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Resumen 

RESUMEN 

 La Neurofibromatosis tipo 1 (NF1) es una enfermedad de herencia autosómica 

dominante con una incidencia de 1/3500 recién nacidos. Se trata de un síndrome 

neurocutáneo caracterizado por una expresividad muy variable y un riesgo aumentado 

de desarrollar tumores. La NF1 está causada por mutaciones en el gen NF1 localizado 

en la región cromosómica  17q11.2, que codifica la neurofibromina, una proteína que 

regula negativamente la actividad del oncogén Ras. 

 En este trabajo, presentamos un protocolo para el diagnóstico genético-

molecular de la enfermedad, basado en el análisis del ADNg y ADNc. Este protocolo 

presenta una especificidad del 100% y una sensibilidad del 95%. Además, para 

progresar en el conocimiento de las bases genéticas de la enfermedad, hemos 

desarrollado diferentes estudios relativos a tres tipos de mutaciones: microdeleciones 

tipo 1, deleciones/duplicaciones intragénicas y mutaciones de splicing. 

 Las microdeleciones tipo 1 ocurren por recombinación homóloga desigual entre 

las secuencias parálogas NF1-REPa y NF1-REPc. Hemos encontrado que los 

cromosomas “no deletados” de los pacientes con microdeleción tipo 1 presentan un 

haplotipo mayoritario. Dicho haplotipo está constituido por cinco SNPs localizados en 

los tres genes distales de la región NF1-REPa - NF1-REPc. Postulamos un modelo para 

explicar la asociación entre dicho haplotipo y la característica “no recombinogénica” de 

los cromosomas investigados. 

 Por otro lado, hemos identificado 18 alelos con variación en el número de copias 

–CNVs- intragénicas y hemos caracterizado a nivel de secuencia nueve de dichas 

deleciones y una duplicación. El análisis in silico de los puntos de rotura nos ha 

permitido elaborar un modelo para la formación de varias CNVs. Encontramos que los 

mecanismos de reparación replicativos son los más frecuentes. Además, hemos 

identificado diferentes elementos de secuencia implicados en la recombinación. 

Para el estudio de las mutaciones de splicing hemos realizado diferentes 

aproximaciones. Evaluamos la utilidad de varios programas in silico para predecir la 

naturaleza y el efecto sobre el splicing de diferentes cambios puntuales. Además, 

utilizando minigenes y ensayos in vitro hemos realizado estudios funcionales de las 

mutaciones para definir los motivos de secuencia (splicing regulatory elements, SRE) y 

las proteínas, que regulan el splicing de los exones 7 y 37.  

Los resultados de estos estudios no se limitan a la Neurofibromatosis tipo 1, 

pues tienen validez y utilidad para entender otras enfermedades genéticas. 



Summary 

SUMMARY 

 Neurofibromatosis type 1 (NF1) is an autosomal dominant disease with an 

incidence of 1/3500 life births. Being classified as a neurocutaneous syndrome, it is 

characterized by a variable expression and an increased risk of developing tumours. 

NF1 is caused by mutations in the NF1 gene, located in the chromosomal region 

17q11.2, which encodes the neurofibromin, a protein that functions as a negative 

regulator of the Ras oncogene. 

 In this work, we present a molecular protocol for the genetic diagnosis of the 

disease, based on the analysis of gDNA and cDNA. This protocol presents a specificity 

of 100% and a sensitivity of 95%. Furthermore, in order to progress in the knowledge of 

the genetic basis of the disease, we have focused on the study of three different mutation 

types: type 1 microdeletions, intragenic deletions/duplications and splicing mutations. 

 Type 1 microdeletions occur by non-allelic homologous recombination between 

NF1-REPa and NF1-REPc paralog sequences. We have found a major haplotype in the 

“non-deleted” chromosomes of the patients. This haplotype is constituted by five SNPs 

localized in the three more distal genes of the NF1-REPa - NF1-REPc region. We 

postulate a model to explain the association between this haplotype and the “non-

recombinogenic” feature of the investigated chromosomes. 

 On the other hand, we have identified 18 alleles carrying intragenic copy number 

variations –CNVs- and we have characterized nine of these deletions and a duplication 

at sequence level. We have performed a thorough in silico analysis to establish the 

putative mechanism underlying their formation. We have found that replicative-based 

repair mechanisms are the most frequent. Besides, we have identified several sequence 

elements involved in the recombination. 

 For the analysis of splicing mutations we have conducted different approaches. 

We have evaluated the usefulness of in silico tools to predict the nature and effect of 

different point mutations on splicing. Besides, using a minigene system and in vitro 

experiments we have carried out functional studies of the mutations to define sequence 

motifs (splicing regulatory elements, SRE) and proteins that regulate the splicing of 

exons 7 and 37. 

 The results of these studies are not limited to Neurofibromatos type 1, but are 

also valuable to understand other genetic diseases. 
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1. Neurofibromatosis tipo 1: aspectos generales 

 

La Neurofibromatosis tipo 1 (NF1; MIM 162200) es una enfermedad de 

herencia autosómica dominante con una incidencia de 1/3500 recién nacidos (Huson et 

al., 1989). Siendo una enfermedad hereditaria, aproximadamente el 50% de los casos 

son esporádicos. Este trastorno se incluye dentro del grupo de síndromes neurocutáneos 

por la asociación de las alteraciones neurológicas y cutáneas, si bien puede considerarse 

una enfermedad multisistémica, ya que también afecta a otros órganos o tejidos. 

 

1.1 Manifestaciones clínicas de la Neurofibromatosis tipo 1 

 

Principalmente se caracteriza por manchas café con leche, pecas inguinales y/o 

axilares, neurofibromas cutáneos, subcutáneos y/o plexiformes, nódulos de Lisch, 

gliomas ópticos y lesiones óseas específicas (Riccardi, 1992; Huson, 1994). Además, 

alrededor de un 50% de los pacientes presentan dificultad de aprendizaje o retraso 

mental. Se estima que los pacientes con NF1 presentan una esperanza de vida reducida 

en 15 años (Zoller et al., 1995; Rasmussen et al., 2001). 

Frecuentemente, las manchas café con leche son el primer signo clínico que se 

presenta ya que pueden encontrarse en el recién nacido y aumentar en número en los 

primeros años de vida. Prácticamente todos los pacientes con NF1 muestran múltiples 

manchas, y las pecas axilares y/o inguinales aparecen en el 90% de los casos (Jett and 

Friedman, 2010). 

Los neurofibromas son tumores complejos característicos de la NF1 y pueden 

ser cutáneos, subcutáneos o plexiformes. Los neurofibromas cutáneos y subcutáneos 

crecen alrededor de un único nervio periférico. Aparecen principalmente durante la 

pubertad y aumentan en número con la edad y también durante el embarazo (Roth et al., 

2008). Son tumores benignos que no malignizan. Los neurofibromas plexiformes son 

tumores difusos que crecen envolviendo plexos neurales localizados en regiones 

internas (Ferner et al., 2007). En general, presentan un desarrollo lento aunque durante 

la infancia temprana pueden mostrar un rápido crecimiento (Mautner et al., 2007; 

Tucker et al., 2009). Estos neurofibromas aumentan la morbilidad ya que pueden 

comprometer otros órganos o sistemas. También pueden ser el origen de tumores 

malignos de la vaina de los nervios periféricos (Malignant Peripheral Nerve Seath 

Tumor, MPNST) que son la principal causa de mortalidad y ocurren en el 8-13% de los 
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pacientes (Evans et al., 2002). Además, los pacientes con NF1 tienen un mayor riesgo 

de padecer otro tipo de cánceres. La leucemia mielomonocítica juvenil es una condición 

rara, pero mucho más frecuente en pacientes con NF1 (Jett and Friedman, 2010). 

También se ha demostrado que las mujeres con NF1 tienen un riesgo cinco veces mayor 

de desarrollar cáncer de mama antes de los 50 años (Sharif et al., 2007). Los 

feocromocitomas son también más frecuentes en la NF1 y aparecen en el 2% de los 

pacientes (Bausch et al., 2006). 

Respecto al resto de signos clínicos de la NF1, los nódulos de Lisch son 

hamartomas del iris. A pesar de ser asintomáticos, son importantes para el diagnóstico 

de la enfermedad, porque aparecen en más del 90% de los pacientes mayores de 16 años 

(Huson, 1987). Los gliomas del nervio óptico son astrocitomas pilocíticos que junto 

con los neurofibromas son los neoplasmas más frecuentes en la NF1 (Listernick et al., 

1999; Kreusel, 2005). Los gliomas ópticos aparecen en los primeros años de vida en el 

15% de los niños afectados y, generalmente, son asintomáticos (Listernick et al., 1997). 

Las alteraciones óseas características de la NF1 son las displasias de los huesos largos, 

como la pseudoartrosis de la tibia y la displasia del esfenoides, que aparecen en el 1-4% 

de los casos (Alwan et al., 2005). También es frecuente la escoliosis que ocurre en el 

10-26% de los pacientes. Por último, alrededor del 50% de los pacientes con NF1 

presentan dificultad de aprendizaje (North et al., 1997; Hyman et al., 2006; Watt et al., 

2008) que persiste en la edad adulta. El retraso mental es menos frecuente y rara vez es 

profundo.  

La variable expresión de la enfermedad, en ocasiones, complica su diagnóstico 

clínico, principalmente en los primeros años de vida. Los criterios diagnósticos para la 

NF1 se establecieron en 1988, en una conferencia del NIH (National Institute of Health 

Consensus Development Conference) (Tabla 1). Siguiendo estas indicaciones, un 

paciente con diagnóstico de NF1 debe presentar al menos dos de dichos criterios. 
 

Tabla 1: Criterios diagnósticos de la Neurofibromatosis tipo 1 
1. Seis o más manchas café con leche mayores de 5 mm de diámetro antes de la 

pubertad o más de 15 mm en la edad adulta. 
2. Dos o más neurofibromas de cualquier tipo o un neurofibroma plexiforme. 
3. Pecas axilares y/o inguinales. 
4. Dos o más nódulos de Lisch. 
5. Glioma del nervio óptico. 
6. Una lesión ósea distintiva (displasia del esfenoides o estrechamiento de la 

corteza de los huesos largos con o sin pseudoartrosis). 
7. Un familiar de primer grado afectado de NF1. 
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1.2 El gen NF1 

 

La NF1 está causada por mutaciones en el gen NF1 que fue identificado por 

clonación posicional en 1990 (Cawthon et al., 1990; Viskochil et al., 1990; Wallace et 

al., 1990). Inicialmente, se acotó el locus responsable de la enfermedad gracias a 

estudios de ligamiento en familias con NF1 (Fain et al., 1987; Seizinger et al., 1987) y 

posteriormente, el análisis de dos pacientes que portaban translocaciones balanceadas, 

t(1;17) y t(17;22), permitió estrechar el intervalo a la citobanda q11.2 del cromosoma 17, 

para, finalmente, identificar el gen causante de la enfermedad.  

El gen tiene un tamaño de aproximadamente 335 Kb de ADNg y comprende 57 

exones constitutivos y tres exones con splicing alternativo dependiente de tejido: el 

exón 9br que se expresa de forma exclusiva en el sistema nervioso central (Danglot et 

al., 1995), el exón 23a que se incluye en todos los tejidos salvo en tejido neural 

(Andersen et al., 1993) y el exón 48a que se expresa mayoritariamente en tejido 

muscular (Gutman et al., 1993). El gen NF1 se transcribe en dirección centrómero-

telómero produciendo un transcrito mayoritario de unas 12,4 Kb. El intrón 27b del gen, 

que se expande más de 60 Kb, contiene 3 genes que se transcriben en sentido contrario a 

NF1: OMG, EVI2B y EVI2A (Cawthon et al., 1991; Viskochil et al., 1991). El gen 

OMG codifica una proteína (oligodendrocyte-myelin glycoprotein) que se expresa en 

neuronas y oligodendrocitos del sistema nervioso central. Esta proteína está implicada 

en la inhibición del sobrecrecimiento de neuritas (Wang et al., 2002) y en la plasticidad 

sináptica (Raiker et al., 2010). La función de los genes EVI2A y EVI2B (ecotropic viral 

integration site 2A y 2B) es menos conocida, aunque sus homólogos en ratón, Evi-2A y 

Evi-2B, están implicados en tumores mieloides inducidos por retrovirus y, por tanto, se 

ha sugerido que podrían funcionar como oncogenes (Cawthon et al., 1991; Kaufmann et 

al., 1999). Por otro lado, existen diversos pseudogenes de NF1 en los cromosomas 2, 14, 

15, 18, 21 y 22, que muestran una alta homología de secuencia (Marchuk et al., 1992; 

Purandare et al., 1995; Cummings et al., 1996; Kehrer-Sawatzki et al., 1997; Luijten et 

al., 2001). 

 

1.3 La neurofibromina 

 

El gen NF1 codifica la neurofibromina, un polipéptido de 2818 aminoácidos con 

un peso molecular de 320 kDa. En adultos se expresa de forma ubicua, aunque su 
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expresión es mayor en algunos tipos celulares del sistema nervioso como neuronas, 

oligodendrocitos y células de Schwann no mielinizantes (Daston et al., 1992). En la 

neurofibromina se distinguen varios dominios funcionales (Figura 1). El dominio GRD 

(GAP-related domain) de 360 aminoácidos, es el mejor caracterizado de la 

neurofibromina. Está localizado en la región central de la proteína y presenta similitudes 

estructurales y funcionales con la familia de proteínas activadoras de GTPasa (GAP) 

(Ballester et al., 1990; Martin et al., 1990; Xu et al., 1990). A través del dominio GRD, 

la neurofibromina regula negativamente la actividad GTPasa de Ras, favoreciendo la  

forma inactiva –Ras unido a GDP-  en detrimento de la forma activa –Ras unido a GTP- 

(Figura 2).  Por lo tanto, la existencia de una mutación en NF1 comporta una 

disminución de neurofibromina que a su vez produce un aumento de la forma activa de 

Ras, alterando diversas cascadas de señalización que regulan diferentes procesos 

celulares como son la supervivencia, la proliferación y la diferenciación. Por todo lo 

anterior, se dice que la neurofibromina es un supresor de tumores. 

 

Figura 1: Dominios de la neurofibromina. Debajo se indican los exones que conforman cada uno de los 
dominios. CSRD: Cystein-serin rich domain; GRD: Gap-related domain; Sec: Sec-14; PH: Plekstrin 
homology domain; CTD: dominio C-terminal. 

 

El resto de dominios de dicha proteína no están tan bien caracterizados. Se cree 

que el módulo NF1-Sec-PH está implicado en el transporte de lípidos entre diferentes 

compartimentos celulares (D’Angelo et al., 2006; Welti et al., 2007). Por otro lado, el 

dominio CSRD (cystein-serine rich domain), localizado en la región N-terminal de la 

proteína, parece regular alostéricamente la actividad de GRD (Mangoura et al., 2006). 

El dominio CTD (C-terminal domain) contiene una secuencia de localización nuclear 

que promueve el transporte de la neurofibromina entre el citoplasma y el núcleo, aunque 

la función biológica de este transporte es aún desconocida (Vandenbroucke et al., 

2004a). 
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Figura 2: Función de la neurofibromina regulando de la actividad de Ras. 

 

Además, sabemos que la neurofibromina interacciona con otras proteínas tales 

como la tubulina (Bollag et al., 1993), las proteínas de la familia sindecan (Hsueh et al., 

2001) y la caveolina (Boyanapalli et al., 2006), entre otras; no obstante, el significado 

biológico de dichas interacciones es aún poco conocido. 

 

1.4 Desarrollo tumoral en la Neurofibromatosis tipo 1 

 

El desarrollo tumoral en la NF1 se ajusta al modelo del doble golpe postulado 

por Knudson para explicar las bases de la tumoración asociada a los genes supresores de 

tumores (Knudson, 1971; Colman et al., 1995). Según este modelo, la aparición del 

tumor se produce por la ausencia total del producto génico en las células tumorales  

debida a la conjunción de la mutación germinal y la aparición de una mutación somática 

en dichas células. La pérdida de ambos alelos de NF1 ha sido probada en diferentes 

tumores asociados a la enfermedad (Colman et al., 1995; Serra et al., 1997) y también 

en otros tumores no NF1 (McGillicuddy et al., 2009; Burnichon et al., 2012; Boudry-

Labis et al., 2013). 

Los neurofibromas son tumores complejos, compuestos por varios tipos 

celulares, principalmente células de Schwann, fibroblastos, células vasculares y 

mastocitos. El estudio de diferentes modelos de ratón Nf1, permitió identificar el tipo 

celular que sufre la inactivación del segundo alelo, originando la trasformación tumoral. 

Los ratones Nf1-/- no son viables, principalmente por la aparición de malformaciones 

cardiacas y apoptosis neuronal durante el desarrollo embrionario (Henkemeyer et al., 

Ras
GDP

Ras
GTP

Raf

MAPK

PI3K

Rac Akt

Proliferación Migración Suprevivencia

SOS

NF1

Ras
GDP
Ras
GDP

Ras
GTP
Ras
GTP

Raf

MAPK

PI3K

Rac Akt

Proliferación Migración Suprevivencia

SOS

NF1



Introducción 

8 

1995). Los ratones heterocigotos (Nf1+/-), por su parte, muestran predisposición al 

desarrollo de feocromocitomas y leucemia mieloide, sin embargo no desarrollan 

tumores plexiformes ni otros tumores característicos de la enfermedad (Brannan et al., 

1994; Jacks et al., 1994). Cichowski y colaboradores (1999) crearon un ratón quimera 

parcialmente compuesto por células Nf1-/- y observaron que prácticamente todos los 

ratones desarrollaban numerosos neurofibromas que histológicamente parecían 

neurofibromas plexiformes. Sin embargo, este modelo no permitía identificar el tipo 

celular implicado en el inicio del desarrollo tumoral. Por ello, Zhu y colaboradores 

(2002) crearon un ratón Nf1 condicional mediante el sistema Cre-LoxP. Cuando la 

inactivación de los alelos Nf1 se inducía en las células de Schwann, en ratones con un  

fondo genético Nf1+/-, se producía el desarrollo de tumores en los nervios periféricos de 

la médula espinal, similares a los neurofibromas plexiformes humanos. De manera 

similar, la inactivación de los alelos Nf1 en las células precursoras astrogliales 

comportaba el desarrollo de astrocitomas de bajo grado en los nervios ópticos y/o en el 

quiasma. Estos estudios revelaron también que la inactivación de los alelos Nf1 en 

células de Schwann (Nf1-/-) es necesaria, pero no suficiente, para la transformación al 

estado neoplásico, que  requiere de un entorno haploinsuficiente (Nf1+/-). Por ejemplo, 

se ha visto que la infiltración de mastocitos heterocigotos (Nf1+/-) en los nervios 

periféricos preneoplásicos junto con la inactivación de NF1 en las células de Schwann 

(Nf1-/-) son críticos para el desarrollo tumoral (Yang et al., 2003 y 2008; Staser et al., 

2010). Por último comentar que la malignización de los neurofibromas plexiformes a 

MPNST parece estar originada por la aparición de alteraciones genéticas adicionales, 

como la sobreexpresión de EGFR (DeClue et al., 2000) o la inactivación de los alelos 

del gen TP53 (Cichowski et al., 1999; Birindelli et al., 2001), la pérdida en homocigosis 

del locus CDKN2A (Kourea et al., 1999; Nielsen et al., 1999; Perrone et al., 2003) y del 

gen RB1 (Mawrin et al., 2002; Spurlock et al., 2010). 

 

2. Mutaciones en el gen NF1 causantes de la enfermedad 

 

2.1 Espectro mutacional 

 

 En el gen NF1 se han identificado todo tipo de mutaciones que incluyen 

microdeleciones del locus NF1, variaciones en el número de copias intragénicas 

(deleciones o duplicaciones de uno o varios exones, CNVs), mutaciones frameshift, 
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nonsense, missense, pequeñas deleciones/inserciones en fase y mutaciones de splicing. 

Las mutaciones puntuales, que suponen cerca del 95% de los cambios identificados, se 

encuentran repartidas a lo largo de todo el gen. No se han detectado puntos calientes de 

mutación en NF1. 

 En el estudio más amplio realizado hasta la fecha (Messiaen and Wimmer, 2008)  

se analizaron 1770 pacientes en los que se identificaron 1017 mutaciones diferentes. El 

46% de los pacientes (813/1770) portaban mutaciones únicas mientras que se 

identificaron 204 cambios diferentes en más de un caso (957 pacientes en total).  

 El espectro mutacional comprendía un 5% de microdeleciones que eliminan el 

gen NF1 y regiones adyacentes (89/1770), un 2,2% de duplicaciones/deleciones de uno 

o varios exones (39/1770), un 25,6% de mutaciones frameshift (453/1770), un 20,7% de 

mutaciones nonsense (367/1770), un 15,9% de cambios missense (282/1770), un 2,5% 

de pequeñas deleciones/inserciones en fase (44/1770) y un 27% de mutaciones de 

splicing (478/1770). Además se identificaron 13 casos (<1%) con mutaciones complejas 

(indels, varios cambios no adyacentes, etc.), cuatro casos en los que el ATG de inicio de 

transcripción estaba mutado y una translocación –t(14;17)(q32;q11.2)-. 

   

2.2 Análisis mutacional 

 

El análisis mutacional de NF1 es complejo debido a diversos factores: el gran 

tamaño del gen que comprende 60 exones, la existencia de pseudogenes, la ausencia de 

puntos calientes de mutación y el amplio espectro mutacional. Por estas razones, la 

detección de mutaciones en el gen NF1 requiere de protocolos basados en técnicas 

complementarias. Se han utilizado diversas metodologías para la identificación de 

cambios puntuales (Valero et al., 1994; Messiaen et al., 2000; Ars et al., 2000; Fahsold 

et al., 2000; De Luca et al., 2003; Upadhyaya et al., 2004; Griffiths et al., 2007; Pros et 

al., 2008), deleciones completas del gen y variaciones en el número de copias 

intragénicas (Wu et al., 1995; Riva et al., 2000; Wimmer et al., 2006; De Luca et al., 

2007; Shen et al., 2007; Pasmant et al., 2009). Cada uno de los protocolos ha mostrado 

una sensibilidad y especificidad diferentes.  

 

A pesar de la dificultad que supone la búsqueda de mutaciones patogénicas, 

hasta la fecha se han descrito más de 1200 mutaciones diferentes (Human Genome 

Mutation Database, HGMD). El estudio de cierto tipo de mutaciones en el gen NF1, 
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como las microdeleciones y las mutaciones de splicing, ha servido para progresar en el 

conocimiento de los mecanismos patogénicos de las enfermedades genéticas humanas. 

En este trabajo también abordaremos el estudio de las variaciones en el número de 

copias intragénicas, de las cuales se tiene poco conocimiento hasta la fecha. 

 

2. 3 Arquitectura de la región cromosómica 17q11.2 y microdeleciones del locus NF1 

 

Las grandes deleciones, o microdeleciones, del locus NF1 ocurren en el 5-10% 

de los pacientes con Neurofibromatosis tipo 1 (Kluwe et al., 2004). Se clasifican en 

base a su tamaño y a la localización del punto de rotura. Hasta el momento se conocen 

tres tipos de microdeleciones: tipo 1, 2, y 3; además de las denominadas deleciones 

atípicas. Las deleciones tipo 1 y tipo 3 están mediadas por repeticiones de bajo número 

de copias (LCRs) situadas en la región cromosómica 17q11.2, denominadas NF1-REPa, 

NF1-REPb y NF1-REPc (Figura 3). Las LCRs son bloques de ADN de una longitud de 

10-400 Kb que presentan una alta homología (Stankiewicz and Lupski, 2002). Se cree 

que se han originado como consecuencia de duplicaciones de segmentos genómicos, 

produciendo regiones parálogas. Las LCRs, en general, se localizan preferentemente 

cerca de los centrómeros o telómeros de los cromosomas humanos (Eichler et al., 1999) 

y están asociadas con inestabilidad de las regiones genómicas donde se encuentran 

porque aumentan la tasa de  recombinación homóloga no alélica (non-allelic 

homologous recombination, NAHR). 

Las regiones parálogas NF1-REPa, NF1-REPb y NF1-REPc, tienen diferente 

tamaño (130, 43 y 75 Kb, respectivamente) y composición. Las tres contienen el gen 

LLRC37B o fragmentos derivados del mismo, cuya copia funcional se encuentra en 

NF1-REPc. También se encuentran fragmentos de este gen  en otras localizaciones 

cromosómicas de 17q, como 17q21.31 y 17q24.1. 

 

Las deleciones tipo 1 son las más frecuentes, se expanden 1,4 Mb y eliminan 14 

genes, incluyendo el gen NF1, y dos micro ARNs (Dorschner et al., 2000, López-

Correa et al., 2001, Jenne et al., 2003, Pasmant et al., 2011) (Figura 3). Los genes 

eliminados son: CRLF3, ATAD5, C17orf42, ADAP2, RNF135, NF1, OMG, EVI2A, 

EVI2B, RAB11FIP4, C17orf79, UTP6, SUZ12 y LLRC37B. Estas deleciones se 

producen por un mecanismo de NAHR entre las secuencias parálogas NF1-REPa y 

NF1-REPc que comparten un bloque de secuencia de 51 Kb con una identidad del 
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97,5% (Forbes et al., 2004). Dentro de esta región se sitúan los dos principales puntos 

calientes de recombinación, los sitios parálogos de recombinación 1 y 2 (PRS1 y PRS2) 

que comprenden 2,8 y 3,5 Kb, respectivamente (López-Correa et al., 2001; Forbes et al., 

2004; Raedt et al., 2006). La mayoría de los puntos de rotura (70%) se localizan en 

PRS2 y alrededor del 20% en PRS1 (Raedt et al., 2006). Las deleciones tipo 1 se 

originan preferentemente durante la meiosis materna (López-Correa et al., 2001) aunque 

también se han identificado tres casos en los que la recombinación es mitótica 

(Messiaen et al., 2011). 

 

Figura 3: Mapa físico del locus NF1. En el diagrama superior se muestran los 14 genes contenidos en la 

región (recuadros negros), el pseudogén SUZ12P (recuadro gris) y los dos micro-ARNs (recuadros 

azules). Las regiones parálogas NF1-REPa, REPb y REPc se muestran en detalle en el diagrama inferior. 

El rectángulo amarillo oscuro, en NF1-REPc, representa la copia funcional del gen LRRC37B y los 

rectángulos en amarillo más claro muestran los pseudogenes de LRRC37B localizados en las tres 

secuencias NF1-REP. Los recuadros verdes en NF1-REPa y REPc, indican los puntos calientes de 

recombinación PRS1 y PRS2, los recuadros rojos en SUZ12 y SUZ12P muestran los puntos calientes de 

recombinación PRS4 y las flechas azules muestran PRS3. Las líneas negras en la parte inferior indican la 

extensión de las deleciones tipo 1, 2 y 3. 

 

Las deleciones tipo 2 se expanden 1,2 Mb y se producen entre el gen SUZ12 y 

su pseudogén, SUZ12P (Petek et al., 2003; Kehrer-Sawatzki et al., 2004). Las 
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secuencias de ambos genes son altamente homólogas, con una identidad del  96,2% en 

una región de 54 Kb (Steinmann et al., 2007). La localización de dichos genes se 

muestra en la Figura 3. Este tipo de deleción elimina 13 genes incluyendo NF1, ya que 

el gen LRRC37B, localizado en NF1-REPc, no está incluido en el intervalo de la 

deleción. Los puntos de rotura se localizan en diferentes intrones del gen SUZ12 

(Steinmann et al., 2007) aunque recientemente se ha descrito un nuevo sitio parálogo de 

recombinación, denominado PRS4, localizado en el intrón 8, donde se concentran el 

20% de los puntos de rotura identificados en pacientes con deleción tipo 2 (Vogt et al., 

2012). El mecanismo principal por el que se produce este tipo de deleciones es el 

NAHR, pero a diferencia de las deleciones tipo 1, en las que la recombinación ocurre 

preferentemente durante la meiosis, en este caso la recombinación es mayoritariamente 

mitótica, por ello la mayoría de los pacientes con deleciones tipo 2 son mosaicos (Petek 

et al., 2003; Kehrer-Sawatzki et al., 2004; Steinmann et al., 2007; Roehl et al., 2010 y 

2012). 

 Las deleciones tipo 3, se producen entre NF1-REPb y NF1-REPc. Estas 

deleciones abarcan  8 genes situados  en una región de 1 Mb y se producen por NAHR 

entre secuencias truncadas del gen LLRC37B (Figura 3) (Bengesser et al., 2010). Dichas 

secuencias presentan una homología del 97,8% a lo largo de 9,2 Kb. Recientemente se 

ha descrito un nuevo punto caliente de recombinación, el sitio de recombinación 

parálogo 3 (PRS3)  de ~1 Kb,  en el cual se localizan alrededor del 90% de los puntos 

de rotura (Zickler et al., 2012).  

 Por último, las deleciones atípicas que también eliminan el gen NF1, tienen un 

tamaño muy variable y son muy poco recurrentes (Mantripragada et al., 2006; Kehrer-

Sawatzki et al., 2008; Pasmant et al., 2009 y 2010). El mecanismo de deleción parece 

ser la unión no homóloga de extremos (non-homologous end joining, NHEJ) aunque 

sólo se han identificado los puntos de rotura en un número muy reducido de casos 

(Venturin et al., 2004a; Kehrer-Sawatzki et al., 2008).  

 

 A pesar del vasto conocimiento que se tiene en la actualidad sobre los 

mecanismos que median este tipo de microdeleciones, nunca antes se ha investigado si 

el alelo que se mantiene en los pacientes con deleción presenta características especiales 

que lo “protegen” de la recombinación. El estudio de polimorfismos de nucleótido único, 

en la región de microdeleción delimitada por las secuencias NF1-REPa y NF1-REPc, 

ayudará a esclarecer este punto. 
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2.4 Deleciones y duplicaciones intragénicas en NF1 

 

Tal y como acabamos de explicar, las microdeleciones del locus NF1 son 

recurrentes y se producen en puntos calientes de recombinación en un intervalo definido. 

No obstante, otras muchos reordenamientos patogénicos, representan CNVs no 

recurrentes, que son muy variables en tamaño y cuyos puntos de rotura no se localizan 

en puntos calientes de recombinación.  

En el contexto de la NF1, las CNVs de uno o varios exones suponen alrededor 

del 5% de las mutaciones identificadas en el gen NF1 de acuerdo a la base de datos 

HGMD® (Human Genome Mutation Database, Institute of Medical Genetics, Cardiff). 

Hasta la fecha se han identificado alrededor de 60 deleciones de uno o varios exones y 

tan sólo 4 casos de duplicación. Las deleciones se expanden desde alrededor de 500 pb 

hasta >150 Kb. Se han descrito pacientes con este tipo de mutaciones en diferentes 

trabajos (Mantripragada et al., 2006; Upadhyaya et al., 2006; De Luca et al., 2007; 

Bausch et al., 2007; Bottillo et al., 2009 –por seleccionar algunos de los más recientes-), 

pero solamente se han caracterizado y secuenciado los puntos de rotura en siete casos: 

las deleciones de los exones 2, 32 y 38 (Wimmer et al., 2006; Weiming et al., 1992; 

Osborn and Upadhyaya, 1999, respectivamente), tres deleciones multiexónica de los 

exones 13 al 28 (Vandenbroucke et al., 2004b), del 28 al 48 (Orzan et al., 2008) y del 

32 al 39 (Lazaro et al., 1994a) y una duplicación del exón 23.2 (Wimmer et al., 2006). 

 

Recientemente, se han descrito varios mecanismos que median este tipo de 

CNVs no recurrentes. Estos mecanismos se clasifican en no replicativos y replicativos. 

Entre los mecanismos no replicativos cabe destacar el NHEJ (non-homologous end-

joining) (Lieber, 2008) que produce la ligación entre dos extremos no complementarios 

de ADN aunque parece estar favorecido por pequeñas regiones de microhomología (1-4 

pb). Otro de estos mecanismos es el MMEJ (microhomology-mediated end joining) 

(McVey and Lee, 2008), también conocido como alt-NHEJ, que produce la unión de 

dos extremos de ADN utilizando como molde microhomologías de 5-25 pb presentes en 

ambos extremos. Dentro de este grupo también se encuentra el NAHR entre elementos 

repetitivos (como por ejemplo Alu o L1) (Sen et al., 2006; Han et al., 2008). Por otra 

parte, en los mecanismos replicativos, ocurre que la molécula de ADN que se está 

sintetizando se disocia de su molde tras encontrar una rotura en el mismo. La nueva 

molécula de ADN se une entonces en otra región, a través de pequeñas 
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microhomologías. Dentro de este grupo cabe destacar el SRS (serial replication 

slippage) (Chen et al., 2005), el FoSTeS (fork stalling and template switching) (Lee et 

al., 2007) y el MMBIR (microhomology-mediated break induced replication) (Hastings 

et al., 2009). 

 Se ha demostrado que las roturas en el ADN no son eventos que ocurren al azar. 

Existe una fuerte influencia del contexto genómico que favorece la formación de CNVs 

patogénicas (Abeysinghe et al., 2003; Shaw et al., 2004; Chen et al., 2010). De hecho, 

se sabe que elementos repetitivos, motivos de secuencia recombinogénicos, 

conformaciones no-B del ADN y la presencia de microhomologías están implicadas en 

la formación de CNV. 

 

La caracterización de los puntos de rotura de nuevas CNVs no recurrentes en el 

gen NF1 proporcionará una información muy valiosa para el estudio de los mecanismos 

moleculares que subyacen a los eventos de recombinación genómica. 

 

 

2.5 Mutaciones de splicing 

 

El splicing es el proceso por el cual los intrones son escindidos del pre-ARNm 

para dar lugar a la molécula de ARNm madura. Los exones están definidos por motivos 

de secuencia, relativamente conservados, que son reconocidos por la maquinaria del 

splicing. Dichos motivos, localizados en las secuencias intrónicas, son: el sitio 5’ 

donador, el sitio 3’ aceptor y el tracto de polipirimidinas (Figura 4). 
 

 

Figura 4: Detalle de los sitios consenso de splicing. Se indican los sitios 5’ donador y 3’ aceptor de 

splicing, así como el tracto de polipirimidinas compuesto por repeticiones variables de C y/o T (Y) y la 

adenina (A) del punto de ramificación. La M equivale a  los nucleótidos A/C, la R a los nucleótidos A/G y 

N indica cualquier nucleótido. Los recuadros grises indican las secuencias exónicas. 
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La maquinaria celular donde se ejecuta el splicing, denominada espliceosoma, es 

extremadamente compleja. Se trata de una estructura macromolecular dinámica 

compuesta por cinco ARNs pequeños nucleares (snRNA), denominados U1, U2, U4, 

U5 y U6, y unas 150 proteínas adicionales (Valadkhan and Jaladat, 2010).   

El proceso de splicing ocurre en dos etapas secuenciales de transesterificación 

(Figura 5). En la primera se produce un ataque nucleofílico del grupo OH 2´ de la 

adenina (A) localizada  en el punto de ramificación,  sobre el enlace fosfodiéster de la 

última guanina del extremo 3’ del exón anterior. Se forma así una estructura en lazo 

(lariat). Esta reacción genera un grupo OH libre que a su vez ataca al extremo 3´ 

aceptor, produciendo la unión de los dos exones. 

En la moléculas de pre-ARNm encontramos otras secuencias que participan en 

la regulación del splicing denominadas elementos reguladores del splicing (Splicing 

Regulatory Elements, SRE) (Schaal and Maniatis, 1999; Fairbrother et al., 2002; 

Cartegni et al. 2003; Wang and Burge, 2008). Dichos elementos se encuentran en las 

secuencias intrónicas y también en los exones  y su efecto sobre el procesamiento es de 

diferente naturaleza. Los Exonic e Intronic Splicing Enhancers (ESE e ISE) favorecen 

el reconocimiento de los exones, mientras que los elementos Exonic e Intronic Splicing 

Silencers (ESS e ISS) inhiben el reconocimiento de los mismos. 

 

Figura 5: Diagrama esquemático del proceso de splicing. Los círculos de diferentes colores muestran 

diferentes proteínas del espliceosoma unidas al pre-ARNm que va a ser procesado. Los rectángulos grises 

muestran los exones y la línea central indica el intrón que será escindido tras las dos etapas de 

transesterificación. 
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Las proteínas de la familia SR (Serin-Arginin rich proteins) (Blencowe, 2000) se 

unen a los motivos ESE en las fases tempranas del procesamiento, a través de uno o dos 

motivos de reconocimiento de ARN (RNA Recognition Motif, RRM) localizados en su 

extremo N-terminal. Por otra parte, estas proteínas favorecen el anclaje de otras 

proteínas o factores de splicing mediante el dominio RS (rico en arginina y serina) 

localizado en su extremo C-terminal. 

Los elementos ESS interaccionan con reguladores negativos que frecuentemente 

pertenecen a la superfamilia de las ribonucleoproteínas heterogéneas nucleares (hnRNP) 

(Martínez-Contreras et al., 2007). Estas proteínas contienen uno o varios motivos RMM 

y en ocasiones dominios inhibidores, entre los que se encuentran los motivos ricos en 

glicina (Pozzoli and Sironi, 2005). Cada uno de los miembros de esta familia de 

proteínas funciona con un mecanismo diferente. La proteína hnRNPA1, en ocasiones, se 

une en ambos extremos del exón y produce una estructura en loop que favorece la 

eliminación del mismo (Nasim et al., 2002). Otro ejemplo es la proteína PTB que 

bloquea la interacción esencial que se produce entre los snRNPs U1 y U2 (Izquierdo et 

al., 2005). 

 

Las mutaciones de splicing están asociadas a un gran número de enfermedades 

genéticas (Cooper et al., 2009; Singh and Cooper, 2012) y actualmente se calcula que 

una de cada tres mutaciones identificadas en ADNg afectan al correcto splicing del pre-

ARNm (Lim et al., 2011). Además de las mutaciones que afectan a los sitios 5’ 

donadores y 3’ aceptores, se han caracterizado otras muchas mutaciones de splicing 

localizadas en secuencias exónicas, asociadas a enfermedades genéticas. En alguno de 

estos casos, es difícil establecer el mecanismo patogénico de la mutación. Los genes 

SMN implicados en la atrofia muscular espinal (AME) son un buen ejemplo de ello. La 

proteína SMN (Survival Motor Neuron) está codificada por SMN1 y SMN2, que son dos 

genes muy homólogos. Sin embargo, SMN2 produce mayoritariamente transcritos que 

carecen del exón 7 porque un cambio silencioso, C>T, en dicho exón provoca el 

skipping (eliminación) del mismo. Por esto, el gen SMN2 mayoritariamente produce 

una proteína SMN truncada (Wirth, 2002). Dos modelos explican el efecto de dicho 

cambio silencioso: uno de ellos postula que la mutación elimina un elemento ESE de 

unión a la proteína SF2/ASF (Cartegni et al., 2002 y 2006). El otro argumenta que 

dicho cambio crea un elemento ESS, al que se une la proteína hnRNPA1, lo que 

produce el skipping (Kashima and Manley, 2003; Kashima et al., 2007). De hecho, 
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ambos modelos pueden ser ciertos (Cartegni et al., 2006) e ilustran el caso de una 

mutación puntual que convierte un ESE en un ESS. Otro buen ejemplo, sería la 

compleja regulación del splicing del exón 12 del gen CFTR (Cystic fibrosis 

transmembrane conductance regulator). Este exón presenta elementos ESE y ESS 

solapantes formando elementos compuestos de regulación del splicing (CERES), a los 

que se unen varias proteínas SR y hnRNP que compiten entre ellas para incluir o 

eliminar el exón del ARNm maduro (Haque et al., 2010). Por otro lado, el gen MAPT 

(Microtubule-associated protein tau) que codifica la proteína tau, presenta un splicing 

alternativo del exón 10 fuertemente regulado (Liu and Gong, 2008). Para la correcta 

función de la proteína se requiere una relación 1:1 entre las isoformas que incluyen o 

excluyen este exón. Mutaciones que afectan al exón 10 y producen una alteración de 

dicha relación, son la causa de la hiperfosforilación de la proteína y de la formación de 

agregados proteicos en el citoplasma de las células. Estos agregados han sido 

identificados en varias enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer.  

 

En el caso del gen NF1, el análisis mutacional llevado a cabo por parte de 

diversos grupos de investigación ha revelado que un 25% de las mutaciones afectan al 

splicing del mensajero (Wimmer et al., 2007; Messiaen and Wimmer, 2008; Pros et al., 

2008). Varios trabajos han abordado el estudio de mutaciones exónicas que afectan a 

SREs y producen el skipping de algún exón (Zatkova et al., 2004; Bottillo et al., 2007; 

Skoko et al., 2008). Únicamente se ha demostrado la existencia de un elemento ESE 

presente en el exón 37 que es inactivado por la mutación c.6792C>G (Baralle et al., 

2006; Skoko et al., 2008). Dicho cambio impide la unión de la proteína YB-1 y, a su 

vez, crea un elemento ESS al que se unen hnRNPA1, hnRNPA2 y DAZAP1 (Deleted 

in Azoospermia-Associated Protein 1) (Tsui et al., 2000). 

 

El estudio de los mecanismos de splicing mejorará el conocimiento de las bases 

moleculares de la Neurofibromatosis tipo 1, permitiendo la identificación de moléculas 

que reviertan dichas alteraciones y el desarrollo de terapias farmacológicas, como ya ha 

ocurrido en la NF1 para las mutaciones que ocurren en secuencias intrónicas profundas 

(Pros et al., 2009) y también en otras enfermedades genéticas (Slaugenhaupt et al., 2004; 

Seo et al., 2013). 
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3. Correlación genotipo-fenotipo 

 

La Neurofibromatosis tipo 1 es una enfermedad progresiva con una penetrancia 

completa en la edad adulta. No obstante, muestra una expresividad muy variable (Huson 

et al., 1988), de forma que individuos con una misma mutación pueden presentar 

fenotipos muy distintos. Este hecho también se observa entre individuos de una misma 

familia. No existe correlación entre el tipo de mutación y el fenotipo que presentan los 

pacientes, indicando la participación de otros genes modificadores del fenotipo 

(Sabbagh et al., 2009). Sin embargo, sí se ha establecido una correlación genotipo-

fenotipo en dos casos. Por un lado, la deleción de tres pb que se produce en el exón 17 

(c.2970_2972delAAT) se ha asociado a un fenotipo más leve. Los pacientes que portan 

dicha deleción presentan los signos cutáneos característicos de la enfermedad pero no 

desarrollan neurofibromas de ninguna clase (Upadhyaya et al., 2007). Por otra parte, los 

pacientes que portan microdeleciones presentan con mayor frecuencia un fenotipo más 

grave, denominado síndrome de microdeleción. Dicho fenotipo se caracteriza por los 

siguientes signos clínicos: dismorfismo facial, dificultad de aprendizaje, retraso mental, 

defectos cardiacos, mayor tumoración y un riesgo aumentado de malignización (Valero 

et al., 1997; De Raedt et al., 2003; Venturin et al., 2004b; Pasmant et al., 2010; 

Pasmant et al., 2011). Hay que resaltar que no todos los pacientes con microdeleciones 

presentan dicho fenotipo; en muchos casos, la revisión clínica de estos casos no hace 

sospechar de la existencia de esta mutación. Aún así, se ha postulado que el fenotipo del 

síndrome de la microdeleción  podría estar relacionado con la haploinsuficiencia de uno 

o varios genes localizados en la región de deleción. Así, la haploinsuficiencia de OMG 

se ha asociado a los problemas de aprendizaje (Venturin et al., 2004b) y al 

sobrecrecimiento (Douglas et al., 2007) y las malformaciones cardiacas se han asociado 

a la haploinsuficiencia de SUZ12 y ADAP2 (Venturin et al. 2004b). Los genes RNF135 

y ADAP2 se han postulado como genes asociados al riesgo aumentado de malignización 

que presentan los pacientes con microdeleción (Pasmant et al., 2011). De nuevo, es 

necesario indicar que no existe una asociación total entre la deleción de uno o varios de 

dichos genes y la aparición de un determinado rasgo fenotípico. Este hecho indica que 

otros factores genéticos están implicados en el fenotipo denominado síndrome de 

microdeleción.  

Por último, Sabbagh y colaboradores (2013) han observado una prevalencia 

mayor de nódulos de Lisch y un mayor número de manchas café con leche en los 
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pacientes que portan mutaciones truncantes, cuando se comparan con el grupo de 

pacientes con cambios missense. No obstante, dicha correlación no es significativa si se 

aplica la corrección de Bonferroni, por lo que es necesario verificar estos resultados en 

una cohorte independiente de pacientes.  

 



 
 
 
 
 
 
 
 

Objetivos 
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1. Desarrollo de un protocolo para el diagnóstico genético de la enfermedad, capaz de 

identificar todo tipo de mutaciones. Validación del método para determinar su 

sensibilidad y especificidad. 

  

2. Caracterización de las microdeleciones del locus NF1. Análisis del haplotipo que 

portan los pacientes con una deleción tipo 1 para buscar un genotipo asociado al 

carácter “no recombinogénico”. 

 

3. Estudio de las deleciones y duplicaciones intragénicas. 

 

3.1 Caracterización molecular de las deleciones y duplicaciones intragénicas 

identificadas en nuestra cohorte. 

 

3.2 Definir los mecanismos moleculares que median dichas deleciones y 

duplicaciones. 

 

4. Estudio de las mutaciones de splicing. 

 

4.1 Identificación y caracterización de las mutaciones de splicing en nuestra 

cohorte de pacientes.  

 

4.2 Valoración de la utilidad de las herramientas informáticas para predecir el 

efecto de las mutaciones sobre el splicing. 

 

4.3 Análisis funcional de mutaciones exónicas implicadas en el skipping de los 

exones 7 y 37 del gen NF1. 

 

 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 

Materiales y métodos 
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1. Análisis mutacional 

 

1.1 Sujetos 

 

Los pacientes recogidos en este estudio fueron remitidos desde los servicios de 

Pediatría y Neurología de diversos hospitales españoles tras ser evaluados clínicamente. 

Todos los casos cumplían los criterios diagnósticos establecidos por el NIH (National 

Institute of Health) para NF1. Este estudio fue aprobado por el Comité Ético del 

Hospital Universitario Ramón y Cajal y se obtuvo el consentimiento informado de todos 

los participantes. 

 

1.2 Análisis de la variación en el número de copias del gen NF1 

 

Se purificó el ADN genómico a partir de sangre periférica mediante el robot 

Chemagic MSM I (Magnetic Separation Module 1, CHEMAGEN). Se utilizaron 5 

marcadores microsatélite para el análisis de segregación: IVS26.2.3, ALU, 

IVS27AC28.4, ACI27.2 e IVS38GTI (Xu et al., 1991; Lazaro et al., 1993 y 1994b; 

Valero et al., 1996; Fang et al., 2001). Para identificar deleciones y duplicaciones 

completas o parciales de NF1 se realizó un análisis de MLPA (Multiplex Ligation-

dependent Probe Amplification) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizaron 

tres kits comerciales, las mezclas SALSA MLPA P081 y P082 NF1 KIT para 

deleciones y duplicaciones de uno o varios exones y la SALSA MLPA P122-C1 NF1 

AREA KIT para identificar grandes deleciones de la región cromosómica de NF1 

(MRC-Holland).  

Brevemente, se añadieron 150 ng de ADN desnaturalizado a la mezcla de sondas 

de MLPA y se hibridó durante 16 h a 60ºC antes de la reacción de ligación. La reacción 

de PCR se llevó a cabo utilizando cebadores marcados en 6-carboxifluoresceína (6-

FAM) y 5 µl de la reacción de ligación como molde. Los productos de PCR se 

separaron en el ABI3100 (Applied Biosystems) y se midieron las áreas bajo los picos 

(RPA, relative peak area) utilizando el GeneScan Analysis software (Applied 

Biosystems). Los datos fueron analizados con el programa Coffalyser v6 MLPA 

Analysis Software (MRC-Holland). Cualquier disminución o aumento en los valores de 

RPA <0,7 o >1,3 se consideraron indicativos de deleción o duplicación, 

respectivamente. 
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1.3 Análisis mutacional del ADNc 

 

Se extrajo el ARN total a partir de sangre periférica mediante el QIAamp® RNA 

Blood kit siguiendo las instrucciones del fabricante (QIAGEN). La reacción de 

retrotranscripción se llevó a cabo a partir de 500 ng de ARN total utilizando el First 

Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV; Roche). Se amplificó por PCR la 

región codificante de NF1 en 23 fragmentos solapantes en un volumen final de 25 μl 

que contenía: 1,5 µl de ADNc como molde, 5 pmoles de cada cebador, dNTPs 200 µM, 

1X de tampón de reacción, MgSO4 1,5 mM y 1,25 U de Optimase® Polymerase 

(Transgenomic). Los cebadores fueron diseñados utilizando el software Oligo 6.1. Las 

temperaturas de amplificación, tamaño de los fragmentos y secuencia de los cebadores 

están resumidas en la Tabla 2. Para favorecer la formación de heterodúplex se 

desnaturalizaron los productos de PCR a 95ºC durante 10 minutos, seguido de un 

descenso de la temperatura de 1,5ºC/min hasta los 40ºC. Para el análisis por DHPLC se 

utilizó el WAVE DNA Fragment Analysis System (Transgenomic). Los productos de 

PCR fueron analizados mediante un gradiente linear de acetonitrilo al 2% a una 

velocidad de flujo de 0,9 ml/min. Se optimizaron las condiciones de la carrera 

utilizando el WAVE Marker Software version 4.1 (Tabla 2). Los amplicones que 

mostraron una movilidad alterada fueron caracterizados mediante secuenciación de un 

nuevo producto de PCR utilizando el ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied 

Biosystems). Las mutaciones identificadas fueron confirmadas a nivel de ADNg 

mediante secuenciación utilizando cebadores previamente publicados en la literatura 

(Fahsold et al., 2000; Han et al., 2001). 

Para comprobar la patogenicidad de las mutaciones missense identificadas, se 

llevó a cabo un análisis de segregación de la mutación y de los marcadores microsatélite 

descritos en el apartado anterior, en el grupo familiar. Cuando este análisis no fue 

informativo, se utilizaron dos programas bioinformáticos: SIFT (http://sift.jcvi.org/) y 

Polyphen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/). 

Las mutaciones han sido nombradas de acuerdo a las guías del Human Variation 

Society. La numeración de las mutaciones se basa en la secuencia de ARNm de 

Genebank NM_000267.2, considerando la A del codón de inicio de la traducción como 

nucleótido número 1. Los exones no se han nombrado consecutivamente sino de 

acuerdo a la nomenclatura aceptada por los investigadores en este campo. 
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Tabla 2: Secuencia de los cebadores y condiciones para la amplificación por PCR y análisis de DHPLC. 

F: fragmento; E: exón; D: cebador directo; R: cebador reverso; pb: pares de bases; Tª: temperatura. 

 

 

 

Secuencia pb Tª PCR Tª DHPLC
D 5'-GAGGACATGGCCGCGCACA-3'
R 5'-GAAAATAAAACCCCAGAGGCAGAA-3'
D 5'-TCTGCCATTTTCTTCACACCT-3' 
R 5'-TGCTGCTTTACGTTTGGTGCT-3' 
D 5'-GAAAAGCTATTTGACTTGGTGG-3'   
R 5'-TGTTGTGAGGGCTTATACGA-3'   
D 5'-TGGATCTAATGATTGACTGCCT-3' 
R  5'-GTGTGACTGAGGGACCAGTTG-3'   
D 5'-AAACCCAAGGCAGTACAGCAG-3' 
R 5'-GCACTATCCATAGAGGAGTTCCC-3'  
D 5'-CTACGTACTCCTGGAGCCTCT-3'
R 5'-TTGGCTTTTGGATAGTTAAGGAT-3'  
D 5'-CTGAGGCTTGGGAAGATACAC-3'  
R 5'-CAGATCCTTAACATTGGTCCG-3' 
D 5'-CTGTTGTCCTTAATGGTGTGT-3'
R 5'-ATCATCATCTGCTGCTTGGT-3'
D 5'-GACCTCTCATTTTGCCAAGAGAT-3'  
R 5'-TACAGTGCCTCAGTGATGCC-3'
D 5'-GCAAACAGGTGGCAGGAAAC-3'   
R 5'-GAAGAGAGTCTGCATGGAGTCT-3'   
D 5'-TCTCGGCATTTACTCTACCAAC-3' 
R 5'-TGGTATAAACAGTGGCACACAC-3'   
D 5'-TTAGAACCATCAGAGAGCCTT-3'  
R 5'-GGACAATCAGATGCTATATCAA-3'
D 5'-TTGTGAAAAGCAACTTTGATG-3'
R 5'-ATTGATTTGACCAGTTTTGAA-3'  
D 5'-TATTTTCTACCAAGCTGGGAC-3' 
R 5'-GAGAGCATTGTGGAATACCTT-3'   
D 5'-ACATAGAGCATGAACAACAGAAA-3'   
R 5'-AGGCACACAGAAGATTATAGGCA-3'  
D 5'-CTGGGACACTGCTCAATATCG-3' 
R 5'-AGGCTTCCCCATATTTTTGCTT-3'   
D 5'-TGACAAGCTGATAACAATGACC-3'   
R 5'-GTGAACAAGTACACAGAGAGTGAA-3' 
D 5'-TCTCCCTTAGAGCTTCCACAC-3' 
R 5'-CAGGTCCTTTTAAGCAACTCT C-3'
D 5'-ATGGGCAGATAAAGCAGATAAT-3'   
R 5'-CCACGCTCTGTGTATTCACTT-3'   
D 5'-ATCCTTCACCTGCTATTGTTG-3' 
R 5'-TTAGGAGCCTTTGTGTCTGAT A-3' 
D 5'-CTGGACATGGGGCAACCTTCT-3'   
R 5'-AGACTTTGGGAAACACAACACTGG-3'  
D 5'-TACTTACTGATCCGAAGATCCA-3'  
R 5'-CAATCAAGGCATCAAGAAACTTA-3'  
D 5'-GCAGGACCGTTTTCAAAGCAA-3'  
R 5'-GGAAGTGCAGCATTACAACATGG-3'  
D 5'-CAGACCCTCTCCTTGCCTCTT -3'  
R 5'-GGATGGAGGGTCGGAGGCTG-3'  
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En la Figura 6 se muestra un esquema completo del análisis mutacional. 

 

 

Figura 6: Protocolo para el análisis mutacional del gen NF1. Inicialmente se realiza un análisis del 

ADNg mediante MLPA (izquierda) y los casos que son negativos se analizan a nivel de ARNm (derecha). 

 

2. Análisis de las microdeleciones en el locus NF1 

 

2.1 Caracterización de las microdeleciones 

 

2.1.1 Análisis de segregación 

 

Con el fin de identificar el origen parental de las deleciones identificadas se 

realizó un análisis de segregación mediante el análisis de 17 marcadores microsatélite 

localizados dentro y flanqueando la región de microdeleción: D17S1873, D17S2093, 

D17S1841, D17S945, D17S1532, D17S1307, D17S2237, D17S1800, D17S1782, 

D17S1880, D17S2139, D17S1850, D17S1293, D17S907, D17S1833, D17S1660 y 

D17S1788. También se analizaron los cinco marcadores microsatélite intragénicos 

descritos anteriormente. 
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2.1.2 Array-CGH 

 

En colaboración con la empresa NIM Genetics se realizó una hibridación 

genómica comparada (CGH) utilizando un array-CGH, tipo Human Array CGH 4x44K 

(Agilent Technologies). La construcción de este array se realizó con una cobertura de 

alta resolución correspondiente a la región del gen NF1 (chr17:24500000- 28500000) 

con  34.540 sondas totales (1 sonda cada 116 pb de media) diseñadas según el genoma 

de referencia NCBI36/hg18. Además, se utilizaron 2545 sondas como control. Para el 

análisis bioinformático de las muestras, se utilizó el estadístico ADM-2 (ventana 0.5Mb, 

A=6) como parámetro de análisis del número de copias de ADN presentes para las 

diferentes sondas. Se aceptó como una alteración en el número de copias del ADN 

aquellas que tuvieran un mínimo de cinco sondas consecutivas alteradas. Por tanto, la 

resolución del análisis fue de 580 pb aproximadamente. 

 

2.1.3 Estudio de polimorfismos de nucleótido único (SNPs) en la región NF1 

 

2.1.3.1 Sujetos 

 

Se seleccionaron todos los casos con deleción tipo 1 identificados en nuestro 

laboratorio y se solicitó a otros centros el envío de muestras con este tipo de mutación. 

De este modo, recibimos 6 casos del Institut Català d’Oncologia (ICO) gracias a la Dra. 

Conxi Lázaro y 17 casos del Institut d’Investigació Biomèdica de Bellvitge (IDIBELL) 

de mano de la Dra. Berta Campos. También hemos estudiado 100 sujetos sanos (200 

cromosomas) de origen español. 

 

2.1.3.2 Selección de SNPs en la región de microdeleción 

 

 Utilizamos las bases de datos del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) y del 

HapMap Project (http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/) para seleccionar varios SNPs en 

cada uno de los genes comprendidos en la región de microdeleción. Cuando fue posible, 

se seleccionaron polimorfismos con alta heterocigosidad en población caucásica 

distribuidos a lo largo de cada gen. Se evitaron las secuencias del gen donde la identidad 

con otras regiones (pseudogenes) fuera muy alta como es el caso del gen SUZ12. 

Finalmente, seleccionamos 35 SNPs repartidos en los genes CRLF3, ATAD5, C17orf42, 
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ADAP2, RNF135, NF1, OMG, EVI2A, EVI2B, RAB11FIP4, C14orf79, UTP6 y SUZ12 

(Tabla 3). 
 

Tabla 3: Polimorfismos de nucleótido único seleccionados para el estudio de genotipado.  

Ref SNP: código del SNP en la base de datos dbSNP del NCBI; Sonda TaqMan: código de las sondas 

TaqMan utilizadas. 

Gen SNP Ref SNP Sonda TaqMan Tipo de SNP
SNP1 rs34756112 C__25971519_10 Intrónico
SNP2 rs6505211 C__26924425_10 Intrónico
SNP3 rs11871607 customizada Intrónico
SNP4 rs8078182 customizada Intrónico
SNP1 rs9910051 C__27849348_10 Intrónico
SNP2 rs9890032 C__30418042_10 Intrónico
SNP3 rs3764421 C___1955740_30 Missense
SNP4 rs9898911 C__26030674_20 Intrónico
SNP1 rs9897628 C__25955297_10 Intrónico
SNP2 rs9914271 customizada Intrónico
SNP1 rs7225461 C__30221991_10 Intrónico
SNP2 rs6505220 C__26223827_10 Intrónico
SNP1 rs952190 customizada Intrónico
SNP2 rs12453269 C___1214818_10 Intrónico
SNP1 rs11868459 C____503976_10 Intrónico
SNP2 rs1801052 C__11941421_10 Silencioso
SNP3 rs7350943 C___2533322_10 Intrónico

OMG SNP1 rs11080149 C___2533270_10 Missense
SNP1 rs3087591 C__11888376_10 3' UTR
SNP2 rs2214538 C___2533279_10 Intrónico
SNP3 rs7218930 C__30738180_20 Intrónico
SNP1 rs7505 C___7562823_1_ 3' UTR
SNP2 rs1129506 C___2533294_1_ Silencioso
SNP3 rs2854306 C__15825991_10 Intrónico
SNP1 rs7503263 C___2181757_10 Intrónico
SNP2 rs178850 C___2181773_10 Intrónico
SNP3 rs1076185 C___1138517_10 3' UTR
SNP1 rs2344310 C__16212794_10 Intrónico
SNP2 rs12941700 C__32081132_10 Intrónico
SNP1 rs11658318 C___2558252_10 Intrónico
SNP2 rs3760454 C__25750756_10 Missense
SNP3 rs2074101 C__16163652_10 5' UTR
SNP1 rs578635 C____957145_20 Intrónico
SNP2 rs501957 customizada Intrónico
SNP3 rs527256 customizada Intrónico

C17orf79

UTP6

SUZ12

RNF135

NF1

EVI2B

EVI2A

RAB11FIP4

ATAD5

C17orf42

ADAP2

CRLF3



Materiales y métodos 

33 

2.1.3.3 Análisis por sondas TaqMan 

  

 Se automatizó el genotipado de los SNPs utilizando la tecnología TaqMan SNP 

Genotyping Assay en un aparato 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems). 

Para los 35 SNPs analizados se utilizaron 29 sondas comerciales de Applied Biosystems 

(Tabla 3) y 6 sondas customizadas (Tabla 4). 

Brevemente, en placas de 96 pocillos (MicroAmpTM Optical 96-well Reaction 

Plate, Applied Biosystems) que contenían las sondas para cada uno de los 35 SNPs de 

interés, se añadió una mezcla que contenía 10 ng de ADNg, 1X TaqMan GTXpress 

Master Mix (2X) y agua estéril, en un volumen final de 10 µl. La reacción de PCR se 

llevó a cabo con una desnaturalización inicial de 10 seg a 95ºC, seguida de 40 ciclos de 

desnaturalización a 95ºC durante 15 seg e hibridación a 60ºC durante 1 min. Los 

resultados fueron analizados utilizando el TaqMan Genotyper Software (Applied 

Biosystems).  
 

Tabla 4: Secuencia de las sondas customizadas utilizadas en los ensayos TaqMan SNP Genotyping 

Assay. 

 

 

2.1.3.4 Reconstrucción de haplotipos 

 

 El programa PHASE v2.1 es un algoritmo desarrollado por Matthew Stephens y 

colaboradores (Stephens et al., 2001, Stepehens and Donnelly 2003) para la 

reconstrucción de haplotipos partiendo de los datos del genotipo de una población. En 

este trabajo, PHASE se utilizó para reconstruir el haplotipo formado por 2 y 5 SNPs a 

partir de los genotipos obtenidos mediante el análisis por sondas TaqMan en el grupo 

control. 

 

Gen SNP Ref SNP Secuencia
SNP1 rs8078182 TGTTGGATATAAAATTGAAAAAATA[T/C]AGGTTTGAAAATTGAATACTGAACC

SNP2 rs11871607 ANTCATATAAAAAAATACACGCTTA[A/G]TTCTTGATTATCTATACTAATAGAG

C17orf42 SNP1 rs9914271 GTGGAACTAAATAAAATTAAATTTT[A/G]TACGTTTATAAGAAATGTTTCAGCT

RNF135 SNP1 rs952190 GCCAGGGCGCCGCGCAGCAGCCGCA[C/G]CTGCGGAAGAACACGCTACTGCAGG

SNP2 rs501957 GCTCAGTGTTGTAAAATCAAAGAAG[G/A]GAAGCACTGGCAGTCATTGTCAGTG

SNP3 rs527256 TATAATTAATGTTTGTGTAGTGTCT[C/G]TAATTGACTCACAAAATCCTCAACC

CRLF3

SUZ12
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3. Deleciones y duplicaciones intragénicas 

 

3.1 Caracterización de los puntos de rotura 

 

Las secuencias de los cebadores utilizados para la amplificación y secuenciación 

de las diferentes deleciones y duplicaciones caracterizadas a nivel de ADN están 

resumidas en la Tabla 5. Las condiciones de PCR y las enzimas utilizadas en la 

amplificación de cada caso están resumidas en la Tabla 6. Dependiendo de la enzima 

utilizada para la amplificación, se prepararon diferentes mezclas de reacción en un 

volumen final de 25 µl: A) 1X Expand High Fidelity Buffer 3,  MgCl2 1,5 mM, 10 

pmoles de cada cebador, dNTPs 200 μM y 1,5 U Expand High Fidelity Enzyme mix 

(Roche); B) 1X Expand Long Template Buffer 1, dNTPs 200 μM y 1,5 U Expand Long 

Template Enzyme mix (Roche); C) 1X tampón de reacción, MgCl2 1,5 mM, 10 pmoles 

de cada cebador, dNTPs 200 μM y 1U Fast Start DNA Polymerase (Roche); D) 1X LA 

PCR Buffer II, MgCl2 2,5 mM, dNTPs 200 μM, 2,5 U TaKaRa LA Taq (Takara). 

 
Tabla 5: Listado de los cebadores utilizados para la amplificación y secuenciación de las diferentes 

deleciones y duplicaciones caracterizadas a nivel de ADNg. 

NF400 (del E1)
NF400U 5'-TTCCCCTGTGGACCTTACTGCTAACTG-3'
NF400 L 5'-ATGCCCCATAGCAATCTGAG-3'
NF400Usec 5'-TAGAGATGGAGTTTCACCACATTGG-3'
NF400Lsec 5'-GTCTCAAACTCTGAGGCCCAA-3'

NF765 (del E1)
NF400U 5'-TTCCCCTGTGGACCTTACTGCTAACTG-3'
NF400 L 5'-ATGCCCCATAGCAATCTGAG-3'

Secuencia NF765sec 5'-CATAGGTCTGAAGTTTAGCA-3'
NF013 (del E2)
PCR y NF_I1U 5'-TCTCCCTTATTGCCACCATTCTCA-3'
secuencia NF_I2L 5'-ACACACTGCAACAGAGGAGCTACA-3'
NF234 (del E23.1)

NF_E22U 5'-AGAATTGGCAGACTCCATGC-3'
NF_E23.2L 5'-TGGTTTTCCTCAAGGCTCTC-3'

Secuencia NF_I23.1Lsec 5'-CTGCTTTATGCCATCAGTGTTA-3'
NF544 (del E25)

NF_I23.2U 5'-GATTGATTCAGAGTTTTTATGC-3'
NF_I26L 5'-GCAAAGTAAAAAGCACTATTC-3'
NF_I24Usec 5'-GGTACCTGATGGACCTTATTTTCA-3'
NF_I25Lsec 5'-TTGAAAACCAAGAGGGATTTTT-3'

Secuencia

Secuencia

PCR

PCR

PCR

PCR
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Continuación Tabla 5. 

 

 

 

Tabla 6: Condiciones de PCR utilizadas para la caracterización de los puntos de rotura. En la última 

columna se indica la enzima utilizada en cada caso. 

 

 

 

 

NF620 (del E28)
NF_I27bU 5'-ACATCCTGTCATCACCTCAAGT-3'
NF_E29L 5'-GGACTTTTGTTCGCTCTGCT-3'

Secuencia NF_E29L 5'-GGACTTTTGTTCGCTCTGCT-3'
NF350 (del E41)

NF_I39U 5'-TATTCTACACATTTTTGGTACTT-3'
NF_I42L 5'-ACATGGAAAATTTTGATAATCCTG-3'
NF_I40Usec 5'-AAGGATCACCCAAAAAGTACAAA-3'
NF_I41Lsec 5'-CCTTCCAAGTGGCTGTCCTA-3'

NF350 (del E42)
NF_I40U TGCTTATTAAATCTCTCTGTATATTTC-3'
NF_I43L GATTCTAAGAAATGGCTGGAA-3'

Secuencia NF_I42L CACAAACATTTTTCCAATACCTA-3'
NF689 (del E32_42)

NF_I30U 5'-GTTGATGTGATTTTCATTGACC-3'
NF_I43L 5'-GATTCTAAGAAATGGCTGGAA-3'

Secuencia NF_E43Lsec 5'-CCTTTTAGGAGCCTTTGTGTCT-3'
NF109 (dup E39)

NF_E39U 5'-AACTTTGCATTGGTTGGACAC-3'
NF_E39L 5'-GATTCCGGATTGCCATAAATACT-3'
NF_DupU 5'-AACTTTGCATTGGTTGGACAC-3'
NF_DupL 5'-CCATGTATTGTTTATGCTCATTCT-3'

PCR corta y secuencia

Secuencia

PCR

PCR

PCR

PCR

PCR

Paciente Condiciones de PCR Enzima

NF400 (del E1) 94ºC, 3 min + (94ºC, 15 seg; 58ºC, 30 seg; 68ºC, 3 min) X35 + 68ºC, 10 min Expand High Fidelity (Roche)

NF765 (del E1) 94ºC, 3 min + (94ºC, 15 seg; 58ºC, 30 seg; 68ºC, 3 min) X35 + 68ºC, 10 min Expand High Fidelity (Roche)

NF013 (del E2) 94ºC, 8 min + (94ºC, 45 seg; 60ºC, 45 seg; 72ºC, 1 min) X35 + 72ºC, 7min Fast Start (Roche)

NF234 (del E23.1) 94ºC, 8 min + (98ºC, 10 seg; 68ºC, 10 min) X30 + 72ºC, 10 min TaKaRa LA Taq (Takara)

NF544 (del E25) 94ºC, 3 min + (94ºC, 15 seg; 56ºC, 30 seg; 72ºC, 2 min) X35 + 72ºC, 10 min Expand High Fidelity (Roche)

NF620 (del E28) 94ºC, 3 min + (94ºC, 15 seg; 56ºC, 30 seg; 68ºC, 3 min) X35 + 68ºC, 10 min Expand High Fidelity (Roche)

NF350 (del E41) 94ºC, 3 min + (94ºC, 15 seg; 56ºC, 30 seg; 68ºC, 2 min) X35 + 68ºC, 10 min Expand High Fidelity (Roche)

NF350 (del E42) 94ºC, 3 min + (94ºC, 15 seg; 56ºC, 30 seg; 68ºC, 3 min) X35 + 68ºC, 10 min Expand High Fidelity (Roche)

NF689 (del E32_42) 94ºC, 3 min + (94ºC, 15 seg; 56ºC, 30 seg; 68ºC, 3 min) X35 + 68ºC, 10 min Expand High Fidelity (Roche)

NF109 (dup E39) 94ºC, 8 min + (94ºC, 45 seg; 54ºC, 45 seg; 72ºC, 1 min) X35 + 72ºC, 7min Expand Long Template (Roche)
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3.2 Búsqueda de motivos recombinogénicos 

 

 Para buscar secuencias repetitivas, elementos LINE, SINE, transposones, etc. 

utilizamos el programa Repeat Masker (http://www.repeatmasker.org/). En los casos en 

los que ambos puntos de rotura se producían en elementos repetitivos, utilizamos el 

programa Blast 2 del NCBI para calcular el porcentaje de identidad entre ambos. Para la 

búsqueda de secuencias palindrómicas utilizamos el programa Palindrome 

(http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py?#forms::palindrome) y para analizar la 

presencia de secuencias capaces de formar estructuras no-B del ADN (repeticiones 

directas, invertidas, secuencias simétricas, tractos (G)n...) utilizamos el programa non-B 

DNA Motif Search Tool (nBMST) v2.0 (http://nonb.abcc.ncifcrf.gov/apps/site/default), 

la herramienta RepeatAround (http://portugene.com/repeataround.html) y el programa 

QGRS Mapper (http://bioinformatics.ramapo.edu/QGRS/index.php). Para buscar 

motivos recombinogénicos previamente descritos (Abeysinghe et al., 2003) utilizamos 

el programa Fuzznuc de EMBOSS (http://emboss.bioinformatics.nl/cgi-

bin/emboss/fuzznuc). En total analizamos 40 motivos de secuencia que están resumidos 

en la Tabla 7. 

 
Tabla 7: Listado de los motivos de secuencia recombinogénicos. 

Nombre del motivo Secuencia
Elemento χ de E. coli GCTGGTGG

Ade6-M26 ATGACGT
ARS consensus S. cerevisiae WTTTATRTTTW

ARS consensus S. pombe WRTTTATTTAW
Consensus SAR1 AATAAAYAAA
Consensus SAR2 TTWTWTTWTT
Consensus SAR3 WADAWAYAWW
Consensus SAR4 TTWTDTTWWW

Punto caliente consenso de deleción TGRRKM
Sitio de arresto de la ADN polimerasa WGGAG

DNA polymerase a frameshift hotspot 1 TCCCCC
DNA polymerase a frameshift hotspot 2 CTGGCG
DNA polymerase b frameshift hotspot 1 ACCCWR

DNA polymerase a/b frameshift hotspot 1 ACCCCA
DNA polymerase a/b frameshift hotspot 2 TGGNGT
Drosophila  Topoisomerase 2 consensus GTNWAYATTNATNNR

Heptamer recombination signal CACAGTG
Human hypervariable minisatellite sequence 1 GGAGGTGGGCAGGARG
Human hypervariable minisatellite sequence 2 AGAGGTGGGCAGGTGG

Human minisatellite core sequence GGGCAGGARG
Human replication origin consensus WAWTTDDWWWDHWGWHMAWTTDHWGWHMAWTT

Human minisatellite conserved sequence/X-like element GCWGGWGG
Ig heavy chain class switch repeat 1 GAGCT
Ig heavy chain class switch repeat 2 GGGCT
Ig heavy chain class switch repeat 3 GGGGT
Ig heavy chain class switch repeat 4 TGGGG
Ig heavy chain class switch repeat 5 TGAGC
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Continuación Tabla 7 

 

 

4. Estudio de las mutaciones de splicing 

 

4.1 Análisis in silico 

 

Para predecir la funcionalidad de las secuencias utilizadas como 5’ donadores o 

3’ aceptores, se utilizaron dos herramientas informáticas: el programa MaxEntScan 

(http://genes.mit.edu/burgelab/maxent/Xmaxentscan_scoreseq.html) desarrollado por 

Burge y colaboradores (Yeo and  Burge, 2004) y el programa Splice Site Prediction by 

Neural Network (SSPNN) desarrollado dentro del proyecto Berkeley Drosophila 

Genome Project (http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html) (Reese et al., 1997). 

MaxEntScan valora la funcionalidad de pequeñas secuencias (6 pb para el sitio 

5’donador y 23 pb para el 3’ aceptor) que contienen un único sitio de splicing. Se basa 

en el Principio de Máxima Entropía y engloba varios modelos probabilísticos de 

motivos de secuencia como MAXENT (Maximum entropy), MDD (multiple 

dependence decomposition), MM (first order Markov model) y WMM (weight matrix 

model). El programa SSPNN identifica todos los posibles sitios de splicing presentes en 

una secuencia. 

Para predecir la existencia de elementos ESE en la secuencia codificante de los 

exones se utilizaron dos programas: el ESEfinder 3.0 (http://rulai.cshl.edu/tools/ESE) 

que predice la presencia de elementos ESE basándose en los motivos de unión de varias 

proteínas SR (SF2/ASF, SC35, SRp40 y SRp55) que reconocen este tipo de elementos 

(Cartegni et al., 2003; Smith et al., 2006). El programa RESCUE-ESE 

(http://genes.mit.edu/burgelab/rescue-ese) identifica secuencias de hexámeros que se 

Nombre del motivo Secuencia
Motivo LTR-IS TGGAAATCCCC

Mariner transposon-like element GAAAATGAAGCTATTTACCCAGGA
Murine MHC deletion hotspot CAGRCAGR

Murine parvovirus recombination hotspot CTWTTY
Nonamer recombination signal ACAAAAACC

Pur-binding site GGNNGAGGGAGARRRR
Punto caliente de recombinación CCNCCNTNNCCNC

Retrotransposón TCATACACCACGCAGGGGTAGAGGACT
Translin-binding site 1 ATGCAG
Translin-binding site 2 GCCCWSSW

Vaccinia topoisomerase I consensus YCCTT
Vertebrate topoisomerase II consensus RNYNNCNNGYNGKTNYNY

XY32 homopurine-pyrimidine H-palindrome motif AAGGGAGAARGGGTATAGGGRAAGAGGGAA
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encuentran con mayor frecuencia en exones que en intrones y en exones con sitios de 

splicing débiles frente a exones con sitios de splicing funcionalmente óptimos 

(Fairbrother et al., 2002). 

 

4.2 Construcción de minigenes 

 

Para la construcción del minigen que contiene el exón 7, se utilizó el vector de 

expresión pSPL3 que incluye un marcador ampicilina resistente, un segmento SV40 

para la replicación y transcripción en células eucariotas, señales de splicing HIV-1 tat y 

un sitio de multiclonaje. El segmento tat contiene un intrón, un sitio 5’ donador, otro 3’ 

aceptor y exones flanqueantes (pSPL3 E1 y pSPL3 E2) (Figura 7A). 

La construcción del minigen se llevó a cabo siguiendo un protocolo previamente 

descrito (Botillo et al., 2007). Brevemente, se amplificaron por PCR el exón 7 del gen 

NF1 y las secuencias intrónicas flanqueantes (producto final de 680 pb) con los 

cebadores E7D (5’-cacacactcgagAACAGCTTGTTTGGGAAGGA-3’) y E7R (5’-

cacacaggatccGGCCCTAATTGCCACATTATT-3’) que contienen un extremo 5’-XhoI 

y 5’-BamHI, respectivamente (en la secuencia de los cebadores E7D y E7R se indican 

en minúscula los sitios de restricción). La PCR se realizó partiendo de 10 ng del BAC 

RP11-142O6 (GeneBank: AC079915) en un volumen final de 50 µl que contenía 1X 

Optimase reaction buffer, MgSO4 1,5 mM, 20 pmoles de cada cebador, dNTPs 200 µM 

y 1,25 U Optimase® Polymerase (Transgenomic). La PCR se llevó a cabo en 35 ciclos 

de 30 seg a 95ºC, 30 seg a 57ºC y 1 min a 72ºC precedidos de una desnaturalización de 

5 min a 95ºC y una extensión final de 10 min a 72ºC. Se digirieron el producto de PCR 

y 1 µg del plásmido pSPL3 con 1,5 U de las enzimas de restricción BamHI y XhoI 

(New England Biolabs). Antes de la ligación, los productos se purificaron utilizando el 

QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN). Para la reacción de ligación, se utilizó una 

proporción 1:5 de vector e inserto en un volumen final de 10 µl que contenía además 1X 

Ligation Buffer y 1 U de T4 DNA Ligase (Roche). La reacción se llevó a cabo durante 

16 h a 14ºC en un baño de agua. Se transformaron 2 µl de la ligación en 50 µl de células 

XL-1 Blue Competent Cells (Stratagene) siguiendo las instrucciones del fabricante y se 

plaquearon 200 µl de la transformación en placas de LB y ampicilina durante toda la 

noche. Se aislaron las colonias y se reestriaron en una nueva placa. Tras una incubación 

de 12 h en LB líquido con ampicilina, los plásmidos fueron extraídos utilizando el 
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QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN) y secuenciados para verificar la orientación y 

correcta secuencia del inserto. El constructo final E7-pSPL3 se muestra en la Figura 7B. 

  

 

 

 

 

 

 
Figura 7: Construcción del minigen E7-pSPL3. A: Esquema del vector de expresión pSPL3. AmpR: 

marcador ampicilina resistente. B: Detalle de la zona de inserción del exón 7 y los intrones flanqueantes 

(IVS6 e IVS7). Debajo se indica el tamaño del exón y de los intrones incluidos en el constructo. pSPL3-R: 

cebador utilizado para verificar que la secuencia introducida en el vector es correcta (ver más adelante). 

 

Para el estudio del splicing del exón 37 se utilizó el minigen E31-38wt, cortesía 

del Prof. F. E. Baralle. Este minigen contiene la secuencia de ADN comprendida entre 

los exones 31 y 38 en el vector de expresión pcDNA3.1 (Baralle et al., 2006). 

 

4.3 Mutagénesis dirigida 

 

Utilizando el minigen E7-pSPL3 como molde se generaron por mutagénesis 

dirigida los diferentes cambios de interés. Se utilizó el programa QuickChange Primer 

Design (Agilent Technologies) para el diseño de cebadores. Se utilizaron 25 ng del 

minigen silvestre en una reacción a un volumen final de 50 µl que contenía 1X tampón 

de reacción, dNTPs 200 µM, 10 pmol de cada cebador y 2,5 U Pfu Turbo DNA 

Polymerase (Stratagene). Todas las reacciones de mutagénesis se llevaron a cabo en 18 

ciclos de 30 seg a 95ºC, 1 min a 55ºC y 5 min a 68ºC precedidos por una 

desnaturalización de 30 seg a 95ºC y una extensión final de 10 min a 68ºC. Se digirieron 

los productos con 20 U de DpnI (Fermentas) durante 2 h a 37ºC y posteriormente se 

inactivó la enzima a 80ºC durante 20 min. Se transformaron 2 µl del producto de la 

mutagénesis en 50 µl de células XL-1 Blue Competent Cells (Stratagene). Se verificó 

por secuenciación directa la introducción de los diferentes cambios en el minigen 

silvestre utilizando el cebador pSPL3-R (5’-GCCCAAACATTATGTACCTCTGT-3’) 

pSPL3 E1

pSPL3 E2

AmpR

XhoI
BamHI

sitio de 
multiclonaje

pSPL3
6020 pb

pSPL3 E1

pSPL3 E2

AmpR

XhoI
BamHI

sitio de 
multiclonaje

pSPL3
6020 pb

A B 

E7pSPL3 E1 pSPL3 E2
IVS6 IVS7

BamHIXho I
174 pb

248 pb258 pb

pSPL3-R

E7pSPL3 E1 pSPL3 E2
IVS6 IVS7

BamHIXho I
174 pb

248 pb258 pb

pSPL3-R
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(Figura 7B). Las secuencias de todos los cebadores utilizados para la mutagénesis están 

descritas en la Tabla 8. 
 

Tabla 8: Secuencia de los cebadores utilizados en los experimentos de mutagénesis dirigida en el 

minigen E7-pSPL3. 

Mutación Secuencia
D 5'-AGTTATTTCTGGACAGTCCACGAAAAGCTCTTGCTGG-3'
R 5'-CCAGCAAGAGCTTTTCGTGGACTGTCCAGAAATAACT-3'
D 5'-CTGTAGAAGTTATTTCTGGACAGTCTCCGAAAAGCTCTTGC-3'
R 5'-GCAAGAGCTTTTCGGAGACTGTCCAGAAATAACTTCTACAG-3'
D 5'-CTGTAGAAGTTATTTCTGGACAGTCTTCGAAAAGCTCTTGC-3'
R 5'-GCAAGAGCTTTTCGAAGACTGTCCAGAAATAACTTCTACAG-3'
D 5'-CTGTAGAAGTTATTTCTGGACAGTCTGCGAAAAGCTCTTGC-3'
R 5'-GCAAGAGCTTTTCGCAGACTGTCCAGAAATAACTTCTACAG-3'
D 5'-TTATTTCTGGACAGTCTATGAAAAGCTCTTGCTGGCC-3'
R 5'-GGCCAGCAAGAGCTTTTCATAGACTGTCCAGAAATAA-3'
D 5'-TTATTTCTGGACAGTCTAAGAAAAGCTCTTGCTGGCC-3'
R 5'-GGCCAGCAAGAGCTTTTCTTAGACTGTCCAGAAATAA-3'
D 5'-TATTTCTGGACAGTCTAGGAAAAGCTCTTGCTGGC-3'
R 5'-GCCAGCAAGAGCTTTTCCTAGACTGTCCAGAAATA-3'
D 5'-ATTTCTGGACAGTCTACCAAAAGCTCTTGCTGGCC-3'
R 5'-GGCCAGCAAGAGCTTTTGGTAGACTGTCCAGAAAT-3'
D 5'-ATTTCTGGACAGTCTACTAAAAGCTCTTGCTGGCC-3'
R 5'-GGCCAGCAAGAGCTTTTAGTAGACTGTCCAGAAAT-3'
D 5'-ATTTCTGGACAGTCTACAAAAAGCTCTTGCTGGCC-3'
R 5'-GGCCAGCAAGAGCTTTTTGTAGACTGTCCAGAAAT-3'
D 5'-TTCTGGACAGTCTACGCAAAGCTCTTGCTGGCC-3'
R 5'-GGCCAGCAAGAGCTTTGCGTAGACTGTCCAGAA-3'
D 5'-GGCCATGGAGGAAGAAGGCAGCTGACAGA-3'
R 5'-TCTGTCAGCTGCCTTCTTCCTCCATGGCC-3'
D 5'-TGCTGGCCATGGAGGAAGTTGGCAGCTGAC-3'
R 5'-GTCAGCTGCCAACTTCCTCCATGGCCAGCA-3'
D 5'-CTGGCCATGGAGGAAGTATGCAGCTGACAG-3'
R 5'-CTGTCAGCTGCATACTTCCTCCATGGCCAG-3'
D 5'-GCCATGGAGGAAGTAGCCAGCTGACAGAAAGTG-3'
R 5'-CACTTTCTGTCAGCTGGCTACTTCCTCCATGGC-3'
D 5'-CCATGGAGGAAGTAGGTAGCTGACAGAAAGTGC-3'
R 5'-GCACTTTCTGTCAGCTACCTACTTCCTCCATGG-3'
D 5'-CCATGGAGGAAGTAGGAAGCTGACAGAAAGTGC-3'
R 5'-GCACTTTCTGTCAGCTTCCTACTTCCTCCATGG-3'
D 5'-CCATGGAGGAAGTAGGGAGCTGACAGAAAGTGC-3'
R 5'-GCACTTTCTGTCAGCTCCCTACTTCCTCCATGG-3'
D 5'-CATGGAGGAAGTAGGCCGCTGACAGAAAGTGCT-3'   
R 5'-AGCACTTTCTGTCAGCGGCCTACTTCCTCCATG-3'  
D 5'-CATGGAGGAAGTAGGCGGCTGACAGAAAGTGCT-3'
R 5'-AGCACTTTCTGTCAGCCGCCTACTTCCTCCATG-3'  
D 5'-CATGGAGGAAGTAGGCTGCTGACAGAAAGTGCT-3'  
R 5'-AGCACTTTCTGTCAGCAGCCTACTTCCTCCATG-3'
D 5'-CATGGAGGAAGTAGGCAACTGACAGAAAGTGCTGC-3'
R 5'-GCAGCACTTTCTGTCAGTTGCCTACTTCCTCCATG-3'
D 5'-ATGGAGGAAGTAGGCACCTGACAGAAAGTGCTG-3'
R 5'-CAGCACTTTCTGTCAGGTGCCTACTTCCTCCAT-3'
D 5'-CATGGAGGAAGTAGGCATCTGACAGAAAGTGCTGC-3'
R 5'-GCAGCACTTTCTGTCAGATGCCTACTTCCTCCATG-3'
D 5'-TGGAGGAAGTAGGCAGATGACAGAAAGTGCTGC-3'
R 5'-GCAGCACTTTCTGTCATCTGCCTACTTCCTCCA-3'

M908T>C

M909A>C

M910C>T

M910C>A

M909A>T

M909A>G

M941G>T

M942G>C

M943C>T

M910C>G

M911G>C

M911G>T

M912A>C

M911G>A

M939T>A

M940A>T

M943C>A

M943C>G

M944A>C

M944A>G

M944A>T

M945G>A

M945G>C

M945G>T

M946C>A
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Continuación Tabla 8. 

 

 

Siguiendo este mismo protocolo se generaron varias mutaciones en el minigen 

E31-38wt (Tabla 9). 

Mutación Secuencia
D 5'-GGAGGAAGTAGGCAGGTGACAGAAAGTGCTG-3'
R 5'-CAGCACTTTCTGTCACCTGCCTACTTCCTCC-3'
D 5'-TGGAGGAAGTAGGCAGTTGACAGAAAGTGCTGC-3'
R 5'-GCAGCACTTTCTGTCAACTGCCTACTTCCTCCA-3'
D 5'-GAGGAAGTAGGCAGCCGACAGAAAGTGCTGC-3'
R 5'-GCAGCACTTTCTGTCGGCTGCCTACTTCCTC-3'
D 5'-GGAGGAAGTAGGCAGCTTACAGAAAGTGCTGCA-3'
R 5'-TGCAGCACTTTCTGTAAGCTGCCTACTTCCTCC-3'
D 5'-GAGGAAGTAGGCAGCTGCCAGAAAGTGCTGCAATT-3'
R 5'-AATTGCAGCACTTTCTGGCAGCTGCCTACTTCCTC-3'
D 5'-GGAGGAAGTAGGCAGCTGATAGAAAGTGCTGCAAT-3'
R 5'-ATTGCAGCACTTTCTATCAGCTGCCTACTTCCTCC-3'
D 5'-AAACTGTGTAAAGCAAGTACTTACATCAACTGGGAAGATAACTCTG-3'
R 5'-CAGAGTTATCTTCCCAGTTGATGTAAGTACTTGCTTTACACAGTTT-3'
D 5'-AAACTGTGTAAAGCAAGTACTTACATCAAATGGGAAGATAACTCTG-3'
R 5'-CAGAGTTATCTTCCCATTTGATGTAAGTACTTGCTTTACACAGTTT-3'
D 5'-AAACTGTGTAAAGCAAGTACTTACATCAAGTGGGAAGATAACTCTG-3'
R 5'-CAGAGTTATCTTCCCACTTGATGTAAGTACTTGCTTTACACAGTTT-3'
D 5'-ACTGTGTAAAGCAAGTACTTACATCAATCGGGAAGATAACTCTG-3'
R 5'-CAGAGTTATCTTCCCGATTGATGTAAGTACTTGCTTTACACAGT-3'
D 5'-ACTGTGTAAAGCAAGTACTTACATCAATAGGGAAGATAACTCTG-3'
R 5'-CAGAGTTATCTTCCCTATTGATGTAAGTACTTGCTTTACACAGT-3'
D 5'-ACTGTGTAAAGCAAGTACTTACATCAATGGGGAAGATAACTCTG-3'
R 5'-CAGAGTTATCTTCCCCATTGATGTAAGTACTTGCTTTACACAGT-3'
D 5'-AAACTGTGTAAAGCAAGTACTTACATCAATTAGGAAGATAACTCTGTC-3'
R 5'-GACAGAGTTATCTTCCTAATTGATGTAAGTACTTGCTTTACACAGTTT-3'
D 5'-AAACTGTGTAAAGCAAGTACTTACATCAATTTGGAAGATAACTCTGTC-3'
R 5'-GACAGAGTTATCTTCCAAATTGATGTAAGTACTTGCTTTACACAGTTT-3'
D 5'-ACTGTGTAAAGCAAGTACTTACATCAATTCGGAAGATAACTCTGT-3'
R 5'-ACAGAGTTATCTTCCGAATTGATGTAAGTACTTGCTTTACACAGT-3'
D 5'-ATAACTCTGTCATTTTCCTACTTGTTTAGTCCATGGTGGTTG-3'
R 5'-CAACCACCATGGACTAAACAAGTAGGAAAATGACAGAGTTAT-3'
D 5'-ATAACTCTGTCATTTTCCTACTTGTTAAGTCCATGGTGGTTG-3'
R 5'-CAACCACCATGGACTTAACAAGTAGGAAAATGACAGAGTTAT-3'
D 5'-ATAACTCTGTCATTTTCCTACTTGTTGAGTCCATGGTGGTTG-3'
R 5'-ACCACCATGGACTCAACAAGTAGGAAAATGACAGAG-3'
D 5'-CTTCATATATTATCTTATCGCTATATTTGTTTTCTGTAGAAGTTATTTCTGGACAGTCTA-3'
R 5'-TAGACTGTCCAGAAATAACTTCTACAGAAAACAAATATAGCGATAAGATAATATATGAAG-3'
D 5'-CATCAATTGGGAAGATAACTCTTGTCATTTTCCTACTTGTTCAGT-3'
R 5'-ACTGAACAAGTAGGAAAATGACAAGAGTTATCTTCCCAATTGATG-3'

M947T>C

M948G>T

M949A>C

M946C>G

M946C>T

M950C>T

M1005T>C

M1005T>A

M1005T>G

M1006T>C

M1006T>A

M1006T>G

M1007G>A

M1039C>G

M3'ss aa>tt

M1020dupT

M1007G>T

M1007G>C

M1039C>T

M1039C>A
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Tabla 9: Secuencia de los cebadores utilizados en los experimentos de mutagénesis dirigida en el 

minigen E31-38wt. 

 

 

4.4 Transfección en células HeLa, extracción de ARN y análisis de transcritos 

 

 Se transfectaron distintas cantidades de los minigenes (25-500 ng) en 2,5 x 106 

de células HeLa utilizando el reactivo Lipofectamine 2000 (Invitrogen) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Tras incubar las placas durante 24h a 37ºC, se lavaron las 

células dos veces con PBS 1X y se extrajo el ARN con TRIzol (Invitrogen) siguiendo 

las instrucciones del fabricante. Se trató 1 µg de ARN total con DNAse I (Invitrogen) 

para eliminar los restos de ADN que hubieran quedado como contaminantes durante la 

extracción y se sintetizó la cadena complementaria de ADN (ver el apartado 1.3). 

 Para los ensayos de sobreexpresión se utilizaron plásmidos de expresión que 

contenían la secuencia de diferentes proteínas SR (SRp20, SRp30, SRp40, SRp55, 

SRp75, SC35 y SF2). Estos plásmidos fueron cortesía del Prof. F. E. Baralle. En estos 

experimentos se cotransfectaron 250 ng de los minigenes E7-pSPL3 silvestres y 

mutantes con cantidades variables de los plásmidos (0,25-1 µg) que contenían las 

proteínas SR, igualando con vector vacío la concentración final de ADN transfectada.  

 Para analizar la proporción de transcritos derivados del minigen que incluían o 

eliminaban el exón 7 se amplificó por PCR el minigen procesado utilizando los 

cebadores SD (5’-TCTGAGTCACCTGGACAACC-3’) y SA (5’-

Mutación Secuencia
D 5'-CTTAAAAGGACCTGACACTTAGAACAGTCAAGTTCTGATAGA-3'
R 5'-TCTATCAGAACTTGACTGTTCTAAGTGTCAGGTCCTTTTAAG-3'
D 5'-GCTTAAAAGGACCTGACACTTAAAACAGTCAAGTTCTGATAGAA-3'
R 5'-TTCTATCAGAACTTGACTGTTTTAAGTGTCAGGTCCTTTTAAGC-3'
D 5'-GACCTGACACTTACAACAGGCAAGTTCTGATAGAAGCTA-3'
R 5'-TAGCTTCTATCAGAACTTGCCTGTTGTAAGTGTCAGGTC-3'
D 5'-GACCTGACACTTACAACAGTTAAGTTCTGATAGAAGCTACA-3'
R 5'-TGTAGCTTCTATCAGAACTTAACTGTTGTAAGTGTCAGGTC-3'
D 5'-GGACCTGACACTTAAAACAGTTAAGTTCTGATAGAAGCTACAG-3'
R 5'-CTGTAGCTTCTATCAGAACTTAACTGTTTTAAGTGTCAGGTCC-3'
D 5'-CCTGACACTTACAACAGTCCAGTTCTGATAGAAGCTACA-3'
R 5'-TGTAGCTTCTATCAGAACTGGACTGTTGTAAGTGTCAGG-3'
D 5'-CTGACACTTACAACAGTCAGGTTCTGATAGAAGCTACAG-3'
R 5'-CTGTAGCTTCTATCAGAACCTGACTGTTGTAAGTGTCAG-3'
D 5'-GGACCTGACACTTACAACAGTCAATTTCTGATAGAAGCTAC-3'
R 5'-GTAGCTTCTATCAGAAATTGACTGTTGTAAGTGTCAGGTCC-3'

* Para esta mutagénesis se utilizó el minigen E31-38 M6792C>A

M6802G>T

M6800A>C

M6801A>G

M6792/6799*

M6792C>G

M6792C>A

M6798T>G

M6799C>T
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ATCTCAGTGGTATTTGTGAGC-3’) (Figura 8). El cebador SD estaba marcado en 6-

carboxifluoresceína (6-FAM). Para la reacción de PCR se utilizó 1 µl del ADNc en un 

volumen final de 15 µl que contenía 1X tampón de reacción, MgCl2 1,5 mM, 10 pmoles 

de cada cebador, dNTPs 200 μM y 1U Fast Start DNA Polymerase (Roche). Para 

mantener las condiciones semicuantitativas, la PCR se llevó a cabo en 28 ciclos de 30 

seg a 95ºC, 30 seg a 58ºC y 45 seg a 72ºC precedidos por una desnaturalización de 8 

min a 95ºC y una extensión final de 10 min a 72ºC. Los productos de PCR se separaron 

por electroforesis capilar en el ABI3100 (Applied Biosystems) y se cuantificó la 

proporción de transcritos que incluían (FL) o eliminaban (SK) el exón 7 midiendo las 

RPAs. Para calcular el porcentaje de transcritos que incluían el exón 7 (FL) se aplicó la 

siguiente fórmula: (FL/(FL+SK)) x 100. Todos los experimentos se realizaron (al menos) 

por triplicado. 

 
Figura 8: Estrategia de cuantificación de los transcritos derivados el minigen E7-pSPL3. El cebador 

directo (SD) está marcado en 6-carboxifluoresceína (6-FAM). SA: cebador reverso; FL: transcritos que 

incluyen el exón 7; SK: transcritos que eliminan el exón. 

 

Siguiendo esta misma estrategia, se cuantificó la proporción de transcritos full-

length, con skipping del exón 37 y con skipping de los exones 36 y 37, derivados del 

minigen E31-38wt, utilizando los cebadores SD_E37 (5’-

GGAGGCATGCATGAGAGATA-3’), que está localizado en la unión entre los exones 

34 y 35 y SA_E37 (5’-CTGATCAGCGAGCTCTAGCA-3’), en el plásmido. También 

se llevaron a cabo ensayos de sobreexpresión de las proteínas SR descritas 

anteriormente. 

 

4.5 Preparación de sondas de ARN y pull-down de proteínas nucleares 

 

 Se diseñaron cebadores complementarios entre sí para sintetizar sondas de 

ARN de 20-28 pb que contuvieran las diferentes mutaciones de interés en los exones 7 y 

37 (Tabla 10). El cebador directo contiene en su extremo 5’ una secuencia diana para la 

T7 ARN polimerasa (5’-TACGTAATACGACTCACTATAGG-3’) para la 

E7E1 E2

SD SA

FL (437 pb) E2E1SK (263 pb)

SD SA

E7E1 E2

SD SA

FL (437 pb) E2E1SK (263 pb)

SD SA
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transcripción in vitro. Se realizó una amplificación por PCR en 5 tubos a un volumen 

final de 100 µl que contenía 1X tampón de reacción, MgCl2 1,5 mM, 10 pmoles de cada 

cebador, dNTPs 200 μM y 1U Fast Start DNA Polymerase (Roche). La reacción de 

PCR se llevó a cabo en 35 ciclos de 30 seg a 94ºC, 30 seg a 48ºC y 1 min a 72ºC, 

precedido por una desnaturalización de 2 min a 94ºC y una extensión final de 7 min a 

72ºC. Se purificó el producto de PCR mediante precipitación con etanol y 

posteriormente se utilizaron ~2 μg para la reacción de transcripción in vitro que 

contenía 1X tampón de reacción, DTT 10 mM, NTPs 15 mM y 2,5 U T7 RNA 

Polymerase (Stratagene) en un volumen final de 20 μl (cada reacción de realizó por 

triplicado). Se incubó la mezcla durante 2 h a 37ºC y posteriormente se añadieron 2 U 

de DNAse I (Invitrogen) (en un volumen final de 60 μl) durante 30 min a 37ºC. Se 

purificó el ARN mediante una precipitación con fenol/cloroformo y se resuspendió en 

un volumen final de 30-50 μl de agua. Con este procedimiento se obtuvo alrededor de 1 

μg/ μl de ARN.  

 El ARN se incubó con sodio m-peryodato 5 mM (Sigma) diluido en acetato 

sódico 0.1 M pH 5, en un volumen final de 400 μl, durante 1 h en un rotor vertical en 

oscuridad. Por otro lado, se prepararon 100 μl de microesferas de agarosa (Adipic acid 

dihydrazide-agarose beads, Sigma) que se lavaron 3 veces con 10 ml de acetato sódico 

0.1 M pH 5. Se resuspendieron las microesferas en 400 μl de acetato sódico 0,1 M pH 5 

y se mezclaron con los 400 μl de ARN previamente tratado con peryodato. También se 

puso un control negativo sin sonda de ARN. Se incubó durante 12 h en un rotor vertical 

en oscuridad a 4ºC. Las microesferas unidas a ARN se separaron por centrifugación y se 

lavaron 2 veces con 1 ml de NaCl 2M y 3 veces con 1 ml de solución D que contenía: 

HEPES 20 mM pH 7.5, KCl 100 mM, EDTA 0,2 mM, DTT 0,5 mM y glicerol 6%. Tras 

los lavados, las microesferas se incubaron durante 30 min en un rotor en oscuridad con 

0.6 mg de extracto nuclear de células HeLa en una mezcla que además contenía, 40 μl 

KCl 1M, 40 μl de la solución D10X (HEPES 200 mM pH 7.5, EDTA 2 mM, DTT 5 

mM y glicerol 60%.) y 1,5 mg/ml de heparina. Posteriormente se lavó la mezcla 6 veces 

con 1 ml de solución D para eliminar todos los restos de proteínas que no se hubieran 

unido al ARN. Tras la última centrifugación, se incubaron las muestras durante 5 min a 

90ºC con un tampón de carga para eluir las proteínas que posteriormente se separaron 

en un gel de SDS-PAGE al 10%. 
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4.6 Western-Blot 

 

 Las muestras separadas en el gel de SDS-PAGE se transfirieron a una 

membrana de nitrocelulosa (Amersham Hybond-C Extra Nitrocellulose, GE Healthcare) 

durante 90 min a 200 mA. Posteriormente se bloqueó la membrana durante 1 h con 

leche al 5% o con Western Blocking Reagent  (Roche) al 1% (dependiendo del 

anticuerpo primario que posteriormente se fuera a utilizar). Se incubó la membrana 

durante 3 h con una dilución 1:1000 del anticuerpo primario y tras realizar 3 lavados de 

10 min con PBS o TBS/Tween al 0,1%, se incubó nuevamente la membrana con una 

dilución 1:2000 del anticuerpo secundario durante 1 h. Los anticuerpos primarios 

utilizados se resumen en la Tabla 11. Para el revelado se utilizó la solución Pierce ECL 

Western Blotting Substrate (Thermo Scientific) siguiendo las instrucciones del 

fabricante.  

 
Tabla 11: Listado de los anticuerpos primarios utilizados en los experimentos de Western Blot. 

 

 

4.7 Ensayo de retardo en la movilidad electroforética (EMSA) 

 

 Para el experimento de EMSA se utilizaron las sondas S1007G, S1007A, 

S1007T y S1007C, descritas en la Tabla 10. Para sintetizar las sondas de ARN se siguió 

el mismo protocolo descrito en el apartado 4.5, utilizando en este caso 2µl de (P32)-UTP. 

Se purificó la sonda utilizando columnas Nick Column (GE Healthcare) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. La sonda radiactiva eluida se purificó con etanol y se 

resuspendió en agua. La reacción de EMSA se llevó a cabo en tampón de unión 

(HEPES  5,2 mM pH 7,5, MgCl2 1 mM, acetato de magnesio 0,8 mM, DTT 0,52 mM, 

glicerol 10%, ATP 0,75 mM, GTP 1 mM) con 2 µg de proteína hnRNPA1 y 1 µl de 

Anticuerpo 1º Origen Fuente Comentarios
1H4 ratón Invitrogen (33-9400) Anticuerpo anti todas las proteínas SR
SRp40 ratón Abcam (ab67175) Policlonal
SF2 ratón Invitrogen (32-4500)
SC35 conejo Abcam (ab116103) Policlonal
Tra2-ß conejo Prof. F.E. Baralle
hnRNPA1 ratón Prof. F.E. Baralle
hnRNPA2 ratón Prof. F.E. Baralle
hnRNPH conejo Prof. F.E. Baralle
DAZAP-1 conejo Prof. F.E. Baralle
PTB-C conejo Prof. F.E. Baralle
TDP-43 conejo Prof. F.E. Baralle
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cada sonda radiactiva en un volumen final de 20 µl. Para cada sonda se añadió un 

control que no contenía proteína como control negativo. Se incubó la reacción a 

temperatura ambiente durante 30 min y se añadieron 2 µl de tampón de carga (HEPES 

200 mM pH 7,5, EDTA 2 mM, DTT 5 mM y glicerol 60%). Las muestras se separaron 

en un gel de acrilamida al 6% durante 2 h a 120 V a 4ºC. El gel se secó a 80ºC durante 1 

h en vacío antes de la autorradiografía. Se determinó la unión de hnRNPA1 a las sondas 

por la aparición de una banda de retraso en el gel.  

 

4.8 Análisis cuantitativo de la doble mutación c.[6792C>A;c.6799C>T] 

 

 Primero, realizamos un análisis semicuantitativo de los transcritos que 

portaban el skipping del exón 37 en muestras con la doble mutación, con el cambio 

puntual c.6792C>G o con el cambio c.6792C>A. Para ello, se amplificó en condiciones 

cuantitativas el ADNc desde el exón 36 al 38 utilizando los cebadores NF1E36F 

marcado con FAM (5’-FAM- ATAATCCATCCCTGCAACCA-3’) y NF1E38R 5’-

AAGAAGTGCGGTACCTGCTG-3’). Los productos de PCR se separaron por 

electroforesis en un aparato ABI3100 (Applied Biosystems)  y se cuantificaron 

midiendo las RPAs utilizando el GeneScan Analysis software (Applied Biosystems) 

correspondientes a los alelos full-length (FL) y alelos con skipping del exón 37 (ΔE37). 

La proporción relativa de transcritos con skipping se calculó de la siguiente manera: 

(ΔE37/FL+ΔE37) x 100. Todos los experimentos se repitieron al menos tres veces. Para 

el análisis estadístico se realizó una prueba t de student. 

 Por otro lado, calculamos la proporción relativa de transcritos FL silvestres o 

mutantes mediante un análisis de SNaPshot (ABI Prism SnaPshotTM Multiplex Kit, 

Applied Biosystems) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se amplificó el ADNc 

en condiciones cuantitativas utilizando los cebadores NF1E36F (sin marcar) y NFE37R 

(5’-TGGCTGTAATTTGGTTAGTGC-3’), favoreciendo de este modo la amplificación 

del alelo FL. Se amplificó el ADNg de los mismos individuos con los cebadores 5’-

CATTCCGAGATTCAGTTTAGGAG-3’ en el intrón 36 y 5’-

AAGTAACATTCAACACTGATACCC-3’ en el intrón 37. Para el SNaPshot se 

utilizaron dos cebadores, P6792 (5’-ACTGTAGCTTCTATCAGAACTT-3’) y P6799 

(5’-TACTGTAGCTTCTATCAGAAC-3’) y se cuantificaron los productos de la 

extensión de cebadores midiendo las RPAs correspondientes a los transcritos FL 

silvestres y mutantes. La proporción relativa de transcritos FL a nivel de ADNc se 
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normalizó utilizando los resultados correspondientes al ADNg para cada muestra. Todos 

los experimentos se repitieron al menos tres veces. Para el análisis estadístico se realizó 

una prueba t de student. 
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1. Análisis mutacional 

 

Hemos desarrollado un protocolo para el diagnóstico genético de la 

Neurofibromatosis tipo 1. Este protocolo, que presenta una especificidad del 100% y 

una tasa de detección de mutaciones del 95%, fue validado en una cohorte de 56 

pacientes (Valero et al., 2011) y se utiliza como rutina diagnóstica en nuestro 

laboratorio.  

El análisis mutacional del gen NF1 está basado en el estudio del ADNg y del 

ADNc obtenido mediante retrotranscripción del ARNm. La detección de las CNV 

(variaciones en el número de copias) en el ADNg se efectúa mediante la técnica 

cuantitativa de MLPA utilizando tres “salsas” específicas para  el análisis del locus NF1. 

La búsqueda de mutaciones puntuales en la secuencia codificante del gen (ADNc) se 

realiza mediante la técnica de DHPLC (Denaturing High-Performance Liquid 

Chromatography). Aquellas muestras que presentan un cromatograma alterado, son 

analizadas por secuenciación y posteriormente la mutación es confirmada a nivel de 

ADNg. Este tipo de análisis, basado en el estudio del ADNc tiene un beneficio claro: 

permite conocer la naturaleza de los cambios puntuales que producen alteraciones en el 

patrón de splicing del ARNm. Dicha información no se consigue cuando se analiza 

ADNg.  

Hasta la fecha hemos identificado 245 mutaciones patogénicas en 327 pacientes 

independientes, de los cuales 216 son cosos esporádicos (66%), 89 familiares (27%) y 

22 casos (7%) de estatus desconocido.  

En total, el espectro de mutaciones comprende 24 microdeleciones (7,3%), 17 

deleciones o duplicaciones de uno o varios exones (5,2%), 80 mutaciones nonsense 

(24,5%), 97 pequeñas deleciones o inserciones (29,7%) –de las cuales 94 producen un 

codón de parada prematuro y tres son deleciones en fase-, 28 mutaciones missense 

(8,5%) y 81 mutaciones de splicing (24,8%).  

Las mutaciones en NF1 están distribuidas a lo largo de todo el gen y no existen 

puntos calientes de mutación. Únicamente identificamos 28 alteraciones que aparecen 

en más de un paciente (Tabla 12). Entre éstas se encuentra la mutación 

c.2970_2972delAAT (en el exón 17) identificada en dos individuos independientes. En 

ambos casos observamos la misma correlación genotipo-fenotipo descrita previamente 

en otros pacientes que portan esta misma mutación (Upadhyaya et al., 2007). La 
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mutación más prevalente en nuestra cohorte es la c.1466A>G, identificada en 8 

pacientes, que no presentan un fenotipo particular. 
 

Tabla 12: Listado de las 28 mutaciones recurrentes identificadas en nuestra cohorte. En la última 

columna se indica el número de casos independientes en los que se ha identificado cada mutación. 

 

 

En el caso de los cambios missense, es necesario establecer su naturaleza 

patogénica. Para ello realizamos un análisis de segregación de la mutación y la 

enfermedad en los casos familiares y en los esporádicos se confirmó la ausencia de la 

mutación en los progenitores del probando. En dos casos, se recurrió a un análisis in 

silico de las mutaciones mediante los programas de predicción Polyphen-2 y SIFT. 

Estas aproximaciones, nos permitieron confirmar la naturaleza patogénica de los 28 

cambios missense identificados en nuestra cohorte de pacientes. 

Por último, cabe destacar la elevada proporción de mutaciones puntuales que 

alteran el splicing (24,8%) caracterizadas en nuestro grupo. Analizaremos en detalle 

estas mutaciones en el apartado 4. 

 

Mutación en ADNg Mutación en ARNm Efecto en proteína  Nº de casos
1 c.204+1G>A r.100_204del p.Val34_Met68del 4
2 c.233delA r.233delu p.Asn78Ilefs*7 2
3 c.910C>T r.[889_1062del;910c>u] p.[Lys297_Lys354del,Arg304*] 3
4 c.1019_1020delCT r.1019_1020delcu p.Ser340Valfs*12 2
5 c.1260+1604A>G r.1260_1261ins1260+1605_1261-324 p.Ser421Leufs*4 2
6 c.1318C>T r.1318c>u p.Arg440* 5
7 c.1466A>G r.[1466a>g;1466_1527del] p.[Tyr489Cys;Tyr489*] 8
8 c.1541_1542delAG r.1541_1542delag p.Gln514Argfs*43 4
9 c.1721+3A>G r.1642_1721del p.Ala548Leufs*13 2

10 c.1756_1759delACTA r.1756_1759delacua p.Thr586Valfs*18 4
11 c.2033_2034insC r.2033_2034insc p.Ile679Aspfs*21 5
12 c.2041C>T r.2041c>u p.Arg681* 2
13 c.2446C>T r.2446c>u p.Arg816* 4
14 c.2540T>C r.2540u>c p.Leu847Pro 2
15 c.2674delA r.2674dela p.Ser892Alafs*10 2
16 c.2970_2972delAAT r.2970_2972delaau p.Met992del 2
17 c.3826C>T r.3826c>u p.Arg1276* 5
18 c.4084C>T r.4084c>u p.Arg1362* 2
19 c.4306A>C r.4306a>c p.Lys1436Gln 2
20 c.4306A>G r.4306a>g p.Lys1436Glu 2
21 c.4495C>T r.4495c>u p.Gln1499* 2
22 c.4537C>T r.4537c>u p.Arg1513* 7
23 c.5242C>T r.5242c>u p.Arg1748* 3
24 c.5839C>T r.5839c>u p.Arg1947* 2
25 c.5944-5A>G r.5943_5944ins5944-4_5944-1 p.Ile1982Leufs*7 2
26 c.6791dupA r.6757_6858del p.Ala2253_Lys2286del 2
27 c.6792C>A r.6757_6858del p.[Tyr2264*,Ala2253_Lys2286del] 4
28 c.7486C>T r.7486c>u p.Arg2496* 3
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2. Estudio de microdeleciones 

 

2.1 Caracterización de las  microdeleciones NF1 

 

Mediante análisis de MLPA, utilizando la SALSA P122 C1, identificamos 24 

grandes deleciones en la región NF1: 18 deleciones tipo 1 (18/24; 75%), tres deleciones 

tipo 2 (3/24; 12,5%) y tres deleciones atípicas (3/24; 12,5%) (Figura 9). Hay que 

destacar que únicamente uno de los tres pacientes con deleción tipo 2 (NF464) mostraba 

mosaicismo en sangre, según los resultados del análisis MLPA.  

Con el objeto de definir con mayor precisión los puntos de rotura de las 

microdeleciones realizamos un array-CGH en varios casos (Figura 10). En las 

deleciones tipo 1, la distribución de las sondas de MLPA no permite caracterizar con 

precisión si las roturas ocurren dentro de las secuencias parálogas NF1-REPa y NF1-

REPc o en regiones cercanas. Mediante un array-CGH confirmamos que los puntos de 

rotura de las 5 deleciones tipo 1 analizadas se localizan en dichas secuencias parálogas 

(Figura 10A). Se analizaron también dos de las deleciones tipo 2 y en ambos casos se 

confirmó que la recombinación ocurría entre SUZ12P y SUZ12. Al igual que en el 

MLPA, el array confirmó que el paciente NF464 es mosaico para la deleción, en sangre 

(Figura 10B).  

Por otro lado, mediante MLPA identificamos tres deleciones atípicas (Figura 9). 

Dos casos (NF034 y NF343) fueron analizados mediante un array-CGH para acotar la 

extensión de dichas deleciones. Los resultados de dicho análisis mostraron que el 

paciente NF034 presenta una deleción de 0,6 Mb que elimina 9 genes de la región, 

desde el intrón 1 del gen ATAD5 hasta el intrón 3 del gen RAB11FIP4. El paciente 

NF343 porta una deleción de 6,5 Mb comprendida entre los genes SSH2 y CCL18 que 

elimina más de 65 genes (Figura 10C). La deleción del caso  NF599, según el análisis 

MLPA, se extiende desde el gen  CPD hasta MYO1D, ambos incluidos (Figura 9). El 

punto de rotura centromérico se localiza entre los genes BLMH y CPD.  Su extremo 

telomérico no se determinó ya que la deleción elimina las dos sondas del gen MYO1D 

que ocupan la posición  más telomérica del panel del MLPA P122 C1. Por lo tanto, la 

deleción tiene un tamaño mayor de 2,4 Mb y elimina al menos 18 genes. Ninguna de 

estas deleciones atípicas ha sido previamente descrita, lo que confirma la baja 

recurrencia de este tipo de mutaciones. 
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Figura 10: Array-CGH. Las flechas en la parte superior de los diagramas, indican la posición de las 

sondas de MLPA (SALSA P122 C1). Los recuadros en rojo, verde y naranja, indican la localización de 

las secuencias parálogas NF1-REPa, NF1-REPb y NF1-REPc, respectivamente. A: Ejemplo de deleción 

tipo 1 (NF239). B: Deleciones tipo 2 (NF303 y NF464). La línea azul oscuro representa la deleción en el 

paciente NF464 que es mosaico en sangre. C: Deleciones atípicas. El panel superior representa la 

deleción del paciente NF034 que se expande desde ATAD5 hasta RAB11FIP4 (0,6 Mb). El panel inferior 

muestra la deleción de 6,5 Mb del paciente NF343. La línea azul en la parte inferior de ambos diagramas 

indica la extensión de una deleción tipo 1.  

 A 

Hs_hg18_CNV_200903 

C 

Hs_hg18_CNV_200903 

Hs_hg18_CNV_200903 

B 

Hs_hg18_CNV_200903 
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2.2  Origen parental del cromosoma en el que se produce la deleción 

 

Completamos la caracterización de las microdeleciones determinando el origen, 

paterno o materno, del cromosoma que porta  la microdeleción. Mediante el análisis de 

17 marcadores microsatélite de la región cromosómica 17q11.2 en el grupo familiar de 

los pacientes con microdeleción, pudimos determinar el origen parental de la deleción 

en 15 casos (Figura 11). Encontramos que  las deleciones tipo 1 se producen 

mayoritariamente en el cromosoma materno (9/10), mientras que dos de las tres 

deleciones tipo 2 son de origen paterno. En el grupo de las deleciones atípicas, 

encontramos una paterna y otra materna, mientras que el tercer caso no pudo resolverse. 

Figura 11: Origen parental del cromosoma donde se produce la deleción. Se muestran 9 de los 17 

marcadores microsatélite analizados. A: Ejemplo de deleción tipo 1 que se produce en el cromosoma 

materno. B: Ejemplo de deleción tipo 2 que se produce en el cromosoma paterno. 

 

 

2.3 Análisis de polimorfismos de nucleótido único (SNP) en la región cromosómica 

17q11.2 delimitada por las secuencias NF1-REPa y NF1-REPc 

 

Este análisis tenía como objetivo determinar el haplotipo del único alelo que 

portan los pacientes con una deleción tipo 1, para investigar posibles diferencias entre 

los haplotipos de los pacientes con microdeleción y controles sanos. Específicamente, 

nos interesamos en polimorfismos de nucleótido único (SNPs) situados a lo largo de  la 

región cromosómica “deletada” de 1,4 Mb, limitada por las secuencias NF1-REPa y 

NF1-REPc. Utilizando las bases de datos de NCBI y HapMap, seleccionamos 35 SNPs 
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localizados en 13 de los 14 genes descritos en la región NF1-REPa – NF1-REPc: 

CRLF3, ATAD5, C17orf42, ADAP2, RNF135, NF1, OMG, EVI2A, EVI2B, RAB11FIP4, 

C17orf79, UTP6 y SUZ12.  

Con objeto de aumentar el tamaño muestral de pacientes con deleción, 

solicitamos la colaboración de otros laboratorios de nuestro país. El análisis de los 

haplotipos se realizó con una muestra total de 41 pacientes españoles con deleción tipo 

1: 18 casos identificados en nuestra cohorte y 23 casos adicionales remitidos desde otros 

laboratorios. A su vez, estudiamos 100 sujetos sanos (200 cromosomas) de origen 

español. Los trabajos de “genotipado” se llevaron a cabo de forma automatizada 

utilizando la tecnología TaqMan SNP Genotyping Assay. 

La comparación de las frecuencias alélicas entre el grupo de pacientes y el grupo 

de controles, mostró que 33 de los 35 polimorfismos estudiados no presentaban 

diferencias significativas. Sin embargo, en dos SNPs, localizados en los genes UTP6 y 

SUZ12 (Tabla 13 y Figura 12), sí encontramos diferencias. El marcador rs2074101 

(SNP3) del gen UTP6 presentaba una frecuencia del alelo menor (MAF) de 0,303 en 

controles, mientras que este valor disminuía hasta 0,122 en los pacientes con deleción. 

De forma similar, el SNP rs578635 (SNP1) del gen SUZ12 presentaba una MAF de 

0,232 en población control mientas que en los pacientes esta frecuencia era de 0,073. 

Estas diferencias son estadísticamente significativas (p<0,05). 

Construimos los haplotipos con ambos SNPs: rs2074101 y rs578635. En el caso 

de los pacientes, el haplotipo se infirió directamente, puesto que son hemicigotos en esta 

región. Para la reconstrucción de haplotipos en la población general utilizamos el 

programa PHASE v2.1. El haplotipo mayoritario G/T (Tabla 14A), se encontraba en 

controles con una frecuencia del 65%, mientras que este mismo haplotipo alcanzaba una 

frecuencia del 88% (36/41) en los pacientes con deleción tipo 1 (p<0,01). Extendimos 

los haplotipos añadiendo tres SNPs de la región: el marcador rs12941700 del gen 

C17orf79 y dos SNPs del gen SUZ12 (rs501957 y rs527256). El análisis de los 

haplotipos con los cinco marcadores también mostró diferencias significativas entre 

pacientes y controles (p<0,001) (Tabla 14B). Los cinco  SNPs  se localizan en tres 

genes contiguos localizados en la posición más telomérica del intervalo de la deleción 

(Figura 12), en una región cromosómica de aproximadamente 150 Kb, siendo el 

marcador SNP3 del gen SUZ12 el que ocupa la posición más distal, situado a 27 Kb del 

inicio de la secuencia NF1-REPc.  
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Tabla 13: Comparación de las frecuencias alélicas de 35 SNPs entre el grupo de pacientes (en azul) y el 

grupo control.  

χ²
Ref SNP Alelos Nº Frec Nº Frec Nº Frec Nº Frec p

SNP1 rs34756112 A/G 36 0,88 172 0,87 5 0,12 26 0,13 0,872
SNP2 rs6505211 G/A 36 0,88 170 0,85 5 0,12 30 0,15 0,642
SNP3 rs11871607 A/G 31 0,76 164 0,83 10 0,24 34 0,17 0,278
SNP4 rs8078182 C/T 34 0,83 168 0,85 7 0,17 30 0,15 0,757
SNP1 rs9910051 A/T 35 0,85 168 0,85 6 0,15 30 0,15 0,933
SNP2 rs9890032 C/G 26 0,63 110 0,56 15 0,37 88 0,44 0,355
SNP3 rs3764421 A/C 36 0,88 174 0,88 5 0,12 24 0,12 1
SNP4 rs9898911 T/A 31 0,76 158 0,80 10 0,24 40 0,20 0,549
SNP1 rs9897628 A/G 26 0,63 101 0,54 15 0,37 87 0,46 0,258
SNP2 rs9914271 G/A 37 0,90 172 0,87 4 0,10 26 0,13 0,552
SNP1 rs7225461 G/A 26 0,63 102 0,54 15 0,37 88 0,46 0,256
SNP2 rs6505220 T/A 21 0,51 103 0,54 20 0,49 87 0,46 0,728
SNP1 rs952190 T/C 28 0,68 148 0,75 13 0,32 50 0,25 0,393
SNP2 rs12453269 G/C 29 0,71 152 0,77 12 0,29 46 0,23 0,412
SNP1 rs11868459 T/C 29 0,71 148 0,74 12 0,29 52 0,26 0,666
SNP2 rs1801052 A/G 30 0,73 146 0,74 11 0,27 52 0,26 0,938
SNP3 rs7350943 T/C 30 0,73 120 0,61 11 0,27 78 0,39 0,13

OMG SNP1 rs11080149 C/T 37 0,90 180 0,91 4 0,10 18 0,09 0,893
SNP1 rs3087591 A/G 30 0,73 154 0,78 11 0,27 44 0,22 0,523
SNP2 rs2214538 T/C 30 0,73 120 0,61 11 0,27 78 0,39 0,13
SNP3 rs7218930 G/A 30 0,73 120 0,61 11 0,27 78 0,39 0,13
SNP1 rs7505 A/G 31 0,76 120 0,61 10 0,24 78 0,39 0,07
SNP2 rs1129506 A/G 30 0,73 126 0,64 11 0,27 72 0,36 0,243
SNP3 rs2854306 A/G 30 0,73 120 0,61 11 0,27 78 0,39 0,13
SNP1 rs7503263 G/A 28 0,68 134 0,68 13 0,32 64 0,32 0,938
SNP2 rs178850 G/A 24 0,59 118 0,60 17 0,41 80 0,40 0,9
SNP3 rs1076185 C/A 25 0,61 140 0,71 16 0,39 58 0,29 0,22
SNP1 rs2344310 T/C 33 0,81 136 0,69 8 0,19 62 0,31 0,13
SNP2 rs12941700 G/A 39 0,95 170 0,86 2 0,05 28 0,14 0,103
SNP1 rs11658318 C/T 28 0,68 118 0,60 13 0,32 80 0,40 0,298
SNP2 rs3760454 T/C 22 0,54 110 0,56 19 0,46 88 0,44 0,824
SNP3 rs2074101 G/A 36 0,88 138 0,70 5 0,12 60 0,30 0,018
SNP1 rs578635 T/G 38 0,93 152 0,77 3 0,07 46 0,23 0,022
SNP2 rs501957 G/A 38 0,93 168 0,85 3 0,07 30 0,15 0,186
SNP3 rs527256 C/G 38 0,93 168 0,85 3 0,07 30 0,15 0,186

Alelo 2
ControlesPacientes Controles Pacientes

Alelo 1 Alelo 2 Alelo 2

CRLF3

ATAD5

C17orf42

ADAP2

RNF135

NF1

EVI2B

EVI2A

RAB11FIP4

C17orf79

UTP6

SUZ12

Ref SNP: código del SNP en la base de datos dbSNP del NCBI; Nº: número de casos que portan cada 

alelo; Frec: frecuencia alélica. Se ha utilizado el estadístico χ² para determinar si existen diferencias entre 

ambos grupos. En rojo se muestran los valores de p estadísticamente significativos. 
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Figura 12: Figura a escala de la región telomérica del locus NF1. Los recuadros negros muestran los tres 

genes (C17orf79, UTP6 y SUZ12) que contienen los SNPs (recuadros en rojo) que forman el haplotipo. 

En la parte de la derecha, se muestra el inicio de la región paráloga NF1-REPc (en naranja) con el gen 

LRRC37B contenido en ella. En la línea de abajo están indicados los tamaños de los genes (línea continua) 

y de las regiones que los separan (línea discontinua) en pares de bases. En la parte inferior se indican en 

azul las coordenadas genómicas que corresponden al constructo GRCh37/hg19.  

 

 

 

 

Tabla 14: Comparación de la distribución de haplotipos entre pacientes y controles. Se ha utilizado el 

estadístico χ² para determinar si existen diferencias entre la proporción de individuos que portan un 

haplotipo (por ejemplo, G/T) frente al resto de haplotipos (A/G+A/T+G/G) entre el grupo de controles y 

pacientes. En rojo se muestran los valores de p estadísticamente significativos. A: Haplotipo formado por 

el SNP3 de UTP6 (rs2074101) y el SNP1 de SUZ12 (rs578635). B: Haplotipo formado por el SNP 2 de 

C17orf79 (rs12941700), el SNP 3 de UTP6 (rs2074101) y los 3 SNPs de SUZ12 (rs578635, rs501957 y 

rs527256). 

 

 

 

 

 

A B 

χ² χ²
Haplotipo Nº % Nº % p Haplotipo Nº % Nº % p
G/T 122 64,89 36 87,80 0,004 G/G/T/G/C 113 60,75 36 87,80 0,0096
A/G 35 18,62 3 7,30 0,078 G/A/T/G/C 24 12,90 1 2,44 0,053
A/T 23 12,23 2 4,90 0,171 A/A/G/A/G 22 11,83 1 2,44 0,071
G/G 8 4,26 0 - 0,179 G/G/G/G/C 15 8,06 0 - 0,060

total 188 41 G/A/G/A/G 5 2,69 2 4,9 0,463
A/A/T/G/C 5 2,69 1 2,44 0,929
G/G/T/G/G 2 1,08 0 - 0,505

total 186 41

Controles Pacientes Controles Pacientes

 
C17orf79 UTP6 SUZ12
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NF1-REPc

rs578635rs12941700 rs2074101 rs501957
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C17orf79 UTP6 SUZ12
LLRC37B

NF1-REPc
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En resumen, después de analizar 35 SNPs de la región cromosómica NF1-REPa 

- NF1-REPc, encontramos diferencias significativas entre las dos poblaciones  al 

construir haplotipos con cinco SNPs localizados en los tres genes más cercanos a NF1-

REPc. Este análisis indica que el haplotipo mayoritario (G/G/T/G/C) está más 

representado en los pacientes con deleción tipo 1 (88%) que en la población control 

(61%). 

 

3. Variaciones en el número de copias intragénicas 

 

3.1 Caracterización de deleciones y duplicaciones intragénicas 

 

 Mediante el análisis cuantitativo por MLPA con las salsas P081 y P082  

identificamos 17 (17/328; ~5%) pacientes que presentaban variaciones en el número de 

copias (CNV) de uno o varios exones del gen NF1.  

La expresión del alelo mutante fue confirmada mediante secuenciación directa 

de la región de unión en ADNc, salvo en cuatro casos en los que la deleción afectaba al 

primer exón o al último (exón 49).  Queremos señalar el caso del paciente NF350 que 

en el análisis del ADNc presentaba tres alelos: el alelo silvestre, un alelo con deleción 

del exón 41 y otro alelo con deleción del exón 42. Este resultado fue confirmado 

mediante amplificación por PCR de un fragmento de ADNc que se expandía desde el 

exón 40 al 43, purificación de las bandas del gel de agarosa y posterior clonación de los 

productos en el vector TOPO TA (datos no mostrados). En total, hemos identificado 18 

CNVs, que incluyen 9 deleciones de un único exón, 8 deleciones multiexónicas y una 

duplicación del exón 39 (Figura 13A). 

La mayoría de las roturas sucedían en los dos intrones de mayor tamaño: tres en 

el intrón 1 (>60 Kb) y seis en el intrón 27b (>60 Kb). En cuatro casos, pudimos precisar 

la región en la que se producían las roturas en el intrón 27b, gracias al análisis de tres 

marcadores microsatélite que se encuentran en este intrón  (Alu, 28.4 y ACI) (Figura 

13B). 

De los 17 pacientes con CNVs, 13 de ellos eran casos esporádicos y 4 eran 

familiares. Sólo conseguimos determinar el origen parental de uno de los casos, 

principalmente, por la falta de informatividad de los marcadores polimórficos 

intragénicos. El paciente  NF089, portaba una deleción de novo de los exones 10c al 49, 

originada en el cromosoma paterno. 
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3.2 Caracterización de los puntos de rotura de las deleciones/duplicaciones 

intragénicas 

 

Para profundizar en los mecanismos moleculares que subyacen a este tipo de 

mutaciones, mediante PCRs de largo recorrido y secuenciación, caracterizamos los 

puntos de rotura de 8 deleciones exónicas, 1 deleción multiexónica y de la duplicación 

del exón 39. El tamaño de las deleciones es muy variable y oscila entre las 437 pb 

(NF544) y al menos 155 Kb (NF089). El caso NF109 presenta una duplicación del exón 

39 de 2507 pb. 

Los pacientes NF400 y NF765 portan una deleción del exón 1. El ADN del 

paciente NF400 fue analizado mediante un array-CGH diseñado para identificar con 

precisión las CNVs en la región 17q11.2. Dicho análisis permitió precisar la 

localización los puntos de rotura de la deleción. Así fue posible diseñar cebadores para 

amplificar por PCR la región  de unión de las dos deleciones del exón 1 (Figura 14).  

 

 

Figura 14: Identificación del punto de rotura en los pacientes NF400 y NF765. En cada panel, en la parte 

de la izquierda se muestra un diagrama donde se indica la región deletada (región entre los recuadros 

rosas) y la posición de los cebadores utilizados para la amplificación (flechas verdes). En la parte inferior, 

se indica el tamaño de los intrones que participan en la rotura. A la derecha, el electroferograma muestra 

el punto de unión. 
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Para el caso NF003 (del E2), diseñamos una pareja de cebadores, en base a una 

deleción del exón 2 descrita en otro trabajo (Wimmer et al., 2007). Este  estudio mostró 

que los puntos de rotura del  caso NF003 eran muy similares a la deleción previamente 

descrita e idénticos a los de otra deleción (Prof. L. Messiaen, comunicación personal) 

(Figura 15). Por tanto, hasta la fecha, esta es la única deleción intragénica que se ha 

encontrado en 2 casos independientes. 

 

Figura 15: Identificación del punto de rotura en el paciente NF003. 

 

Para caracterizar los puntos de rotura de  los casos NF234 (del E23.1), NF544 

(del E25), NF620 (del E28), NF350 (del E41 y E42) y NF689 (del E32-42) nos 

basamos en los resultados del análisis de MLPA y en los estudios de segregación  de  

los marcadores microsatélite localizados en el intrón 27b. En cinco casos identificamos 

una deleción simple y en el paciente NF234, identificamos un reordenamiento complejo 

ya que, además de la deleción, en el punto de unión se produce la inserción/duplicación 

de 20 pb (Figura 16). Por otra parte, indicar que este  caso es el único con un punto de 

rotura que implica secuencias exónicas. 
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Continuación Figura 16 

 

Figura 16: Identificación de los puntos de rotura en los pacientes NF234, NF544, NF350, NF620 y 

NF689. En el caso NF234, las bases subrayadas indican los 20 residuos insertados en el punto de unión, y 

los recuadros muestran la secuencia duplicada. 

 

 

En nuestra serie de 18 casos de CNVs, identificamos un único caso de 

duplicación. El paciente NF109 porta dicha duplicación del exón 39 cuyos puntos de 

rotura fueron caracterizados en la secuencia de ADNg (Figura 17). 
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Figura 17: Identificación de los puntos de rotura en el paciente NF109. Los cebadores se diseñaron para 

amplificar específicamente la duplicación, que se muestra en rojo.  

 

3.3 Mosaicismo en las CNV intragénicas 

 

 En nuestra serie de de 17 casos de CNVs intragénicas identificamos cuatro casos 

de mosaicismo (4/17, ~24%).  

El análisis de MLPA del ADNg es un estudio cuantitativo que nos permitió 

identificar dos casos de mosaicismo en los pacientes NF350 y NF614. En dichos 

análisis, se detectaron valores de RPA de las sondas que oscilaban entre 0,65 y 0,85. 

Los valores esperados para un suceso de deleción (una copia) son RPAs de ~0,5 

mientras que para la dosis génica normal (dos copias), los valores esperados se 

aproximan a ~1 (Figura 18). 

Figura 18: Análisis de MLPA. Los pacientes NF350 y NF614 portan una deleción en mosaico (valores 

de RPA entre 0,65 y 0,85), el individuo NF664 presenta una deleción multiexónica en heterocigosis (RPA 

~0,5) y el último diagrama muestra a un individuo sin deleción (RPA ~1). 
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Por otra parte, el estudio de segregación de los haplotipos mostró otros casos de 

mosaicismo. El paciente NF693, que portaba una deleción de los exones 12 al 27b,  

tenía un hermano afecto con la misma mutación. Ninguno de sus progenitores mostraba 

manifestaciones clínicas de la enfermedad, ni presentaban la deleción en ADNg extraído 

de sangre. Este resultado indicaba que alguno de los dos progenitores presentaba 

mosaicismo gonadal. Del mismo modo, el estudio de segregación de la familia de la 

paciente NF109, con una duplicación de novo del exón 39, indicó la presencia de 

mosaicismo. Su progenie había heredado ambos alelos maternos (Figura 19A), sin 

embargo todos los hijos son individuos adultos sanos y en ninguno de ellos detectamos 

la presencia de la mutación en el ADNg de sangre periférica (Figura 19B). Por otra 

parte, valoramos la presencia de la mutación en diferentes tejidos de la paciente a través 

de una PCR multiplex. Este estudio indicó que existe una proporción variable del alelo 

mutado en ADNg extraído de sangre, bulbo piloso y saliva de la paciente (Figura 19B). 

Según estos resultados, la mutación de novo se produjo postcigóticamente en una fase 

muy temprana del desarrollo embrionario ya que la paciente presenta un fenotipo severo 

y generalizado, con múltiples neurofibromas cutáneos y plexiformes.  

 
Figura 19: Caracterización del mosaicismo en el caso NF109. A: Análisis de segregación por marcadores 

microsatélite intragénicos. B: Análisis de los productos de amplificación de la duplicación del exón 39 y 

del exón 6 (control) en la descendencia de la probando (carriles 2-3) y en distintos tejidos de la paciente 

(carriles 1, 4-5). Carriles 1,2 y 3: análisis de ADNg de sangre periférica. Carril 4: ADNg de bulbo piloso. 

Carril 5: ADN de saliva. 
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3.4 Análisis bioinformático de los puntos de rotura 

  

 Los resultados obtenidos tras la identificación de 18 CNVs indican que se trata 

de mutaciones no recurrentes que difieren en tamaño. Sin embargo, las roturas no se 

producen de forma aleatoria y sabemos que diferentes elementos de la secuencia de 

ADNg, cercanos a los puntos de rotura, están implicados en el mecanismo que media la 

aparición de CNVs. Estos elementos son: secuencias repetitivas del genoma humano 

(secuencias Alu, LINEs...), microhomologías entre los puntos de rotura, secuencias 

capaces de producir estructuras no-B del ADN y otros motivos de secuencia que 

muestran propiedades recombinogénicas. 

 Para dilucidar los mecanismos responsables de la aparición de las CNVs 

intragénicas, realizamos un amplio análisis informático de las secuencias adyacentes a 

los diez reordenamientos cuyos puntos de rotura habían sido caracterizados a nivel de 

ADNg. 

 

 3.4.1 Elementos repetitivos 

 

 Utilizando la herramienta RepeatMasker buscamos secuencias repetitivas en las 

20 regiones investigadas. Encontramos elementos repetitivos en el 65% (13/20) de los 

casos (Tabla 15).  

En los casos NF400 y NF765, los puntos de rotura de ambas deleciones se 

encuentran embebidos en secuencias Alu pertenecientes a la misma familia (AluSx y 

AluJr, respectivamente). Se realizó un análisis con Blast2 para determinar el porcentaje 

de identidad entre las secuencias y se observó que en ambos casos, la homología entre 

los Alu es del 71%.  

En el caso NF013, los puntos de rotura de la deleción se encuentran también en 

elementos Alu, pero en este caso, pertenecientes a diferentes familias: AluSx en la 

región proximal y AluY en la distal. De acuerdo a los resultados de Blast2, ambos Alu 

comparten una identidad de secuencia del 81%. La deleción del paciente NF620 

también se produce en secuencias Alu pertenecientes a diferentes familias (AluSz6 y 

AluSx1) que presentan una homología del 78%. 
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El paciente NF350 porta una deleción del exón 42 cuyo punto de rotura distal se 

sitúa en un elemento DNA/hAT-Charlie y el proximal en un AluJb. Estos elementos no 

comparten ninguna identidad entre sí. 

En las deleciones de los pacientes NF234, NF350 (del E41) y NF109 

identificamos un elemento repetitivo únicamente en el punto de rotura distal: L1M1 en 

el paciente NF234, DNA/hAT-Charlie en NF350 y  AluJb en NF109. 

 
Tabla 15: Elementos repetitivos presentes en los puntos de rotura y porcentaje de homología que 

comparten. 

Paciente Del / Dup Rotura proximal Rotura distal Homología
NF400 E1 AluSx AluSx 71%

NF765 E1 AluJr AluJr 71%

NF013 E2 AluSx AluY 81%

NF234 E23.1 - L1M1 -

NF544 E25 - - -

NF620 E28 AluSz6 AluSx1 78%

NF350 E41 - DNA/hAT-Charlie -

NF350 E42 DNA/hAT-Charlie AluJb 0%

NF689 E32_42 - - -

NF109 E39 - AluJb -

Elementos repetitivos

 
 

 

3.4.2 Microhomologías 

 

La microhomología se define como la presencia de una o más pares de bases de 

secuencia idéntica entre los puntos de rotura proximal y distal. Identificamos 

microhomologías en 7 de las 10 CNVs analizadas (70%) (Figura 20). La longitud de las 

mismas oscila ente 1 pb (en el paciente NF689) y 38 pb (en el caso NF013). En los 

pacientes NF234, NF544 y NF109 no encontramos ninguna homología entre los puntos 

de rotura proximal y distal. 
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Figura 20: Alineamiento de las diferentes secuencias implicadas en los 10 reordenamientos investigados. 

En cada caso, se muestran las secuencias de la zona de rotura proximal (primera línea, letras en negro)  y 

la zona distal (tercera línea, letras en verde). La secuencia de la CNV resultante se muestra en la segunda 

línea. Las letras en rojo muestran la extensión de la microhomología. En el caso NF234, en azul se indica 

la inserción de 20 pb que ocurre en el punto de rotura y las letras subrayadas indican la secuencia 

duplicada.  

 

 

3.4.3 Estructuras no-B del ADN 

 

Utilizando los programas RepeatAround, non-B DNA Motif Search Tool y 

QGRS Mapper, analizamos las 50 pb que flanquean a los puntos de rotura. Buscamos 

repeticiones simples del ADN, tales como repeticiones directas, invertidas, o tractos de 

(G)n entre otros, que pueden adoptar conformaciones no-B del ADN favoreciendo la 

rotura de la doble cadena de ADN (Wang and Vasquez, 2006; Wells, 2007; Voineagu et 

al., 2008). Consideramos tan sólo las repeticiones con una longitud mínima de 6 pb que 

flanquean los puntos de rotura o se encuentran sobre los mismos. 

NF350 (del E41) 
 

CATCTTTGGTTCAAGACACTACAGTGGCTCTCTGTTATCTGTCAT 
CATCTTTGGTTCAAGACACTACAGGAAAGCTAAGAGATTGGACAC 
TCTTCTAATTCCAGTGTGGCCCAGGAAAGCTAAGAGATTGGACAC 

 
NF350 (del E42) 

 
TTTTATATGTGGCCCAGTATATTCTTCTAATTCCAGTGTGGCCCAG 
TTTTATATGTGGCCCAGTATATTCCAGGAGTTCAAGACCAGCCTGG 
TCAGGTGGGAGGATTGCTCGAGTCCAGGAGTTCAAGACCAGCCTGG 

 
NF620 

 
CTCAGCTCGCTGCAGCCTCTGCCTCCCAGGTCCAAGTGATTCTCG 
CTCAGCTCGCTGCAGCCTCTGCCTCCCAGGTTCAAGCGATTCTGC 
CTTGGCTCACTGCAACCTCTGCCTCCCAGGTTCAAGCGATTCTGC 

 
NF689 

 
GCTAGTTATTTGCACAGTCTCCTTCAAGGCATAATTATATATATA 
GCTAGTTATTTGCACAGTCTCCTGATTACATGATTAGAGAAACTA 
AGAAAAAAATAGTGTTAATACATGATTACATGATTAGAGAAACTA 

 
NF109 

 
ACCAACATTTTGGGAGGCTGAGGCAGGAGGATCACTTGAGGCTAGG 
ACCAACATTTTGGGAGGCTGAGGTATGTAAACTTGAATGCATATTT 
TTCCTTACCAGCTCATAAAGAACTATGTAAACTTGAATGCATATTT 

NF400 
 

GCCTGCCTCGGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGGCATGAGCCA 
GCCTGCCTCGGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGATGCAAGCCA 
ACCTGCCTCAGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGATGCAAGCCA 

 
NF765 

 
AGTTCCAGACCAGCCTGGGCAACATAGCAAGACTGTGTCTCTACC 
AGTTCCAGACCAGCCTGGGCAACATAGTGAGATGCTGTCTCTAAA 
AATTCAAGACCAGGCTGTGCAACATAGTGAGATGCTGTCTCTAAA 

 
NF013 

 
GCACGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCGAGG 
GCACGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCAAGA 
GCATGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCAAGA 

 
NF234 

 
TATTCGTGCATTTCTGTAGGTATATGGTGCTACCTATCTACAAAAA 
TTTCTGTAGGTATGCACTACTATTCTGTAGGTACTCCTGCTATTTG 
GTGTTATTATTGACGAGGACTTACTCCTGCTATTTTGTTATTTGTT 

 
NF544 

 
GACATTCTGAAACAGACTAGAATGTAGACTATAGGATTTTTTATTT 
GACATTCTGAAACAGACTAGAATAGTTCCTGTGTAAGTTTTTTTCT 
ATCCATGTACCTGTTTTACATGAAGTTCCTGTGTAAGTTTTTTTCT 

NF350 (del E41) 
 

CATCTTTGGTTCAAGACACTACAGTGGCTCTCTGTTATCTGTCAT 
CATCTTTGGTTCAAGACACTACAGGAAAGCTAAGAGATTGGACAC 
TCTTCTAATTCCAGTGTGGCCCAGGAAAGCTAAGAGATTGGACAC 

 
NF350 (del E42) 

 
TTTTATATGTGGCCCAGTATATTCTTCTAATTCCAGTGTGGCCCAG 
TTTTATATGTGGCCCAGTATATTCCAGGAGTTCAAGACCAGCCTGG 
TCAGGTGGGAGGATTGCTCGAGTCCAGGAGTTCAAGACCAGCCTGG 

 
NF620 

 
CTCAGCTCGCTGCAGCCTCTGCCTCCCAGGTCCAAGTGATTCTCG 
CTCAGCTCGCTGCAGCCTCTGCCTCCCAGGTTCAAGCGATTCTGC 
CTTGGCTCACTGCAACCTCTGCCTCCCAGGTTCAAGCGATTCTGC 

 
NF689 

 
GCTAGTTATTTGCACAGTCTCCTTCAAGGCATAATTATATATATA 
GCTAGTTATTTGCACAGTCTCCTGATTACATGATTAGAGAAACTA 
AGAAAAAAATAGTGTTAATACATGATTACATGATTAGAGAAACTA 

 
NF109 

 
ACCAACATTTTGGGAGGCTGAGGCAGGAGGATCACTTGAGGCTAGG 
ACCAACATTTTGGGAGGCTGAGGTATGTAAACTTGAATGCATATTT 
TTCCTTACCAGCTCATAAAGAACTATGTAAACTTGAATGCATATTT 

NF400 
 

GCCTGCCTCGGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGGCATGAGCCA 
GCCTGCCTCGGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGATGCAAGCCA 
ACCTGCCTCAGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGATGCAAGCCA 

 
NF765 

 
AGTTCCAGACCAGCCTGGGCAACATAGCAAGACTGTGTCTCTACC 
AGTTCCAGACCAGCCTGGGCAACATAGTGAGATGCTGTCTCTAAA 
AATTCAAGACCAGGCTGTGCAACATAGTGAGATGCTGTCTCTAAA 

 
NF013 

 
GCACGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCGAGG 
GCACGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCAAGA 
GCATGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCAAGA 

 
NF234 

 
TATTCGTGCATTTCTGTAGGTATATGGTGCTACCTATCTACAAAAA 
TTTCTGTAGGTATGCACTACTATTCTGTAGGTACTCCTGCTATTTG 
GTGTTATTATTGACGAGGACTTACTCCTGCTATTTTGTTATTTGTT 

 
NF544 

 
GACATTCTGAAACAGACTAGAATGTAGACTATAGGATTTTTTATTT 
GACATTCTGAAACAGACTAGAATAGTTCCTGTGTAAGTTTTTTTCT 
ATCCATGTACCTGTTTTACATGAAGTTCCTGTGTAAGTTTTTTTCT 
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Encontramos diferentes tipos de repeticiones en 18 de 20 (90%) regiones 

analizadas (Figura 21). En 17 casos, una de las repeticiones se localiza sobre el  punto 

de rotura. En la deleción del exón 41 (NF350), sin embargo, las secuencias repetidas 

están más alejadas: encontramos dos repeticiones directas flanqueando el punto de 

rotura proximal a 36 pb hacia 5’ y a 20 pb hacia 3’. En algunos casos encontramos dos 

elementos que solapan en un mismo punto, como es el caso del punto de rotura distal 

del paciente NF234, ambos puntos de rotura de la deleción del exón 42 (NF350) y en la 

rotura proximal del paciente NF109. Podemos decir que hemos encontrado una alta 

proporción de secuencias repetidas en los puntos de rotura analizados. 
 

3.4.4 Motivos de secuencia recombinogénicos 

 

 Se han descrito varios motivos de secuencia que presentan propiedades 

recombinogénicas (Abeysinghe et al., 2003). Por ello, utilizando el programa Fuzznuc, 

buscamos 40 de dichos motivos en las 15 pb que flanquean cada punto de rotura. 

 Identificamos 20 motivos de secuencia recombinogénicos en 14 de las 20 

regiones analizadas (14/20, 70%) (Figura 22). En siete de los casos, el motivo se 

localiza sobre el punto de rotura. En el caso NF109 encontramos 3 elementos diferentes 

que solapan en el punto de rotura proximal: dos deletion hotspot consensus, un DNA 

polymerase arrest site y una secuencia conservada de minisatélites humanos. Además, 

en el punto de rotura distal encontramos otros dos motivos recombinogénicos: un 

elemento χ-like y un motivo Ig heavy chain class switch repeat 5. El motivo de 

secuencia más frecuente en los puntos de rotura es un elemento χ-like (5’-GCTGG-3’), 

que es una secuencia parcial de un elemento χ de E. coli (5’-GCTGGTGG-3’). 
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Figura 21: Secuencias que pueden generar estructuras no-B del ADN, identificadas en 9 CNVs. En cada 

caso se muestra la secuencia de la región proximal (P) y de la región distal (D). En la columna de la 

derecha se indica el tipo de repetición identificada. Las flechas indican el punto de rotura en los pacientes 

NF234, NF555 y NF109. 

Tipo de repetición

2 tractos (G)n

2 tractos (G)n

Invertida

Invertida complementaria

Directa

Directa

Palíndromo

Directa en tandem

Invertida complementaria

Directa / Tracto (G)n

Invertida / Directa / 
Directa complementaria

Invertida complementaria

Directa / Invertida

Invertida complementaria/ 
Directa complementaria

Directa

Directa

Invertida y complementaria

Invertida y complementaria

NF400 
 
CTGACCTCAGGTGATCTGCCTGCCTCGGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGGCAT 
 
 
CCAGGCTGGCCTCAAACACCTGCCTCAGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGATGC 
 
 
NF013 
 
GGCTGGGCACGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCGAGGTGGG 
 
 
GGCTGGGCACGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCGAGGTGGG 
 
 
NF234 
 
TATATGGAGCAGGTATAATAAACTCCTATTCGTGCATTTCTGTAGGTATATGGTGC 
 
       
CATTCAGTGTTATTATTGACGAGGACTTACTCCTGCTATTTTGTTATTTGTTTTCT 
 
 
NF544 
 
TTCTAGACATTCTGAAACAGACTAGAATGTAGACTATAGGATTTTTTATTTTAAAA 
 
 
CATAAATCCATGTACCTGTTTTACATGAAGTTCCTGTGTAAGTTTTTTTCTTTTCC 
 
 
NF620 
 
AGCTCGCTGCAGCCTCTGCCTCCCAGGTCCAAGTGATTCTCGTGCCTCAGCCTCCC 
 
 
GGCTCACTGCAACCTCTGCCTCCCAGGTTCAAGCGATTCTGCTGCCTCAGCCTCCC 
 
 
NF350 (del E41) 
 
TAAAATCTGAAATGTGTTCCCTTGGTCATCTTTGGTTCAAGACACTACAGTGGCTC 
TCTGTTATCTGTCATAAAATCTGAATGCTTCAGTCTAGCACCCTGGGTCCTTAAAT 
 
 
TATTTTATATGTGGCCCAGTATATTCTTCTAATTCCAGTGTGGCCCAGGAAAGCTA 
 
 
NF350 (del E42) 
 
TGTATTTTATATGTGGCCCAGTATATTCTTCTAATTCCAGTGTGGCCCAGGAAAGC 
 
 
CTTTGAGGGACTCAGGTGGGAGGATTGCTCGAGTCCAGGAGTTCAAGACCAGCCTG 
 
 
NF689 
 
AAAGCTAGTTATTTGCACAGTCTCCTTCAAGGCATAATTATATATATATATATAT 
ATATAATTATGCCTTGAAGGAGACTGTGCAAATAACTAGATTTTATATATATATT 
 
 
GAAAAAAATAGTGTTAATACATGATTACATGATTAGAGAAACTAAAAGCCAAATG 
 
 
NF109 
  
GTAATACCAACATTTTGGGAGGCTGAGGCAGGAGGATCACTTGAGGCTAGGAGTTT 
 
 
TACCAGCTCATAAAGAACTATGTAAACTTGAATGCATATTTTTTACATAAAAATAG

P

D

P

D

P

D

P

D

P

D

P

D

P

D

P

D

P

D
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Directa
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Invertida / Directa / 
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Invertida complementaria

Directa / Invertida

Invertida complementaria/ 
Directa complementaria

Directa

Directa

Invertida y complementaria

Invertida y complementaria

NF400 
 
CTGACCTCAGGTGATCTGCCTGCCTCGGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGGCAT 
 
 
CCAGGCTGGCCTCAAACACCTGCCTCAGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGATGC 
 
 
NF013 
 
GGCTGGGCACGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCGAGGTGGG 
 
 
GGCTGGGCACGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCGAGGTGGG 
 
 
NF234 
 
TATATGGAGCAGGTATAATAAACTCCTATTCGTGCATTTCTGTAGGTATATGGTGC 
 
       
CATTCAGTGTTATTATTGACGAGGACTTACTCCTGCTATTTTGTTATTTGTTTTCT 
 
 
NF544 
 
TTCTAGACATTCTGAAACAGACTAGAATGTAGACTATAGGATTTTTTATTTTAAAA 
 
 
CATAAATCCATGTACCTGTTTTACATGAAGTTCCTGTGTAAGTTTTTTTCTTTTCC 
 
 
NF620 
 
AGCTCGCTGCAGCCTCTGCCTCCCAGGTCCAAGTGATTCTCGTGCCTCAGCCTCCC 
 
 
GGCTCACTGCAACCTCTGCCTCCCAGGTTCAAGCGATTCTGCTGCCTCAGCCTCCC 
 
 
NF350 (del E41) 
 
TAAAATCTGAAATGTGTTCCCTTGGTCATCTTTGGTTCAAGACACTACAGTGGCTC 
TCTGTTATCTGTCATAAAATCTGAATGCTTCAGTCTAGCACCCTGGGTCCTTAAAT 
 
 
TATTTTATATGTGGCCCAGTATATTCTTCTAATTCCAGTGTGGCCCAGGAAAGCTA 
 
 
NF350 (del E42) 
 
TGTATTTTATATGTGGCCCAGTATATTCTTCTAATTCCAGTGTGGCCCAGGAAAGC 
 
 
CTTTGAGGGACTCAGGTGGGAGGATTGCTCGAGTCCAGGAGTTCAAGACCAGCCTG 
 
 
NF689 
 
AAAGCTAGTTATTTGCACAGTCTCCTTCAAGGCATAATTATATATATATATATAT 
ATATAATTATGCCTTGAAGGAGACTGTGCAAATAACTAGATTTTATATATATATT 
 
 
GAAAAAAATAGTGTTAATACATGATTACATGATTAGAGAAACTAAAAGCCAAATG 
 
 
NF109 
  
GTAATACCAACATTTTGGGAGGCTGAGGCAGGAGGATCACTTGAGGCTAGGAGTTT 
 
 
TACCAGCTCATAAAGAACTATGTAAACTTGAATGCATATTTTTTACATAAAAATAG

P

D

P

D

P

D

P

D

P

D

P

D

P

D

P

D

P

D

P

D

P

D

P

D

P

D

P

D

P

D

P

D

P

D

P
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Figura 22: Motivos de secuencia recombinogénicos identificados en los puntos de rotura. Los elementos 

χ-like identificados, están marcados en un recuadro gris. En rojo se muestran las microhomologías de los 

puntos de rotura. En los pacientes NF234, NF544 y NF109 el punto de rotura está indicado con una línea 

vertical. 

NF400 
 

GCCTGCCTCGGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGGCATGAGCCA 
 
 

ACCTGCCTCAGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGATGCAAGCCA 
 
 

NF765 
 

AGTTCCAGACCAGCCTGGGCAACATAGCAAGACTGTGTCTCTAAA 
 
 

AATTCAAGACCAGGCTGTGCAACATAGTGAGATGCTGTCTCTAAA 
 
 

NF013 
 

GCACGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCGAGG 
 
 

GCATGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCAAGA 
 
 

NF234 
 

TATTCGTGCATTTCTGTAGGTATATGGTGCTACCTATCTACAAAAA 
 
 

GTGTTATTATTGACGAGGACTTACTCCTGCTATTTTGTTATTTGTT 
 
 

NF544 
 

GACATTCTGAAACAGACTAGAATGTAGACTATAGGATTTTTTATTT 
 
 

ATCCATGTACCTGTTTTACATGAAGTTCCTGTGTAAGTTTTTTTCT 
 
 

NF620 
 

CTCAGCTCGCTGCAGCCTCTGCCTCCCAGGTCCAAGTGATTCTCG 
 
 

CTTGGCTCACTGCAACCTCTGCCTCCCAGGTTCAAGCGATTCTGC 
 
 

NF350 (E41) 
 

CATCTTTGGTTCAAGACACTACAGTGGCTCTCTGTTATCTGTCAT 
 
 

TCTTCTAATTCCAGTGTGGCCCAGGAAAGCTAAGAGATTGGACAC 
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TTTTATATGTGGCCCAGTATATTCTTCTAATTCCAGTGTGGCCCAG 
 
 

TCAGGTGGGAGGATTGCTCGAGTCCAGGAGTTCAAGACCAGCCTGG 
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GCTAGTTATTTGCACAGTCTCCTTCAAGGCATAATTATATATATA 
 
 

AGAAAAAAATAGTGTTAATACATGATTACATGATTAGAGAAACTA 
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GCCTGCCTCGGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGGCATGAGCCA 
 
 

ACCTGCCTCAGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGATGCAAGCCA 
 
 

NF765 
 

AGTTCCAGACCAGCCTGGGCAACATAGCAAGACTGTGTCTCTAAA 
 
 

AATTCAAGACCAGGCTGTGCAACATAGTGAGATGCTGTCTCTAAA 
 
 

NF013 
 

GCACGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCGAGG 
 
 

GCATGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCAAGA 
 
 

NF234 
 

TATTCGTGCATTTCTGTAGGTATATGGTGCTACCTATCTACAAAAA 
 
 

GTGTTATTATTGACGAGGACTTACTCCTGCTATTTTGTTATTTGTT 
 
 

NF544 
 

GACATTCTGAAACAGACTAGAATGTAGACTATAGGATTTTTTATTT 
 
 

ATCCATGTACCTGTTTTACATGAAGTTCCTGTGTAAGTTTTTTTCT 
 
 

NF620 
 

CTCAGCTCGCTGCAGCCTCTGCCTCCCAGGTCCAAGTGATTCTCG 
 
 

CTTGGCTCACTGCAACCTCTGCCTCCCAGGTTCAAGCGATTCTGC 
 
 

NF350 (E41) 
 

CATCTTTGGTTCAAGACACTACAGTGGCTCTCTGTTATCTGTCAT 
 
 

TCTTCTAATTCCAGTGTGGCCCAGGAAAGCTAAGAGATTGGACAC 
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TTTTATATGTGGCCCAGTATATTCTTCTAATTCCAGTGTGGCCCAG 
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4. Mutaciones de splicing 

 

4.1 Caracterización de las mutaciones de splicing 

 

El análisis del ADNc de los pacientes nos permitió identificar diferentes 

mutaciones que alteran el patrón de procesamiento del pre-ARNm del gen NF1. En 

nuestro análisis, el efecto de dichos cambios puntuales que ocurren en el ADNg está 

bien establecido, aunque los mecanismos y/o las señales que controlan la regulación del 

splicing del gen NF1 y, en general, de los genes humanos son poco conocidos. Por esto 

nos propusimos un estudio más profundo de estas mutaciones. 

 

Identificamos 62 mutaciones de splicing en 81 pacientes, que suponen el 25% de 

todas las mutaciones encontradas en nuestra cohorte (Tabla 16). Aproximadamente el 

50% han sido previamente descritas (HGMD –Human Genome Mutation Database-) y 

el otro 50% han sido identificadas por primera vez en este trabajo.  

La mayoría de las mutaciones (47/60, 78%) se localizan en los sitios 5’ donador 

o 3’ aceptor de splicing, un 17% (10/60) ocurren en la secuencia codificante de los 

exones y un 5% (3/60) se producen en secuencias intrónicas profundas. En cuanto a su  

efecto sobre el procesamiento del pre-ARNm, la mayoría provocan el skipping del exón 

(42/59, 68%), un 19% (11/59) eliminan parte de la secuencia del exón afectado y un 

13% (8/59) producen la inserción de secuencias intrónicas. Únicamente en el caso 

NF411, no fue posible determinar el efecto de la mutación sobre el splicing (c.59A>C) 

(Tabla 16, fila 1). Dicho cambio se localiza en la penúltima base del exón 1 del gen y el 

análisis del ARNc mostró que el alelo con la mutación puntual no se expresa. Además, 

caracterizamos dos casos independientes (NF612 y NF329), en los que la inserción de 

secuencias Alu, en los exones 8 y 10b respectivamente, producen el skipping del exón 

(Tabla 16, filas 19 y 31).  
 



Resultados 

74 

Tabla 16: Espectro de las mutaciones de splicing, efecto sobre el ARNm y clasificación.  

Paciente Localización Mutación en ADN Efecto en ARNm N/D Tipo
1 NF411 E1 c.59A>C N ?
2 NF323 I2 c.204+1G>A SK últimas 105 pb E2 D IV
3 NF365 I2 c.204+1G>A SK últimas 105 pb E2 D IV
4 NF404 I2 c.204+1G>A SK últimas 105 pb E2 D IV
5 NF663 I2 c.204+1G>A SK últimas 105 pb E2 D IV
6 NF294 I2 c.205-1G>C SK primeras 2 pb E3 N IV
7 NF473 E4a c.478_479delAG SK E4a N I
8 NF702 I4a c.479+1G>A SK E4a D I
9 NF775 E4b c.574C>T SK E4b D V

10 NF747 I4b c.586+5G>T SK E4b N I
11 NF338 I4c c.654+1G>T SK E4c N I
12 NF681 I4c c.655-2A>C SK E5 N I
13 NF038 I5 c.730+1G>C SK E5 N I
14 NF463 E7 c.910C>T SK E7 D V
15 NF580 E7 c.910C>T SK E7 D V
16 NF748 E7 c.910C>T SK E7 D V
17 NF299 I7 c.1063-2A>G SK E8 D I
18 NF345 I7 c.1063-13G>A Inserción I7 (c.1063-11_1063-1) N IV
19 NF612 E8 c.1075_1076insAluSb SK E8 N ?
20 NF730 I8 c.1185+1G>A SK E8 D I
21 NF048 I9 c.1260+1604A>G Inserción 42 pb I9 N II
22 NF304 I9 c.1260+1604A>G Inserción 42 pb I9 N II
23 NF147 E10b c.1466A>G SK últimas 62 pb  E10b D III
24 NF358 E10b c.1466A>G SK últimas 62 pb  E10b D III
25 NF549 E10b c.1466A>G SK últimas 62 pb  E10b D III
26 NF570 E10b c.1466A>G SK últimas 62 pb  E10b D III
27 NF582 E10b c.1466A>G SK últimas 62 pb  E10b D III
28 NF622 E10b c.1466A>G SK últimas 62 pb  E10b D III
29 NF705 E10b c.1466A>G SK últimas 62 pb  E10b D III
30 NF712 E10b c.1466A>G SK últimas 62 pb  E10b D III
31 NF329 E10b c.1443_1444insAluYb8 SK E10b N ?
32 NF732 I11 c.1721+1G>T SK E11 N I
33 NF374 I11 c.1721+3A>G SK E11 D I
34 NF558 I11 c.1721+3A>G SK E11 D I
35 NF313 E12a c.1748A>G SK primeras 27 pb E12a D III
36 NF517 E16 c.2850G>A SK últimas 233 pb E16 N IV
37 NF394 I18 c.3113+1G>A SK E18 D I
38 NF142 I18 c.3113+5G>C SK E18 D I
39 NF661 E20 c.3496G>T SK E20 N I
40 NF510 I21 c.3708+2T>A SK E21 N I
41 NF731 I21 c.3709-1G>A Deleción 1 pb E22 N IV
42 NF300 E23.1 c.3974G>C SK E23.1 N I
43 NF756 I23.1 c.3974+260T>G 2 inserciones I23.1 (59 pb y 80 pb) N II
44 NF611 I23.2 c.4111-2A>G SK E24 D I
45 NF373 I24 c.4270-2A>G SK primeras 9 pb E25 D IV
46 NF525 E25 c.4367+2T>G SK E25 N I
47 NF746 I26 c.4515-2A>G 2 inserciones I26 (14 pb y 17 pb) D IV
48 NF433 I27a c.4662-2A>C SK primeras 7 pb E27b N IV
49 NF509 I27b c.4772+1G>A SK últimas 69 pb E27b D IV
50 NF653 I27b c.4773-2A>G SK primeras 293 pb E28 D IV
51 NF506 I28 c.5205+1G>A SK últimas 54 pb E28 D IV
52 NF231 I28 c.5205+5G>A SK últimas 54 pb E28 N IV
53 NF353 E29 c.5224C>T SK E29 D V
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Continuación Tabla 16. 

N: mutación nueva; D: mutación previamente descrita; E: exón; I: intrón; SK: skipping. 

 

 

Para una mejor comprensión y análisis de las mutaciones, las clasificamos en 

cinco grupos siguiendo las recomendaciones de K. Wimmer (Wimmer et al., 2007) 

(Figura 23):  

Tipo I: alteran las secuencias consenso de splicing y producen la pérdida 

completa del exón (skipping). Son el grupo mayoritario en nuestra cohorte (28/59, 48%). 

Tipo II: crean un nuevo sitio de splicing en secuencias intrónicas profundas y se 

produce la activación de un sitio críptico, lo que comporta la inserción de parte del 

intrón en el ARNm maduro. En nuestro grupo son minoritarias (3/59; 5%). 

Tipo III: crean un nuevo sitio de splicing en secuencias exónicas y producen la 

pérdida de parte del exón. Son minoritarias en nuestra muestra (2/59, 3%). 

 

Paciente Localización Mutación en ADN Efecto en ARNm N/D Tipo
54 NF342 I29 c.5546+2T>C SK E29 D I
55 NF505 I30 c.5749+332A>G Inserción I30 (c.5749+154_5749+331) D II
56 NF203 I30 c.5750-1G>A SK 1 pb E31 N IV
57 NF714 I31 c.5943+1G>A SK últimas 43 pb E31 D IV
58 NF603 I31 c.5944-5A>G Inserción I31 (c.5944-4_5944_1) D IV
59 NF650 I31 c.5944-5A>G Inserción I31 (c.5944-4_5944_1) D IV
60 NF660 I32 c.6085-6_6085-1delTTACA SK E33 N I
61 NF412 I33 c.6364+1delG SK E33 N I
62 NF288 I33 c.6365-2A>T SK E34 N I
63 NF292 I33 c.6365-3C>G SK E34 D I
64 NF461 I34 c.6579+1G>C Inserción I34 (c.6579+1_6579+29) N IV
65 NF680 I35 c.6642-2A>G SK E36 N I
66 NF684 E36 c.6724C>T SK E36 D V
67 NF401 I36 c.6756+1G>T SK E36 N I
68 NF528 I36 c.6756+2T>C SK E36 D I
69 NF496 E37 c.6791dupA SK E37 D V
70 NF512 E37 c.6791dupA SK E37 D V
71 NF575 E37 c.6792C>G SK E37 D V
72 NF588 E37 c.6792C>A SK E37 D V
73 NF595 E37 c.6792C>A SK E37 D V
74 NF658 E37 c.6792C>A SK E37 D V
75 NF671 E37 c.6792C>A SK E37 D V
76 NF507 E37 c.[(6792C>A; 6799C>T)] SK E37 N V
77 NF283 E37 c.6801A>G SK E37 N V
78 NF495 E37 c.6856_6858delAAG SK E37 N I
79 NF656 I37 c.6858+1G>T SK E37 D I
80 NF478 I38 c.7000-2A>G SK E39 D I
81 NF395 I38 c.7000-1_7000dupG Inserción I38 (c.7000-101_7000-1) N IV
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Tipo IV: alteran  las secuencias consenso de splicing y, además, se produce  la 

activación de un sitio críptico de splicing. Según la localización del  sitio críptico, estas 

mutaciones comportan la ganancia de secuencias intrónicas (5/17; 29%) o la pérdida de 

regiones exónicas (12/17; 71%). Son el segundo grupo más frecuente en nuestra cohorte 

(17/59, 29%). 

Tipo V: se localizan en secuencias exónicas y producen la pérdida completa del 

exón. Son poco abundantes en nuestra muestra (9/59, 15%). 

 

 

 

Figura 23: Clasificación de las mutaciones de splicing. Los recuadros grises indican los exones y las 

líneas horizontales entre ellos representan los intrones. Las líneas y recuadros rayados, indican las 

secuencias intrónicas y exónicas que se eliminan durante el proceso de splicing. Las líneas verdes 

muestran las secuencias intrónicas que se incluyen en el ARNm maduro como consecuencia de la 

mutación. Las “X” muestran el punto donde se produce la mutación. Las líneas rojas sobre cada diagrama 

indican el splicing alterado del pre-ARNm. 5’: sitio donador de splicing; 3’: sitio aceptor de splicing; Nº: 

número de casos identificados en nuestra cohorte para cada tipo de mutación; %: el porcentaje que 

representan respecto del total. 
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4.2 Análisis in silico de las mutaciones de splicing 

 

 Diferentes estudios han puesto de manifiesto que muchas mutaciones puntuales 

identificadas en ADNg afectan al correcto procesamiento del pre-ARNm. Sin embargo, 

para algunas patologías, el análisis de los transcritos no es posible y, por tanto, es 

necesario recurrir a herramientas informáticas que predicen el efecto de una mutación 

sobre el procesamiento del pre-ARNm. Con objeto de valorar la utilidad y acierto de 

estos programas, realizamos un análisis in silico de las mutaciones de splicing 

identificadas en nuestra cohorte. Para analizar la funcionalidad de los sitios 5’ 

donadores o 3’ aceptores utilizamos los programas MaxEntScan y Splice Site Prediction 

by Neural Network (SSPNN) (Tabla 17).  

Según la clasificación anterior, los cambios localizados en los sitios 5’ 

donadores y 3’ aceptores son mutaciones de tipo I o IV. En estos casos, ambos 

programas de predicción, o al menos uno de ellos, mostraron una significativa pérdida 

de funcionalidad del sitio mutado. Únicamente en tres de dichas mutaciones, 

c.586+5G>T, c.5205+5G>A y c.1063-13G>A (Tabla 17, filas 3, 38 y 42, 

respectivamente), el análisis mostró una disminución menos notable, cercana al 50%. 

Los programas hacen una buena valoración de la funcionalidad de los sitios de splicing 

silvestres y mutados. Sin embargo, según nuestro análisis, la valoración de la 

funcionalidad de los sitios crípticos de splicing no es acertada. En 7 de las 17 (41%) 

mutaciones tipo IV identificadas (Tabla 17, valores en azul), los sitios crípticos 

utilizados in vivo mostraron muy baja o nula funcionalidad. En 6 de estos casos (filas 36, 

39, 43, 45, 48 y 50), el programa SSPNN no encontró ningún sitio críptico en los 

exones o en las 50 pb flanqueantes (datos no mostrados). Por esta razón, la predicción 

del efecto de la mutación hubiera sido errónea, al considerar que estas mutaciones 

producirían el skipping del exón. Otro ejemplo ilustrativo es el caso de la mutación 

c.6579+1G>C (fila 40). Este cambio inactiva el sitio 5’ aceptor de splicing (0.41>0) y se 

produce la activación de un sitio críptico 3’ donador, localizado en la posición +29 del 

intrón. Ninguno de los programas valoró correctamente la funcionalidad de dicho sitio 

críptico. De hecho, el análisis in silico mostró la existencia de otro sitio críptico en el 

exón, con un score de 0,41. En resumen, para las mutaciones tipo I y tipo IV, los 

programas de predicción son útiles para valorar la pérdida de un sitio consenso de 

splicing, sin embargo, es difícil conocer el efecto que causarán en el ARNm. 
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Tabla 17: Análisis in silico de las mutaciones de splicing tipo I, II, III y IV utilizando los programas 

SSPNN y MaxEntScan. En la columna "Secuencia" en minúscula aparece la secuencia intrónica y en 

mayúscula la exónica; en rojo se indican las mutaciones puntuales y subrayados los nucleótidos que se 

insertan o deletan. Los nucleótidos que corresponden a los nuevos sitios 5' donadores (GT) o 3' aceptores 

(AG) aparecen en negrita (mutaciones tipo II, III y IV).  

Tipo I (5´ donador)
Mutación Efecto Secuencia SSPNN MAXENT MDD MM WMM

CAGgttagt wt 1 8,2 13,18 7,77 8,12
ACCgttagt mut 0,44 -0,89 6,68 -2,96 2,56
CAGgttagt wt 1 8,2 13,18 7,77 8,12
CAGattagt mut 0 -0,16 5 -0,41 -0,06
AGGgtaagt wt 1 10,45 14,98 10 10,43
AGGgtaatt mut 0,82 6,62 9,28 4,97 6,52
AAGgtaagt wt 1 11 15,48 12,2 12,71
AAGttaagt mut 0 2,49 6,97 3,68 4,2
CTGgtaaggt wt 0,99 9,68 13,48 8,54 10,1
CTGttaagg mut 0 1,4 5,2 0,27 1,83
AAGgtgaga wt 0,99 8,68 13,98 9,67 9,98
AAGatgaga mut 0 0,5 5,8 1,49 1,8
TAGgtatat wt 0,79 4,89 8,38 4,45 4,64
TAGttatat mut 0 -3,62 -0,13 -4,05 -3,87
TAGgtatat wt 0,79 4,89 8,38 4,45 4,64
TAGgtgtat mut 0 -0,55 5,28 1,14 3,26
TAGgtgagt wt 0,99 8,83 13,48 9,08 9,66
TAGatgagt mut 0 0,65 5,3 0,9 1,47
TAGgtgagt wt 0,99 8,83 13,48 9,08 9,66
TAGgtgact mut 0,16 3,75 6,98 4,21 5,82
TAGgtgaga wt 0,79 6,95 10,58 7,44 8,31
TATgtgaga mut 0,06 1,04 7,58 3,19 4,19
AAGgtttgt wt 0,92 7,81 11,58 6,11 4,81
AAGgattgt mut 0 -0,38 3,99 -2,07 -3,37
CAGgtttgt wt 0,75 7,44 11,18 6,68 5,18
CACgtttgt mut 0 -1,97 2,38 -2,83 2,32
CAGgtaatt wt 0,88 8,55 13,08 7,72 9,17
CAGggaatt mut 0 0,91 5,43 0,07 1,52
ACGgtaggt wt 0,97 10,15 12,98 9,79 7,99
ACGgcaggt mut 0 2,4 5,22 2,04 0,24
GTGgtaagt wt 1 10,36 14,28 9,19 9,83
GTGtaagtt mut 0 -15,69 -11,41 -15 -13,13
AAGgtacct wt 0,89 8,49 11,68 6,88 5,88
AAGttacct mut 0 -0,01 3,17 -1,63 -2,62
AAGgtacct wt 0,89 8,49 11,68 6,88 5,88
AAGgcacct mut 0 0,74 3,92 -0,88 -1,87
AATAAGgtaatt wt 0,99 8,83 12,58 7,16 8,8
AATgtaatt mut 0,68 1,5 0,68 2,44 4,68
AAGgtaatt wt 0,99 8,83 12,58 7,16 8,8
AAGttaatt mut 0 0,33 4,07 -1,34 0,3

c.6856_6858delAAG

c.6858+1G>T

c.5546+2T>C

c.6364+1delG

c.6756+1G>T

c.6756+2T>C

Funcionalidad sitio 5´ donador

c.478_479delAG

c.479+1G>A

c.586+5G>T

c.654+1G>T

c.730+1G>C

c.1185+1G>A

c.1721+1G>T

c.1721+3A>G

c.3113+1G>A

c.3113+5G>C

c.3496G>T

c.3708+2T>A

c.3974G>C

c.4367+2T>G

SK36

SK36

SK37

SK37

SK23.1

SK25

SK29

SK33

SK18

SK18

SK20

SK21

SK5

SK8

SK11

SK11

SK4a

SK4a

SK4b

SK4c

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20
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Continuación Tabla 17. 

Tipo I (3´ aceptor)
Mutación Efecto Secuencia SSPNN MAXENT MDD MM WMM

ttatagGCA wt 0,99 8,27 8,95 9,14
ttatcgGCA mut 0 0,23 0,91 1,09
ttatagAAC wt 0,68 5,74 5,49 7,14
ttatggAAC mut 0 -2,22 -2,46 -0,81
ttttagGTG wt 0,99 9,43 11,1 10,98
ttttggGTG mut 0 1,47 3,12 3,02
ttacagGTT wt 0,99 8,65 9,7 10,36
gcttctGTT mut 0 -13,5 -15 -20,65
ttacagAAG wt 0,93 9,6 11 12,79
ttactgAAG mut 0,19 1,23 2,28 4,42
ttacagAAG wt 0,93 9,6 11 12,79
ttagagAAG mut 0 0,14 -0,11 3,88
ttgcagAAT wt 0,56 7,85 8,96 6,96
ttgcggAAT mut 0 -0,11 1,01 -1
taatagAGT wt 0,47 4,48 5,64 5,3
aataggAGT mut 0 -1,53 0,25 -0,78

Tipo II (crea nuevo 5' donador)
Mutación Efecto Secuencia SSPNN MAXENT MDD MM WMM

tagttaagt sec wt 0 1,16 5,17 1,45 2,53
taggtaagt sec mut 1 9,66 13,68 9,96 11,04
ccttagatc 3' cript 1 0,97 9,87 10,1 11,26
tttaaggta 3' cript 2 0,96 10,24 11,3 12,96
cacataagt sec wt 0 1,97 7,1 1,54 2,04
cacgtaagt sec mut 1 10,16 15,28 9,72 10,22
ctgaaggaa 3' cript 0 1,56 3,05 1,22 0,98

Tipo II (crea nuevo 3' aceptor)
ctacaactg sec wt 0 -0,49 -0,58 -1,59
ctacagctg sec mut 0,92 8,26 8,17 7,16
GCTgtaagt 5' cript 0,96 8,56 12,68 6,46 5,41

Tipo III (crea un 5' donador)
Mutación Efecto Secuencia SSPNN MAXENT MDD MM WMM

TGTgtaagt wt 0,86 7,65 11,48 5,9 4,64
AGCTATAAG sec wt 0 0,38 4,5 -1,73 -2,78
AGCTGTAAG sec mut 0,97 8,56 12,68 6,46 5,41

Tipo III (crea un 3' aceptor)
ctgcagCTC wt 0,23 5,54 7,25 6,36
TGCAAGAAA sec wt 0,03 1,06 0,54 1,24
TGCAGGAAA sec mut 0,73 9,81 9,3 9,99

ins 59/80 pb 
I23.1

c.5749+332A>G30

33

29

31

32

c.3974+260T>G

25

26

27

28

21

22

23

24

SK36

SK39

SK5

SK8

SK24

SK33

SK34

SK34

ins 42 pb I9

ins 177 pb 
I30

Funcionalidad sitio 3´ aceptor

SK primeras 
27 pb E12a

Funcionalidad sitio 5´ donador

SK últimas   
62 pb E10b

Funcionalidad sitio 3´ aceptor

Funcionalidad sitio 3´ aceptor

Funcionalidad sitio 5´ donador

c.655-2A>C

c.1063-2A>G

c.4111-2A>G

c.6085-6_6085-1del

c.6365-2A>T

c.6365-3C>G

c.6642-2A>G

c.7000-1_7000dupG

c.1260+1604A>G 
(2 casos)

c.1466A>G             
(8 casos)

c.1748A>G
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Continuación Tabla 17. 

Tipo IV (inactiva el 5´ donador)
Mutación Efecto Secuencia SSPNN MAXENT MDD MM WMM

ATGgtgagt wt 0,99 10,13 14,08 9,22 9,29
ATGatgagt mut 0 1,94 5,9 1,04 1,11
AAAGTCAGT cript 0,48 1,98 7,18 0,06 5,02
CAGgtaaag wt 0,92 9,65 14,28 8,28 8,69
CAAgtaaag mut 0,31 2,69 8,18 4,6 5,52
AACGTAAGG cript 0,95 7,34 12,28 7,47 8,92
GAGgtaaga wt 0,99 10,06 13,38 10,1 10,53
GAGataaga mut 0 1,88 5,2 1,95 2,34
AACGTTAAG cript 0 -14,85 2,88 -6,76 0,51
AAAgtaagt wt 0,98 9,72 14,58 8,51 9,54
AAAataagt mut 0 1,54 6,4 0,32 1,36
AAGGTATTC cript 0,72 6,8 10,08 4,92 4,63
AAAgtaagt wt 0,98 9,72 14,58 8,51 9,54
AAAgtaaat mut 0,45 4,06 7,28 4,04 6,09
AAGGTATTC cript 0,72 6,8 10,08 4,92 4,63
CAGgtattg wt 0,58 8,35 11,18 6,87 5,29
CAGatattg mut 0 0,17 3 -1,31 -2,89
GATGTACCC cript 0,01 1,65 -1,42 1,82 -0,3
GAGgtatag wt 0,41 7,13 10,48 6,27 4,54
GAGatatag mut 0 -1,05 2,3 -1,91 -3,65
taagttaaa cript 0 -11,9 -1,62 -6,55 -1,88

Tipo IV (inactiva el 3' aceptor)
tgttagAGA wt 0,79 4,4 5,66 6,26
tgttacAGA mut 0 -3,67 -2,4 -1,8
ttagAGAAT sec wt 0 0,54 -1,74 -0,63
ttacAGAAT sec mut 0,82 8,7 9,32 8,28
ggggtttttatagAAC wt 0,68 5,74 5,49 7,14
agggtttttatagAAC mut 0,65 1,68 1,64 6,73
tgttggggt sec wt 0 -1,15 -0,22 1,85
tgttagggt sec mut 0,81 6,81 7,74 9,81
gtgtagATA wt 0,91 7,92 8,47 7,43
gtgtggATA mut 0 -0,03 0,52 -0,53
tagATACTTCAGAGT sec wt 0,07 -2,12 -0,63 2,7
tggATACTTCAGAGT sec mut 0,16 3,45 5,08 3,39
tctcagGAT wt 0,99 9,74 11 11,54
tctcaaGAT mut 0 0,99 2,2 2,79
ctcagGATG sec wt 0 -1,87 -0,06 1,06
ctcaaGATG sec mut 0,58 6,09 7,9 9,02
atctagGGA wt 0,49 5,36 6,89 7,21
atctggGGA mut 0 -1,99 -1,08 -0,09
aagtagttt cript 1 0,92 7,89 8,57 8,86
tctaagtag cript 2 0 1,35 2,07 1,96
ttttagGCA wt 0,99 10,3 12,1 13,75
ttttcgGCA mut 0 2,26 4,1 5,71
tagGCATCAGGTA sec wt 0 -0,76 0,31 8,18
tcgGCATCAGGTA sec mut 0,95 7,15 7,87 10,41
ccttagGTT wt 1 11,72 12,4 13,24
ccttggGTT mut 0 3,76 4,39 5,29
TCATAGACT cript 0,84 3,02 2,46 3,75

45

46

47

41

42

43

44

37

38

39

40

34

35

36

SK primera 
pb E22

Funcionalidad sitio 5´ donador

Funcionalidad sitio 3´ aceptor

SK últimas   
54 pb E28

SK últimas   
54 pb E28

SK últimas   
43pb E31

ins primeras 
29 pb I34

SK últimas 
105 pb E2

SK últimas   
233 pb E16

SK primeras 
9 pb E25

SK primeras 
2 pb E3

ins últimas 
11 pb I7

SK últimas   
69 pb E27b

c.5205+5G>A

c.5943+1G>A

c.2850G>A

c.204+1G>A           
(4 casos)

c.4772+1G>A

c.5205+1G>A

c.6579+1G>C

c.205-1G>C

c.1063-13G>A

c.4270-2A>G

c.4773-2A>G

c.3709-1G>A

c.4515-2A>G

c.4662-2A>C

ins 14/17pb 
I26

SK pirmeras 
7 pb E27b

SK primeras 
293 pb E28
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Continuación Tabla 17. 

 

E: exón; I: intrón; SK: skipping; ins: inserción; wt: sitio consenso; mut: sitio consenso mutado; cript: sitio 

críptico; sec wt: secuencia intrónica o exónica que no participa en el splicing; sec mut: la sec wt mutada. 
 

 

En el caso de las mutaciones tipo II y tipo III (filas 29-33) también encontramos 

que los programas predicen con acierto la funcionalidad de los nuevos sitios 5’ 

donadores o 3’ aceptores creados por la mutación. Sin embargo, en las tres mutaciones 

tipo II identificadas, además de la creación de un nuevo sitio de splicing se produce la 

activación de un sitio críptico para conseguir la “exonización” de una secuencia 

intrónica. La predicción sobre la funcionalidad del sitio críptico utilizado es variable. En 

el caso de la mutación c.3974+260T>G (fila 29) observamos que se activan dos sitios 

crípticos funcionales, sin embargo el sitio críptico utilizado en el caso de la mutación 

5749+332A>G (fila 30) mostró un score bastante bajo en todos los programas. Otro 

hecho particular del efecto de estas mutaciones es el del cambio c.1260+1604A>G que 

se produce en el intrón 9, a 13 pb del inicio del exón 9br (Figura 24). Este cambio crea 

un nuevo sitio 3’ aceptor funcional (score de 0,92) en el intrón (ctacaactg > ctacagctg) y 

el exón 9br que muestra splicing alternativo, se transforma en un exón constitutivo. La 

creación del nuevo sitio 3’ aceptor comporta la utilización del sitio 5’ donador que es 

funcional exclusivamente en algunos tejidos del sistema nervioso central, 

produciéndose la inclusión del 9br y de 12 pb de secuencia intrónica.  

 

Tipo IV (inactiva el 3' aceptor)
ttccagGTA wt 0,98 8,44 8,65 10
ttccaaGTA mut 0 -0,31 -0,11 1,25
tccagGTAT sec wt 0 -5,81 -4,73 -2,37
tccaaGTAT sec mut 0,08 2,15 3,22 5,59
aactagATT wt 0,98 8,12 10,5 10,77
agctagATT mut 0 3,38 5,46 10,5
cttcaacta sec wt 0 0,58 1,97 3,88
cttcagcta sec mut 0,98 9,33 10,7 12,63
taatagAGT wt 0,47 4,48 5,64 5,3
taatggAGT mut 0 -3,48 -2,31 -2,65
tgaaaggat cript 0 2,56 3,47 0,67

Funcionalidad sitio 3´ aceptor

49

50

48

ins últimas   
4 pb I31

    ins 
últimas 101 

pb I38

SK primera 
pb E31c.5750-1G>A

c.7000-2A>G

c.5944-5A>G       
(2 casos)
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Figura 24: Splicing aberrante producido por la mutación c.1260+1604A>G. La “X”  indica la posición de 

la mutación y en azul se muestra la activación del sitio 5’ donador del exón 9br. Los valores entre 

paréntesis indican el score para los diferentes sitios de splicing según SSPNN. 

 

 

 

Por último, realizamos un estudio in silico de las mutaciones tipo V. Valoramos 

la capacidad de dos programas ESEfinder y RESCUE-ESE, para predecir la pérdida de 

elementos ESE como consecuencia de las mutaciones (Tabla 18). De las 9 mutaciones 

tipo V identificadas, en 8 de ellas uno de los dos programas predecía la pérdida de un 

ESE o la disminución del score para una proteína SR concreta. Sin embargo, los 

resultados ofrecidos por ambos programas fueron contradictorios para la mayoría de 

mutaciones y en ningún caso obtuvimos una predicción certera indicando la pérdida de 

un ESE por efecto de la mutación. Por tanto, actualmente no creemos posible catalogar 

un cambio puntual, identificado en ADNg, como mutación de splicing tipo V, utilizando 

únicamente las herramientas in silico disponibles. 
 

E9 E10aX
cagctg

caactg

nuevo 3’
(0,92)

GT AG

activación 5’
(0,96)

E10a

E9br
GT

E9 X E9br
GT

inclusión

E9 E10aX
cagctg

caactg

nuevo 3’
(0,92)

GT AG

activación 5’
(0,96)

E10a

E9br
GT

E9 X E9br
GT

inclusión
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Tabla 18: Análisis in silico de las mutaciones de splicing tipo V utilizando los programas ESEfinder y 

RESCUE-ESE.  

SK: skipping; wt: secuencia silvestre; mut: secuencia mutante; hexám: hexámero. 

 

 

4.3 Análisis funcional de mutaciones tipo V 

 

 En el gen NF1, hasta este momento, se han descrito alrededor de 20 mutaciones 

tipo V (HGMD). Específicamente los exones 7 y 37 muestran una alta proporción de 

dicho tipo de cambios, con un total de 10 mutaciones descritas (Tabla 19). Con el objeto 

de confirmar la existencia de elementos SRE (ESE o ESS) en dichos exones, y para 

definir su naturaleza, llevamos a cabo un análisis funcional de varias mutaciones 

identificadas en pacientes con NF1. 
 

ESE finder RescueESE
Proteína SR Score Hexámeros

wt SRp40 3,03286 2 hexámeros
SRp40 3,75218

mut SRp40 - destruye 2
SRp40 4,10887 crea 1 hexám

wt SRp40 3,00931 2 hexámeros
mut SRp40 3,366 destruye 2

crea 2 nuevos
wt - - 1 hexámero

mut SRp55 3,02231 desaparece hex
wt - - ninguno

mut SRp55 2,70848 ninguno
wt SRp40 4,60188 ninguno

mut - - crea 1 hexám
wt SRp40 4,60188 ninguno

mut SRp40 2,87756 crea 1 hexám
wt SRp40 4,60188 ninguno

mut SRp40 3,00000 crea 1 hexám
wt SRp40 4,60188 ninguno

mut SRp40 3,00000 crea 1 hexám
wt SRp40 2,80000 1 hexámero

mut SRp40 - desaparece hex
wt SRp40 2,83813 1 hexámero

mut SRp40 3,40596 desaparece hex
SF2/ASF 2,9319

c.6801A>G

c.6724C>T

c.6791dupA

c.6792C>G

c.6792C>A

c.6792C>A

c.6799C>T

SK 37

SK 37

SK 37

SK 4b

SK 36

SK 37

SK 37

Tipo V Efecto en 
RNA

SK 7

SK 29

c.574C>T

c.910C

c.5224C>T
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Tabla 19: Mutaciones tipo V descritas hasta la fecha en los exones 7 y 37.  

NS: nonsense; MS: missense; FS: frameshift. 

 

 

 

4.3.1 Estudio funcional de las mutaciones en el exón 7 

 

 La secuencia codificante del exón 7 (147 pb), se encuentra en fase  en el gen 

NF1. Por esto, las mutaciones de splicing tipo V van a producir una deleción y una 

proteína de menor tamaño, con 58 aminoácidos menos; independientemente de la 

naturaleza del cambio: missense, nonsense o pequeña deleción. Sin embargo, hay que 

recordar que una proporción variable de los transcritos “escapa” al skipping, por lo que 

también se expresa el alelo que porta la mutación puntual. 

Por otra parte,  una información relevante para este análisis, que nos sirvió como 

punto de partida, es que los elementos ESE se asocian generalmente a sitios 5’ 

donadores y/o 3’ aceptores débiles (Graveley, 2000; Fairbrother et al., 2002; Baralle et 

al., 2006). Siguiendo esta regla encontramos que el exón 7 muestra un sitio 3’ aceptor 

de splicing muy débil (SSPNN: 0,64; MAXENT: 3,66; MM: 3,74; WMM: 4,5).  

 

Mutación Efecto en proteína Fuente
c.910C>T NS Hoffmeyer et al. , 1998
c.943C>T NS Wimmer et al ., 2000
c.[945G>A;946C>A] silenciosa / MS Colapietro et al ., 2003
c.1007G>A NS Wimmer et al ., 2000
c.1039C>T NS Pros et al ., 2006

Mutación Efecto en proteína Fuente
c.6791dupA FS Pros et al ., 2006
c.6792C>G NS Messiaen et al ., 1997
c.6792C>A NS Messiaen et al ., 1997
c.[6792C>A;c.6799C>T] NS / NS En este trabajo
c.6801A>G silenciosa En este trabajo

Exón 7

Exón 37
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4.3.1.1 Construcción del minigen E7-pSPL3 para el análisis de las mutaciones  tipo V 

 

 En primer lugar, se generó el vector recombinante E7-pSPL3 que contenía el 

exón 7 (147 pb) junto con 258 y 248 pb de los intrones 6 y 7, respectivamente. 

Posteriormente, por mutagénesis dirigida, se obtuvieron seis minigenes que portaban 

todos los cambios tipo V identificados en el exón 7, en pacientes con NF1. En el caso de 

la doble mutación c.[945G>A;946C>A] generamos dos minigenes (c.945G>A y 

c.946C>A) para determinar el efecto de cada cambio de forma independiente. En la 

Figura 25 se puede observar la posición relativa de dichas mutaciones a lo largo del 

exón 7. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25: Localización de las mutaciones tipo V en el exón 7. 

 

 

 

Mediante transfección de estos minigenes en células HeLa y posterior extracción 

del ARN y RT-PCR, analizamos el efecto de dichas mutaciones sobre el ARNm 

producido por cada minigen, estimando la proporción de transcritos que incluyen el 

exón 7 (Figura 26). En los transcritos derivados del minigen silvestre (WT) el exón 7 se 

incluía en el 67% de los casos. En los transcritos derivados de los minigenes mutantes, 

sin embargo, la tasa de inclusión se reducía a <10% para todos los constructos, excepto 

en el caso del minigen que portaba la mutación c.1039C>T que mostró una tasa de 

inclusión del 27%. Además, generamos un control negativo, el plásmido con la 

mutación c.1020dupT que in vivo no afecta al splicing. En este caso, encontramos que la 

tasa de inclusión era del 64%, muy similar a la del plásmido silvestre. Estos resultados 

indican que el minigen E7-pSPL3 es una buena herramienta para el estudio de las 

mutaciones tipo V.   

 

E7
IVS6 IVS7

c.889 c.1062

c.910C>T c.943C>T

c.[945G>A;946C>A]

1007G>A

c.1039C>T

E7
IVS6 IVS7

c.889 c.1062

c.910C>T c.943C>T

c.[945G>A;946C>A]

1007G>A

c.1039C>T
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Figura 26: Proporción de transcritos derivados de los minigenes silvestre y mutantes que incluyen el 

exón 7. WT: minigen silvestre. 

 

 

4.3.1.2 Definición de los elementos reguladores presentes en el exón 7 

   

  Para identificar los posibles elementos reguladores, mediante mutagénesis 

dirigida, generamos un total de 40 cambios en el minigen E7-pSPL3 y determinamos la 

proporción de transcritos producidos por cada minigen que incluían el exón 7. En la 

posición c.910 generamos todos los posibles cambios y también se mutaron los 

nucleótidos adyacentes, desde la posición c.908 a la posición c.912 (Figura 27A). Todos 

los cambios en c.910 comportaban una reducción significativa en la tasa de inclusión, 

presentando valores inferiores al 10%. Las mutaciones en posición c.911 también 

producían una inclusión significativamente menor que la observada con el minigen 

silvestre. No observamos diferencias en las posiciones c.908, c.909 y c.912. Por tanto, 

estos datos sugieren que las secuencias c.910 y c.911 son posiciones relevantes de un 

elemento ESE. 

Mediante mutagénesis dirigida también investigamos la segunda región exónica 

que afecta el splicing del exón 7. Generamos los tres posibles cambios en todos los 

nucleótidos desde la posición c.943 a la posición c.946 (Figura 27B). Prácticamente 

todos los cambios en c.943, c.945 (salvo c.945G>C) y c.946 alteraban el splicing del 

exón 7, mostrando una inclusión significativamente menor que el minigen silvestre. Por 

el contrario, todos los cambios en posición c.944 producían una inclusión cercana al 

95%, superior a la observada en el minigen silvestre. Estos datos sugieren que la región 

c.943_946 podría formar parte de un elemento compuesto de regulación del splicing 

(CERES) en el que existe un solapamiento de elementos ESE y ESS. 
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Figura 27: Definición de elementos SREs en el exón 7. Se muestra la proporción de transcritos derivados 

de los diferentes minigenes mutantes que incluyen el exón 7. A: Región c.908_912. B: Región 943_946. 

C: Región c.1005_1007. D: Posición c.1039. 
 

 

También se mutagenizaron los residuos de la región c.1005_1007. Observamos 

que únicamente la mutación patogénica c.1007G>A y el cambio c.1006T>A producían 

una disminución significativa de la inclusión (Figura 27C). La mutación c.1007G>A 

crea un motivo UAGGAA (c.1006_1011), que presenta una alta homología al motivo de 

unión del regulador negativo del splicing hnRNPA1 (UAGGGA), mientras que el 

cambio c.1006T>A crea una secuencia idéntica (c.1005_1010) al motivo de unión de  

hnRNPA1. Estos datos sugieren que la mutación patogénica c.1007G>A podría generar 

un nuevo elemento ESS que, mediante la unión de la proteína hnRNPA1, induciría el 

skipping del exón. 

En la posición c.1039 también generamos los tres posibles cambios (Figura 27D). 

La mutación c.1039C>T identificada en dos pacientes independientes, producía una 

inclusión del exón 7 menor (27%) a la observada en el minigen salvaje. El segundo 

cambio, C>A, disminuía moderadamente la inclusión (39%), sin embargo, el tercer 

C D 

A B 
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cambio, C>G, la aumentaba (85%). Por tanto, no es evidente que la mutación 

c.1039C>T afecte a un elemento ESE o cree un ESS. 

 Por último, con objeto de obtener una prueba adicional de la existencia de 

elementos ESE en el exón 7, se modificó el sitio 3’ aceptor natural de dicho exón por 

otro más funcional, generando la mutación c.889-10_889-9delinsTT (SSPNN: 0,64 > 

0,98). Esta modificación se realizó en el minigen silvestre y en cuatro de los minigenes 

mutantes: c.910C>T, c.943C>T, c.945G>A y c.946C>A. Tal y como suponíamos se 

incrementó significativamente la inclusión del exón 7 en los transcritos del minigen 

silvestre aumentando de un 67 hasta un 97% (Figura 28). Además, confirmamos que la 

presencia del nuevo sitio 3’ mejorado revertía el efecto de las cuatro mutaciones 

analizadas, apoyando nuestra hipótesis inicial. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 28: Proporción de transcritos que incluyen el exón 7 derivados de cada uno de los minigenes. Las 

barras rayadas muestran los valores para los minigenes con el sitio 3’ aceptor natural del exón 7. Las 

barras grises muestran los valores para estos mismos minigenes que portan un sitio 3’ mejorado (c.889-

10_889-9delinsTT). 

 

 

4.3.1.3 Estudios de sobreexpresión de proteínas SR 

 

Con el objeto de identificar las proteínas SR que pudieran unirse a los elementos 

ESE del exón 7, cuantificamos los diferentes transcritos derivados del minigen, en 

células que sobreexpresaban diferentes proteínas SR. Para ello, se cotransfectó el 

minigen silvestre E7-pSPL3 junto con plásmidos que expresaban cada una de las 

siguientes proteínas SR: SRp20, SRp30, SRp40, SRp55, SRp75, SC35 y SF2. En dos 
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cultivos celulares, donde se sobreexpresaron las proteínas SRp40 y SC35, se observó un 

incremento significativo de la tasa de inclusión (Figura 29A). Observamos también que 

la proteína SRp75 ejercía un fuerte efecto silenciador, produciendo una inclusión de tan 

sólo el 4%.  Es sabido que algunas proteínas SR, dependiendo del contexto, pueden 

también actuar como inhibidores del procesamiento de los exones (ver Discusión). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29: Ensayos de sobreexpresión de diferentes proteínas SR. A: Ensayos de sobreexpresión de 

proteínas SR en células transfectadas con el minigen silvestre. B: Ensayo de sobreexpresión de SRp40 en 

células transfectadas con el minigen silvestre y los diferentes minigenes mutantes. C: Ensayos de 

sobreexpresión de SC35. D: Proporción de transcritos que incluyen el exón 7 derivados de los diferentes 

minigenes a concentraciones crecientes de SC35. 

 

A continuación, quisimos determinar los motivos de unión de SRp40 y SC35 en 

el exón 7. Para ello se cotransfectaron las células con diferentes minigenes mutantes y 

con los plásmidos que expresaban las proteínas SRp40 o SC35. La sobreexpresión de 

SRp40 producía un aumento significativo de la inclusión del exón 7 en los transcritos de 

todos los minigenes mutantes analizados (Figura 29B). Según este resultado, ninguna de 

las posiciones analizadas participa en la unión a SRp40. Sin embargo, la sobreexpresión 

   

  

SC35 
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de SC35 aumentaba significativamente la inclusión del exón 7 en los plásmidos 

mutantes c.910C>T, c.943C>T y c.1039C>T, pero no producía ningún efecto en el caso 

de los minigenes c.945G>A y c.946C>A (Figura 29C). Además, comprobamos que la 

cotransfección de las células con el minigen c.910C>T y cantidades crecientes del 

plásmido que expresaba SC35, producía un aumento lineal en la inclusión del exón 7. 

Sin embargo, no observamos ningún efecto sobre los transcritos derivados de los 

minigenes que portaban las mutaciones c.945G>A y c.946C>T (Figura 29D). Estos 

resultados indican que la unión de SC35 está mediada por los nucleótidos GC, en la 

posición c.945_946, que conforman un motivo ESE.  

 

4.3.1.4 Análisis de la unión diferencial de las proteínas SR a secuencias silvestres y 

mutantes del exón 7 

 

 Para progresar en la investigación relativa a las proteínas que regulan el splicing 

del exón 7 mediada por unión a SREs, realizamos un conjunto de estudios in vitro de 

pull-down y Western Blot, utilizando una batería de anticuerpos anti diferentes 

proteínas SR: SRp20, SC35, SF2, SRp40, SRp50 y SRp75 y anti Tra2-ß.  

 En primer lugar analizamos el motivo c.910_911. No detectamos diferencias 

entre la unión in vitro de la sonda silvestre S910C y las sondas mutantes S910T, S910A, 

S910G, con ninguna de dichas proteínas. También, analizamos la unión de proteínas 

silenciadoras del splicing utilizando anticuerpos anti hnRNPA1, hnRNPA2, hnRNPH, 

PTB-C y DAZAP-1. Tampoco obtuvimos ningún resultado que indicara la unión in 

vitro de alguna de dichas proteínas con  alguna de las secuencias mutantes que se 

ensayaron. 

 En segundo lugar, analizamos la unión de la proteína SC35 al posible motivo 

ESE, en la posición c.945_946. Realizamos un experimento de pull-down y Western 

Blot con un anticuerpo anti-SC35, utilizando cuatro sondas de ARN: la sonda silvestre 

S943_946, y las tres sondas mutantes S943T, S945A y S946A. Sorprendentemente, no 

detectamos unión de la proteína SC35 a ninguna de las cuatro sondas analizadas. Se 

modificaron las condiciones del experimento, utilizando condiciones menos restrictivas 

para favorecer la unión entre las sondas y las proteínas. También utilizamos sondas de 

mayor longitud (45 pb) que las utilizadas inicialmente (20-28 pb). Sin embargo, no se 

detectó unión de la proteína SC35 en ningún caso.  

.  
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4.3.1.5 Caracterización del elemento ESS en el exón 7 creado por la mutación 

c.1007G>A 

 

 Tal y como se ha mostrado en los resultados del apartado 4.3.1.2, postulamos 

que la mutación c.1007G>A podría crear un nuevo elemento ESS de unión a la proteína 

silenciadora del splicing hnRNPA1. Para confirmar esta hipótesis, realizamos análisis 

de pull-down y Western Blot con cuatro sondas de ARN: la sonda silvestre S1007G y 

tres sondas mutantes S1007A, S1007T y S1007C, utilizando un anticuerpo anti-

hnRNPA1. Comprobamos que tan sólo la sonda mutante S1007A se unía a la proteína 

hnRNPA1 (Figura 30). Este resultado fue confirmado mediante un ensayo de retardo en 

la movilidad electroforética (EMSA), en el que se observó la formación de un complejo 

entre la sonda mutante S1007A y la proteína hnRNPA1. La formación de dicho 

complejo no se observó con las sondas restantes, incluida la sonda silvestre S1007G 

(Figura 31). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3.2 Estudio funcional  de las mutaciones en el exón 37 

 

Hasta la fecha se han descrito cinco mutaciones que producen el skipping del 

exón 37 (Tabla 19). Tres de ellas son recurrentes (c.6791dupA, c.6792C>G y 

c.6792C>A) y se ha comprobado que dichas posiciones conforman un elemento ESE 

(c.6791_6795) al que se une la proteína YB-1 (Baralle et al., 2006; Skoko et al., 2008).  

1007A
1007G

1007T
1007C

hnRNPA1 

TDP-43 

Figura 30: Western Blot utilizando un 

anticuerpo anti hnRNPA1. TDP-43 es 

el control de carga y el control 

positivo. 

1007G 1007A 1007C 1007T

hnRNPA1 + + +- - -+-

1007G 1007A 1007C 1007T1007G 1007A 1007C 1007T

hnRNPA1 + + +- - -+- + + +- - -+-
Figura 31: Ensayo de retardo en la movilidad 

electroforética (EMSA). 
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En este trabajo hemos identificado dos nuevas mutaciones que también producen 

el skipping del exón: el cambio silencioso c.6801A>G y la mutación c.6799C>T 

identificada en cis junto a la mutación c.6792C>A, que denominaremos “doble 

mutación”, [c.6792C>A;c.6799C>T]. 

La fase de lectura de la secuencia codificante del exón 37, de 102 pb, está en 

fase en el gen NF1. Por ello, las mutaciones tipo V en dicho exón producirán una 

proteína de menor tamaño con 34 aminoácidos menos.  

 

4.3.2.1 Efecto de la doble mutación c.[6792C>A;c.6799C>T] sobre el procesamiento 

del pre-ARNm 

 

El estudio genético de una familia afectada de Neurofibromatosis tipo 1 mostró 

que la causa de la enfermedad era una doble mutación, con dos cambios nonsense en cis, 

c.[6792C>A;c.6799C>T] (Hernández-Imaz et al., 2013). La presencia de la doble 

mutación se confirmó en 10 individuos afectos de tres generaciones (Figura 32). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32: Pedigrí de la familia que porta la doble mutación. Los asteriscos (*) indican los individuos 

afectos que se estudiaron en el análisis semicuantitativo de ARN. 

 

 

Partiendo de muestras de ARN extraído de cultivos cortos de linfocitos tratados 

con puromicina, realizamos un análisis semicuantitativo de los transcritos en seis 

pacientes portadores de la doble mutación, en tres pacientes con la mutación 6792C>G 

y en otros siete con la mutación c.6799C>A. En cada caso determinamos la proporción 

de transcritos con skipping del exón 37 (NF1 Δ37) y encontramos diferencias 

significativas entre los tres grupos. Los pacientes con la mutación c.6792C>G 
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mostraron un valor promedio de transcritos con skipping del 22%, en los pacientes con 

la mutación 6792C>A dicha proporción aumentaba hasta el 35% y en los casos con la 

doble mutación se encontró un valor promedio del 42%, que era significativamente 

superior (Figura 33A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Figura 33: Estudio del efecto de la doble mutación. A: Análisis semicuantitativo de los transcritos con 

skipping del exón 37. En el eje de ordenadas (% skipping) se muestra la proporción de los transcritos 

calculada con la fórmula (ΔE37/FL+ΔE37) x 100. B: Análisis semicuantitativo de transcritos full-length 

mediante SNaPShot. En el gráfico se muestra el porcentaje de transcritos mutantes frente al total según la 

fórmula (mutFL/mut FL + wt FL) x 100. Las muestras de los 6 pacientes que portaban la doble mutación 

se testaron utilizando dos cebadores independientes, P6792 (barras ralladas) y P6799 (barras blancas). (**) 

indica que existen diferencias significativas entre los tres grupos (p<0,001). 

 
 

c.6792C>G c.6792C>A 
c.[6792C>A;c.6799C>T] 

III-3 III-8 III-1 III-2 III-6 IV-1 

**

** **
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III-3 III-8 
c.6792C>G c.6792C>A 

c.[6792C>A;c.6799C>T] 
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Confirmamos estos resultados realizando otro análisis semicuantitativo para 

determinar la proporción de transcritos full-length (FL) con mutación respecto al total 

de transcritos FL. También en este análisis encontramos diferencias significativas entre 

los tres grupos de pacientes (Figura 33B). Los pacientes con la mutación c.6792C>G, 

mostraron una proporción de transcritos FL mutados del  32%, en los pacientes con el 

cambio 6792C>A dicha proporción era del  20% y en los casos con la doble mutación la 

proporción era significativamente menor (13%). Estos análisis demuestran que las dos 

mutaciones tienen un efecto sumatorio sobre el skipping del exón 37. 

 

4.3.2.2 Caracterización de un nuevo elemento ESE en el exón 37 e identificación de 

proteínas del espliceosoma implicadas 

  

Las mutaciones identificadas en este trabajo fueron estudiadas en el minigen 

E31-38wt (cortesía del Prof. F.E. Baralle), cuyo patrón de procesamiento está descrito 

en el trabajo de Baralle et al., 2006. Mediante mutagénesis dirigida se introdujeron los 

cambios en las posiciones c.6792 y en la región c.6798_6802 y cuantificamos la 

proporción de los transcritos FL, con skipping del exón 37 y con skipping conjunto de 

los exones 36 y 37 (Figura 34). Las mutaciones c.6792C>G, c.6792C>A, 

c.[6792C>A;c.6799C>T] y c.6801A>G alteraban el splicing de los transcritos derivados 

del minigen, produciendo, casi de forma exclusiva, transcritos con skipping del exón 37 

o skipping de los exones 36 y 37. El mutante c.6799C>T por su parte, producía 

alrededor del 45% de transcritos full-length, y aunque su efecto era menos drástico 

sobre el splicing de los exones 36 y 37, su implicación en el procesamiento es clara. Por 

el contrario, los cambios en posición c.6798, c.6800 y c.6802 producían una inclusión 

superior al 97%.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34: Cuantificación de los transcritos silvestres (FL), con skipping del exón 37 (SK E37) y con 

skipping de los exones 36 y 37 (SK E36+37) derivados de los diferentes minigenes mutantes. 
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Por tanto, estos datos sugieren que los cambios c.6799C>T y c.6801A>G afectan 

a otro elemento regulador del splicing muy próximo al ESE previamente descrito. 

Para identificar la proteína SR que podría unirse a este nuevo elemento ESE, 

realizamos estudios de sobreexpresión utilizando el minigen E34-38 wt (cortesía del 

Prof. Baralle) (que produce una inclusión de los exones 36 y 37 del 75%) utilizando la 

misma batería de proteínas SR descritas anteriormente. Por otro lado, realizamos 

experimentos de pull-down y Western Blot siguiendo los mismos protocolos aplicados 

para el exón 7. Sin embargo, ninguna de las técnicas nos permitió identificar la proteína 

SR que se unía a esta región del exón 37 (resultados no mostrados). 
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En este trabajo hemos abordado diferentes aspectos genéticos de la 

Neurofibromatosis tipo 1, desde la puesta a punto de un protocolo para el diagnóstico 

molecular de la misma, hasta el estudio de los mecanismos que median diferentes tipos 

de mutaciones en el gen NF1, cuyas bases, pueden ser extrapoladas a otras 

enfermedades genéticas. 

 

1. Protocolo genético para el diagnóstico molecular de la NF1 

 

 El protocolo que hemos desarrollado en nuestro laboratorio, que utilizamos en la 

rutina diagnóstica, presenta una especificidad del 100% y una sensibilidad del 95% 

(Valero et al., 2011).  

El espectro mutacional identificado en nuestra cohorte de 327 pacientes, en 

general, concuerda con el estudio más amplio realizado en 1770 casos con NF1 

(Messiaen and Wimmer, 2008) (Figura 35). Las únicas diferencias destacables son la 

proporción de mutaciones missense, que en nuestro estudio es inferior a la descrita en 

dicho trabajo (8,5% frente a un 15,9%), y el número de variaciones en el número de 

copias intragénicas que es superior (5,2% frente a un 2,2%). El aumento de la 

proporción de CNVs, podría ser debido a la sensibilidad de la técnica de MLPA que 

aplicamos, en primer lugar, en nuestro protocolo.  
 

 

Figura 35: Diagrama mostrando el espectro mutacional en nuestra cohorte (izquierda) y en la de 

Messiaen y Wimmer, 2008 (derecha). 

 

El MLPA nos ha permitido identificar la mutación en los pacientes que portan 

microdeleciones (~7%) o CNV intragénicas (~5%). Estos pacientes son excluidos del 

análisis mutacional, optimizándose el coste y el tiempo de estudio. Sin embargo, es 

Microdeleciones 
(7,3%)

Otras (1%)

CNV intragénicas 
(5,2%)

Missense (8,5%)

Nonsense (24,5%)

Splicing (24,8%)

Frameshift  (28,7%) Frameshift  (26%)

Splicing (27%)
Nonsense (20,7%)

Missense (15,9%)

CNV intragénicas 
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Otras (3,2%)Microdeleciones 
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importante destacar que los resultados del MLPA, especialmente aquellos que indican 

alteraciones en la hibridación de una sola sonda, deben de ser confirmados por otra 

técnica. Cabe la posibilidad de que la disminución en los valores de RPA se deba a la 

aparición de una mutación puntual en la región del ADNg que hibrida con la sonda. En 

estos casos, el estudio del ADNc permite confirmar de los resultados del MLPA. Por 

otra parte, la existencia de una microdeleción, identificada también por el análisis 

MLPA, generalmente se traduce en un suceso de LOH (pérdida de heterocigosidad) de 

uno o varios marcadores microsatélite de locus NF1 que se evidencia en los estudios de 

segregación.  

 En los casos familiares, dichos estudios de segregación permiten identificar el 

haplotipo “de riesgo” en los miembros de la familia, permitiendo un diagnóstico precoz 

de la enfermedad, rápido y sencillo. En los casos esporádicos, en ocasiones, cuando el 

paciente que presenta la mutación de novo tiene descendencia, los estudios de 

segregación han mostrado la existencia de mosaicismo. Este ha sido el caso de los 

pacientes NF109 y NF639. 

También es importante incidir en el interés de los protocolos basados en el 

estudio del ADNc, porque dichos protocolos informan directamente sobre la naturaleza 

de las mutaciones de splicing (~ 25%).  

Por otra parte, la técnica de DHPLC ha mostrado ser muy sensible en la 

detección de mutaciones en nuestro estudio, incluso en casos en los que existe un 

mosaicismo de bajo grado (~10%) (datos no mostrados). Esto subraya la importancia de 

optimizar las condiciones en las que se analiza cada uno de los amplicones, para 

asegurar la detección de todos los posibles cambios presentes en la secuencia. 

 Como todo protocolo, éste también presenta alguna debilidad. A pesar de que los 

amplicones que se analizan por DHPLC se han diseñado en fragmentos solapantes, es 

posible que existan regiones donde la existencia de cambios puntuales no sea detectada 

en el análisis por DHPLC, debido a su proximidad a los cebadores. Para solucionar este 

problema, diseñamos amplicones más largos que se analizaron por PCR de largo 

recorrido. Este análisis nos permitió identificar cinco mutaciones patogénicas de la 

muestra total de 327 casos. 

A pesar de la utilidad e idoneidad de nuestro protocolo para la búsqueda de 

mutaciones en el gen NF1, las nuevas tecnologías están destinadas a sustituir a las 

técnicas actuales. Para la identificación de microdeleciones y CNVs intragénicas, si bien 

el MLPA es una técnica robusta, el array-CGH permite caracterizar con mayor 
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precisión el posicionamiento de los puntos de rotura. Para la identificación de cambios 

puntuales, el screening por DHPLC es muy sensible pero el estudio es laborioso y 

requiere mucho tiempo. La secuenciación del ADNc mediante las nuevas tecnologías de 

NGS (Next Generation Sequencing) ofrece una clara ventaja por su rapidez. Además, se 

podrán analizar las secuencias del promotor y el 3’UTR del gen, que normalmente no 

son analizadas en los protocolos actuales. Nuestro objetivo a corto plazo es desarrollar 

esta tecnología para su aplicación en el diagnóstico de rutina en la NF1. 

 

2. Estudio de las microdeleciones 

 

2.1 Caracterización de las microdeleciones 

 

 Las microdeleciones del locus NF1 afectan al 5-10% de los pacientes con NF1 

(Messiaen and Wimmer, 2008). En nuestra cohorte hemos identificado 24 casos que 

suponen el 7,3% de las mutaciones identificadas en este estudio. El 75% de las 

microdeleciones se corresponden con deleciones tipo 1 mientras que el 25% restante se 

divide entre deleciones tipo 2 y atípicas. Sin embargo, no hemos identificado ninguna 

deleción tipo 3, posiblemente porque son poco prevalentes (1,4-4%) (Vogt et al., 2012). 

El análisis de MLPA utilizado para distinguir entre los diferentes tipos de 

microdeleciones presenta limitaciones. En el caso de las deleciones tipo 1, en las que 

hemos centrado este trabajo, el MLPA permite distinguir si SUZ12 y su pseudogén 

están deletados o no. Sin embargo, teniendo en cuenta la posición de las sondas de la 

salsa P122, existe una región de “incertidumbre” de más de 250 Kb, en ambos extremos. 

Por tanto, es posible, que algunas deleciones clasificadas como tipo 1, sean en realidad 

deleciones atípicas. Este problema se puede solventar realizando un array-CGH que 

cubre toda la zona de microdeleción. Hemos realizado dicho análisis en 5 casos y en 

todos ellos encontramos que los puntos de rotura se sitúan dentro de las secuencias 

parálogas NF1-REPa y NF1-REPc.  

 

2.2 Identificación de un haplotipo “no recombinogénico” en la región de la 

microdeleción NF1 

 

En este trabajo hemos llevado a cabo un análisis de 35 SNPs situados en 13 de 

los 14 genes comprendidos en la región NF1-REPa - NF1-REPc. Este análisis indicó 
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que existen diferencias significativas entre los haplotipos de los cromosomas controles y 

los cromosomas “no deletados” de los pacientes con deleción tipo 1. Este haplotipo está 

constituido por 5 SNPs localizados en los tres genes más teloméricos, C17orf79, UTP6 

y SUZ12, de la región de la microdeleción. El SNP más distal se encuentra a 27 Kb del 

inicio de NF1-REPc. Estos datos indican que dicho haplotipo se ha mantenido con una 

frecuencia mayor a la esperada durante la evolución, asociado a un alelo que hemos 

denominado “no recombinogénico”. 

 Es sabido que existen SNPs localizados en los puntos calientes de 

recombinación que afectan directamente a su actividad recombinogénica (Jeffreys and 

Neumann 2002 y 2005; Zheng et al., 2010). Por otra parte, analizando la variación 

genética de las secuencias NF1-REP a lo largo de la evolución, se ha concluido que el 

mecanismo NAHGC (non-allelic homologous gene conversion) opera 

bidireccionalmente entre NF1-REPa y NF1-REPc. Dichas LCRs comparten más SNPs 

de lo esperado en el supuesto de que no existiera conversión génica entre ambas (De 

Raedt et al., 2006). La conversión génica entre NF1-REPa y REPc tiende a aumentar la 

identidad entre ambas, produce una homogenización de dichas secuencias parálogas, lo 

que favorece la recombinación. Utilizando la misma línea de argumentación, 

hipotetizamos que el haplotipo que hemos identificado en los 3 genes más teloméricos 

de la región de la microdeleción tipo 1, podrían estar en desequilibrio de ligamiento con 

SNPs de NF1-REPc que le confieren menor actividad recombinogénica o con 

secuencias que disminuyen su homología con NF1-REPa, disminuyendo su tasa de 

recombinación. 

 Para demostrar esta hipótesis, sería necesario caracterizar a nivel de secuencia 

dichos alelos NF1-REPc. Sin embargo, esta tarea no es fácil, precisamente por la gran 

homología de secuencia entre NF1-REPa y REPc. 

 

3. Caracterización de CNV intragénicas 

 

El uso de técnicas convencionales como el MLPA y la aplicación de otras 

tecnologías como los array-CGH, han permitido la identificación de múltiples CNVs 

asociadas a diversas enfermedades (Gu et al., 2008; Zhang et al., 2009; Sasaki et al., 

2010; Stankiewicz and Lupsky, 2010). 

 En este trabajo hemos identificado 18 CNVs que contribuyen significativamente 

a ampliar el espectro de deleciones y duplicaciones descritas anteriormente en el gen 
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NF1. Cabe destacar que las deleciones en este gen son mucho más frecuentes que las 

duplicaciones, ya que hemos identificado 17 deleciones y una única duplicación. Esta 

relación se asemeja a los datos recogidos en HGMD, donde se han descrito 60 

deleciones y tan sólo 4 duplicaciones. La relación obtenida del conjunto de datos, 

cercana a 15:1, es mucho mayor que la descrita previamente en otros genes autosómicos 

(~3:1) (Quemener et al., 2010; Chen et al., 2010). Los autores postulan que esta 

relación se explica por una mayor implicación de la recombinación intracromátida 

frente a la recombinación intercromátida o intercromosoma en la formación de las 

CNVs. La primera sólo da lugar a deleciones mientras que las otras dos generan 

deleciones y duplicaciones. De manera similar, esto supondría que la recombinación 

intracromátida en NF1 es mucho más frecuente que la encontrada en otros genes. 

 En este trabajo hemos caracterizado, a nivel de secuencia de ADNg, los puntos 

de rotura de 8 deleciones de un único exón, de una deleción multiexónica y de una 

duplicación del exón 39. Este trabajo constituye el estudio más amplio, realizado hasta 

la fecha, en la caracterización de los puntos de rotura que median las CNV intragénicas 

en el gen NF1. Además, estamos realizando análisis de array-CGH para caracterizar las 

8 deleciones restantes. 

Hemos realizado un amplio análisis bioinformático de los puntos de rotura 

(datos presentados en la Tabla 20), en las 10 CNV caracterizadas a nivel de secuencia, 

para determinar los mecanismos que participan en la aparición de las CNVs.  
 

3.1 Potenciales mecanismos moleculares que median las CNV intragénicas 

 

 En los últimos años, se han postulado varios mecanismos de reparación no 

replicativos (NHEJ –non-homologous end joining-,  MMEJ –microhomology-mediated 

end joining- y  NAHR entre elementos repetitivos) y replicativos (SRS –serial 

replication slippage-, FoSTeS –fork stalling and template switching- y  MMBIR –

microhomology-mediated brake induced replication-) para explicar la aparición de 

CNVs no recurrentes.  
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 En cuatro de las deleciones encontramos que los puntos de rotura proximal y 

distal se localizan en elementos Alu (NF400 –del E1-, NF765 –del E1-, NF013 –del 

E2- y NF620 –del E28-) con una homología que varía desde el 71 hasta el 81% (Tabla 

20). Para que ocurra el proceso de NAHR se requieren segmentos de ADN de unas 200-

300 pb con una homología >95%, conocidos como MEPS –minimal efficient processing 

segments-. Sin embargo se ha propuesto que dicho mecanismo también puede ocurrir 

entre regiones que presentan una homología >95% en segmentos de ADN más cortos 

(<50 pb) (Lam and Jeffreys, 2006). En los casos NF400 y NF013, la homología es del 

97 y del 98% en una región de 34 pb y 43pb, respectivamente, en la cual se localizan los 

puntos de rotura. Por lo tanto, el mecanismo de NAHR entre elementos Alu podría 

explicar la aparición de ambas deleciones. Por otra parte, las cuatro deleciones 

presentan microhomologías de 9-38 pb. La existencia de dichas microhomologías, 

indica que el mecanismo de MMEJ o cualquiera de los modelos replicativos deberían 

ser considerados. A diferencia de los mecanismos de reparación replicativos, MMEJ es 

un mecanismo propenso a producir “errores” que comporta la inserción o deleción de 

unas pocas pares de bases en el punto de unión. Además, se ha sugerido que los 

elementos repetitivos constituyen secuencias difíciles de replicar, con mayor 

probabilidad de parada de la horquilla de replicación (Vissers et al., 2009). Por lo tanto, 

la ausencia de errores en el punto de unión y la presencia de elementos repetitivos, 

apoyan la implicación de los modelos de reparación replicativos, frente al MMEJ, para 

explicar la formación de estas cuatro deleciones.  

 En las deleciones que portan los pacientes NF689 (del E32-42) y NF350 (del 

E41 y E42) hemos identificado pequeñas microhomologías de 1-3 pb. Teniendo en 

cuenta el tamaño de las microhomologías (menores de 5 pb), estas deleciones podrían 

haberse producido por NHEJ, o por uno de los mecanismos replicativos. La ausencia de 

“errores” en los puntos de unión apoyan la implicación de estos últimos, ya que en la 

reparación mediada por NHEJ participa una polimerasa que es propensa a introducir 

errores durante la síntesis de ADN (Rattray and Strathern, 2003; Pavlov et al., 2006). 

En los casos NF544 (del E25) y NF109 (dup E39) existe una transición perfecta 

entre los puntos de rotura, es decir, no existe microhomología entre el punto de rotura 

proximal y distal. Por tanto, para explicar ambos sucesos deberíamos considerar el 

mecanismo de NHEJ. 

 Por último, la deleción identificada en el paciente NF234 (del E23.1) representa 

la única deleción compleja caracterizada en nuestra cohorte. La ausencia de 
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microhomologías podría indicar la implicación de NHEJ en la deleción, sin embargo, el 

hecho de que las últimas 11 pb de la inserción sean una duplicación de la secuencia 

localizada inmediatamente antes del punto de rotura proximal, sugiere la implicación de 

un mecanismo de reparación replicativo. Tal y como se muestra en la Figura 36, 

postulamos que esta deleción compleja podría haberse formado por un mecanismo de 

SRS en trans, según el siguiente modelo: la nueva cadena de ADN, en el curso del 

proceso de replicación, se disocia repetidas veces del molde, uniéndose a otras regiones 

que presentan pequeñas microhomologías. Este tipo de mecanismo se ha descrito 

también en la formación de otras deleciones complejas (Chen et al., 2005; Férec et al., 

2006). 

 

A

Síntesis de la nueva cadena

Región proximal (I22-E23.1)

I22 E23.1

5’ TTCGTGCATTTCTGTAGGTAT                      3’
   ····················· 
3’ AAGCACGTAAAGACATCCATATACCACGATGGATAGATGTTT 5’

Inicio de la replicación del ADNg:

B La cadena de ADN se disocia del molde y se une a través de la microhomología de 3 pb a otra región del 
genoma (ej: cromosoma 2):

5’ TTCGTGCATTTCTGTAGGTATGCACTACTATTC    3’
                     ··············· 
               3’ ...ATACGTGATGATAAG... 5’ Cromosoma 2

D Última disociación de la cadena de ADN y unión al punto de rotura distal a trravés de una microhomología
de 2 pb:

Región distal (I23.1)

5’ TTCGTGCATTTCTGTAGGTATGCACTACTATTCTGTAGGTACTCCTGCTA  3’
                                          ··········· 
                                   3’ CTGAATGAGGACGAT  5’

E Resultado de tres rondas de SRS

Inserción de 20 pb

Pto de rotura proximal Pto de rotura distal

TTCTGTAGGTATGCACTACTATTCTGTAGGTACTCCTGCTA
Duplicación Duplicación

5’ 3’ 

C Se produce una nueva disociación de la cadena de ADN que vuelve a unirse en una posición desalineada 
en la región proximal lo que produce la duplicación d 11 pb:

Región proximal (I22-E23.1)

5’ TTCGTGCATTTCTGTAGGTATGCACTACTATTCTGTAGGTA         3’ 
                                 ···········    
                     3’ AAGCACGTAAAGACATCCATATACCACGAT 5’ 

I22 E23.1

Duplicación de 11 pb

A

Síntesis de la nueva cadena

Región proximal (I22-E23.1)

I22 E23.1

5’ TTCGTGCATTTCTGTAGGTAT                      3’
   ····················· 
3’ AAGCACGTAAAGACATCCATATACCACGATGGATAGATGTTT 5’

Inicio de la replicación del ADNg:A

Síntesis de la nueva cadena

Región proximal (I22-E23.1)

I22 E23.1

5’ TTCGTGCATTTCTGTAGGTAT                      3’
   ····················· 
3’ AAGCACGTAAAGACATCCATATACCACGATGGATAGATGTTT 5’

I22 E23.1

5’ TTCGTGCATTTCTGTAGGTAT                      3’
   ····················· 
3’ AAGCACGTAAAGACATCCATATACCACGATGGATAGATGTTT 5’

5’ TTCGTGCATTTCTGTAGGTAT                      3’
   ····················· 
3’ AAGCACGTAAAGACATCCATATACCACGATGGATAGATGTTT 5’

Inicio de la replicación del ADNg:

B La cadena de ADN se disocia del molde y se une a través de la microhomología de 3 pb a otra región del 
genoma (ej: cromosoma 2):

5’ TTCGTGCATTTCTGTAGGTATGCACTACTATTC    3’
                     ··············· 
               3’ ...ATACGTGATGATAAG... 5’ Cromosoma 2

B La cadena de ADN se disocia del molde y se une a través de la microhomología de 3 pb a otra región del 
genoma (ej: cromosoma 2):

5’ TTCGTGCATTTCTGTAGGTATGCACTACTATTC    3’
                     ··············· 
               3’ ...ATACGTGATGATAAG... 5’ Cromosoma 2

D Última disociación de la cadena de ADN y unión al punto de rotura distal a trravés de una microhomología
de 2 pb:

Región distal (I23.1)

5’ TTCGTGCATTTCTGTAGGTATGCACTACTATTCTGTAGGTACTCCTGCTA  3’
                                          ··········· 
                                   3’ CTGAATGAGGACGAT  5’

D Última disociación de la cadena de ADN y unión al punto de rotura distal a trravés de una microhomología
de 2 pb:

Región distal (I23.1)

5’ TTCGTGCATTTCTGTAGGTATGCACTACTATTCTGTAGGTACTCCTGCTA  3’
                                          ··········· 
                                   3’ CTGAATGAGGACGAT  5’

E Resultado de tres rondas de SRS

Inserción de 20 pb

Pto de rotura proximal Pto de rotura distal

TTCTGTAGGTATGCACTACTATTCTGTAGGTACTCCTGCTA
Duplicación Duplicación

5’ 3’ 

E Resultado de tres rondas de SRS

Inserción de 20 pb

Pto de rotura proximal Pto de rotura distal

TTCTGTAGGTATGCACTACTATTCTGTAGGTACTCCTGCTA
Duplicación Duplicación

5’ 3’ 

C Se produce una nueva disociación de la cadena de ADN que vuelve a unirse en una posición desalineada 
en la región proximal lo que produce la duplicación d 11 pb:

Región proximal (I22-E23.1)

5’ TTCGTGCATTTCTGTAGGTATGCACTACTATTCTGTAGGTA         3’ 
                                 ···········    
                     3’ AAGCACGTAAAGACATCCATATACCACGAT 5’ 

I22 E23.1

Duplicación de 11 pb

C Se produce una nueva disociación de la cadena de ADN que vuelve a unirse en una posición desalineada 
en la región proximal lo que produce la duplicación d 11 pb:

Región proximal (I22-E23.1)

5’ TTCGTGCATTTCTGTAGGTATGCACTACTATTCTGTAGGTA         3’ 
                                 ···········    
                     3’ AAGCACGTAAAGACATCCATATACCACGAT 5’ 

I22 E23.1

5’ TTCGTGCATTTCTGTAGGTATGCACTACTATTCTGTAGGTA         3’ 
                                 ···········    
                     3’ AAGCACGTAAAGACATCCATATACCACGAT 5’ 

I22 E23.1I22 E23.1

Duplicación de 11 pb

Figura 36: Modelo de SRS en trans propuesto para la formación de la deleción identificada en el 

paciente NF234. 
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3.2 La arquitectura genómica favorece la formación de CNVs 

 

´ La implicación de la arquitectura genómica en la formación de CNVs no 

recurrentes es aún poco conocida. Los elementos repetitivos, las secuencias repetidas 

que pueden adquirir conformaciones no-B del ADN y los motivos de secuencia 

recombinogénicos identificados sobre los puntos de rotura o cerca de ellos, podrían 

generar inestabilidad genómica que favorece las roturas en el ADN o promover la 

aparición de estructuras que colapsan la horquilla de replicación.  

 La deleción multiexónica que presenta el paciente NF689 no parece estar 

mediada por elementos Alu, sin embargo, es posible que la presencia de los mismos 

cerca de los puntos de rotura favorezca el apareamiento entre las regiones proximal y 

distal. Tal y como se muestra en la Figura 37, el punto de rotura proximal se sitúa por 

delante de un elemento AluSz6 y el distal se localiza inmediatamente después de un 

AluJb. Ambos elementos presentan una homología del 79% y podrían promover el 

acercamiento de ambos extremos. Además, la presencia de una repetición directa de 8 

bp en el extremo 5’ y de un palíndromo de 45 pb en el extremo 3’ podrían favorecer la 

rotura del ADN. La unión de ambos extremos para dar lugar a la deleción multiexónica 

podría producirse por un mecanismo de NHEJ favorecido por la presencia de 1 pb de 

microhomología.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37: Modelo propuesto para la formación de la deleción identificada en el paciente NF689. 

 

 Por otro lado, es sabido que diferentes tipos de repeticiones de secuencia que 

pueden adoptar conformaciones no-B del ADN, y así favorecer la aparición de roturas 

(Bacolla et al., 2009; Wells et al., 2009; Zhao et al., 2010). Hemos identificado este tipo 

de elementos en el 90% (18/20) de las secuencias analizadas. Es cierto que algunas de 

estas repeticiones son pequeñas (6 pb como mínimo) y que este tipo de estructuras se 
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reparten por todo el genoma. Sin embargo, la mayoría de las repeticiones que hemos 

identificado se localizan en el punto de rotura o a una distancia máxima de 15 pb. Este 

hallazgo indica que, también en el gen NF1, la presencia de secuencias capaces producir 

cambios conformacionales del ADN, en las inmediaciones de los puntos de rotura, 

favorecen la formación de roturas. 

Además, hemos identificado varios motivos recombinogénicos en el 70% (14/20) 

de las regiones (30 bp) que flanquean los puntos de rotura. El motivo de secuencia más 

frecuente es el denominado χ-like (5’-GCTGG-3’) que es una secuencia parcial del 

elemento χ de E. coli (5’-GCTGGTGG-3’), un mediador de la recombinación en 

procariotas. El motivo χ-like se ha identificado en varias deleciones mediadas por Alu, 

siempre embebido en estas secuencias (Rudiger et al., 1995; Harada et al., 2000, 

Laccone et al., 2004). De la misma manera, los seis motivos χ-like que hemos 

encontrado también están incluidos en elementos Alu (casos NF400, NF765, NF013, 

NF350 –deleción del exón 42- y NF109). Por último, indicar que en el caso NF013, el 

motivo χ-like forma parte de un segmento de secuencia más largo, un núcleo de 26 bp, 

que ha sido identificado en diferentes secuencias Alu que median la formación de otras 

CNVs (Rüdiger et al., 1995). Se ha postulado que este núcleo de 26 pb podría ser 

altamente recombinogénico. Esta particularidad en la secuencia del caso NF013, podría 

explicar el hallazgo de dos casos independientes con la misma deleción del exón 2, uno 

en nuestra cohorte y el segundo en una cohorte de 1100 pacientes (Wimmer et al., 2006).  

 En resumen, hemos analizado las secuencias flanqueantes de los 20 puntos de 

rotura para comprobar la implicación de la arquitectura genómica en la formación de 

roturas de la cadena de ADN. En todos los casos, hemos identificado algún elemento de 

secuencia que favorece las roturas de la molécula a ADN. Aunque este tipo de 

elementos se localizan a lo largo de todo el genoma, el enriquecimiento de los mismos 

en las inmediaciones de los puntos de rotura analizados enfatiza la implicación de la 

arquitectura genómica en la formación de CNVs no recurrentes. 

 

4. Estudio funcional de las mutaciones de splicing que afectan a SREs 

 

 El splicing del pre-ARNm es un proceso altamente regulado por cientos de 

proteínas y ARNs, lo que asegura el correcto reconocimiento de los exones y la escisión 

de los intrones, para dar lugar a moléculas de ARN maduras y funcionales. Más del 

90% de los genes sufren procesos de splicing alternativo (Pan et al., 2008; Wang et al., 
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2008), que permiten la expresión de múltiples isoformas de ARNm a partir de un único 

gen y que, por tanto, aumentan la complejidad del proteoma. 

 Aunque se calcula que aproximadamente un tercio de las mutaciones 

patogénicas afectan al correcto procesamiento de los mensajeros (Lim et al., 2011), se 

ha llegado a estimar que esta proporción podría superar el 60% (López-Bigas et al., 

2005) y en algunos casos, como la disautonomía familiar, dan cuenta de prácticamente 

el 100% de los cambios patogénicos que causan enfermedad (Anderson et al., 2001; 

Slaugenhaupt et al., 2001). Esta elevada proporción de mutaciones de splicing, pone de 

manifiesto la necesidad de caracterizar las variantes a nivel de ADNc. En los últimos 

años, se han desarrollado diversas herramientas informáticas diseñadas para predecir el 

efecto deletéreo que una mutación puede tener sobre el splicing. Aquellos cambios que 

se producen en los nucleótidos GT del sitio 5’ donador o AG del sitio 3’ aceptor, no 

requieren de un estudio informático para probar su implicación en el splicing, sin 

embargo, es importante conocer su efecto sobre el ARNm. En el caso de las mutaciones 

que se producen en la secuencia codificante de los exones o en secuencias “profundas” 

de los intrones, el uso de estas herramientas es completamente necesario para 

determinar su posible efecto en el splicing. 

 Para valorar la idoneidad de las herramientas informáticas más utilizadas para 

este fin, hemos tomando como ejemplo las 59 mutaciones de splicing que hemos 

caracterizado a nivel de ADNg y ADNc. Según hemos indicado en el apartado de 

resultados, los programas MaxEntScan y SSPNN predicen con acierto la pérdida de los 

sitios consenso de splicing. Del mismo modo, en el caso de las mutaciones que generan 

nuevos sitos de splicing en el sitio donde se produce la mutación, los programas 

predicen con acierto la funcionalidad de los nuevos sitios 5’ donadores o 3’ aceptores. 

Sin embargo, estas herramientas no son útiles para conocer el efecto de dichas 

mutaciones en el ARN maduro, principalmente porque no predicen con acierto la 

funcionalidad de los sitios crípticos. Los programas in silico sólo valoran el grado de 

homología que existe entre las secuencias analizadas y las secuencias consenso de 

splicing, pero no tienen en cuenta la colaboración de otros factores o el contexto 

genómico de las mismas, lo que puede dar lugar a una errónea interpretación del efecto 

de este tipo de mutaciones. 

 El escenario empeora al analizar mutaciones que ocurren en la secuencia 

codificante y que, en principio se postula, inactivan elementos ESE produciendo el 

skipping del exón. En general, en nuestros análisis, los programas ESEfinder y 
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RESCUE-ESE han mostrado resultados contradictorios. De hecho, únicamente en el 

caso de la mutación c.6799C>T encontramos que ambos programas predicen la pérdida 

de un elemento ESE. El programa ESEfinder utiliza la tecnología SELEX (evolución 

sistemática de ligandos por enriquecimiento exponencial) para identificar motivos ESE, 

(Tian and Kole, 1995; Coulter et al., 1997; Liu et al., 1998; Schaal et al., 1999). 

Mediante este análisis se obtienen varias secuencias cortas (6-8 pb) y degeneradas, 

muchas de ellas parcial o totalmente solapantes. Hemos analizado los 5 exones con 

mutaciones tipo V, caracterizadas en nuestra cohorte, y hemos comprobado que 

ESEfinder identifica un elemento ESE aproximadamente cada 7 pb (valor medio). Esto 

significa que la presencia de posibles motivos ESE de unión a proteínas SR, no es 

suficiente para establecer su funcionalidad. Por otro lado, el programa RESCUE-ESE 

predice la presencia de hexámeros que podrían funcionar como elementos ESE. La 

selección de dichos hexámeros se basa en que su presencia es mayor en secuencias 

exónicas que en intrónicas, y específicamente en exones con sitios de splicing débiles. 

Este programa predice con frecuencia la eliminación de un hexámero y la creación de 

otro nuevo, por efecto de un único cambio, siendo difícil discernir cuál es el efecto real. 

Es muy posible que la especificidad de unión de una proteína SR y su funcionalidad, 

estén condicionadas por factores adicionales a la secuencia del sitio de unión per se. En 

conclusión, actualmente es muy difícil predecir la pérdida de un ESE basándonos 

únicamente en los estudios in silico por lo que es necesario el uso de técnicas 

complementarias, como por ejemplo el estudio en minigenes, para probar la implicación 

de una variante en el proceso de splicing.  

En general, los estudios sobre los mecanismos de splicing en genes concretos, 

como es el caso de este trabajo, mejorarán el conocimiento de los factores que 

determinan el reconocimiento de los exones, información que podrá ser aplicada en la 

mejora de estas herramientas informáticas. 

  

En este trabajo hemos realizado un amplio análisis funcional de mutaciones 

exónicas que producen el skipping del exón, con el objetivo de dilucidar los 

mecanismos que producen dichas alteraciones. El estudio se ha centrado en la búsqueda 

de elementos SRE en los exones 7 y 37, en  los que se han encontrado un número 

importante de mutaciones tipo V.  

 En el exón 7, analizamos cinco cambios patogénicos distribuidos a lo largo del 

todo el exón: c.910C>T, c.943C>T; c.[945G>A;946C>A], c.1007G>A y c.1039C>T. 
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En tres trabajos previos (Colapietro et al., 2003; Zatkova et al., 2004; Pros et al., 2006), 

se analizó la proporción de transcritos con skipping del exón 7, en muestras de pacientes 

con estas cinco mutaciones. Observaron que cada una de ellas causaban el skipping del 

exón en una pequeña proporción de los transcritos, salvo en el caso de la mutación 

c.[945G>A;946C>A] que generaba exclusivamente transcritos con skipping del exón 7 

(Colapietro et al., 2003). Los estudios en minigenes (Zatkova et al., 2004; Bottillo et al., 

2007), demostraron que los cambios c.910C>T, c.943C>T, c.945G>A, c.946C>A y 

c.1007G>A producían una alteración en el patrón de procesamiento del exón 7. Con 

objeto de precisar si estas regiones formaban parte de elementos ESE, Zatkova y 

colaboradores (2004) analizaron el efecto sobre el splicing de pequeñas secuencias (13-

15 pb) del exón 7 en un sistema de splicing heterólogo. Específicamente valoraron el 

efecto de las secuencias en la inclusión del exón 2 del gen de la globina, en el minigen 

pSXN. Encontraron que la secuencia de la región c.908_922 promovía la inclusión del 

exón 2 y que, por el contrario, las secuencias de las regiones c.939_952 y c.1000_1012 

mostraban un efecto débil sobre la inclusión. Los autores postularon que ambas podrían 

formar parte de un elemento CERES, donde existe un solapamiento entre ESE y ESS, o 

que ambas mutaciones podrían generar elementos silenciadores. 

 En este trabajo hemos querido profundizar en el conocimiento de los elementos 

SRE presentes en el exón 7. Para ello, mediante mutagénesis dirigida, hemos generado 

un total de 40 mutaciones en diferentes posiciones de interés. Además, por primera vez, 

hemos tratado de identificar las proteínas SR y/o hnRNP que participan en la regulación 

del splicing mediada por elementos SRE. Los resultados obtenidos en los ensayos con el 

minigen E7-pSPL3, tras analizar 11 mutaciones en la región c.908_912, apoyan la 

hipótesis de que el skipping es consecuencia de la pérdida de un elemento ESE. En la 

región c.943_946, donde generamos 12 mutaciones diferentes, observamos que la 

mayoría producían una disminución significativa de la inclusión. Por el contrario, todos 

los cambios en posición c.944 y el cambio c.945G>C producían un aumento 

significativo. Por tanto, es posible que, tal y como se había postulado anteriormente 

(Zatkova et al., 2004), la región c.943_946 forme parte de un elemento CERES. Según 

dicho modelo algunas mutaciones ocasionan la eliminación de un ESE y, por tanto, el 

skipping del exón, mientras que otras eliminan un elemento ESS produciendo un 

incremento significativo de la inclusión. 

 Los análisis de sobreexpresión de varias proteínas SR, descritos en este trabajo, 

mostraron que, al menos en tres casos, se alteraba significativamente el splicing del 
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exón 7. Por un lado, la proteína SRp75 mostró un fuerte efecto represor sobre la 

inclusión. Es sabido que las proteínas SR también pueden funcionar como represoras 

del splicing de un exón. Por ejemplo, SRp75 está involucrada en el silenciamiento del 

exón 10 del gen tau al unirse a un elemento ISS en el intrón proximal (Wang et al., 

2011). Del mismo modo, en el contexto del exón 7 del gen NF1, SRp75 podría unirse a 

algún elemento ISS en los intrones flanqueantes e inhibir su reconocimiento. Por otro 

lado, los experimentos mostraron que las proteínas SRp40 y SC35 favorecían de forma 

significativa la inclusión del exón 7 (86% y 95%, respectivamente). Quisimos evaluar el 

efecto de la sobreexpresión de estas dos proteínas sobre los transcritos producidos por 

diferentes minigenes mutantes. Todos los transcritos presentaban una inclusión 

significativamente mayor del exón 7 al sobreexpresar SRp40, aumento que también 

observamos al sobreexpresar SC35 en los minigenes que portaban los cambios 

c.910C>T, c.943C>T y c.1039C>T. Por el contrario, este efecto quedaba abolido en los 

minigenes mutantes c.945G>A y c.946C>A. Estos datos indican que la secuencia GC 

(c.945_946) forma parte de un elemento ESE al que se une la proteína SC35, y que 

mutaciones en dichas posiciones impiden dicha unión, favoreciendo el skipping del 

exón. Sin embargo, no conseguimos demostrar esta unión mediante los ensayos 

posteriores de pull-down y Western Blot. En base a estos resultados postulamos que otra 

proteína SR diferente se uniría directamente al pre-ARNm y que la unión de SC35 a 

dicha proteína favorecería el reconocimiento del exón (Figura 38).  
 

 

Figura 38: En el panel de la izquierda se muestra el modelo de acción de SC35 sobre el reconocimiento 

del exón 7. El panel de la derecha muestra el efecto de las mutaciones c.945G>A y c.946C>A sobre el 

ESE presente en esa región. 
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Siguiendo con el ejemplo de exón 10 del gen tau, se ha observado que hnRNPG 

se une directamente a SRp75, y que esta unión es necesaria para activar el efecto 

silenciador del elemento ISS localizado en el intrón proximal (Wang et al., 2004; 

Heinrich et al., 2009; Wang et al., 2011).  

Respecto a la región c.1007, como hemos comentado anteriormente, Zatkova y 

colaboradores (2004), observaron que una secuencia de 13 pb de la región c.1000_1012 

no producía una activación significativa del splicing del exón analizado. Los autores 

postularon la creación de un elemento ESS por efecto de la mutación c.1007G>A, 

aunque también sugerían que podría existir un CERES. Además, en otro trabajo se 

observó que el cambio silencioso c.1005T>C producía niveles elevados de inclusión del 

exón 7 en un análisis con minigenenes (Botillo et al., 2007). En nuestros ensayos 

también observamos que algunas de las mutaciones testadas en las tres posiciones 

c.1005, c.1006 y c.1007, producen un aumento en la inclusión del exón. Por tanto, no 

podemos descartar la presencia de un CERES en esta región. Sin embargo, el hecho de 

que la mutación patogénica c.1007G>A y el cambio c.1006T>A disminuyan 

significativamente la inclusión del exón, y que los datos de secuencia indiquen la 

creación de motivos de unión para hnRNPA1, apoyan la hipótesis de la aparición de un 

ESS. De hecho, hemos comprobado en dos experimentos independientes (mediante 

pull-down y Western Blot y un ensayo de EMSA) la unión directa entre moléculas de 

ARN con la mutación c.1007G>A y la proteína hnRNPA1. Dicha unión no ocurre con 

la secuencia silvestre, ni con las secuencias mutantes G>T y G>C. En conclusión, 

postulamos que la mutación c.1007G>A crea un elemento ESS que, al reclutar 

hnRNPA1, inhibe el reconocimiento del exón (Figura 39).  
 

 

Figura 39: Efecto de la mutación c.1007G>A sobre el splicing del exón 7. 

 

En este trabajo también hemos investigado los posibles elementos reguladores 

del splicing en el exón 37. Previamente, se identificó un elemento ESE en la región 

c.6791_6795, que era eliminado por efecto de la mutación recurrente c.6792C>G 

(Baralle et al., 2006; Skoko et al., 2008). Los autores demostraron que dicho elemento, 
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mediante la unión a la proteína YB-1, favorecía el reconocimiento del exón. La 

mutación producía simultáneamente la inactivación de dicho ESE y la creación de un 

silenciador al que se unían las proteínas represoras hnRNPA1, hnRNPA2 y DAZAP. En 

este trabajo, hemos identificado dos nuevas mutaciones cercanas a la región 

c.6791_6795 que también producen el skipping del exón: la doble mutación heredada en 

cis c.[6792C>A;c.6799C>T] y el cambio silencioso c.6801A>G. 

 Nuestros resultados han demostrado que la doble mutación 

c.[6792C>A;c.6799C>T] tienen un efecto sumatorio sobre el skipping del exón 37. 

Poco después de publicar este trabajo, se identificó la mutación c.6799C>T en un 

paciente con NF1 (Dra. Berta Campos, comunicación personal). Los mismos ensayos de 

cuantificación mostraron que el mutante c.6799C>T también presentaba skipping del 

exón 7, en el 10% de los transcritos (datos no mostrados). Por otra parte, cuantificamos 

el efecto la mutación c.6801A>G, también en ensayos in vivo y detectamos una 

proporción de transcritos con skipping del exón cercana al 50%.  

 Los análisis funcionales de ambas mutaciones apoyan la hipótesis de que los 

cambios en c.6799 y c.6801 pueden alterar un elemento regulador, contiguo al motivo 

ESE en la región c.6791_6795. Realizamos experimentos en minigenes que 

demostraron que tanto la mutación c.6799C>T, de forma aislada, como el cambio 

silencioso c.6801A>G producían el skipping del exón 37 y de los exones 36 y 37 en 

conjunto. Sin embargo, ni los ensayos de sobreexpresión, ni los análisis de unión ARN-

proteína nos permitieron identificar la proteína que podría unir este supuesto elemento 

ESE.  

Los estudios realizados en este trabajo muestran la dificultad que entrañan los 

ensayos para demostrar la unión de una proteína a su respectivo elemento regulador. 

Hemos analizado la unión de las proteínas SR y hnRNP más frecuentes, pero el 

espliceosoma se compone de más de 150 proteínas. Es posible que alguna de estas 

proteínas sea la responsable de reconocer los elementos SREs que hemos identificado 

en los exones 7 y 37. 
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1. Hemos desarrollado un protocolo para el análisis genético-molecular del gen NF1 que 

se ha implementado para el diagnóstico de rutina de esta enfermedad. Este protocolo 

presenta una especificidad del 100% y una sensibilidad del 95%. El análisis del ADNg y 

del ADNc de NF1, mediante la combinación de varias técnicas, permite la identificación 

de todos los tipos de mutaciones. 

 

2. Hemos identificado un haplotipo mayoritario en los individuos que portan deleciones 

tipo 1. Este haplotipo está constituido por 5 SNPs localizados en los genes C17orf79, 

UTP6 y SUZ12, próximos a NF1-REPc. Hemos comprobado que dicho haplotipo está 

asociado a la característica “no recombinogénica” del alelo no deletado. Estos datos 

sugieren que existe un desequilibrio de ligamiento entre este haplotipo y motivos de 

secuencia en NF1-REPc que disminuyen su frecuencia de recombinación con NF1-

REPa. 

 

3. Hemos identificado 18 CNVs intragénicas y caracterizado a nivel de secuencia de 

ADNg los puntos de rotura de 10 casos. Hemos observado que la proporción entre 

deleciones y duplicaciones intragénicas es cercana a 15:1, mucho mayor de la descrita 

para otros genes autosómicos (~3:1). Este resultado sugiere que la recombinación 

intracromátida es un mecanismo mayoritario en la génesis de las CNVs intragénicas. 

 

4. El análisis bioinformático realizado en los 20 puntos de rotura caracterizados a nivel 

de secuencia nos ha permitido profundizar en los mecanismos que generan las 

deleciones y la duplicacion. Encontramos que los mecanismos mediados por 

microhomologías son mayoritarios. Además, en nueve de las CNVs no se produce la 

inserción ni deleción de nucleótidos, lo que apoya una mayor implicación de los 

mecanismos de recombinación replicativos como el SRS, FoSTes o MMBIR, que son 

menos propensos a introducir “errores”. Por último, hemos comprobado que la 

arquitectura genómica juega un papel central en la formación de las CNVs intragénicas. 

 

5. Hemos comprobado que las mutaciones que afectan al splicing son muy frecuentes en 

la NF1 (25%). Hemos identificado 62 mutaciones diferentes y hemos caracterizado su 

efecto sobre el procesamiento del pre-ARNm.  
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6. Conociendo el efecto real de las mutaciones sobre el procesamiento del ARNm, el 

análisis in silico de dichas mutaciones nos ha permitido inferir las siguientes 

conclusiones. Las herramientas informáticas permiten establecer la patogenicidad de las 

mutaciones que alteran los sitios consenso de splicing. También comprobamos que los 

cambios que generan nuevos sitios de splicing son valorados adecuadamente, mediante 

la predicción de su funcionalidad. Sin embargo, concluimos que no es posible predecir 

el efecto final de una mutación sobre la secuencia del ARNm resultante. De igual modo, 

hemos determinado la incapacidad de las herramientas in silico para predecir si una 

mutación afecta a motivos SRE (tipo V). Por dichas consideraciones, actualmente, no es 

recomendable hacer predicciones directas del efecto de las mutaciones puntuales 

(misensse, nonsense, silenciosas, etc.) en la composición de la proteína. 

 

7. Los resultados obtenidos mediante mutagénesis dirigida de un minigen y análisis 

funcional de las mutaciones de splicing en el exón 7, muestran la existencia de dos 

elementos reguladores en las posiciones c.910_911 y c.943_946. Hemos demostrado 

que la proteína SC35 es necesaria para la inclusión del exón 7 y que las mutaciones en 

la región c.945_946 impiden dicha función. Por otra parte, la mutación patogénica 

c.1007G>A crea un elemento ESS en el exón 7 que se une al represor del splicing 

hnRNPA1 produciendo el skipping del exón. 

 

8. La caracterización de dos nuevas mutaciones que producen el skipping del exón 37, 

c.6799C>T y c.6801A>G, indican la existencia de un nuevo elemento ESE. El análisis 

funcional de varias mutaciones, incluida la doble mutación [6792C>A;c.6799C>T], 

caracterizada en este trabajo, ha probado el efecto sumatorio de los dos cambios sobre la 

regulación negativa del splicing del exón 37. 
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