se suele realizar
un gel de agarosa al 1% (agarosa Low EEO, Fisher Scientific) en tampdn TAE al 1% (40 mM Tris-HCL,
19 mM acido acético, 1 mM EDTA, H,0) con GelRed® (Biotium) como agente intercalante, para
visualizar el ADN, el cual se puede anadir directamente a la agarosa o tefiir fuera una vez ha corrido
el gel. Como patrén de peso molecular se emplea 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). En general, la
electroforesis se corre durante 30 minutos a 100V. Finalmente, el gel se visualiza en un
transiluminador con luz ultravioleta que cuenta con una camara fotografica (Molecular Imager® Gel
Doc™ XR System, Bio-Rad).

3.2.2.3. Anadlisis de las secuencias mediante secuenciacion Sanger

Los fragmentos amplificados por PCR se secuencian en el Servicio de Gendmica y Genética
del CIPF en el secuenciador 3730xI DNA Analyzer (Applied Biosystems). Para ello, se emplea uno de
los dos cebadores (el directo o el reverso) a una concentracion de 3,2uM.
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Las secuencias, en formato FASTA, se alinean con la herramienta BLASTn
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) contra la secuencia de referencia GRCh38 del amplicén, disponible
en Ensembl. Ademas, se visualiza el electroferograma con el programa 4Peaks v1.8 para evaluar la
calidad de las secuencias e identificar las variantes candidatas previamente seleccionadas.

3.2.3. Analisis de CNVs

Las CNVs (Copy Number Variations) son cambios en el nimero de copias de los genes,
debidos a inserciones o deleciones. Los algoritmos de deteccién de CNVs se basan en la
normalizacién de la cobertura de cada regidn de interés de la muestra en base a la cobertura total
de la misma, y la comparacion con la cobertura normalizada de otras muestras procesadas al mismo
tiempo, pudiendo establecer puntos de corte para determinar si hay o no una insercion/delecion.
Entre ellos destacan programas como CoNIFER (Copy Number Inference From Exome Reads), muy
especifico, pero menos sensible a deleciones que afectan a menos de 3 exones; y XHMM (eXome
Hidden Markov Model), mas sensible a fendmenos pequenos, pero menos especifico (mas falsos
positivos). Tras el empleo de estos programas, se obtienen ficheros Excel con los genes que
presentan posibles deleciones e inserciones. Estos ficheros se filtran y analizan en base a la funcién
del gen y su posible relacién con el fenotipo del paciente, asi como por el nimero de muestras
registradas con dicha insercién/delecion en la base de datos interna del programa.

El siguiente paso es buscar en los ficheros de SNVs si existe otro cambio en el mismo gen
en el que se ha detectado una CNV de interés. Asimismo, se emplea el visualizador UCSC Genome
Browser para observar la regién donde se encuentra la CNV, viendo si la delecién o insercién afecta
al gen completo o a ciertos exones. También se emplea para determinar si la regidn es polimérfica
en cuanto a alteraciones de dosis génica y, por tanto, es comun en la poblacién, y con ello menos
probable que la CNV sea patogénica.

3.3. ESTUDIOS FUNCIONALES PARA ESTUDIAR LA PATOGENICIDAD DE LAS VARIANTES
SELECCIONADAS

Tras seleccionar las variantes candidatas, se realizan diferentes ensayos experimentales
gue aporten evidencias de la patogenicidad de las variantes.

3.3.1. Ensayo de minigenes del gen SLC38A6

El objetivo de este ensayo es determinar el efecto del cambio splice donor variant
€.690+2T>G en el gen SLC38A6 (NM_001172702.2) que el probando MD-626 presenta en
homocigosis, estudiando el potencial splicing diferencial entre la versién WT (wild type) o candnica
y mutada(c.690+2T>G) del gen. El estudio experimental consiste en la transfeccion de células Hela
(una linea celular adherente e inmortalizada de células epiteliales de cancer de cervical) con un
vector (pSPL3) que contiene parte del ADN del gen a analizar, incluyendo el exén 9 (el mas cercano
al cambio) y parte de los intrones flanqueantes (Figura 4).

3.3.1.1. Digestion doble del vector pSPL3 y del inserto

El inserto del gen SLC38A6 (que comprende el exdn 9 + 255 nucledtidos aguas arriba 'y 237
nucledtidos aguas abajo) se introduce entre los exones constitutivos SD6 y SA2 del vector pSPL3,
tal como muestra la Figura 4. Previamente, se comprueba qué enzimas de restriccion no cortan el
inserto con la herramienta Neb cutter V2.0 (New England BioLabs)
(https://nc2.neb.com/NEBcutter2/), siendo Xhol y Nhel las enzimas elegidas.
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Figura 4. Esquema del vector pSPL3 y del inserto del gen SLC38A6. El vector contiene el origen de replicacién
bacteriano (Ori) que permite la replicacion del plasmido en bacterias, secuencias de resistencia a antibidticos como
la ampicilina (Amp R), empleado como agente de seleccidén de bacterias que incorporen el vector. Ademds, tiene
el promotor del virus SV40, que permite la expresion del inserto en células eucariotas de mamifero. Finalmente, el
sitio de clonacién multiple (MCS) contiene secuencias de reconocimiento de diferentes enzimas de restriccion que
permiten cortar el vector, generando extremos cohesivos que dan direccionalidad al inserto. Las flechas negras
indican el lugar de diseio de los cebadores para testar la insercién del fragmento, en los exones SD6 y SA2.

Los cebadores disefiados para amplificar el inserto del gen SLC38A6 (E9) e incorporar las
secuencias de restriccion de las enzimas para Xhol y Nhel se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Cebadores empleados para amplificar el inserto del gen SLC38A6 para el ensayo de minigenes. En azul
se marcan las secuencias de reconocimiento de las enzimas de restriccion, y por delante, en minuscula, cuatro
nucleétidos que favorecen su corte.

Cebador Secuencia (5’-3’) Te.m F.’era'fl,"a Tame'an’o
hibridacion amplicon
SLC38A6_E9_D_Xhol ggaaCTCGAGTTGAAAGTTGACACAGGAG
580C 558 pb
SLC38A6_E9_R_Nhel gcgcGCTAGCCTGTTTAAGAGCATTGAGGG

El inserto SLC38A6 E9, procedente del ADN de la madre (heterocigota, por tanto, presenta
un alelo WTy otro mutante), se amplifica por PCR con los reactivos indicados en la Tabla 1, aunque
se emplea como polimerasa la Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (2 U/uL) (ThermoFisher
Scientific), con su tampdn correspondiente, para evitar la introduccion de mutaciones por errores
de la polimerasa. Esta polimerasa de alta fidelidad precisa una temperatura de desnaturalizacion
de 98°C, empleando el siguiente programa de amplificacion: desnaturalizacién inicial (30s a 98°C);
35 ciclos (desnaturalizacion 10s a 98°C, hibridacidn 30s a 62°C y extension 30s a 72°C); y 7 minutos
de extensién final a 72°C. A continuacion, el producto de PCR se purifica con un kit comercial
(Macherey-Nagel™ NucleoSpin™ Gel and PCR Clean-up XS de Fisher Scientific). Posteriormente, se
realiza la digestion del inserto y del vector pSPL3 con Xhol y Nhel (ThermoFisher Scientific), con los
reactivos mostrados en la Tabla 3. La digestion se incuba a 37°C overnight.

Una vez finalizada la digestion, tanto el inserto como el vector cortados deben ser purificados
con el kit Macherey-Nagel™ NucleoSpin™ Gel and PCR Clean-up XS (Fisher Scientific). En el caso del
vector, se purifica cortando la banda correspondiente, con un tamafio de 5078pb, de un gel de
agarosa al 1%.
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Tabla 3. Reactivos para la digestion del inserto SLC38A6_E9 y del vector pSPL3 con Xhol y Nhel.

Reactivo y concentracion Concentracion en la reaccion Volumen a anadir (Ve= 50 pL)
inicial INSERTO VECTOR INSERTO VECTOR
. . 3000 ngen 50 pL = 7,61 ulL de vector +
ADN (vector: 394ng/uL) Amplificado por PCR 59,97 ng/jL 20 pL 12,4 L H,0 = 20 L
Tampon TANGO (10X) 1X 5uL 5uL
Xhol (10 U/pL) 0,8 U/uL 4l 4plL
Nhel (10 U/uL) 0,2 U/uL 1pL 1pL
H,O0 libre de ADNasas y
ARNasas 20t 20uL

3.3.1.2. Ligacién

La ligacidn del inserto SLC38A6_E9y el vector pSPL3 digeridos se realiza con un ratio molar
3:1 (inserto:vector, segun la Ecuacién 1), incubando la mezcla a 4°C overnight. La Tabla 4 recoge las
concentraciones y volumenes empleados en la reaccion de ligacion.

tamaiio del inserto (pb 3 558 3 ..
®h) 3 50 X — X == 16,48 ng (Ecuacién 1)
tamaio del vector (pb) 1 5078 1

ng inserto = 50 X

Tabla 4. Reactivos para la ligacion del inserto SLC38A6_E9 y del vector pSPL3 digeridos.

Reactivo y concentracion inicial Concentracion en la reaccion Volumen a anadir (pL) (Ve= 20 pL)
pSPL3 digerido (50 ng/uL) 50 ngen 20 uL = 2,5 ng/uL 1pul
SLC38A6_E9 digerido (34,5 ng/uL) 16,48 ng en 20 uL = 0,82 ng/uL 1 pL del inserto diluido 1:1 en H,0
T4 ligasa (5 U/ulL) 0,05 U/uL 0,2 pL
Tampon T4 ligasa (10X) 1X 2 uL
H,0 libre de ADNasas y ARNasas - 15,8 L

Se obtendran dos constructos diferentes: uno wild type (WT), carente de la mutacion
(pSPL3-SLC38A6"YT); y uno mutante (MUT), que presenta la mutacién ¢.690+2T>G (pSPL3-
SLC38A6MYT).

3.3.1.3. Transformacion en Escherichia coli DH5a

Las construcciones obtenidas se introducen en bacterias Escherichia coli DH5a mediante
transformacion por choque térmico. La transformacién comienza afiadiendo 3 pL de ligacion a
40 pL de bacterias competentes, sin pipetear para no romper las bacterias (mezclando a toques), e
incubandolas 30 minutos en hielo. Tras esto, se realiza el choque térmico en un termobloque a 42°C
durante 40 segundos, y se incuban en hielo 2 minutos. A continuacidn, las bacterias se incuban en
500 pL de medio LB liquido (Scharlab) sin antibidticos, durante 1h en agitacién (190 rpm) a 37°C,
para que las bacterias se recuperen y adquieran resistencia a ampicilina. Después, se centrifugan
30 segundos a 6000g y el pellet se resuspende en 200 uL de medio LB. Finalmente, se siembra una
placa de LB-agar suplementado con ampicilina (50 pug/mL) para conseguir un crecimiento selectivo
de las bacterias que han incorporado el plasmido, con 50-150 pL de bacterias transformadas. La
placa se incuba a 37°C overnight.

3.3.1.4. PCR de colonias y extraccién del vector en los clones con inserto

Para testar los plasmidos generados, se realizaron reacciones de PCR de las colonias
bacterianas seleccionadas de la placa. Para conservar la colonia para estudios posteriores, se hacen
réplicas en una placa de LB-agar con ampicilina (50 pg/uL) antes de usarla como molde para la PCR.
Los cebadores estan disefiados entre los exones SD6 y SA2, y el inserto (Figura Suplementaria 1).
El tamano esperado en los clones que presentan el fragmento de interés es de 748pb (558pb inserto
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+ 190pb vector), mientras que si no hay inserto porque el vector se ha religado consigo mismo o ha
permanecido sin cortar el tamafio serad de 190pb y 1135pb, respectivamente.

La secuencia de los cebadores disefiados se encuentra en laTabla 5y lareaccién y programa
de la PCR de colonias en la Tabla 6.

Tabla 5. Cebadores empleados para la PCR de colonias del ensayo de minigenes.

T t ~ e
Cebador Secuencia (5’-3’) e'mp?era'lijra Tamano amplicén
hibridacion
pSPL3_seq_D CATGCTCCTTGGGATGTTGATG 190pb vector religado; 748pb
58°C vector con inserto; 1135pb vector
pSPL3_seq_R ACTGTGCGTTACAATTTCTGG sin cortar

Tras comprobar qué colonias tienen el tamafio adecuado (748pb) en un gel de agarosa, se
extrae el ADN plasmidico de las mismas mediante un kit de miniprep (extraccién a pequeiia escala).
Para ello, se realiza un cultivo de la colonia de interés en 4 mL de medio liquido LB Broth con (50
pg/mL) de ampicilina. Los tubos se incuban en agitacion (175rpm) a 37°C durante 16h, en inclinacién
y con la tapa ligeramente abierta para que entre oxigeno, necesario para el crecimiento de las
bacterias aerobias. Para la miniprep se emplea el kit comercial Macherey-Nagel™ NucleoSpin
Plasmid QuickPure™ Kit (ThermoFisher Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Después de la purificacion, las muestras se cuantifican en el Nanodrop, obteniendo también datos
de la pureza con los ratios de absorbancia 260/280nm (Axe0/A2s0, indica una posible contaminacion
por proteinas si el ratio es menor a 1,8 para el ADN) y 260/230nm (Aze0/A230, indica una posible
contaminacidn por otras macromoléculas, etanol, etc., si el ratio es menor a 2). Finalmente, las
muestras purificadas se envian al Servicio de Gendmica y Genética del CIPF para su secuenciacién
para determinar si se trata del constructo WT (pSPL3-SLC38A6™T) o mutante (pSPL3-SLC38A6MYT).

Tabla 6. Reactivos de la PCR de colonias y programa del termociclador.

Reactivo y Concentracion e
7 =, Volumen a anadir ) .
concentracion en la reaccion Etapa del programa | Temperatura | Tiempo | Ciclos
. (Ve= 25 pl)
inicial de PCR
H,O0 libre de Desnaturalizacion o .
ADNsas y ARNsas ) 19uL inicial %6°C 7/min !
Tampon Taq
polimerasa 10X 1X 2,5uL Desnaturalizacién 96°C 1 min
(con MgCl,)
dNTPs (20 mM) 0,4 mM 0,5uL Annealing o 58°C 30s 35
hibridacion
cebsf‘:;’;‘::;:)cm’ 0,2 uM 0,5ul Extension 72°C 1 min
Cebador reverso, 0,2puM 0,5uL Extension final 72°C 7 min 1
3’ (10 uM) ’ ’
Taq ADN
polimerasa, 0,02 U/uL 0,5uL Conservacion 4°C oo
Biotools (1 U/uL)
MgCl, (20mM) 0,4 mM 0,5uL
ADN molde
(~ 100-200 ~4-8 ng/ uL 1uL
ng/pL)

3.3.1.5. Transfeccién de células Hela con el vector wild type y c.690+2T>G de
SLC38A6

Se transfectan células Hela con el vector pSPL3-SLC38A6™T, pSPL3-SLC38A6MYT o pSPL3-
vacio (sin inserto), empleado como control positivo de salto de exdn. Las células Hela se cultivan
en monocapa en flasks T75 de poliestireno (Biolite ThermoFisher Scientific) TC (tratados para
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favorecer la adhesién), con medio DMEM High Glucose (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, 4,5
mg/mL glucosa), suplementado con 2mM L-Glutamina, 10% (v/v) de suero fetal bovino (FBS)
inactivado, 100 U/mL de penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina, todos ellos de Sigma-Aldrich.
Las células se mantienen en un incubador a 37°C con una atmdsfera al 5% de CO, y oxigeno a
saturacion (98%).

Para la transfeccion, las células se cultivan en placas de 6 pocillos (ThermoFisher Scientific),
sembrando 50.000 células/pocillo. Para ello, se quita el medio a las células sembradas en el flask y
se lavan con PBS (Phosphate buffered saline, Sigma-Aldrich) para eliminar los restos de medio que
pudieran quedar. Posteriormente, las células se levantan del flask con tripsina, incubandolas 3
minutos en el incubador. Después, se afiade medio para neutralizar la tripsina, gracias al FBS
presente en el mismo, y se recolectan las células en un tubo tipo Falcon de 15mL. Tras esto, se
cuentan las células en cdmara Neubauer y se deposita el volumen correspondiente en los diferentes
pocillos para sembrar 50.000 células/pocillo, sin superar los 2mL totales (medio + células) por
pocillo. Las células se incuban durante 24h antes de la transfeccion. Los reactivos utilizados para la
siembra de células deben estar previamente atemperados a 37°C.

Al dia siguiente, se realiza la transfeccidn de las células HelLa con FUGENE® HD (Promega)
con un ratio 5:2 (uL FUGENE:ug ADN), y empleando Opti-MEM™ (Gibco), un medio reducido en
suero. Una vez preparadas las mezclas de transfeccion como se indica en la Tabla 7, se agitan y se
incuban 15 minutos a temperatura ambiente. En este tiempo, se refresca el medio de las células
con medio DMEM nuevo. Por ultimo, se le da un spin a la mezcla de transfeccién y se afiaden 50uL
al pocillo correspondiente, mezclando en cruz y llevando la placa al incubador.

Tabla 7. Volumenes a afiadir de los reactivos para el protocolo de transfeccidn para cada una de las mezclas.
Ci: concentracion inicial; Cr: concentracién final.

Reactivo PSPL3- vacio (sin inserto) pSPL3-SLC38A6WT pSPL3-SLC38A6MUT
Ci=1pg/uLC=2pg Ci=0,359 pug/pL Ce=2 pg Ci=0,251 pg/pL C=2 ug
ADN 2L 5,57 ulL 7,97 uL
Opti-MEM™ 100 pL
FUGENE® HD 5pL

3.3.1.6. Extraccion de ARN

A las 24 y 48 horas post-transfeccion se extrae el ARN de las células Hela transfectadas.
Para ello, se recoge el pellet de células, levantando las células de igual manera que se hizo en los
flask. En resumen, se lava cada pocillo con de PBS, se levantan las células con tripsina, se recuperan
las células 200 pL de medio de cultivo, y se transfieren a un tubo LoBind® de 1,5 mL (Eppendorf).
Seguidamente, se centrifugan las células 5 minutos a 1500g y 4°C, obteniendo el pellet de células
tras eliminar el sobrenadante. Se lava el pellet en 1 mL de PBS frio (4°C) para eliminar los posibles
restos de medio y se vuelve a centrifugar 5 minutos a 400g y 4°C, eliminando el sobrenadante y
resuspendiendo el pellet en 1mL de trizol (Thermo Fisher).

En este momento comienza la extraccion de ARN con trizol-cloroformo. Es muy importante
rociar con la solucién RNAse ZAP™ (Sigma) las superficies, pipetas, tubos y guantes para evitar la
degradacion del ARN por las ARNasas. Ademas, se debe trabajar en campana, dada la toxicidad de
los reactivos empleados. Tras incubar los pellets con el trizol 5 minutos a temperatura ambiente, se
afiaden 200 pL de cloroformo (Scharlab) a cada tubo y se agitan fuertemente en el vortex. Después,
se incuban a temperatura ambiente durante 3 minutos y se centrifugan las muestras 15 minutos a
12.000g a 4°C. Tras la centrifugacidn, el ARN se encontrard en la fase acuosa, la cual se transfiere a
un nuevo tubo LoBind®. Se le afiaden 500 pL de isopropanol, mezclando por inversion e incubando
los tubos 10 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugan 10 minutos a 12.000g a 4°C, se
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elimina el sobrenadante y se lava el pellet con 1 mL de etanol al 75%, centrifugando de nuevo a 4°C
5 minutos a 7.500g. Se descarta el etanol y se centrifugan los tubos en seco para eliminar las gotas
restantes de etanol. Para asegurar la eliminacion completa del etanol, se secan los tubos en
campana durante 5-10 minutos con la tapa abierta. Por ultimo, se afiaden 30 uL de agua libre de
ADNasas/ARNasas (Invitrogen) a cada tubo y se incuban durante 15 minutos a 55°C en agitacién
ligera. EI ARN extraido se guarda a 4°C, para su posterior cuantificacidon espectrofotométrica en el
Nanodrop, evaluando también su pureza con los ratios Axso/A2so Y Azeo/A230.

3.3.1.7. Retrotranscripcion a ADNc

Para analizar el patréon de splicing, se retrotranscribe el ARN a ADNc para poder
amplificarlo. La retrotranscripcién se realiza con el kit comercial gScript ¢cDNA SuperMix
(Quantabio), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para retotranscribir 250ng de ARN, se
utilizaron las condiciones se especificadas en la Tabla 8.

Tabla 8. Volumenes a afiadir de los reactivos para la retrotranscripcion.Vg: volumen final.

o ARN 24h ARN 48h
SRR T VACiO WT MUT VACiO WT MUT
ARN 2,10 uL 2,08uL | 3,004l 1,18ul | 4900l 1,32 uL

H0 libre de ADNasas y ARNasas 13,90 pL 13,02 pL 12,91 pL 14,82 pL 11,10 uL 14,68 pL

SuperMix (5X)* 4L 4L

*El SuperMix (5X) contiene dNTPs, MgCl,, transciptasa reversa, cebadores aleatorios, cebadores oligo(dT), inhibidor
de ARNasas y estabilizadores.

Una vez realizadas las mezclas correspondientes, la retrotranscripcion se lleva a cabo en el
termociclador con el siguiente programa: 5 minutos a 25°C, 30 minutos a 32°C, 5 minutos a 85°C y
un tiempo de conservacidn indefinido a 4°C.

Finalizada la retrotranscripcidn, se realiza una amplificacion del ADNc mediante PCR con
cebadores especificos y se testa en un gel de agarosa. Por una parte, se emplean los cebadores
disefiados en los exones del vector pSPL3 (SD6 y SA2), entre los cuales esta insertado el exén 9 del
gen SLC38A6, y por otra parte, cebadores para amplificar el gen de control interno (housekeeping
gene) GAPDH, que sirve para comprobar que la retrotranscripcion ha funcionado correctamente.
Los volimenes empleados se indican en la Tabla 6 (modificando la cantidad de molde a 1,5 plL de
ADNCc, por lo que el volumen de agua debe ser de 18,5 uL) y el programa del termociclador se
encuentra en la Tabla 1, con una Tm de 55°C para ambas parejas de cebadores (SD6_F/SA2 Ry
GAPDH_F/GAPDH_R) y 30 segundos de extensién. La secuencia de los cebadores (Sigma) se
muestra en la Tabla 9. Los productos de PCR se visualizan en gel de agarosa al 1,5% (100V, 45
minutos) y se secuencian.

Tabla 9. Cebadores empleados para la amplificacion por PCR del ADNc del ensayo de minigenes.

T t ~ G-
Cebador Secuencia (5’-3’) e.m;?era.lljra Tamano amplicon
hibridacion

Sbe_D TCTGAGTCACCTGGACAACC 550C 263pb (sin inserto o exon skipping)

SA2_R GCTCACAAATACCACTGAGAT 0 329pb (WT)
GAPDH_D CATTGACCTCAACTACATGG

550C 395pb

GAPDH_R CAAAGTTGTCATGGATGACC

19



3.3.1.8. Clonacién del constructo WT en vector pcDNA3

Para analizar el patrén de bandas observado en el constructo wild type (pSPL3-SLC38A6"T),
tras varios intentos fallidos de purificar banda y secuenciar debido a la cercania de las bandas en el
gel (ver Figura 7, apartado 4.2.1), se clonaron los productos de PCR en el vector pcDNA3
(GeneScript) (Figura 5) como se explica en el apartado 3.3.1.(1-4). Para ello, se purificé con kit
comercial (apartado 3.3.1.1) el ADNc del constructo WT previamente amplificado por PCR, y se
digirieron el inserto y el vector con las restrictasas Hindlll y BamHI (ThermoFischer Scientific) en dos
reacciones de digestion consecutivas. Se purificaron las digestiones y se realizé la ligacidn con el
ratio molar 3:1 (inserto:vector, Ecuacién 2, Anexo Il). Finalmente, se transformaron las bacterias
E.coli DH5a con 3 pL de ligacién como se detalla en el apartado 3.3.1.3 y se realizé PCR de colonias
para secuenciar los clones con inserto. Los volumenes y reactivos empleados en las digestiones,
ligacion y PCR de colonias se encuentran en el Anexo Il.

pCMV_D . BGH_R
» Hindlll BamHI

— CMV BGH —
18 pb

s [T 2
92 pb 66 pb 171 pb

.
\
‘\
.
‘\
CMV promoter

pcDNA3
5446 pb

Figura 5. Esquema del vector pcDNA3 y el constructo SLC38A6"Y". El vector contiene el origen de replicacién
bacteriano (Ori) que permite la replicacion del plasmido en bacterias y secuencias de resistencia a ampicilina (Amp
R), empleado como agente de seleccion de bacterias que incorporen el vector. El MCS contiene secuencias de
reconocimiento de enzimas de restriccion que permiten cortar el vector, generando extremos cohesivos que dan
direccionalidad al inserto. Se eliminan 18pb entre Hindlll y BamHlI, y se introducen 329pb (o menos, segun el
inserto) del constructo SLC38A6"T. pCMV_D y BGH_R son los cebadores empleados en la PCR de colonias.

3.3.2. Anadlisis de transcritos de sangre periférica de paciente de SLC38A6

Ademas del ensayo de minigenes, se estudio el efecto de la variante ¢.690+2T>G sobre el
splicing del gen SLC38A6 mediante analisis de transcritos obtenidos de sangre del paciente.

3.3.2.1 Extraccion de ARN del probando (MD-626)

A partir de la sangre periférica del probando MD-626, conservada en tubos PAXgene para
la preservacién del ARN, se extrae el ARN para analizar los transcritos del gen SLC38A6, empleando
el kit comercial PAXgene Blood RNA kit (Qiagen), siguiendo el protocolo del fabricante. Tras la
extraccion del ARN se cuantifica y estima su pureza (ratios Azso/Azso Y Azeo/A230) €n el Nanodrop.
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3.3.2.2 Retrotranscripcion a ADNc

El ARN extraido del paciente es retrotranscrito a ADNc tal como se describe en el apartado
3.3.1.7. Para un volumen final de 20uL, se deben anadir 250ng de ARN, lo cual corresponde a los
volumenes indicados en la Tabla 10.

Tabla 10. Volimenes a afadir de los reactivos para la retrotranscripcion.Ve: volumen final.

Reactivo (Ve= 20 pL) ARN MD-626
ARN 4,90uL
H0 libre de ADNAsas y ARNAsas 11,10uL
SuperMix (5X)* 4uL

*El SuperMix (5X) contiene dNTPs, MgCl,, transciptasa reversa, cebadores aleatorios, cebadores oligo(dT), inhibidor
de ARNasas y estabilizadores.

Tras la retrotranscripciéon, se amplifica mediante PCR la region probablemente afectada
por la variante. Para ello, se disefian cebadores flanqueantes en la secuencia del ADNc de SLC38A6.
Para evitar la amplificaciéon eventual de una posible contaminaciéon con ADN gendmico, se disefian
cebadores solapantes entre el final de un exdn y el principio del siguiente, siempre que sea posible.
La secuencia de los cebadores disefiados y su Tm se muestran en la Tabla 11. Se realiza la
amplificacion del ADNc del probando y de un individuo control, siguiendo el protocolo explicado en
el apartado 3.3.1.7.

Tabla 11. Cebadores empleados para la amplificacion por PCR del ADNc de la sangre.

Cebador Secuencia (5’-3’) Te'mp?erai':lijra Tamano amplicon
hibridacion
SLC38A6_E6/7_D AGTAGATATTGGTATCTTGATGGAC coec 476pb 0 410pb (exon
SLC38A6_E13 R CCTTTTAGTAATTCTGACTCCA skipping)

3.3.3. Estudio de las proteinas PTPN23 y SMN1 en fibroblastos de paciente con
variantes missense en PTPN23

Mediante WES de la paciente se detectaron dos variantes en heterocigosis en la proteina
PTPN23: p.V133M y p.R1345H. Un estudio previo en fibroblastos de paciente con dos variantes en
heterocigosis compuesta del gen PTPN23, una missense (p.N634K) y otra nonsense (p.L992Yfs*168)
confirmé una deslocalizaciéon de la proteina SMN (survival of motor neuron) en los cuerpos de Cajal
(CBs), supuestamente debido a la reducida funcionalidad de PTPN23 (Smigiel et al., 2018). Para
comprobar si las mutaciones encontradas en nuestra paciente tienen un efecto similar, se
realizaron estudios de localizacidn subcelular de SMN1 mediante inmunofluorescencia (IFl) en
fibroblastos de la paciente y de su estabilidad mediante western blot (WB).

3.3.3.1. Cultivo de fibroblastos primarios de paciente

Para realizar los estudios funcionales se utilizan fibroblastos primarios derivados de una
biopsia de piel de la paciente (MD-172) y de un donante sano (NHF-F1A) como control. Estas células
se cultivan como se ha explicado en el apartado 3.3.1.5 para las células Hela. Para obtener el pellet
celular para el WB, se levantan las células (3.3.1.5) y, se recoge una parte en un tubo cénico de 15
mL (pellet) y otra parte se utiliza para mantener la linea celular. Se centrifugan las células en el tubo
a 400g durante 5 minutos, se elimina el sobrenadante y se resuspende el pellet en PBS para lavar
los posibles restos de medio, y transferir a un tubo Eppendor de 1,5 mL. Se vuelve a centrifugar y
se elimina el PBS, obteniendo asi un pellet de células para la posterior extraccién de proteinas. El
pellet se congela a -80°C hasta su uso.
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3.3.3.2. Western blot

Para comprobar si existe expresidn diferencial de las proteinas PTPN23 y SMN1 entre las
células de paciente (MD-172) y células sanas (NHF-F1A) se llevd a cabo un ensayo de western blot.

3.3.3.2.1. Extraccion de proteinas

El primer paso consiste en realizar una extracciéon de proteinas a partir de los pellets de
células congelados a -80°C. Para ello, se emplea RIPA como tampdn de lisis (50 mM Tris-HCl pH 7,5;
1% (v/v) NP-40; 0,5% (v/v) acido desoxicdlico, 0,1% (v/v) SDS; y 150 mM NacCl). A este se le afiade
un coéctel de inhibidores de proteasas (Complete™ Mini tablets, Roche) e inhibidores de fosfatasas,
segun se indica en la Tabla 12, teniendo en cuenta que se van a extraer proteinas de 7 muestras a
las que se debe afiadir 100uL de la mezcla. Las muestras se incuban con el tampdn de lisis durante
10-15 minutos en hielo, moviendo de vez en cuando los tubos para favorecer la extraccion.
Seguidamente, se centrifuga a 4°C y 14.000g durante 15 minutos, tras lo cual encontraremos las
proteinas en el sobrenadante, recogiéndolo con cuidado de no arrastrar parte del pellet, compuesto
por debris y restos celulares.

Tabla 12. Componentes del tampodn de lisis celular para la extraccion de proteinas.

Componente Concentracion final VENTENEL L]
P (Ve = 850 pL)
RIPA 1X 1X 799 pL
Coctel de inhibidor de proteasas 25X 1X 34 uL
Coctel de NaF (fluoruro de sodio) 0,5M 5 mM 8,5 pL
inhibidor de Na3VO, (ortovanadato sédico) 0,1M 0,5mM 4,25 uL
fosfatasas Na,Mo0s (molibdato sédico) 0,2M 1mMm 4,25 uL

3.3.3.2.2. Cuantificacion de proteinas mediante el método BCA

Tras la extraccidn, se cuantifican las proteinas con el método BCA con el kit Pierce BCA
Protein assay kit (Thermo Scientific). Este método se basa en la reduccién del ion Cu?* a Cu* por
oxidacion de las proteinas en un medio alcalino (reaccién de Biuret) y la posterior reaccidn entre la
sal del acido bicinconinico (BCA) y el ion Cu*, que forma un complejo de un intenso color purpura
gue presenta absorbancia lineal a 562nm, de manera que la intensidad de color es proporcional a
la concentracién de proteina (Shen, 2023). Este ensayo permite cuantificar proteinas en un rango
de concentraciones de 20-2000 pg/mL mediante el uso de una recta patron, que se construye con
un estandar de BSA (bovine serum albumin), en este caso empleando 8 puntos (Tabla 13). Para cada
punto de la recta patron, asi como para cada muestra se hacen duplicados, calculando
posteriormente la media de absorbancia de ambos.

Tabla 13. Preparacion de los puntos de la curva patrén con BSA.

Punto curva patron Volumen H,0 (pL) Volumen BSA (pL)
2 ug/uL - 300 pL de BSA 2 pg/uL
1,5 ug/uL 125 375 uL de BSA 2 pg/uL
1 pg/uL 325 325 uL de BSA 2 pg/uL
0,75 pg/uL 175 175 pL de BSA 1,25 pg/uL
0,5 pg/uL 325 325 ulL de BSA 0,05 pg/uL
0,25 pg/uL 325 325 uL de BSA 0,025 pg/uL
0,125 pg/uL 325 325 L de BSA 0,005 pg/uL
0 ug/uL 300 -
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El kit cuenta con 2 reactivos (solucién Ay B), que se deben mezclar en una proporcion 50:1,
respectivamente, dando lugar a lo que llamaremos mix BCA. En una placa de 96 pocillos, se afiade
en cada pocillo 5 uL de BSA o muestra, esta Ultima a una dilucién 1:2 (2,5uL de muestray 2,5uL de
tampon de lisis) para evitar que la concentracidn sea mayor que el punto mas alto de la recta
patrén. Se pone un blanco, que servira para restar la absorbancia basal no debida a la proteina,
compuesto por 5 pL de tampdn de lisis. Se afiaden 100 pL/pocillo de mix BCA y se incuba durante
30 minutos a 37°C en oscuridad. Posteriormente, se mide la absorbancia a 562 nm en un
espectrofotdmetro Wallac 1420 Victor2™ (Perkin Elmer) y se calcula la concentracién de proteina
de las muestras a partir de la recta patrén. Para ello, se calcula la media de absorbancia de las
medidas del BSA y se les resta la absorbancia su blanco (H20). Después, se ajustan los datos a una
recta de regresion lineal de tipo y=mx+n, siendo “x” la concentracion de proteina en pg/uL e “y” la
absorbancia. De esta manera, poniendo el valor medio de la absorbancia de la muestra (restado su
blanco) y despejando la “x” de la ecuacidn obtenida, se obtienen las concentraciones de proteina
de las muestras, multiplicando por la inversa de la dilucion. La ecuacidn de la recta patrén obtenida
y las concentraciones calculadas a partir de esta se muestran Tabla 14.

3.3.3.2.3. Preparacion de muestras para western blot

Tras calcular la concentracidon de proteina de las muestras, se realizan los calculos para
cargar 25 pg de proteina en un volumen de 31 pL en un gel de poliacrilamida (PAGE, polyacrilamide
gel electrophoresis). Las muestras se preparan en tampdn de carga casero SB 6X (5% glicerol; 1,7%
SDSy 0,5% (p/v) azul de bromofenol; 0.06M Tris pH 6.8 y DTT 60 mM), que se diluye con la proteina
y H,0 mili-Q a 1X. Los volimenes necesarios para cada muestra se muestran en la Tabla 14.

A continuacidn, se hierven las muestras 5 minutos a 95°C en el termobloque para
desnaturalizar las proteinas, se les da un spin en la centrifuga y se guardan a -20°C hasta el momento
la electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE).

Tabla 14. Medidas de absorbancia de las muestras, recta patrén y preparacion de muestras para la carga en el
gel de poliacrilamida.

Muestra Abs?rbancia Conct-fntracién de \::l::i‘:: Volumen SB 6X Vo.ll.Jmen H,0

media 562nm proteina (ug/uL)* (uL)** + DTT (pL)** mili-Q (pL)**
MD-172 (p8) 0,278 2,57 22,35 37,07
MD-172 (p6) 0,242 2,23 25,75 33,67
MD-172 (p5) 0,229 2,11 27,25 32,16
NHF-F1A (p11)1 0,204 1,87 30,72 11,88 28,70
NHF-F1A (p11)2 0,201 1,84 31,29 28,13
NHF-F1A (p7)1 0,112 0,998 57,61 1,81
NHF-F1A (p7)2 0,110 0,972 59,15 0,27

Ecuacién de la recta patrén: y = 0,2101x + 0,0075; R? = 0,9942

*Se multiplica el valor obtenido por 2 ya que se habian diluido las muestras en tampdn RIPA (1:1). ** Los célculos
se han realizado contando con hacer 2,3 western blot.

3.3.3.2.4. Electroforesis de proteinas: SDS-PAGE

El siguiente paso consiste en realizar una electroforesis en gel de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), en geles comerciales (Bio-Rad) en gradiente (4-15%).

En primer lugar, se lava el gel con agua destilada para quitar los restos de tampon en el que

viene y se coloca en un soporte (Bio-Rad). A continuacidn, se llena la cubeta de running buffer 1X o
tampoén TGS (tampdn Tris-glicina pH 7,5 con un 0,1% de SDS, detergente anidnico que desnaturaliza
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las proteinas y las dota con cargas negativas proporcionalmente a su masa) y se introduce en ella
el soporte con el gel de poliacrilamida. Después, se cargan 31 pL de muestray 6 uL patrén de peso
molecular (PageRuler PreStained 10-250kDa, ThermoFisher Scientific), y se comienza a correr la
electroforesis durante 10-15 minutos a 90V para que las muestras entren en el gel. Después, se
aumenta el voltaje hasta 120V para separar las proteinas por su peso molecular, durante 90
minutos aproximadamente.

3.3.3.2.5. Transferencia a la membrana de PVDF

El protocolo del inmunoblot comienza con la transferencia de las proteinas separadas
mediante SDS-PAGE a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF o polyvinylidene fluoride),
previamente activada con metanol durante 5 minutos.

Primero, se monta un sdndwich de la siguiente manera: se pone parte negra del soporte,
se afiade una almohadilla de fibra, después un papel de filtro Whatman remojado en tampdn, a
continuacién el gel de poliacrilamida con las proteinas separadas, luego la membrana de PVDF
activada (evitando la formacidn de burbujas), seguidamente otro papel Whatman y, finalmente,
otra almohadilla de fibra y la parte transparente del soporte, cerrando el sandwich. El tampdn en
el que se mantienen todos los componentes del sdndwich es el Transfer Buffer o tampdn de
transferencia, consistente en buffer Tris-Glicina con un 20% de metanol. El sdndwich montado se
introduce en un soporte que se introduce en la cubeta llena con Transfer buffer. En este proceso es
muy importante mantener la cubeta en frio (hielo) para que no se sobrecaliente durante la
transferencia. Ademas, se afiade un enfriador dentro de ella y un pez para agitar con un agitador
magnético, y se lleva a una cdmara de 4°C, con la cubeta de transferencia a 100V durante 2 horas.

3.3.3.2.6. Inmunodeteccion de proteinas transferidas a la membrana

Acabada la transferencia, se lava la membrana durante 5 minutos en agua y después se
incuba 1 hora en agitacién con solucién de bloqueo, la cual contiene 5% de leche en polvo diluida
en TBST 1X (25 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl pH 7,5 con 0,1% (v/v) Tween-20). Transcurrida una hora,
se corta la membrana en diferentes trozos segun los tamafios de las proteinas a estudiar para poder
incubar cada uno con su anticuerpo primario correspondiente. Se realizan tres fragmentos para
estudiar las proteinas PTPN23 (179kDa), SMN1 (35kDa) y LC3B (entre 14 y 16 kDa), empleando
como control de carga la proteina a-tubulina (52kDa). Los anticuerpos primarios empleados se
recogen en la Tabla 15. Las membranas se meten en bolsitas termoselladas con 2-3mL de
anticuerpo primario, disuelto en solucidn de bloqueo, y se dejan a 4°Cy en agitacidn ligera (50-100
rpm) overnight.Al dia siguiente, se realizan 3 lavados en agitacién (100 rpm) de 10 minutos cada
uno con TBST 1X, afiadiendo un volumen suficiente para cubrir las membranas. Seguidamente, se
incuban las membranas con el anticuerpo secundario correspondiente (Tabla 15), conjugado con
HRP (horseradish peroxidase) para el posterior revelado; a temperatura ambiente, y en agitacién
(100 rpm) durante 1 hora. Pasado este tiempo, se vuelven a hacer 3 lavados con TBST como se ha
explicado anteriormente y se dejan las membranas en TBST hasta su revelado.

Tabla 15. Anticuerpos primarios y secundarios empleados en el protocolo de western blot.

Anticuerpo y dilucién Proteina diana Casa comercial Referencia
HD-PTP(F-4) (mouse) 1:500 PTPN23 Santa Cruz #sc-398711
Pri . anti-SMN1 (mouse) 1:500 SMN1 Adipogen AG-20T-0003-C200)
rimario
anti-LC3B (rabbit) 1:2000 LC3B Cell Signalling Technology #3868(1673868T)
anti-a-tubulina (mouse) 1:2000 Tubulina Sigma #T8203
goat anti-mouse HRP 1:10000 Mouse IgG #31430
Secundario Invitrogen Thermo Fisher
goat anti-rabbit HRP 1:10000 Rabbit 1IgG #31460
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3.3.3.2.7. Revelado mediante reaccion de quimioluminiscencia

Finalmente, se procede al revelado por medio de una reaccion de quimioluminiscencia con
el Amersham™ ECL™ Prime Western blotting detection reagent (GE healthcare life sciences), el cual
consta de una solucién A que contine luminol y una solucién B de perodxido de hidrégeno (H.0,).
Los reactivos se mezclan en proporcion 1:1 y, para que tenga lugar a reaccién de
guimioluminiscencia, se extiende por la zona de la membrana donde se encuentra la proteina de
interés y se incuba durante 30s-1min en oscuridad. La reaccién se fundamenta en la oxidacién del
luminol por parte de la HRP que lleva acoplado el anticuerpo secundario en presencia de H,O..
Dicha oxidacion produce 3-aminoftalato, una molécula excitada que emite fotones a 425nm, los
cuales son captados con dispositivos de imagen con cdmara CCD que detectan la
guimioluminiscencia (Cytiva Amersham ImageQuant 800).

3.3.3.2.8. Cuantificacion y andlisis estadistico

La intensidad de las bandas obtenidas en el inmunoblot se cuantifica con la herramienta
Imagel (https://imagej.net). Para ello, se trazan rectangulos individuales a cada banda y se obtiene
el drea bajo la curva mediante el uso de wand (tracing) tool tras seleccionar Analyze>Gels>Plot
Lanes en el programa. A continuacidn, se relativiza cada muestra a la medida del area del gen
constitutivo (tubulina, en este caso) vy, finalmente, se exportan los datos a GraphPad v.10
(www.graphpad.com) para analizar si existen diferencias significativas de intensidad (y, por tanto,
concentracién) entre las muestras control (NHF-F1A) y problema (MD-172). Se realiza un test t de
Student unpaired, asumiendo normalidad y homocedasticidad en las poblaciones.

3.3.3.3. Inmunofluorescencia (IFl)

Con el objetivo de comprobar si se produce deslocalizacién entre las proteinas SMN1 y
Coilin, un marcador de los cuerpos de Cajal (CB) como se ha descrito en estudios anteriores (Smigiel
et al., 2018), se realiza el protocolo de inmunofluorescencia.

3.3.3.3.1. Siembra y fijacion de células en cristales

Las células cultivadas como se detalla en el apartado 3.3.3.1 se levantan y cuentan en
camara Neubauer, calculando el volumen necesario para sembrar 20.000 células/pocillo en placas
de 12 pocillos (p12) que contienen cristales para inmunofluorescencia. A las 24 horas, se fijan las
células con paraformaldehido 4% (PFA) durante 15 minutos a temperatura ambiente y en
oscuridad. Tras este tiempo, se hacen 5 lavados con PBS para eliminar los restos de PFA y se
mantienen los cristales a 4°C con una solucién de PBS y 0,02% de azida sédica, para evitar
contaminaciones.

3.3.3.3.2. Protocolo de inmunofluorescencia

En primer lugar, los cristales se lavan con PBS para eliminar los restos de azida. Después, se
procede al bloqueo y permeabilizacion de las células, eliminando los sitios de unidn inespecificos
para los anticuerpos y permitiendo la entrada del anticuerpo primario al interior celular. Este paso
se realiza en una sola etapa, empleando una disolucidn de horse serum (HS, para el bloqueo) al 5%
preparada en PBS-Tx100 (PBS con Triton X-100 (0,25%), detergente que permeabiliza las células).
Los cristales se incuban en esta solucion durante 1 hora a temperatura ambiente en agitacién (50
rom) en una placa p12. A continuacién, se pasan los cristales a una cdmara humeda, se afiade el
anticuerpo primario sobre su superficie y se incuba overnight a 4°C. Los anticuerpos primarios se
preparan en horse serum al 1% en PBS-Tx100. Las diluciones empleadas se indican en la Tabla 16.
Al dia siguiente, se hacen 3 lavados con PBS en agitacion (50 rpm) durante 10 minutos cada uno en
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la placa p12 y se incuban los cristales con el anticuerpo secundario (Tabla 16), disueltos en HS al
1%, durante 1 hora en agitaciéon y oscuridad. A partir de este momento es muy importante
mantener los cristales en oscuridad para evitar la pérdida de fluorescencia ya que los anticuerpos
secundarios se encuentran conjugados a fluoréforos especificos. Después, se vuelven a realizar 3
lavados en PBS como se ha indicado y se incuban los cristales con DAPI (1 mg/mL, dilucién 1:1000
en PBS) durante 15 minutos en agitacidén y oscuridad para tefir los nucleos celulares. Finalmente,
se hacen 2 lavados mas con PBS y se pasa al montaje de los cristales.

Tabla 16. Anticuerpos primarios y secundarios empleados para cada experimento de inmunofluorescencia (IFl)
y sus diluciones correspondientes.

EXPERIMENTO Anticuerpo primario Anticuerpo secundario (1:1000)
NHF Anti-Coilin (Rb) 1:1000 + Anti-SMN1 (Ms) 1:100
1 MD ’ ’ Anti-Rb 488nm; Anti-Ms 633nm
Neg Ctrl -
NHF R . . .
2 MD Anti-Coilin (Rb) 1:800 + Anti-SMN1 (Ms) 1:100 Anti-Rb 633nm; Anti-Ms 488nm
- . Anti-Rb 633nm; Anti-Rb 488nm;
3 Hela Anti-Coilin (Rb) 1:800 + Anti-SMN1 (Ms) 1:100 Anti-Ms 488nm Anti-Ms 633nm
Neg Ctrl - Anti-Rb 633nm; Anti-Ms 488nm
NHF FGF2
NHF FBS Anti-Coilin (Rb) 1:800 + Anti-SMN1 (Ms) 1:100
4 nti-Coilin (Rb) ANt (Ms) Anti-Rb 633nm; Anti-Ms 488nm
NHF E6E7
Neg Ctrl -

*Se probaron diferentes tratamientos en las células tras los resultados de experimentos anteriores, con el objetivo
de ver siaumentaban los niveles de SMN1 en el nicleo: FGF2 (50 ng/uL) a tiempos 0, 3, 6y 24h; FBS (20%) a tiempos
0, 3, 6y 24h; asi como una linea celular de fibroblastos inmortalizados (NHF E6GE7) con el virus del papiloma humano
(HPV). Neg Ctrl: control negativo (sin anticuerpo primario); Rb: rabbit; Ms: mouse. Las casas comerciales de los
anticuerpos son: anti-Coilin (Cell Signalling Technology, #610456); anti-SMN1 (Bio-techne, #NB100-1936SS); los
anticuerpos secundarios son todos de Invitrogen ThermoFisher (Rb 488 #A11008, Rb 633 #A21070, Ms #A11029,
Ms #A21050).

3.3.3.3.3. Montaje y observacion de cristales por microscopia confocal

El dltimo paso en el protocolo de inmunofluorescencia consiste en el montaje de los
cristales para su observacién en el microscopio confocal. Para ello, se coge con pinzas el cristal de
la placa p12 y se pasa por agua destilada para lavar las sales del PBS, ya que podrian afectar a la
visualizacion de los cristales. Después, se coloca el cristal con las células hacia arriba sobre un
portaobjetos (2 cristales/portaobjetos), se afiade una gota de agente de montaje (FluorSave™
Reagent, Merck Millipore) sobre las células y, por ultimo, se coloca un cubreobjetos grande encima
de los cristales. Se deja secar el agente de montaje durante 30 minutos en oscuridad y se sella el
cubreobjetos con laca de ufias, guardandolo a 4°C hasta su observacion. Los cristales se visualizan
en el microscopio confocal TCS SP8 de Leica Microsystems, con un objetivo 63x en aceite de
inmersién. Las imagenes se obtienen y analizan con el software LasX de Leica.

4. RESULTADOS

4.1. VALIDACION DE VARIANTES CANDIDATAS EN LAS FAMILIAS

Se han estudiado dos probandos (MD-618 y MD-626) pertenecientes a dos familias (fMD-
275 y fMD-279, respectivamente) mediante secuenciacion de exoma completo (WES) con el
objetivo de encontrar la posible causa genética del fenotipo clinico que presentan. En base a los
criterios de filtrado y priorizacion de variantes mencionados en el apartado 3.2.1 se seleccionaron
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las variantes candidatas recogidas en la Tabla 17. En la familia fMD-275 se priorizaron cinco cambios
candidatos en cinco genes diferentes, mientras que en la familia fMD-279 se seleccionaron cuatro
variantes candidatas en tres genes diferentes. Las variantes seleccionadas se validaron por
secuenciacion Sanger del ADN gendmico, y se estudid la segregacion en los progenitores (resultados
en las Figuras Suplementarias 2-7 del Anexo I).

A continuacioén, se describen las funciones de los genes que poseen variantes candidatas,
asi como el motivo de su seleccién:

- CACNA1G (NM_018896.5) c.4760-42A>T: gen que codifica para un canal de calcio tipo T
regulado por voltaje Ca(v)3.1. Su expresidén es elevada en células de Purkinje y en los nucleos
cerebelosos profundos. Juega un importante papel en la regulacion del potencial de membrana y
la entrada de calcio en las neuronas (Kunii et al., 2020). La variante identificada en el probando,
¢.4760-42A>T, tendria una herencia AD, siendo una variante de novo. El cambio afecta a una region
intrénica que se encuentra a 42pb del exén 27, aunque segun los predictores in silico (SpliceAl,
NNSplice) no afecta al splicing. A pesar de ello, se trata de un gen asociado a enfermedad segun la
base de datos OMIM, en concreto, a una ataxia espinocerebelosa con herencia AD (MIM #616795).
Ademas, por la baja frecuencia del cambio en poblacidn control sana (MAF<0,01%), asi como por
su posible relacion con el fenotipo del probando, que sufre una canalopatia, es una variante que
debe validarse. La secuenciacion resulté en una validacidn negativa, confirmando que se trataba de
un artefacto de la tecnologia WES (Figura Suplementaria 2).

- TAF4 (NM_003185.4) ¢c.1018_1019insTTACT: codifica para una subunidad del factor de
transcripcion 11D (TFIID), un complejo requerido para la iniciacidn de la transcripcion por parte de
la ARN polimerasa Il. TFIID estd compuesto por TBP (TATA-box binding protein) y por TAFs (TBP-
associated factors), un conjunto de proteinas evolutivamente conservadas. La union aberrante de
TAF a proteinas que contienen regiones de poliglutamina expandidas se ha relacionado con un
grupo de trastornos neurodegenerativos conocidos como enfermedades de poliglutamina (Janssen
et al., 2022). La variante ¢.1018_1019insTTACT cambia la pauta de lectura (frameshift) y se predice
probablemente patogénica por la base de datos Varsome. Asimismo, el gen esta asociado con un
trastorno del desarrollo intelectual, con herencia AD en OMIM (MIM #620450). No obstante, dada
la complejidad de la regién a amplificar (por ser muy repetitiva), no fue posible validar el cambio.

- CROCC (NM_014675.5) c.12G>A: este gen codifica para la proteina rootletin, un
componente estructural similar al citoesqueleto que se proyecta desde el extremo proximal del
cuerpo basal de los cilios. Si bien no se conoce completamente su funcion, se sabe que se une a
otras proteinas como kinesinas, APP (amyloid precursor protein) y presenilinas. Ademas, ayuda a
estabilizar los cilios contra el flujo externo y regula el trafico ciliar (Turn et al., 2021). Aunque no ha
sido asociado con enfermedad, se trata de un gen aun algo desconocido, motivo por el cual
resultaba interesante su validacion, pudiendo quizd asociarlo con enfermedad con una variante
novel. La validacién mediante secuenciacién Sanger confirmé en la existencia del cambio de novo
en heterocigosis en el probando MD-618 (Figura Suplementaria 3).

- CACNA1A (NM_023035.3) c.7266_7271delCAGCGG: es un gen que codifica para un canal
de calcio regulado por voltaje, que regula la entrada de iones calcio en células excitables. También
se relaciona con otras funciones como la contraccion muscular, la liberacidon de neurotransmisores
o la expresion génica. Los canales de calcio son complejos formados por varias subunidades: alfa-
1, beta, alfa-2/delta y gamma. CACNA1A constituye la subunidad alfa-1y se expresa principalmente
en tejido neuronal (Lipman et al., 2022). Las mutaciones en este gen se han asociado con trastornos
neurolégicos (MIM #617106), ataxia episédica (MIM #108500) y ataxia espinocerebelosa (MIM
#183086). A pesar de que la frecuencia no es tan baja como cabria esperar para una enfermedad
rara, el gen resulta interesante por su funcién ya que el paciente sufre una canalopatia. Tras la
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validacién, se corrobord la existencia de la deleciéon en heterocigosis en el paciente (Figura
Suplementaria 4).

- ATAD3A (NM_018188.5) c.908T>A: este gen codifica una proteina mitocondrial de
membrana, expresada ubicuamente, relacionada con la dindmica mitocondrial, la organizacién del
nucleoide, la traduccion de proteinas y el crecimiento celular (Skopkova et al., 2023). ATAD3A es
miembro de la familia génica ATPasa con dominios AAA. Se ha asociado con el sindrome de Harel-
Yoon (MIM #617183), entre otras enfermedades. Se trata de un cambio en heterocigosis
procedente de la madre. Se propone su validacion dada su baja frecuencia en poblacién control
(MAF<0,01%) y la posible creacién de un sitio aceptor de splicing predicha por SpliceAl. Sin
embargo, aunque se pudo amplificar por PCR la regidn, no fue posible secuenciarla debido a su
complejidad, con alto nivel de repeticiones de Gs y Cs.

- SLC38A6 (NM_001172702.2) c.690+2T>G: también conocido como SNAT6, SLC38A6 es
miembro de la familia de transportadores iénicos SLC38 que participan en el ciclo glutamina-
glutamato en el sistema nervioso central, permitiendo el transporte transmembrana de L-glutamina
(Gandasi et al., 2021). Es el Unico miembro de la familia que se expresa exclusivamente en las
neuronas excitatorias del cerebro. Poco mas se conoce sobre su funcion, el cual resulta interesante
como candidato del probando MD-626 por estar en homocigosis y producir, in silico, pérdida de
sitios dadores y aceptores de splicing segun SpliceAl. Tras la validacion por secuenciacion Sanger se
confirmé la existencia del cambio en homocigosis en el paciente (Figura Suplementaria 5).

- SLITRK3 (NM_001318810.2) c.2075G>T: miembro de la familia SLITRK, formada por
proteinas transmembrana relacionadas estructural y funcionalmente con el control del crecimiento
de neuritas, un proceso fundamental en la diferenciacidn de las neuronas. Su region C-terminal es
homadloga a los receptores neurotrofina (NTRK). En concreto, SLITRK3 (Slit and Trk-like family
member 3) es una molécula de adhesidon de células sinapticas que se expresa en las sinapsis
inhibitorias y promueve su formacidn (Efthymiou et al., 2024). El cambio se ha producido de novo
en el probando MD-626, y no se ha descrito previamente la variante que presenta, un cambio
missense de una arginina por una leucina. Dicho cambio se validé por secuenciacién Sanger, siendo
positivo en heterocigosis (Figura Suplementaria 6).

- ASTN1 (NM_004319.3) c.3227-8C>G y ¢c.3089C>T: gen que codifica para la astrotactina,
una molécula de adhesion neuronal requerida para la migracion guiada por la glia de neuroblastos
posmitdticos jévenes en regiones corticales del cerebro en desarrollo (cerebro, hipocampo,
cerebelo y bulbo olfatorio) (Chang, 2017). El probando MD-626 presenta dos cambios en este gen,
en heterocigosis compuesta, heredando uno de los cambios de la madre y, otro, del padre. La
frecuencia de ambos es relativamente baja, sobre todo del cambio procedente de la madre
(MAF<0,01%), y no se predice que ninguno afecte al splicing, aunque resulta conveniente su
validacién por si pudieran asociarse a enfermedad. La validacién confirmé la presencia de ambas
variantes en el probando, heredadas de sus progenitores (Figura Suplementaria 7).

4.1.1. Estudio de variaciones en el nimero de copias (CNVs)

Como analisis complementario al estudio de las variantes de un Unico nucledtido (SNVs), se
analizaron las variantes en el nimero de copias (CNVs), detectadas por los programas XHMM y
CoNIFER en base a los datos de secuenciacién de exoma completo. El analisis no permitio la
identificacion de ninguna CNV de interés en la familia fMD-279, al contrario que en la familia fMD-
275, donde se observd una posible delecién pequefia en el gen CROCC (NM_014675.5), que
presentaba ya un SNV candidato en heterocigosis de novo. En concreto, se trataria de una delecién
de 26.932 pares de bases que afecta a los exones 1-19 del gen que, junto con el cambio c.12G>A,
podria contribuir a producir la enfermedad del probando MD-618.
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Tabla 17. Variantes candidatas priorizadas en las familias analizadas por WES.
Bases de datos
- . . . HGVS , Frecuencia en rs .
Familia Gen Individuo | Genotipo ADNc HGVS proteina nomAD (dbSNP) SpliceAl
g Clinvar Varsome | (predictor de
splicing in silico)
CACNAIG MD-618 0/1 Likel No afecta al splici
ikely o afecta al splicing
(NM__018896.5) mg 2;2 g;g .4760-42A>T GRCh38 0.00004257 benign i silico
AR MD-618 0/1 Likel
) ikely
MD-619 0/0 .1018_1019insTTACT .Pro340LeufsTer71 = = - =
(NM_003185.4) / ¢.1010_1013Ins p-Frosstieutster pathogenic
MD-620 0/0
CROCC MD-618 0/1 Likel No afecta al splicing
_ ) ) ikely ici
fMD-275 (NM_014675.5) mg 2;3 8;8 c.12G>A p.Glyd= GRCh38 0.000 benign i silic
MD-618 0/1 Conflicting ..
CACNAIA MD-619 0/1 €.7266_7271delCAGCGG | p.Ser2423_Gly2424del | GRCh380.0003993 | rs775428832 | interpretations of | VUS No afecta al splicing
(NM_023035.3) . in silico
MD-620 0/0 pathogenicity
ATAD3A MD-618 0/1 G ia de siti
anancia ae sitio
MD-619 0/1 .908T>A .Val303A: GRCh38 0.00001316 | rs539009318 - VUS
(NM_018188.5) D20 0;0 ¢ p-ValslsAsp s aceptor (0,42)
SLC38A6 MD-626 1/1 Pérdida de sitio
(NM_001172702.2) MD-627 0/1 €.690+2T>G = GRCh380.0000034 | rs766211959 - VUS dador (0,59) y de
- ' MD-628 0/0 sitio aceptor (0,55)
SLITRK3 MD-626 0/1
(NM_001318810.2) MD-627 0/0 c.2075G>T p.Arg692Leu - - - VUS -
fMD-279 MD-628 0/0
MD-626 0/1 kel No af <ol
MD-627 0/1 €.3227-8C>G = GRCh38 0.000001859 = . Ikely D EieaR &l gaiEhy
benign in silico
ASTN1 MD-628 0/0
(NM_004319.3) MD-626 0/1 Conflicting Likel No afecta al splici
MD-627 0/0 €.3089C>T p.Thr1030Met GRCh38 0.0001290 | rs143440206 | interpretations of ety o atecta al splicing
. benign in silico
MD-628 0/1 pathogenicity

HGVS: Human Genome Variation Society; rs: identificador dbSNP; GRCh38: v4.1.0. de gnomAD que contiene informacién de variantes de WGS en la versién 38 del genoma humano;
VUS: variant of uncertain signficance
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4.2. ENSAYOS FUNCIONALES DE LA VARIANTE C.690+2T>G EN EL GEN SLC386

Tras identificar el cambio ¢c.690+2T>G en homocigosis del gen SLC386 en el probando MD-
626, del cual se predecia in silico afectaba al splicing al producir la pérdida de sitios de dadores y
aceptores de splicing (SpliceAl), se realizaron dos ensayos experimentales (el ensayo de minigenes
y el andlisis de transcritos) para corroborar la patogenicidad de la variante.

4.2.1. Ensayo de minigenes

El estudio consistié en el disefio de una version pequefia del gen SLC38A6 dentro de un vector
(pSPL3) (Figura 4, apartado 3.3.1.1), con el objetivo de analizar el potencial splicing diferencial
entre la version WT y mutada del gen. Para ello, se utilizé el ADN de la madre como molde por ser
heterocigota, de manera que presentaba un alelo wild type (c.690+2T) y uno con la variante
€.690+2T>G detectada en el probando, que aqui denominaremos “mutante”. Se introdujo el exén
9 de SLC38A6 junto con ciertos nucledtidos flanqueantes entre los exones fuertes (SD6 y SA2) del
vector. El vector se clond en bacterias y se extrajo, obteniendo colonias bacterianas con el vector
wild type (pSPL3-SLC38A6YT) y mutante (pSPL3-SLC38A6MYT), confirmados mediante secuenciacion
Sanger (Figura 6).

A | pspPL3-sLC38AEWT

G T G G 3

NVAAANAAAAANN

C Secuencia (5’-3’): TATGTAGAGAAAGGCTTCCAGGTAATAGCTTATATTTTCTTTTCAGTTTCTTCC

Figura 6. Electroferograma de la secuenciacién Sanger de la miniprep del vector pSPL3 de clones con el inserto
del gen SLC38A6. A) Clon wild type (sin el cambio) B) Clon mutante (con el cambio ¢.690+2T>G). C) Secuencia de
referencia. Se marca en verde un polimorfismo que existe respecto a la secuencia del genoma de referencia (T); en
azul, la base afectada por el cambio ¢.690+2T>G.

Tras la extraccién de los vectores mediante Mini-Prep, se transfectaron células Hela con
pSPL3-SLC38A6MT, pSPL3-SLC38A6MUT y el vector pSPL3 vacio (sin inserto) como control de tamafio
de los exones SD6-SA2, simulando el salto de exdn que se produciria en la version mutante del
vector. Se extrajo el ARN de las células a tras 24 y 48 horas de la transfeccidn, y se retrotranscribid
a ADNg, el cual se amplificé por PCR con cebadores disefiados en los exones del vector pSPL3 (SD6-
SA2), entre los cuales se encontraria el inserto del exén 9 del gen SLC38A6 en la version WT y, si se
cumple la hipdtesis planteada, solo los exones SD6 y SA2 en la version mutante del vector por
producirse salto de exén debido al cambio ¢.690+2T>G. Finalmente, se corrié un gel de agarosa con
el producto de la amplificacién del ADNc del minigen y del gen constitutivo GAPDH como control
de la integridad del ADNc. En la Figura 7 se muestra el resultado del ensayo. Las pequefas
diferencias de intensidad en GAPDH en el gel se deben a que el final se visualiza peor en el
transiluminador y no a diferencias en la cantidad de ADN cargado en el gel. Se observaron tres
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bandas en el ADNc WT, y una en las versiones mutante y vector vacio, correspondiente al tamafio
de los exones SD6-SA2. Esto indica un posible salto de exdn debido a la mutacion en SLC38A6. Este
resultado se corroboré en el andlisis de transcritos.

Hipotetizamos que, del patréon de tres bandas observado en el ADNc del minigen WT (Figura
7), la banda de mayor tamafio (~400pb) corresponde a la versidn wild type del minigen (formada
por los exones constitutivos del vector SA2-SD6 y el exdn 9 de SLC38A6. La banda de menor tamafio
corresponderia a una versién del minigen sin inserto, ya que su tamafio coincide con el de la version
mutante y vector vacio (constituida inicamente por los exones SD6-SA2). Probablemente, la banda
intermedia seria un heteroduiplex de ambas versiones del minigen (WT-vector vacio), como se ha
descrito en otros ensayos de minigenes (Aparisi et al., 2013; Desviat et al., 2012). El heteroduplex
es una molécula de ADN de doble cadena resultante de la recombinacion de cadenas simples
diferentes y parcialmente complementarias.

1kb plus ladder
pSPL3-SLC38A6  pSPL3-SLC38A6

GAPDH 24h GAPDH 48h
24h 48h e o
WT MUT ¢ WT MUT o WT MUT g WT MUT o
400 -— e —

“

200pb

Figura 7. Resultados ensayo de minigenes. Electroforesis en gel de agarosa (1,5%) 90V, 45min donde se observa
el salto de exdn inducido por el cambio ¢c.690+2T>G en el vector con el inserto mutado; WT: wild type; MUT:
mutante (c.690+2T>G); @: vector pSPL3 vacio (sin inserto); GAPDH: gen constitutivo.

Para comprobar esta hipdtesis, intentamos cortar cada una de las bandas y secuenciarlas,
sin éxito debido a su cercania en el gel. Por tanto, se procedié a la clonacion del ADNc del minigen
wild type en otro vector (pcDNA3) para poder secuenciar diferentes clones y ver qué inserto
contenian. Para ello, se digirieron el vector pcDNA3 y el inserto SLC38A6"Y" con las enzimas de
restriccion Hindlll y BamHI, se llevo a cabo la ligacidn y se realizé la transformacién bacterias E.coli
DH5a competentes. Finalmente, se picaron diferentes colonias, se amplificaron por PCR, y se
secuenciaron. Los resultados de secuenciacion respaldaron la hipdtesis planteada, ya que se
observaron clones con insertos wild type (SD6-E9 SLC38A6-SA2) (Figura 8A) e insertos formados
por los exones SD6-SA2 del vector pSPL3 vacio (Figura 8B). No hubo ninguin clon con heteroduplex
porque este solo se forma al correr el gel de agarosa.

A EXON SD6 vector pSPL3 EXON 9 SLC38A6 EXON SA2 vector pSPL3

GAGTCGACCCAGCAG earcc ccc GTCCTCTGAC CTGG AGATCTCCCGAG

B EXON SD6 vector pSPL3 EXON SA2 vector pSPL3

G c G 3 c G c c ¢ e ¢ c ¢ ) (3 c c c «c G ¢ ¢ @

AN s A s A A AR

Figura 8. Electroferograma de la secuenciacién Sanger de la clonacidon en pcDNA3 del minigen SLC38A6W". Se
observa un clon wild type (A) y uno que consiste en los exones constitutivos SD6-SA2 del vector pSPL3 (B).
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4.2.2. Analisis de transcritos

El andlisis de transcritos se realizé a partir del ARN extraido de sangre periférica del
probando MD-626 y un control. La concentracion de ARN obtenida en la extraccion fue de 51 ng/uL,
con un ratio Axeo/2s0 de 2,12, indicando que se habia extraido correctamente el ARN; y un ratio
Azs0/230 de 1,48, indicando una posible contaminacién con tampones o alcoholes de la extraccion.
Aun asi, se procedid a la retrotranscripcion a ADNc y la posterior RT-PCR para la amplificacion de
los exones 7-13 del gen SLC38A6. Los tamafios esperados eran de 476 pb en la version WT del gen
(Figura 9B-1) y 410 pb en la versién mutada (Figura 9B-2) si se producia el salto del exén 9 predicho
por SpliceAl y observado en el ensayo de minigenes.

1kb plus ladder 1kb ladder
A - B
— SLC38A6 GAPDH —
~ 626 ctrl NTC 626 ctrl NTC . . SLC38A6
—— E6/7_F E13_R
—_—— —_— <~
- L
p— —— E6/7_F €.690+2T>G E13_R
- — - " —_— R
-, 3 o 0 SO T o
500ph 2 P
‘p p— ) - <
— - - - -
400pb .
C 1) EXON 8 SLC38A6 EXON 9 SLC38A6

G T T T 0

(

uestra

una banda de menor tamafio en el individuo MD-626 que en el control. B) Esquema representativo de los
fragmentos amplificados del gen SLC38A6 en el individuo control (1) y en el probando MD-626 (2). C)
Electroferograma de la secuenciacion de 476pb del control (1)) y de la banda de 410pb de MD-626 (2) donde se

observa la pérdida del exdn 9 en MD-626.
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Los productos de PCR se cargaron en un gel de agarosa al 1,5% para su separacién mediante
electroforesis, encontrando bandas de diferente tamafio entre el probando y el control como
muestra la Figura 9A. Esta diferencia de tamafios parecia indicar la pérdida de un exdn del gen
SLC38A6 en el paciente MD-626. Para comprobarlo, se procedid a la secuenciacion de los productos
de PCR, la cual corroboré la pérdida completa del exdon 9 en el paciente con el cambio c.690+2T>G
en homocigosis, en comparacién con el control, que presentaba todos los exones (Figura 9C).

4.3. ESTUDIO DE LAS PROTEINAS PTPN23 Y SMN1 EN FIBROBLASTOS DE PACIENTE

El estudio genético de la paciente MD-172 reveld la presencia de dos variantes missense en
el gen PTPN23 que se traducian a nivel proteico en los cambios p.V133M y p.R1345H. Dichas
variantes implican el cambio a aminoacidos del mismo tipo (apolares y basicos, respectivamente),
aunque de diferente tamafio. Con el objetivo de determinar la patogenicidad de las variantes, se
realizaron ensayos que pudieran revelar cambios en la funcién o localizacion de la proteina
codificada, como se habia descrito anteriormente para otras variantes (Smigiel et al., 2018).

4.3.1. Western blot

Con el objetivo de ver si existia una expresién diferencial de las proteinas PTPN23 y SMN1
entre fibroblastos derivados de paciente (MD-172) y de donante sano (NHF-F1A) debido a los
cambios nucleotidicos que la paciente presenta en el gen PTPN23, se realizd un western blot. Se
quiso comprobar si aumentaba la expresion de PTPN23 en células de paciente por un mecanismo
celular compensatorio, como sugieren Smigiel et al. (2018); y si se perdia una posible forma
fosforilada, de mayor tamafio, de la proteina SMIN1.

En cuanto a PTPN23, no logramos la banda correspondiente en la membrana (datos no
mostrados), probablemente debido a que el anticuerpo no fue suficientemente especifico. Sin
embargo, se deberian probar otros anticuerpos o extractos de lineas celulares diferentes para
verificar que se trata de un problema técnico. Con relacién a SMN1, en la Figura 10 se observa la
aparicion de dos bandas, similar a lo que describen Smigiel y colaboradores (2018), aunque no
sabemos exactamente a qué corresponde cada una de ellas. Hipotetizamos que la banda inferior
(35 kDa) deberia ser SMN1, ya que coincide con su peso molecular predicho. La banda superior
podria ser otra isoforma de la misma proteina o una forma modificada post-traduccionalmente
(p.e., una forma fosforilada). A diferencia de Smigiel et al. (2018), que observaron una pérdida de
la banda superior para SMN1 en los fibroblastos de paciente (p.N634K/p.L992Yfs*168), nosotros
no observamos dicho patrdn en la paciente MD-172 (p.V133M/p.R1345H).

NHF-F1A MD-172
P7 P11 P5 P6 P8

Tubulina —_— — - 52 kDa

SMN1 PR ——T" Y - CL L

Figura 10. Resultados representativos del inmunoblot de SMN1 con extractos proteicos de NHF-F1A (sano) y MD-
172 (paciente). Se emplea a-tubulina como control de carga (proteina constitutiva, cuya expresidon no varia
independientemente de la condicidn). P(5-11): nimero de pase en que se encontraban los fibroblastos de los que
proceden los extractos proteicos.
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Dado que se apreciaban diferencias de intensidad de SMN1 entre las muestras control
(NHF-F1A) y las de paciente (MD-172), y no en la proteina constitutiva (a-tubulina), sefialando que
no se trataba de un error de carga; se cuantifico la intensidad de las bandas con el software Imagel
(NIH). Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (Figura 11) tanto
en la banda superior como inferior. Estas diferencias podrian deberse a diversos factores técnicos
o bioldgicos, que se explicaran en el apartado de discusion.
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Figura 11. Cuantificacion de los niveles de expresion de la proteina SMN1 en fibroblastos sanos (NHF-F1A) o de
paciente (MD-172). Se cuantificé la intensidad de las bandas del inmunoblot obtenidas para SMN1 con el software
Image) (NIH). Los valores de intensidad de SMN1 se relativizaron respecto a la intensidad de a-tubulina
correspondiente. Los datos representados corresponden a la media + desviacidn estandar de dos repeticiones
bioldgicas para NHF-F1A (n = 2) y 3 repeticiones bioldgicas para MD-172 (n = 3). *p-valor < 0,05 y **p-valor < 0,01
utilizando la prueba t de Student.

4.3.2. Inmunofluorescencia (IFl)

Por otra parte, Smigiel y colaboradores (2018) también estudiaron la actividad celular de
SMN1 indirectamente a través de la acumulacion de la proteina en los cuerpos de Cajal (CBs). Para
ello, realizaron un protocolo de inmunofluorescencia, empleando un anticuerpo anti-Coilin como
marcador de los cuerpos de Cajal, por ser la proteina principal de estas estructuras, asi como un
anticuerpo especifico anti-SMN1. Los resultados publicados en dicho trabajo (Smigiel et al., 2018)
muestran una reduccion de la localizacién de SMN1 en los cuerpos de Cajal en las células de
paciente frente a fibroblastos control. Ademas, la sefial de SMN1 en fibroblastos de paciente que
si acumulaban SMN en los CBs era menos intensa, y aumentaba su sefial nucleoplasmica. No
obstante, la sefial de Coilin era comparable entre las muestras, indicando que los cuerpos de Cajal
no se veian afectados en las células de paciente. En definitiva, estos datos parecian mostrar que las
variantes en heterocigosis compuesta en PTPN23 evitaban la correcta acumulacion de SMN en los
CBs.

Para comprobar si ocurria lo mismo con las variantes que presentaba la paciente MD-172,
se llevé a cabo un protocolo de inmunofluorescencia similar al descrito por los autores (Smigiel et
al., 2018). No obstante, no se pudieron observar correctamente los cuerpos de Cajal ni en
fibroblastos control ni afectados, ya que el anticuerpo anti-Coilin no marcaba puntos definidos
localizados en el nucleo, sino que mas bien presentaba un patréon difuso. Lo mismo ocurria con
SMN1, difuso tanto en el nicleo como en el citoplasma (Figura 12A-B). Para comprobar que no
habia habido ningun fallo técnico en el protocolo, se realizé otra IFI con los mismos anticuerpos
empleando como control positivo células Hela, dado que en bibliografia se corroboré la presencia
de SMN1 y Coilin en el patrén esperado en dicha linea celular (Hebert et al., 2001). En este caso se
pudieron observar las proteinas de interés marcadas como puntos localizados en el ntcleo (Figura
12C), lo cual verificé que no se trataba de un fallo técnico y que los anticuerpos empleados
funcionaban correctamente.
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Esto nos llevo a plantearnos que quizas estas estructuras son mas frecuentes en células con
una elevada actividad proliferativa y transcripcional, caracteristicas que no son inherentes a los
fibroblastos primarios. Para comprobarlo, se crecieron células NHF suplementando el medio
descrito con un 20% de suero bovino fetal (FBS), lo cual induce una aceleracidn del crecimiento
celular gracias a los factores presentes en el mismo y potencialmente de la maquinaria
transcripcional celular. Otra aproximacion consistié en suplementar el medio con el factor de
crecimiento fibroblastico 2 (FGF2, 50ng/uL) con el mismo objetivo. Se probaron diferentes tiempos
de incubacion (0, 3, 6 y 24 horas), observandose un incremento en la intensidad de Coilin
Unicamente tras 3h de exposicién al FGF2 (Figura Suplementaria 8), aunque el patrén seguia siendo
difuso y no punteado en el nucleo y no se vio colocalizacion de SMN1 y Coilin. También se estudié
por inmunofluorescencia una linea celular de fibroblastos inmortalizada con el virus del papiloma
humano (NHF_E6E7) para comprobar si su mayor capacidad replicativa afectaba a la localizacion de
SMN1/Coilin. De nuevo, no se detectd ninguna diferencia respecto a experimentos anteriores. Los
controles negativos y las imagenes de otros experimentos realizados se encuentran en la Figura
Suplementaria 8.

SMN1 Coilin Merge

Figura 12. Imagenes representativas de los distintos experimentos de inmunofluorescencia. Se observan
fibroblastos control (NHF-F1A) (A), fibroblastos de paciente (MD-172) (B) y células Hela (C), con anticuerpos anti-
SMN1 (verde) y anti-Coilin (rojo), este ultimo empleado para marcar los cuerpos de Cajal (CBs) y detectar la posible
acumulacién de SMIN1 en los mismos. Los nucleos celulares se tifien con DAPI (azul). Barra de escala: 20um. El
recuadro indica la zona en la que se hace zoom.
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5. DISCUSION

5.1. VALIDACION DE CAMBIOS CANDIDATOS EN LAS FAMILIAS

Uno de los objetivos de este estudio ha sido identificar las bases genéticas de la enfermedad
gue presentaba el probando afectado por un trastorno del movimiento en dos familias diferentes.
Para ello, se analizaron los datos de secuenciacion de exoma completo (WES) mediante el filtrado
y priorizacidn de variantes, considerando la informacidn disponible en diferentes bases de datos y
plataformas, como RD-Connect. Se analizé toda la region codificante del genoma (que supone
alrededor del 2% del genoma completo) mediante un estudio mucho mas amplio que el que
permitiria realizar un panel de genes, pudiendo incluso asociar nuevos genes a una determinada
enfermedad. Sin embargo, el coste en términos econémicos y de procesado de datos es mayor.

Los pacientes estudiados en el presente Trabajo de Fin de Grado presentaban fenotipos
clinicos de paresia-hipotonia, corea-distonia y ataxia, todos ellos agrupados dentro de los
trastornos del movimiento, un conjunto de enfermedades raras muy heterogéneas por el elevado
numero de genes asociados a estos trastornos (Abdo et al., 2010).

En la familia fMD275, de los cambios encontrados en los genes CACNA1A, CROCC,
CACNAI1G, TAF4 y ATAD3A, solo se validaron positivamente los dos primeros mientras que el resto
no pudieron corroborarse. El cambio en CACNAI1A resulté bastante interesante porque el gen
codifica para un canal de calcio y el paciente sufre una canalopatia, pese a que la frecuencia de la
variante es algo elevada para tratarse de una enfermedad rara y, ademas, la delecién no cambia la
pauta de lectura. Por otra parte, se trata de un gen ya asociado con enfermedad (ataxia episddica
o espinocerebelosa), que se encuentra en varios paneles de genes relacionados con trastornos del
movimiento, aunque bases de datos como Varsome o ClinVar clasifican a la variante del paciente
(c.7266_7271delCAGCGG) como VUS (variante de significado incierto), por lo que se necesitarian
estudios adicionales para relacionarla con el fenotipo del probando. CROCC es un gen algo
desconocido para el cual se consiguié validar un cambio de novo en heterocigosis. La variante
sinénima ¢.12G>A no parecia deletérea segun los predictores empleados, aunque, considerando
gue el programa XHMM sefialaba que el probando podria presentar una delecién en el mismo gen
gue afectaria a los exones 1-19 en el otro alelo, no se podia descartar la patogenicidad de dichos
cambios. Se deberia validar la delecién por otro método, como el MLPA (Multiplex Ligation
dependent Probe Amplification), que es la técnica gold standard en estos casos. Al no existir sondas
para el gen CROCC se podria optar por un array para la validacion. No obstante, la delecion predicha
se encuentra en una regidn relativamente polimérfica donde ya se han descrito mas
inserciones/deleciones. En definitiva, los cambios se deberian reevaluar mas adelante cuando se
conozca mas informacion sobre el gen. En cuanto al resto de genes, no se obtuvieron resultados
gue ligaran los cambios detectados con la enfermedad del probando en el proceso de validacion.
CACNAI1G resulto ser un falso positivo, lo que significa que el paciente no presentaba el cambio
detectado, sino que se trataba de un artefacto de la tecnologia de secuenciacién de exoma. TAF4y
ATAD3A no pudieron amplificarse/secuenciarse por las caracteristicas de la region, y deberian
probarse condiciones de amplificacion mas restrictivas (aumentando la temperatura) y empleando
una polimerasa de mayor fidelidad (Riet et al., 2017), al menos en el caso de TAF4 ya que ni con
DMSO, magnesio ni con ambos se consiguié amplificar la regidn. En el caso de ATAD3A se podrian
disefiar nuevos cebadores, mas cercanos a la zona que presenta la variante, para evitar la caida de
la polimerasa al secuenciar el producto amplificado.

En la familia fMD279 se consiguieron validar los tres cambios en los tres genes candidatos
(SLC38A6, SLITRK3 y ASTN1) con resultado positivo. De ellos, el mas interesante fue el cambio
€.690+2T>G en el gen SLC38A6 que, aunque no se habia asociado a enfermedad, al encontrarse en
homocigosis y predecirse la afectacién en el proceso de splicing con SpliceAl se decidid realizar

36



estudios funcionales para comprobar su patogenicidad. Asimismo, la proteina codificada por el gen
participa en el ciclo glutamato-glutamina en el sistema nervioso central (Bagchi et al., 2014), una
via que se ve afectada en diversas enfermedades neurodegenerativas (Andersen et al., 2021),
causando excitotoxicidad o toxicidad neuronal por la acumulacidn del neurotransmisor glutamato
ante la disfuncidn de alguno de los componentes de la ruta. En relacion con SLITRK3 y ASTN1, son
genes que codifican para moléculas importantes en el sistema nervioso central, cuya validacion
deja abierta la puerta a nuevos estudios experimentales tras reevaluar el exoma mas adelante.

5.2. CARACTERIZACION DE LA VARIANTE C.690+2T>G EN EL GEN SLC386

Tanto en el ensayo de minigenes como en el analisis de transcritos en sangre periférica se
comprobd que la variante c.690+2T>G genera un salto de exdn debido a la pérdida de un sitio dador
de splicing (+2) que resulta en la pérdida completa del exén 9 del gen (66 nucledtidos) dentro de la
pauta de lectura. A nivel proteico, supondria la pérdida de 22 aminoacidos (p.V209_Q230del), y
coincide con el final de una de las regiones hélice transmembrana de la proteina y el inicio de una
posible region intracelular o extracelular, segin AlphaFold. Ademads, comprende una regidn que
establece puentes disulfuro (C218-C238), de acuerdo con UniProt. La pérdida de la cisteina 218,
junto el resto de aminoacidos hasta el 230, imposibilitaria la formacion del mencionado puente
disulfuro en la proteina, lo que podria desestabilizar completamente su estructura tridimensional,
al tratarse un enlace covalente fundamental para mantener la estabilidad de la estructura terciaria
de las proteinas (Karimi et al., 2016). De esta manera, la funcién del transportador de aminoacidos
SNAT6 (codificado por el gen SLC38A6) podria verse alterada, comprometiendo su actividad
transportadora de glutamina al interior de la neurona presindptica y disrumpiendo la homeostasis
del ciclo glutamato-glutamina. Ademas, candnicamente, existen dos isoformas de SLC38A6, una
gue codifica para una proteina de 456 aminoacidos (siendo esta la secuencia de referencia, validada
en RefSeq) y otra de 521 aminoacidos; y ambas incluyen el exdn 9. Esto podria indicar que la pérdida
del exdn 9 no es un evento que ocurre de manera fisiolégica en nuestro organismo, apuntando a la
potencial patogenicidad de esta variante. Se trata de un mecanismo mutacional que supone la
eliminacion de un exdn tras perder un sitio candnico de splicing, el cual ha sido descrito y
relacionado con enfermedad anteriormente (Daich Varela et al., 2022; Quental et al., 2023; Sewerin
et al.,, 2024). En definitiva, los ensayos experimentales y la literatura disponible al respecto
respaldan la naturaleza patogénica de la variante ¢.690+2T>G en el gen SLC38A6. Por un lado, se
trata de un cambio nucleotidico muy interesante en base a los criterios de filtrado e interpretacion
de variantes: no esta en la base de datos gnomAD, es decir, es novel, y esta en homocigosis en el
paciente. Ademas, podria producir la pérdida de funcién de la proteina SNAT6 debido al salto del
exon 9 en el ARNm del gen SLC38A6 (Richards et al., 2015).

Para confirmar la implicacién del gen en la enfermedad del probando MD-626 seria
necesario estudiar casos de familias con un fenotipo similar y variantes en SLC38A6. No obstante,
esto supone un gran reto por tratarse de enfermedades raras puesto que, por definicion, tienen
muy pocos pacientes. Asimismo, se deberian realizar estudios adicionales sobre las células del
paciente, idealmente, procedentes de tejido nervioso. Sin embargo, por la dificultad de acceso a
dicho tejido, se podrian caracterizar otras células que pudieran verse afectadas, como fibroblastos,
los cuales también podrian derivarse a células nerviosas. Al tratarse de un gen no asociado
previamente a enfermedad, no bastaria con observar alteraciones o ausencia de la proteina en
células, sino que se deberia estudiar el efecto funcional de revertir el fenotipo del paciente en el
modelo celular, por ejemplo, corrigiendo la mutacién mediante la técnica CRISPR (Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats). Finalmente, para comprobar que los efectos
observados se deben a los cambios nucleotidicos presentes en homocigosis (c.690+2T>G) en el gen
SLC38A6 se podrian establecer modelos animales (en Caenorhabditis elegans, Drosophila
melanogaster o Mus musculus, entre otros) o celulares con el gen silenciado o mutado (Yang et al.,
2022).
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5.3. ESTUDIO DE LAS PROTEINAS PTPN23 Y SMN1 EN FIBROBLASTOS DE PACIENTE

Variantes missense en heterocigosis compuesta en PTPN23, como la que presenta la
paciente MD-172, se han asociado con un trastorno del neurodesarrollo caracterizado por
anomalias estructurales que cursa con o sin convulsiones y espasticidad (MIM #618890). Los
resultados de los estudios funcionales realizados en este trabajo en las proteinas PTPN23 y SMN1
no permiten sacar conclusiones sobre la patogenicidad de las variantes que la paciente MD-172
presenta. Por tanto, se deberian realizar mas estudios para ganar evidencia de la patogenicidad de
los cambios p.V133M y p.R1345H en la proteina PTPN23.

5.3.1. Estudio de la expresién de SMN1 mediante western blot

Basandonos en un trabajo previo publicado por Smigiel et al. (2018), tratamos de
corroborar si veiamos diferencias en la presencia de una forma de SMN1 que migra mas lento en
SDS-PAGE, posiblemente una forma fosforilada, entre extractos proteicos de fibroblastos de
pacientes y muestras control. Sin embargo, a pesar de que observamos una doble banda de SMN1
similar a la que describen en dicha publicacién, no detectamos diferencias tan marcadas como ellos
en la intensidad de las bandas. Esta diferencia de resultados podria deberse a que las variantes
presentadas por los pacientes no son comparables. En nuestro caso, se trata de dos cambios
missense, mientras que en el estudio mencionado se trata de uno missense y otro nonsense, el cual
se predice que producira pérdida de funcién al generar una proteina truncada o al degradarse el
ARNm mediante nonsense-mediated decay (NMD), un mecanismo que evita la sintesis de proteinas
con codones de parada prematuros. Para determinar si los resultados obtenidos se deben a la falta
de similitud de los genotipos se podria realizar un inmunoblot a partir de extractos proteicos de
una linea celular knockdown/knockout en PTPN23 o con el mismo tipo de variantes (missense y
nonsense) en heterocigosis compuesta generada, por ejemplo, mediante la técnica CRISPR-Cas9.

Por otro lado, observamos que existe una mayor expresion de SMN1 en MD-172 respecto
a los fibroblastos control NHF-F1A. Esto podria explicarse por multiples factores. En primer lugar,
la técnica western blot no tiene una buena reproducibilidad, por lo que quiza podria ser artefactual.
Ademas, el nimero de réplicas deberia ser mucho mayor para poder sacar conclusiones, pues
contamos con 2 réplicas para el control sano (NHF) y 3 para el paciente. Asimismo, podria deberse
a que, debido a la mutacién en PTPN23, el paciente presente mayor cantidad de SMN1 en
citoplasma que el control sano, provocando que la extraccion de SMN1 en control sea menos
eficiente al encontrarse en nucleo. No obstante, se supone que el tampdn de lisis empleado (RIPA)
tiene buena eficiencia para la extraccion de proteinas nucleares. Para corroborar esta hipotesis se
podria hacer una separacién de la proteinas nucleares y citoplasmicas mediante centrifugacién
diferencial, y comparar asi la intensidad en cada fraccidon celular. Esta hipétesis esta fundamentada
en que se ha descrito que PTPN23 estabiliza la fosforilacion de tirosinas (Y109, Y126, Y130) en SMN
y la pérdida de estas fosforilaciones impide la acumulacion nuclear de SMN en los cuerpos de Cajal
(Gruss et al., 2017). De manera que las mutaciones en PTPN23 podrian producir la deslocalizacién
de SMN del nucleo, aunque incrementaran su presencia en citoplasma.

5.3.2. Estudio de la localizacion subcelular de SMN1

De nuevo, basandonos en el trabajo de Smigiel et al. (2018) tratamos de estudiar si las
mutaciones en PTPN23 podian provocar la deslocalizacion de SMN1 de los cuerpos de Cajal (CBs)
en fibroblastos de paciente mediante inmunofluorescencia y microscopia confocal. Al contrario que
los autores de la citada publicacion, no fuimos capaces de observar, ya no solo una deslocalizacion,
sino que tampoco llegamos a visualizar con claridad los cuerpos de Cajal (localizados a través de la
proteina Coilin) en los fibroblastos, ni de paciente ni de donante sano. Sin embargo, logramos
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detectar tanto los CBs como SMN1 y su colocalizacidn en el nicleo de células Hela, lo que indicaba
gue la técnica y los anticuerpos contra Coilin y SMN1 funcionaban correctamente.

Se probaron varios tratamientos en células de donante sano (NHF) para intentar favorecer
la localizacién de SMN1 y Coilin en el patrén punteado que correspondia en el nucleo, es decir, en
la estructura de los cuerpos de Cajal; consistentes en incrementar su actividad replicativa y
transcripcional. Sin embargo, ninguno de ellos consiguid dicho propdsito. Por tanto, postulamos
que en el caso de lo fibroblastos quizas solo ciertas células, por su estado metabdlico/replicativo
presentarian dichas estructuras y podria resultar muy dificil observarlas. Esto queda respaldado por
publicaciones anteriores (Carvalho et al., 1999; Sleeman et al., 2003), que describen que los cuerpos
de Cajal solo se localizan en gran nimero en el nucleo entre el final de la telofase y la fase G1
temprana del ciclo celular, no asi durante la mitosis (fase M); y SMN migra al ntcleo en etapas mas
tardias de la fase G1. Entre la profase y la telofase, SMN y Coilin se encuentran en los denominados
cuerpos de Cajal mitéticos (MCBs), que son estructuras pequefias y poco numerosas (Sleeman et
al., 2003). Por tanto, quiza las células observadas no estaban en la fase adecuada para observar los
CBs. Para corroborarlo, se podria hacer una busqueda mas exhaustiva de células con localizacion
nuclear de Coilin y SMN1, o bien se podria realizar un bloqueo con timidina para sincronizar las
células en la interfase (G1/5/G2) (Wang R. & Wang Z., 2022) y ver si entonces Coilin y SMN se
localizan en los cuerpos de Cajal.

Por otra parte, el modelo celular empleado puede ser uno de los problemas, puesto que los
cuerpos de Cajal si se observan en células Hela, que tienen una mayor tasa proliferativa. De hecho,
Carvalho et al. (1999) citando publicaciones anteriores mencionan que los fibroblastos primarios
son células que normalmente presentan cuerpos de Cajal vacios, aunque SMN si se localiza en
forma de foci en el nlcleo. No obstante, Smigiel et al. (2018) si fueron capaces de observar CBs, a
través de Coilin, en fibroblastos sanos y de paciente. Se ha descrito (Novotny et al., 2015) que la
inhibicién de proteinas implicadas en el ensamblaje de las snRNP (small nuclear riblonucleoproteins)
induce la formacion de CBs en fibroblastos procedentes de tejido pulmonar (WI-38). Por tanto, se
podriamos inhibir dichas proteinas en nuestros fibroblastos para ver si se induce la formacion de
cuerpos de Cajal, lo cual indicaria que el modelo celular del que disponemos no seria el mas
adecuado en este caso.

En definitiva, el mecanismo patogénico para las variantes que alteran la funcién de la
proteina PTPN23 sugerido en el articulo de Smigiel et al. (2018), que implica una localizacién y
fosforilacion anormales de SMN1, no se ha podido comprobar en la paciente MD-172. No obstante,
las multiples vias en las que participa PTPN23 indican que el fenotipo clinico observado en la
paciente puede darse por mecanismos diferentes a la via de SMN1, aunque con los estudios
realizados no se puede descartar la afectacién de SMN1 por falta de resultados concluyentes.
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6. CONCLUSIONES

1. El uso de WES permite el diagndstico de pacientes con enfermedades raras carentes de
diagndstico por otros métodos, como los paneles de genes. A pesar de la gran complejidad que
supone el andlisis de los datos, la posterior identificacion de variantes candidatas vy
consiguientes estudios funcionales, el resultado final puede ser la asociacién de una variante
con el fenotipo patoldgico del paciente.

2. Se han detectado variantes candidatas en las dos familias analizadas en los genes ATAD3A,
CACNAI1A, CACNA1G, CROCC, TAF4, SLC38A6, SLITRK3 y ASTN1. De ellos, tras la validacion por
secuenciacién Sanger, se ha descartado la variante en CACNA1G en la familia fMD275 por
tratarse de un artefacto de la tecnologia de secuenciacion de exoma.

3. En el probando MD-626 se ha estudiado el efecto de la variante SLC38A6 c.690+2T>G en
homocigosis sobre el splicing.

4. En la probando MD-618 se han seleccionado cinco variantes candidatas, de las cuales una
resultd ser un falso positivo y dos no pudieron validarse. De las tres variantes restantes no se
hicieron estudios funcionales por falta de evidencia de patogenicidad y/o de relacion con el
fenotipo clinico de la paciente. No obstante, se debe continuar su estudio mas adelante
mediante WES-dindmico o secuenciacion de genoma completo (WGS).

5. Se necesitarian hacer estudios funcionales sobre las variantes candidatas no estudiadas para
determinar su patogenicidad y relacidn con el fenotipo de los probandos.

6. Mediante el ensayo de minigenes y el andlisis de transcritos en sangre periférica se ha
confirmado que la variante c.690+2T>G en el gen SLC38A6, presente en homocigosis en el
probando MD-626, genera un patrdon de splicing anémalo al producir el salto del exén 9 (66
nucledtidos) debido a la pérdida de un sitio dador de splicing candnico.

7. Se han realizado estudios funcionales de localizacidn y expresién de la proteina SMN1 a partir
de fibroblastos primarios de la paciente MD-172, que presenta dos cambios en heterocigosis
compuesta en el gen que codifica para la proteina PTPN23 (p.V133M y p.R1345H). No se han
observado diferencias entre células control y de paciente en cuanto a la localizacién celular de
las proteinas estudiadas. Por ello, es necesario realizar mas estudios para averiguar el
mecanismo patogénico de las variantes en PTPN23.

8. Los motivos de las diferencias de expresion de SMN1 encontradas entre fibroblastos control

sanos y del probando MD-172 no han podido determinarse. Son necesarios mas estudios,
empleando diferentes técnicas y/o mas réplicas y muestras.
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8. ANEXOS

8.1. ANEXO I: FIGURAS Y TABLAS SUPLEMENTARIAS

Tabla Suplementaria 1. Parejas de cebadores disefiadas, longitud de los amplicones (en pares de bases, pb) y
temperatura de hibridacién (Tm) para las amplificaciones por PCR.

Familia Gen Cebadores Secuencia (5'- 3') Amplicon Tm
CACNALG CACNA1G_E27 D TGGCGTCTAATGTAGGTGGG
NM_018896.5 617 pb 60°C
(NM_ 5) | CACNA1G_E27 R | CACATCAACTAACATCTCTGAGCC
TAF4 TAF4_E1 D GGGTCAGCGGCCAAC
176 pb 60°C*
(NM_003185.4) TAF4_E1 R CGCCCCTTGCATAGTTG
CROCC CROCC_E1 D ACTGAGCTAGTCTTGGGG
fMD-275 | (\m_014675.5) 184 pb >8°C
- : CROCC_E1 R CCACTCCTGTTAAGTCCAC
CACNA1A_E47 D CCGCACGTGTCCGAG
CACNAIA B3/ SN r—
(NM_023035.3) | -pcNa1A_E47 R CCAATCATCGTCACTCTC
ATAD3A ATAD3A_E9/10_D AGCTCCGTTTCTGCG
NM_018188.5 >68 pb >8°C
(NM_ 5) | ATAD3A_E9/10 R CAGGCGCTCTCACCT
SLC38A6_E9 D CCTACCACAGGTGACCATG
(NM f)LoC13187/;6702 2) S SO
- : SLC38A6_E9 R ATCTGTTTAAGAGCATTGAGGG
SLITRK3_E1_D ATGTGCGCACTATTGAGCTG
SLITRK3 —EL
(NM_001318810.2) >12pb 60°C
- : SLITRK3_E1_R TTCTTGGGCTGATGAAACAG
fMD-279
ASTN1 E19 F TCCTCTGACCCATGTAATATGC
657 pb 62°C
ASTN ASTN1_E19 R CAGGCAAAAACTCTTAAATGGAC
(NM_004319.3) ASTN1_E20_F AGCTCTCAGGTGTGATGTGTATCC
521 pb 62°C
ASTN1_E20 R ACATTCTCTATAATGCCACCTGGG

*No se consiguié amplificacidn a ninguna temperatura de las testadas (58-60-62°C), ni haciendo la PCR con MgCl,,
DMSO ni con ambos, quiza por la complejidad de la regidn, muy repetitiva y rica en GCs. **Para la amplificacion
de esta regidn se requirié 1uL de MgCl, (20mM) adicional.
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TGCTGTTATGAACAATCCTAAGGTGAAGGCTCATGGCAAGAAGGTGCTGGCTGCCTTCAGTGAGGGTCTGAGTC
ACCTGGACAACCTCAAAGGCACCTTTGCTAAGCTGAGTGAACTGCACTGTGACAAGCTGCACGTGCTCTAGAGT
CGACCCAGCAGTAAGTAATACATGTAATGCAACCTATACAAATAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTT
AATTGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAATATCAGCACTTGTGGAGA
TGGGGGTGGAGATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATGTTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCAC
AGTCTATTATGGGGTACGGGATCACCAGAATTCTGGAGC
CTAGCAAATTAAGAGAACAATTTGGAAATAATAAAACAATAATCTTTAAGCAATCCTCAGGAGGGGACCCAGAA
ATTGTAACGCACAGTTTTAATTGTGGAGGGGAATTTTTCTACTGTAATTCAACACAACTGTTTAATAGTACTTG
GTTTAATAGTACTTGGAGTACTGAAGGGTCAAATAACACTGAAGGAAGTGACACAATCACACTCCCATGCAGAA
TAAAACAATTTATAAACATGTGGCAGGAAGTAGGAAAAGCAATGTATGCCCCTCCCATCAGCGGACAAATTAGA
TGTTCATCAAATATTACAGGGCTGCTATTAACAAGAGATGGTGGTAATAACAACAATGGGTCCGAGATCTTCAG
ACCTGGAGGAGGAGATATGAGGGACAATTGGAGAAGTGAATTATATAAATATAAAGTAGTAAAAATTGAACCAT
TAGGAGTAGCACCCACCAAGGCAAAGAGAAGAGTGGTGCAGAGAGAAAAAAGAGCAGTGGGAATAGGAGCTTTG
TTCCTTGGGTTCTTGGGAGCAGCAGGAAGCACTATGGGCGCAGCGTCAATGACGCTGACGGTACAGGCCAGACA
ATTATTGTCTGGTATAGTGCAGCAGCAGAACAATTTGCTGAGGGCTATTGAGGCGCAACAGCATCTGTTGCAAC
TCACAGTCTGGGGCATCAAGCAGCTCCAGGCAAGAATCCTGGCTGTGGAAAGATACCTAARAGGATCAACAGCTC
CTGGGGATTTGGGGTTGCTCTGGAAAACTACTTTGCACCACTGCTGTGCCTTGGAATGCTAGTTGGAGTAATAA
ATCTCTGGAACAGATTTGGAATCACACGACGTGGATGGAGTGGGACAGAGAAATTAACAATTACACAAGCTTAA
TACACTCCTTAATTGAAGAATCGCAAAACCAGCAAGAAAAGAATGAACAAGAATTATTGGAATTAGATAAATGG
GCAAGTTTGTGGAATTGGTTTAACATAACAAATTGGCTGTGGTATATAAAATTATTCATAATGATAGTAGGAGG
CTTGGTAGGTTTAAGAATAGTTTTTGCTGTACTTTCTGTAGTGAATAGAGTTAGGCAGGGATATTCACCATTAT
CGTTTCAGACCTGGAGATCTCCCGAGGGGACCCGACAGGCCCGAAGGAATAGAAGAAGAAGGTGGAGAGAGAGA
CAGAGACAGATCCATTTCGACCAATTCACTCCTCAGGTGCAGGCTGCCTATCAGAAGGTGGTGGCTGGTGTGGC
CAATGCCCTGGCTCACAAATACCACTGAGATCCAGACATGATAAGATACATTGATGAGTTTGGACA

ex6n SD6 pSPL3

pSPL3seq_F

pSPL3seq_R

exdn SA2 pSPL3

Figura Suplementaria 1. Pareja de cebadores disefiados (pSPL3seq_F/pSPL3_R) y su localizacion respecto al

constructo introducido en el vector pSPL3.

Figura Suplementaria 2. Electroferograma de la validacion negativa del cambio c.4760-42A>T en el gen
CACNAI1G. El recuadro morado sefiala el lugar donde deberia encontrarse la variante. A) Probando (MD-618) B)
Madre (MD-619) C) Padre (MD-620)
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Figura Suplementaria 3. Electroferograma de la vaIiAdaciénr positiva del cambio ¢c.12G>A en él gen CROCC. El
recuadro morado sefiala el lugar donde deberia encontrarse la variante. A) Probando (MD-618) B) Madre (MD-

619) C) Padre (MD-620)

W ® G 49 R G R R G g 3 3 R
160 fro 180 P
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[\ al
[ |
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Figura Suplementaria 4. Electroferograma de la validacién positiva del cambio ¢.7266_7271delCAGCGG en el
gen CACNAIA. El recuadro morado sefiala el lugar donde deberia encontrarse la variante. En este caso, la
delecién provoca dobles picos perfectos en el electroferograma en el probando y la madre al encontrarse en
heterocigosis. A) Probando (MD-618) B) Madre (MD-619) C) Padre (MD-620)

49



Figura Suplementaria 5. Electroferograma de la validacién positiva del cambio c.690+2T>G en el gen SLC38A6. El
recuadro morado sefiala el lugar donde deberia encontrarse la variante. En este caso, los progenitores son
heterocigotos (presentan una T y una G), de manera que el probando hereda la G de ambos. A) Probando (MD-
626) B) Madre (MD-627) C) Padre (MD-628)

c A 6 G & A <] 6 T 6 T G G A ¢ g
w R K v W T
Reverse complementary sequence
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Figura Suplementaria 6. Electroferograma de la validacién positiva del cambio ¢.2075G>T en el gen SLITRK3. El
recuadro morado sefala el lugar donde deberia encontrarse la variante. En este caso, el cambio nucleotidico
aparece de novo en heterocigosis con la variante normal en el probando. A) Probando (MD-626) B) Madre (MD-
627) C) Padre (MD-628)
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Figura Suplementaria 7. Electroferograma de la validacidn positiva de los cambios ¢.3089C>T y ¢.3227-8C>G en
el gen ASTN1. El recuadro morado sefiala el lugar donde deberia encontrarse la variante. En este caso, al tratarse
de heterocigosis compuesta, el primer cambio (c.3089C>T) procede del padre y el segundo (y ¢.3227-8C>G) de la

madre. A) Probando (MD-626) B) Madre (MD-627) C) Padre (MD-628)
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SMN1 Coilin

Figura Suplementaria 8. Imagenes representativas otros experimentos de inmunofluorescencia. Se observan
células Hela sin anticuerpo primario (control negativo) (A) y fibroblastos de donante sano (NHF-F1A) sin tratar
(B) y tratados con FGF2 (C), con anticuerpos anti-SMN1 y anti-Coilin, este Gltimo empleado para marcar los
cuerpos de Cajal (CBs) y detectar la posible acumulacion de SMN1 en los mismos. Los nucleos celulares se tifien
con DAPI (azul). Barra de escala: 20um.

Hela Neg Ctrl

NHF-F1A FGF2 Oh
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8.2. ANEXO Il: CLONACION DE SLC38A6 EN VECTOR PCDNA3

Tabla Suplementaria 2. Cebadores empleados para la amplificacion del ADNc del constructo WT previa a la
clonacidn en el vector pCDNAS3. En azul se marcan las secuencias de reconocimiento de las enzimas de restriccion,
y por delante, en minuscula, cuatro nucleétidos que favorecen el corte de las mismas.

T t T q]

Cebador Secuencia (5’-3’) e'm;?era.lllra am.an’o

hibridacién amplicén
SD6_HindlllF | ggaa TCTGAGTCACCTGGACAACC 329 bp (WT) 0

- - 5500 263 bp (sin
inserto del gen

ATCTCAGTGGTATTTGTGA
SA2_BamHI_R gcgc CATCTCAGTGG GTGAGC SLC38A6)

Tabla Suplementaria 3. Reactivos para la digestion del inserto y del vector pcDNA3 con Hindlll y BamHI.

Reactivo y concentracion inicial

Digestion con Hindlll (DiA 1)
Volumen a aiadir (Ve= 50 plL)

Digestion con BamHI (DiA 2)*
Volumen a afiadir (Ve= 50 pL)

INSERTO VECTOR INSERTO VECTOR
1,5 uL de vector +
ADN (vector: 2000 ng/pL) 00 | StL Hezée: ;(; n 20 L 20 ul

Tampon (10X) (Thermo Scientific)

Tampdn R: 5 L

Tampon BamHI: 5 plL

Enzima (10 U/uL)

1ul

1pL

H,O0 libre de ADNsas y ARNsas

24yl

24 pL

*Antes de la digestidn se deben purificar el inserto y el vector por columna con el kit Macherey-Nagel™ NucleoSpin
Plasmid QuickPure™ Kit (ThermoFisher Scientific).

tamaio del inserto (pb) % 3

ng inserto = 50 X

tamaio del vector (pb)

2-50x2x3=909ng
1 5428

3
1

(Ecuacion 2)

Tabla Suplementaria 4. Reactivos para la ligacion del inserto (constructo WT) y del vector pcDNAS3 digeridos.

Reactivo y concentracion
inicial

Concentracion en la reaccion

Volumen a afiadir (uL) (Ve= 20uL)

ARNasas

pcDNAS3 digerido (50 ng/uL) 2,50 ng/uL 1uL
Constructo WT digerido . -
(74,1ng/uL) 0,19 ng/uL 1,23uL del inserto diluido 1/10 en H,0
T4 ligasa (5U/uL) 0,05U/uL 0,2uL
Tampon T4 ligasa (10X) 1X 2 uL
H20 libre de ADNasas y i 15,81

Tabla Suplementaria 5. Cebadores empleados para la PCR de colonias de la clonacién del constructo WT en el

vector pcDNA3.
. T t o "
Cebador Secuencia (5’-3’) Ifirl?rﬁde;iizrr\a Tamafiio amplicén
PCMV_D TTCACCCAAATCEGECCEETAGE 560 278pb vector religado; 329pb o
BGH_R TAGAAGGCACAGTCGAGG 263pb vector con inserto
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Tabla Suplementaria 6. Reactivos de la PCR de colonias y programa del termociclador.

54

Reactivo y Concentracion Volumen a
concentracion en la reaccion afadir (Ve= Etapa del programa Temperatura | Tiempo | Ciclos
inicial de PCR 25uL)
AD:ZS::I\?I:RﬁsaS - 19uL Desnaturalizacion inicial 96°C 7 min 1
Tampon Taq
polimerasa 10X 1X 2,5uL Desnaturalizacion 96°C 1 min
(con MgCl,)
dNTPs (20 mM) 0,4 mM 0,5uL Annealing o hibridacion 56°C 30s 35
cebsf‘:;’;‘::;:)cm’ 0,2 uM 0,5uL Extension 72°C 455
Cebador reverso, 0,2 uM 0,5uL Extension final 72°C 7 min 1
3’ (10 uM) ’ ’
Tagq ADN
polimerasa, 0,02 U/uL 0,5uL Conservacion 4°C oo
Biotools (1 U/uL)
MgCl; (20mM) 0,4 mM 0,5pL
ADN molde
(~ 100-200 ~4-8 ng/ pL 1uL
ng/pL)




