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1. INTRODUCCION

La insuficiencia ovarica primaria (IOP) es una enfermedad frecuente que afecta a mujeres
por debajo de los 40 afios de edad (Conway, 2000). Clinicamente, se caracteriza por la
interrupcion de la menstruacién (amenorrea primaria o secundaria) y niveles elevados de
FSH sérica (> 40UI/L). En cuanto a la etiologia, se han descrito casos relacionados con
anomalias genéticas en presentaciones sindromicas y no sindromicas de la enfermedad. Sin
embargo, Unicamente se han descrito algunas mutaciones en genes especificos como

responsables del fenotipo (Laissue, 2015; Qin et al., 2015).

Esto puede deberse a que la reproduccion femenina implica varias etapas, desde la
diferenciacion de los ovarios hasta la gametogénesis y la ovulacion, cuyo dafio puede tener
un impacto en el desarrollo y bienestar de los ovocitos. Este escenario dificulta la seleccion
de genes candidato relevantes para ser analizados por secuenciacién de Sanger.
Recientemente, estudios en casos familiares y aislados de 10P, a partir de la secuenciacion
de siguiente generacién (NGS), han permitido la identificacion de mutaciones en nuevos
genes (Caburet et al., 2014; de Vries et al., 2014; Wood-Trageser et al., 2014).

En el presente trabajo de tesis se efectud la secuenciacion del exoma completo (WES) en
miembros de una familia afectada por POI, lo que condujo a la identificacion de una mutacion
homocigética del sitio de splicing en el gen de meiosis MSH4. Se determind que esta
mutacion es causal del fenotipo y por primera vez se asocio una version mutante de MSH4

con el fenotipo de 10P.

Por ultimo, es importante sefialar que numerosas publicaciones del grupo fundamentan y
complementan los abordajes tedricos y experimentales citados en el trabajo presentado
(Lakhal et al., 2008, 2009, 2010, Laissue et al., 2009a, 2009c, 2009b, 2016, 2017; L’Hote et
al., 2010; Caburet et al., 2012; Diggle et al., 2012; Nifio et al., 2012; Vatin et al., 2012, 2014,
Fonseca et al., 2012b, 2012a, 2012c, 2013, 2014, 2015; Castro et al., 2013; Ortega-Recalde
et al., 2013b, 2013a, 2015a, 2015b, 2016, Patifio et al., 2014, 2017b, 2017c, 2017a; Prada
and Laissue, 2014; Laissue, 2015; Mitropoulos et al., 2015; Forero et al., 2016; Ducat et al.,
2016; Mateus et al., 2017; Quintero-Ronderos et al., 2017b, 2017a; Valero-Rubio et al.,
2018).



2. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

2.1 Objetivo General

1. Identificar la causa genética en un caso familiar de IOP.

2.2. Objetivos Especificos

1. ldentificar variantes genéticas candidatas que puedan explicar el fenotipo de 10P

mediante secuenciacion de exoma.

2. Determinar por experimentos funcionales in vitro, si la variante homocigota

€.2355+1G>A de MSH4 es causal del fenotipo.



3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Cudl es la causa genética de IOP en una familia colombiana afectada por la enfermedad?



4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Historia clinica familiar

La familia del presente estudio esta constituida por dos hermanas quienes presentaron el
fenotipo caracteristico de IOP (Cox and Liu 2014). Los padres no reportaron consanguinidad.
Sin embargo, provienen de una regién de Colombia (Boyacéa) que ha mostrado una incidencia

elevada de enfermedades recesivas(Velasco et al., 2017).

La paciente 1 (P1) es una mujer de 42 afios, present6 la menarquia a los 12 afios, con ciclos
regulares hasta los 34 afios, los cuales se volvieron irregulares presentando al afio un cese
completo de la menstruacion. Los valores de la hormona foliculo estimulante (FSH) y de la
hormona leutinizante (LH) para el momento fueron de 78,4 UI/L y 42,2 UI/L,
respectivamente (valores normales: FSH: 4-13 UI/L, LH: 2-15 UI/L) (Coulam 1982). La
ecografia transvaginal reportd miomatosis uterina sin ningn hallazgo a nivel ovarico, niega

otra enfermedad y condicién clinica asociada.

La paciente 2 (P2) hermana de P1 tiene 35 afios, refirio menarquia a los 14 afios, presentando
irregularidad en los ciclos desde los 25 afios, con cese definitivo de la menstruacion a la edad
de 30 afos. Valores de FSH y LH de 97.1 UI/L y 51.2 UI/L respectivamente (valores
normales: FSH: 4-13 UI/L, LH: 2-15 UI/L) (Coulam, 1982). Niega embarazos, ecografia

pélvica sin alteraciones y niega patologias asociadas.

Adicionalmente, se entrevisto a la hermana de ambas pacientes la cual no presento el fenotipo
de insuficiencia ovarica primaria (C3). Actualmente, refiere ciclos menstruales regulares, G2
P2 A0 CO y niega alguna enfermedad asociada. La madre (C1) no refiri6 antecedentes de
hipofertilidad, la edad de su menopausia fue a los 59 afos. El padre (C2) solo menciona

hipertension arterial al momento de la consulta.



Figura 1. Arbol genealdgico

C1. c2.
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4.2 Extraccion de ADN

Se realiz6 una toma de muestra de sangre periférica a las pacientes P1, P2, la hermana no
afectada (C3) y ambos padres (C1, C2). Seguidamente, se realizd la extraccion del ADN
gendomico mediante la técnica de precipitacion salina, previa firma de un consentimiento

informado.

4.3. NGS, secuenciacion de Sanger y analisis in silico

4.3.1. Secuenciacidn de siguiente generacion (NGS)

La extraccion de ADN genomico de P1, P2 y C3 fue enviada para la secuenciacion de exoma
completo por parte de Genotypic techonologies, India. La preparacion e hibridacion fue
realizada mediante el kit Sure Select™ 50 MB (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA). El secuenciador utilizado fue el NextSeq 500 de Illumina. Se obtuvieron “raw reads”
que pasaron los filtros de calidad y que posteriormente fueron analizados mediante el
software Cassava (lllumina, San Diego, CA). A continuacién, por medio del algoritmo
BWAMEM se alinearon los fragmentos de mejor calidad con el genoma humano de

referencia (HG19 version GRCh37) y finalmente se realiz6 el llamado de variantes (variant



calling) usando la herramienta Samtools 0.1.18. Los resultados fueron cargados a la base de
datos PhenomeCentral con los siguientes cddigos de acceso P1: P0002496, P2:P0002497
C3: P0002498.

4.3.2. Andlisis in silico

Las variantes obtenidas al final de los filtros primarios y secundarios de control de calidad
realizados durante el NGS fueron posteriormente analizadas por diferentes herramientas
informaticas (Excel y “R” version 3.2.3). El estudio de estos datos consistié en un analisis de
la totalidad de las variantes, donde se considerd la hip6tesis recesiva. Adicionalmente, se

efectuaron los siguientes filtros:

e La frecuencia alélica minima (MAF) menor a 0.05%, teniendo en cuenta el proyecto
de 1000 genomas y el Exome Variant Server (EVS).

e Eltipo de mutacidn (missense, nonsense, splice site y frameshift).

Posteriormente, se filtraron las variantes presentes en estado homocigoto o heterocigoto

compuesto en P1 y P2 que en C3 se encontraban ausentes o en estado heterocigoto.

Figura 2. Filtrado y namero de las variantes, hipotesis recesiva

P1U P2
61873 Variantes

MAF <0.05 conforme a 1000 Genomas O EVS
9964 Variantes

Variantes missense, nonsense, frameshift, sitio de splicing
2539 Variantes

Modo Recesivo

Homocigotas (P1 U P2) Heterocigotas compuestas (P1 U P2)
245 Variantes, 226 Genes 1864 Variantes, 818 Genes
Homocigotas (P1 n P2) Heterocigotas (P1 n P2)
65 Variantes, 56 Genes 517 Variantes, 262 Genes
Homocigotas (P1 n P2)-C3 Heterocigotas (P1 n P2)-C3
5 Variantes, 5 Genes 0 Variantes, 0 Genes



4.3.3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y secuenciacion de Sanger
Para la confirmacion de la variante ¢.2355+1G>A del gen MSH4, identificada como
candidata por NGS, se disefiaron varios oligonucle6tidos mediante el programa Primer 3, con

el fin de poder amplificar la regién donde se encontr6 la mutacion (Tabla 1).

Tabla 1. Primers de identificacion de la variante ¢.2355+1G>A del gen MSH4

Nombre del primer Secuencia Tamario

hMSH4_e17 elF 5> GCTCAGCAGGATGTCTCTAAGAA 3’
574 pb

hMSH4_el17_elR 5" ACATCATTGCACATGGAGGCA 3°

El fragmento fue amplificado mediante PCR, en un volumen final de 25ul, con 200ng de
ADN, 12.5ul de Master MIX (Promega) y 0.8uM de cada primer. Las condiciones usadas

para la PCR fueron las siguientes:

Tabla 2. Programa de PCR para la amplificacion del fragmento de MSH4 (exon 17 -
intrén 17)

Etapas en el Termociclador T® Tiempo

1. Desnaturalizacién inicial | 92° | 10 minutos

NUmero de ciclos: 35

2. Desnaturalizacion 95° | 40 segundos
3. Anillamiento 61° | 40 segundos
4. Elongacion 72° | 45 segundos

Finalizacion ciclos

5. Elongacion final 72° | 10 minutos




La amplificacion se realiz6 en P1, P2, C3, asi como en los padres (C1, C2) y los hermanos
(1:1; 1:V) (Figura 1). A continuacion, los fragmentos amplificados fueron enviados a
secuenciar por el método de Sanger con el primer hMSH4 _el7_elF para posteriormente ser

analizados.

4.3.4. Analisis in silico de la mutacion ¢.2355+1G>A de MSH4

Mediante el uso de herramientas bioinformaticas como Netgene v.2.0 y Human Splicing
Finder v.3.0 se realizd el analisis de los potenciales transcritos alternativos resultado de la
mutacién ¢.2355+1G>A encontrada en el gen MSH4. En paralelo, manualmente se evaluaron
las hipdtesis del skipping exdnico y de la retencién intronica concerniente a la mutacion

previamente descrita.

4.4. Minigenes / Exon trapping

4.4.1. Disefo del cassette de exon trapping

Se disefid un cassette funcional a partir de la secuencia del transcrito ENST00000263187.3
de MSHA4. EI cassette se construyo a partir de 2 fragmentos. EI primero incluyé el exén 16
precedido de un ATG, con el fin de generar un marco de lectura abierto potencialmente
traducible, el intron 16, el exdn 17 y una secuencia perteneciente a la region 5° del intrén 17
teniendo en cuenta la posicion donde se encontro el cambio. El segundo fragmento incluyo
una secuencia al final de la region 3’ del intrén 17 y el exon 18 que finalizo con un codén de

parada artificial (Figura 3 y Figura 4) (Anexo 1. Cassette completo).

Figura 3. Cassette de MSH4 ¢.2355+1G>A

Fragmento 1 Fragmento 2
I I
I I I I
Ex6n 16 Intrén 16 | Ex6n 17 | Intrén 17 [ Exén18
ATG + 117 pb 1326 ph 129 pb J 183 pb| | 743 pb [ 174 pb + TAG




Figura 4. Regidon WT de MSH4 usada como modelo para la construccion del cassette

del minigen

Fragmento 1

Exén 17

Intrén 17

Fragmento 2

ITI

atgTCATATGTTCCAGCAGAATATTCTTCCTTTAGAATTGCTAAACAGATTTTTACAAGAATTAGTACTGATGA
TGATATCGAAACAAATTCATCAACATTTATGAAAGAAATGAAAGAGgtacccaaacaaaacttttcttatgttaaaaa

cattaaattctctcactaatggecagttatcacataaaatatttttatactaaaatatgcagatgttgcttatacccttttctaagageccaga
gggcagtcaaagacagcctcctaatttctgttttatgtggaaatggaagacaatgtttaagtgaaaatataattttaagagaaagaget
agcattattaagtaataaaagtgtgcctaaatgtttitataggaaatacgtaaaagacttcagaaaatgataactggttcagtaccattt
tgcatagtatttattgttcttcataggcettgattttaaaacaaaagattactgtgttagaogggtttcaaaaatcatectcettctttgtictca
tagaoattttcactcectgtaccaaagtatcacctattictgattgageaaacgtcaagtaggcetttagoactgaaggaattaagtgtaact
cttgggatatctgtattatgaatttaggatcactgtttagttggaaaattttcttcaoagtagataggtggtgactaaagttatcatttgtecc
atgatttatataattatttatigtgtattgaatatctataatagatcgtagcaatatattaggcacttaaggtatatttttaaatggtectag
cactcaaaaagcttagtctcatagacaggtaaaatgtccatcaaagttactattgtgtcataatataataaagatacaattctatttttg

agaaagaggttaataatcttcagtggaaaagagceactictgtcaatttaagtcttagtctccattggteatggatttaaatttatitgttaa)
accaagaatcaagacttaggtattttticttaaattitictttacticatctttacagggtatagagtaatacttoaataaatttgagagatg
gttttggatactttatagcagtaattgattagtcatttgtggagaagaaaatgaccatctttgtgcttagtttaaacatttaatttattgcat
tttttcactgtatctaoagcatcaatattttagataatggttatitactctgtigtctcatatacatatgeatatgtctatttatgtacacatca

gctattctactggaattattagtcatgagatttttagaaaagaaaactattattttctgctcagcaggatgtctctaagaatacatttcaga
tgaacttataaagagactgggtttctecteattttttcctgtgatattgacagcetgtttggttacaatgaataaatattaaaattatatattic

a
ATACGGAAGAAGGTATTGGCATTTGTTATGCTGTTTGTGAATATCTACTGAGCTTAAAGgta tctittattttaag

tatattga agtccttctttatgtatccttttattattatigaattttatggacacccacaaatagcttitaaaacaatttagata aac

acttgaaccactttcatcaaaatcacctaaagtacttacagaaaatgccatttcctggggegecacattagaactattggttgacaatttttc
a tatgtaccaagaatttgcatgtttaacaggctctctaagggattactaa agagccattatcttaatca ctcaatctt

tctttttectctaccagtacctaacccaaacacaatgaagtctaaaaactaaaaactttiggaatttgacatacctaagacaatctcttgatt
ccactgccaaaacctacttacaactagggaggctacttitatagttaagtittttaaaaattgaggaaaatattattittitigcatgtgagtt

accttcctaataaatgattacttcaattcatagctttgtttctggtaaacttcatcttttcaatatcttcagatatattttttaggattttattttca
gttttgttctctttcccataatgtggcatacacgtctgtgcacaaacataataaacatatcticttcatttaatataaaatctcaaaacatttta

aaatggattgataatgttagcctccaaattatta tattcctacatctctgccaagctacttagaaaattaaactaaaattttatgticac

atagttaaaatagaattttctagttaatttitaaagtactaatattcattgtctgttatatattccagGCATT TACACTGITT GCTACA

CATTTCCTGGAACTATGCCATATTGATGCCCTGTATCCTAATGTAGAAAACATGCATTTTGAAGTTCAACATG
TAAAGAATACCTCAAGAAATAAAGAAGCAATTTTGTATACCTACAAACTTTCTAAGGGACTCACAGAAGAG
AAAAATTATtag

El color amarillo resalta el exdn 16, la region en cursiva muestra el intrén 16, el color morado

resalta el exdn 17, la regidn subrayada en negrilla muestra el intron 17 y la resaltada en color

verde el exén 18. La mutacion c¢.2355+1G>A de MSH4 esta resaltada en azul. Los

nucle6tidos con una linea central no fueron clonados en el cassette. Ex6nl6-intrénl6

EXGRE-intron17-Exonis

4.4.2. Disefio de primers y PCR de fragmento 1y 2

Posteriormente, se disefiaron primers para la amplificacion y la obtencidn de los fragmentos

1y 2. A continuacion, se procedio a realizar una PCR con condiciones especificas, donde se

usé como base el ADN de C3 y P1 para conseguir estos fragmentos en sus versiones WT y

mutante respectivamente.



Tabla 3. Primers para la amplificacion del fragmento 1

Nombre del primer Secuencia Localizacion | T°m | Tamaiio
hMSH4 Ex16-F [5’atgTCATATGTTCCAGCAGAATATTC3’| Exo6n 16 62° 1758 b
hMSH4 Inl17-R 5’ggttatcaaactaatgattccca3’ Intron 17 62° P

Tabla 4. Primers para la amplificacion del fragmento 2

Nombre del primer Secuencia Localizacion | T°m | Tamaiio
hMSH4 inl17 920pb F 5’gctggctgtaagtcacttgaac3’ Intron 17 66° 920 ob
p
hMSH4_Ex18-R  |5’ctaATAATTTTTCTCTTCTGTGAGTC3’| Exon 18 60°

Los fragmentos 1 y 2 fueron amplificados mediante PCR, en un volumen final de 50ul, con
100ng de ADN, 1ul de AccuPrime™ Pfx DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific) y

1.5ul de primer mix. Las condiciones usadas para la PCR fueron las siguientes:

Tabla 5. Programa de PCR para la amplificacion del fragmento 1

Etapas del Termociclador | T° Tiempo

Desnaturalizacion inicial | 95° 10 minutos
Numero de ciclos: 35
Desnaturalizacion 95° 45 segundos
Anillamiento 54° 40 segundos
Elongacién 68° | 1 minuto 50 segundos
Finalizacion ciclos

Elongacion final 68° 10 minutos

Tabla 6. Programa de PCR para la amplificacion del fragmento 2

Etapas del Termociclador

TO

Tiempo

1. Desnaturalizacién inicial

95°

10 minutos
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Numero de ciclos: 35
2. Desnaturalizacion 95° 45 segundos
3. Anillamiento 57° 40 segundos
4. Elongacion 68° | 1 minuto 10 segundos

Finalizacion ciclos

5. Elongacion final

68°

10 minutos

4.4.3. Disefio de primers y PCR de sobreposicion (overlapping PCR)

Para la purificacién del ADN del producto amplificado del segundo fragmento (Tabla 6), se

realiz6 un gel preparativo de agarosa al 1% tefiido de bromuro de etidio seguido de

electroforesis de 100ul del producto amplificado a 100V por una hora. Posteriormente, la

banda fue purificada y extraida usando el kit QIAquick (Qiagen). A continuacion, se

disefiaron primers (Tabla 7) para la amplificacién y la obtencion del fragmento 2 con una

extension de oligonucleodtidos en la region 5° que estuviera sobrepuesta sobre las ultimas 16

pares de bases del fragmento 1 (Figura 5).

Tabla 7. Primers para la amplificacion del fragmento 2 con una cola de sobreposicién

Nombre del primer Secuencia Localizacion| T°m | Tamaiio
hMSH4 intl7 fusion3| 5’cattagtttgataaccgctggetgtaagtcacttgaac3’ | Intrén 17 | 66°
936 pb
hMSH4 Ex18-R  |5’ctaATAATTTTTCTCTTCTGTGAGTC 3’| Ex6n 18 | 60°

Figura 5. Fragmento 2 con extension de oligonucleotidos que se sobrepone sobre el

fragmento 1

Fragmento 1

Cola de

atg_

sobreposicion

........... ccaatgaaagtgggaat
cattagtttgataacc

Fragmento 2 con cola

cattagtttgataaccgctggctgtaagt

cacttgaacca...........

tag
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El fragmento 2 con extension fue amplificado mediante PCR, en un volumen final de 50pl,
con 200ng de ADN usando como matriz el fragmento 2 que se obtuvo de la extraccion de
banda, 1ul de AccuPrime™ Pfx DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific) y 1.5ul de la
mezcla del primer forward y reverse. Las condiciones usadas para la PCR fueron las

siguientes:

Tabla 8. Programa de PCR para la amplificacion del fragmento 2 con extension

Etapas del Termociclador | T° Tiempo

Desnaturalizacion inicial | 95° 10 minutos

Numero de ciclos: 20

Desnaturalizacion 95° 45 segundos
Anillamiento 57° 40 segundos
Elongacién 68° | 1 minuto 10 segundos

Finalizacion ciclos

Elongacion final 68° 10 minutos

Posteriormente, se procedio a realizar la purificacion de ADN del producto de PCR del
fragmento 1 (Tabla 5) y del fragmento 2 con extension (Tabla 8) sobre un gel de agarosa al
1% y se realizo la extraccion de las bandas mediante el kit QlAquick (Qiagen). Seguidamente
se realizd la PCR overlapping, que generd una union estable entre el primer y el segundo

fragmento.

El fragmento sobrepuesto fue amplificado mediante PCR, en un volumen final de 50pl, con
200ng de ADN tanto del fragmento 1 y del fragmento 2 con extension y 1ul de
AccuPrime™ Pfx DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific). Las condiciones usadas para

la PCR fueron las siguientes:
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Tabla 9. Programa de PCR para la amplificacion del fragmento sobrepuesto

Etapas del Termociclador T° Tiempo

1. Desnaturalizacién inicial | 95° 10 minutos

NUmero de ciclos: 5

2. Desnaturalizacion 95° 45 segundos
3. Anillamiento 54° 40 segundos
4. Elongacion 68° | 2 minutos 45 segundos

Finalizacion ciclos

5. Elongacién final 68° 10 minutos

Sobre el producto de PCR del fragmento sobrepuesto, se procedi6 a realizar la PCR fusion
con los primers hMMSH4 Ex16-F (Tabla 3) y hMSH4 _Ex18-R (Tabla 4) obteniendo la fusion
del fragmento 1y 2 (Figura 6).

El fragmento fusidn fue amplificado mediante PCR, en un volumen final de 50ul, con 25 ul
del producto de la PCR de sobreposicion, 1ul de AccuPrime™ Pfx DNA Polymerase
(Thermo Fisher Scientific) y 1.5ul de la mezcla del primer forward y reverse. Las

condiciones usadas para la PCR fueron las siguientes:

Tabla 10. Programa de PCR para la amplificacion del fragmento fusion

Etapas del Termociclador T Tiempo

1. Desnaturalizacién inicial | 95° 10 minutos

NuUmero de ciclos: 20

2. Desnaturalizacion 95° 45 segundos
3. Anillamiento 54° 40 segundos
4. Elongacion 68° | 2 minutos 45 segundos

Finalizacion ciclos

13



5. Elongacién final 68° 10 minutos

Figura 6. Fragmento fusién (fragmento 1 y fragmento 2)

Fragmento fusion

"~ )
atgTCATATGTTCCAGCAGAATATTCT Tuuuacaaas ccaat
gaaagtgggaatcﬁtagtttgataaccgctggctgta agtcact

tgaacca........... tag )

Regién sobrelapada que permite
la fusion de ambos fragmentos

A continuacidn, se realizo la purificacion del producto de PCR del fragmento fusién sobre
un gel de agarosa al 1% y se realizd la extraccion de la banda mediante el kit QIAquick
(Qiagen). Posteriormente, se realizé una PCR del fragmento fusion con el fin de verificar la
ligacion del fragmento 1y 2. Se disefid un primer forward localizado en el fragmento 1 y un

primer reverse en el fragmento 2 (Tabla 11).

Tabla 11. Primers internos para la amplificacion del fragmento fusion

Nombre del primer Secuencia Localizacion/T°m| Tamafio

hMSH4 ex17 13F Seq|5’ CTACATAATGCTAATGACAAATCGC3’| Exén17 |68°
1220 pb

hMSH4 Ex18-R S’ctaATAATTTTTCTCTTCTGTGAGTC3” | Exo6n 18 | 60°

El fragmento fue amplificado mediante PCR, en un volumen final de 25ul, con 200ng de
ADN del producto de purificacion de ADN del fragmento fusién, 12.5ul de Master MIX
(Promega) y 0.8uM de cada primer. Las condiciones usadas para la PCR fueron las

siguientes:
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Tabla 12. Programa de PCR para la amplificacion del fragmento fusion

Etapas del Termociclador | T° Tiempo

Desnaturalizacion inicial | 95° 10 minutos

NUmero de ciclos: 35

Desnaturalizacion 95° 45 segundos
Anillamiento 58° 40 segundos
Elongacion 72° | 1 minuto 20 segundos

Finalizacion ciclos

Elongacion final 72° 10 minutos

4.4.4. Adenilacion del fragmento fusion y clonaje en el vector pcDNA™ 3.1/V5-His
TOPO®

El producto de extraccion de banda obtenido del fragmento fusion se llevod a un proceso de
poliadenilacién (Tabla 13) con el fin de ser insertado posteriormente en el vector pcDNA™
3.1/V5-His TOPO®.

Tabla 13. Condiciones de la reaccion de poliadenilacion del fragmento fusion

Condiciones de la reaccion de poliadenilacion
Producto purificado 25ul ( 1000ngs)
dATP 10uM 2ul
10X PCR Rxn Buffer el
Platinum Tag DNA Polymerase (5U/ul) 1l
Agua 16ul
Incubacion a 72°C por 30 minutos

A continuacion del proceso de poliadenilacion, se procedio con el clonaje del fragmento

fusion en el vector pcDNA™ 3.1/V5-His TOPO® (Invitrogen). Este plasmido, tiene un sitio

15



de clonaje en mdltiple en orientacion tanto forward como reverse por el sistema de clonaje
TA. Contiene los genes de resistencia a la neomicina y a la ampicilina como marcadores de
seleccion. Adicionalmente, en el C-terminal tiene una epitope V5 y una secuencia de poli
histidinas (Figura 7).

Figura 7. Mapa del vector pcDNA™ 3.1/V5-His TOPO®

PCR I
F\ Product

= = >
= _I- R _ =
xo— p——
"“:EXIT Io><~o<v oo o 2
| $883 1 BEETS I SR Vs epitope k5 &

pcDNA3.1/

V5-His-TOPO

Las siguientes fueron las condiciones usadas en el clonaje:

Tabla 14. Condiciones del clonaje en pcDNA™ 3,1/V5-His TOPO®

Condiciones de la clonacién del fragmento fusion.

Producto poliadenilado 3ul
Solucién salina 1l
Agua 1l
Vector pcDNA™ 3,1/V/5-His TOPO® (10 ng/ul) 1l

Incubacion a T° ambiente por 10 minutos

El producto del clonaje fue llevado a un proceso de transformacion bacteriana, que se llevo

a cabo en células de Escherichia coli One Shot® TOP10 Competent Cells (Invitrogen).
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Las colonias obtenidas en el LB agar fueron extraidas y afiadidas a 5 ml de LB Broth con

ampicilina. Se dejaron toda la noche a 37°C en agitacion a 225 r.p.m. Luego se procedid a

realizar la PCR de 10 colonias tanto de la transformaciéon WT como mutante con la siguiente

combinacion de primers:

Tabla 15. Primers internos y de vector para la verificacion en colonias del fragmento
fusion en pcDNA™ 3.1/V5-His TOPO®

A.

Nombre del primer Secuencia Localizacion T°mTamaio
hMSH4 ex17 13F Seq5’CTACATAATGCTAATGACAAATCGC3’| Exén 17 |68°

BGH Reverse 5' TAGAAGGCACAGTCGAGG 3' Vector | 56° 7P

B.

Nombre del primer Secuencia Localizacion | T°m | Tamaiio

T7 5’TAATACGACTCACTATAGGG3’ Vector 68°

hMSH4 inl6 226R Seq S'cttaataatgctagctctttete 3' Intrén 16 62° BIP

El fragmento fue amplificado mediante PCR, en un volumen final de 25ul, con 200ng de

ADN, 12.5ul de Master MIX (Promega) y 0.8uM de cada primer. Las condiciones usadas

para la PCR fueron las siguientes:

Tabla 16. Programa de PCR para la verificacion en colonias del fragmento fusion en
pcDNA™ 3,1/V5-His TOPO®

Etapas en el Termociclador T° Tiempo
1. Desnaturalizacion inicial | 95° 5 minutos
NuUmero de ciclos: 25
2. Desnaturalizacion 95° 40 segundos
3. Anillamiento 57° 40 segundos
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4. Elongacién

72°

1minuto 10 segundos

Finalizacion ciclos

5. Elongacion final

72°

5 minutos

A continuacion, se extrajo el ADN plasmidico utilizando en protocolo PureLink® Quick

Plasmid Miniprep Kit de las colonias que dieron positivas y posteriormente fueron enviadas

a secuenciar con los siguientes primers:

Tabla 17. Primers internos y de vector para la verificacion por secuenciacion del
fragmento fusion en pcDNA™ 3.1/V5-His TOPO®

Nombre del primer Secuencia Localizacion T°m

T7 5’ TAATACGACTCACTATAGGG 3° Vector 56°
Intron 16

hMSH4 inl16 226R_Seq cttaataatgctagctctttctc 57°
Intron 16

hMSH4 _in16_153F Seq ctgttttatgtggaaatggaagac 61°
Intron 16

hMSH4_in16_559F_Seq gtgactaaagttatcatttgtccc 61°
Intron 16

hMSH4 _in16_945F Seq gagatggttttggatactttatagc 63°

hMSH4 ex17 13F Seq |5’CTACATAATGCTAATGACAAATCGC3’| Exon 17 |68°
Intron 17

hMSH4 _inl17_920pb_F gctggctgtaagtcacttgaac 71°
Intron 17

hMSH4 inl7_6756F Seq catagctttgtttctggtaaacttc 63°

BGH Reverse S'TAGAAGGCACAGTCGAGG3' Vector 56°
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4.5. Cultivo celular, transfecciony RT-PCR

A continuacion de la verificacion de la presencia del fragmento fusion clonado en el vector
pcDNA™ 3.1/V5-His TOPO®), se realiz6 la purificacion plasmidica de las versiones WT y
mutante mediante el protocolo Qiagen Plasmid MidiKit (Qiagen). Posteriormente, se realizé
la transfeccién de cada uno de estos plasmidos en células HeLa. EI método de transfeccion
usado fue el de fosfato de calcio, que se fundamenta en la formacion de un precipitado con
el DNA, facilitando su union a la superficie celular generando su entrada a la célula por
endocitosis. Luego de 48 horas de haber sido realizada la transfeccidn, las células en cultivo

fueron fijadas con trizol.

A continuacidn, se realizo la extraccion del ARN total del cultivo celular, mediante la técnica
de extraccion por TRIzol (Thermofisher). La transcripcion reversa fue realizada usando el
protocolo de SuperScript Il (ThermoFisher). Seguidamente, se realizd la PCR mediante el
protocolo de Herculase 1l Fusion DNA Polymerase (Agilent) y finalmente se enviaron a

secuenciar los transcritos obtenidos a Eurofins Genomics.
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5. RESULTADOS

5.1. NGS, secuenciacién de Sanger y analisis in silico

5.1.1. Analisis in silico

La cantidad de variantes obtenidas mediante el andlisis realizado sobre los datos de la NGS
con las herramientas informaticas (Excel y “R” version 3.2.3), se muestran en la Figura 2.
El analisis mostrd un total de 61873 variantes entre P1 y P2. Al realizar el filtro con el MAF
menor a 0.05% la cantidad de variantes disminuy6 a 9964. Entre ellas, 2539 tenian un
impacto sobre la secuencia a nivel de la proteina. La hip6tesis de transmisién recesiva mostr6
245 variantes homocigotas en 226 genes en P1 y P2. Las variantes comunes fueron 65
localizadas en 56 genes. Estas variantes disminuyeron a 5 (5 genes: LCK, SYDE2, DCP1A,
SLC28A1 Y MSH4) al aplicar el filtro de exclusién con C3 (Tabla 18). Se tomd este grupo
como probables genes candidato. En paralelo, se realiz6 el andlisis de las variantes
heterocigotas compuestas totales que en P1 y P2 fueron 1864 en 818 genes. Las variantes
comunes en P1 y P2 fueron 517 localizadas en 262 genes. Al analizar con el filtro de

exclusién con C3 no se identificd ninguna variante.

Las 5 variantes que se encontraron como probables candidatas se estudiaron con respecto a
su potencial relacion con la insuficiencia ovarica primaria a partir de la literatura. Entre estas
se encontré Unicamente una nueva variante homocigota en el gen de meiosis MSH4
(NM_002440.3: ¢.2355+1G>A), que afecta el sitio donador de splicing del intrén 17.

Tabla 18. VVariantes homocigotas candidatas

Gene Tipo DNA Proteina Funcion Expresion

_ Transduccion L
LCK | Missense cGglcAg p.Arg45GIn TCR Linfocitos

Activador Placenta, Utero,

SYDE2 | Missense Gtt/Att p.Val545lle
GTPasa

retina, glandula

adrenal, ovario,
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y musculo
esquelético
Corazon,
cerebro,
tCCAGTGCC _
) Complejo de placenta,
Missense | AGTGCCAtc/t . . .
DCP1A _ -- decapping pulmon, musculo
/ deletion | CCAGTGCCA ”
MRN esquelético,
tc
higado, rifién y
pancreas
Missense
SLC28A p.Leul40Va | Cotransportado ) .
/ CTc/cTTGTc . Higado y rifion
1 : . I r de Sodio
insertion
i Testiculo y
Proteina
. ovario. KO
Donor involucrada
. estéril
MSH4 | splice | c.2355+1G>A - enla _
. L secundario a
site recombinacié
o defecto en
n meidtica
meiosis.

5.1.2. PCR y secuenciacion de Sanger

La amplificacion del fragmento que incluye la variante ¢.2355+1G>A en el gen MSH4, se
realizé en P1, P2, C3, en los padres (C1, C2) y en los hermanos (lI:1; 11:V) (Figura 1). Se
verificd mediante un gel de electroforesis con agarosa al 1%. (Figura 8).
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Figura 8. Amplificacion del fragmento de MSH4 (exén 17 — intrén 17) variante
€.2355+1G>A

La flecha sefiala el fragmento amplificado de 574 pb de la variante ¢.2355+1G>A del gen
MSH4.

La secuenciacion de Sanger del fragmento de MSH4 que contiene la variante ¢.2355+1G>A
(exo6n 17 — intron 17), mostro que ésta se encontraba en estado homocigoto en P1y P2 y en
estado heterocigoto en C1, C2 y II:V. C3 y Il:l no presentaban la variante (Figura 9A —
Figura 9G).

Figura 9. Cromatograma del fragmento de la variante ¢.2355+1G>A de MSH4
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El recuadro sefiala en cada figura si la lectura en el cromatograma es WT o presenta la
variante ¢.2355+1G>A de MSH4.

5.1.3. Analisis in silico de la variante ¢.2355+1G>A de MSH4

Las predicciones in silico del efecto funcional y potencial de la variante ¢.2355+1G>A
mostraron tres diferentes mecanismos (Figura 10 - Figura 11). EI mecanismo 1 (Mechl)
esta relacionado con el proceso de skipping del exon 17, llevando a una modificacion de la
secuencia proteica de MSH4 (p.lle743_Lys785del). El mecanismo 2 (Mech2) comprende la
retencion del intron 18, generando un cambio proteico de MSH4 (p.Ala786llefs*34).
Finalmente, el mecanismo 3 (Mech3) se relaciona con la activacion de dos sitios cripticos de
splicing, conduciendo a dos diferentes formas de truncamiento proteico (p.Ala786llefs*34 y
p.Gly772Tyrfs*13).

Figura 10. Prediccion de los mecanismos de splicing relacionados con la variante
€.2355+1G>A del gen MSH4
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Figura 11. Prediccion de la consecuencia a nivel proteico de la variante ¢.2355+1G>A
del gen MSH4
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5.2. Minigenes / Exon trapping

5.2.1. PCR de la obtencidn de los fragmentos del cassette del exon trapping

Debido a la ausencia del material bioldgico (ovarios) para estudiar los probables transcritos
de la variante ¢.2355+1G>A del gen MSH4, se realizaron varios ensayos de exon-
trapping/minigenes. Se gener0 un cassette tanto para la version WT tal como para la versién
mutante. A continuacion, las imagenes del gel de agarosa al 1% del fragmento 1 que muestra

una longitud de aproximadamente 1758 pb, y del fragmento 2920 pb.
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Figura 12. Amplificacion del fragmento 1y del fragmento 2 del cassette del exon
trapping

Fragmento 1 Fragmento 2

2000 pb 2000 pb

1758 pb
1000 pb 920 pb
1000 pb

5.2.2. PCR del fragmento de sobreposicion y del fragmento fusion del cassette del exon
trapping

A continuacién, la imagen del gel de agarosa al 1% del fragmento fusion, que muestra una
longitud aproximada de 2678 pb.

Figura 13. Amplificacion del fragmento fusion del cassette del exon trapping

Fragmento fusion
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5.2.3. Verificacion del clonaje y de la integridad de la secuencia del fragmento fusion en
el vector pcDNA™ 3,1/V5-His TOPO®

Mediante la PCR de colonia del clonaje del fragmento fusion y posterior secuenciacion de
Sanger, se identificd una colonia mutante (Mut) con una variante en el intrén 16 sin variantes
exonicas, y una colonia WT sin variantes. Estos productos de clonaje fueron llevados a

purificacion plasmidica y seguidamente fueron transfectados en células HelL a.

5.2.4. Ensayo del exon trapping de la variante ¢.2355+1G>A del gen MSH4

Los resultados de la RT-PCR posterior a la transfeccion de la version mutante del exon
trapping, (Figura 14), mostraron la presencia de una banda de 158 pb, lo que fue compatible
con el skipping del exdn 17. La condicion WT mostré una banda de 287 pb lo que
correspondio a un producto de splicing de la talla esperada. Mediante secuenciacion de
Sanger se confirmé que el fragmento WT no presentaba variantes mientras que el fragmento
mutante portaba el skipping del exon 17 (Figura 15). Este resultado se relaciond con el

cambio de la secuencia proteica p.11e743_Lys785del.

Figura 14. RT-PCR del fragmento WT y del fragmento mutante

WT MUT

<-287 bp
<- 158 bp (exon skipping)
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Figura 15. Secuenciacion de Sanger del fragmento WT y del fragmento mutante
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6. CONCLUSIONES

La secuenciacion de siguiente generacion es una herramienta innovadora para el
estudio de enfermedades complejas como la insuficiencia ovarica primaria.

La mutacion ¢.2355+1G>A del gen MSH4 esté asociada a defectos en el splicing
y con la posible generacion de proteinas aberrantes.

Este estudio demuestra por primera vez que las mutaciones en MSH4 son causales

del fenotipo de insuficiencia ovérica primaria.
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7. CONSIDERACIONES FINALES

El presente trabajo de tesis fue publicado en la revista Human Molecular Genetics (IF:5.34,
Q1) (Anexo 2).

Referencia: Carlosama C, Elzaiat M, Patifio LC, Mateus HE, Veitia RA, Laissue P. A
homozygous donor splice-site mutation in the meiotic gene MSH4 causes primary
ovarian insufficiency. Hum Mol Genet. 2017, 15;26(16):3161-3166. doi:
10.1093/hmg/ddx199. PubMed PMID: 28541421.

Ademas, durante mi curso de maestria participé en la realizacion de los experimentos y

desarrollos tedricos de 2 articulos adicionales:

Referencia: Patifio LC, Beau I, Carlosama C, Buitrago JC, Gonzalez R, Suarez CF, Patarroyo
MA, Delemer B, Young J, Binart N, Laissue P. New mutations in non-syndromic primary
ovarian insufficiency patients identified via whole-exome sequencing. Hum Reprod.
2017, 1;32(7):1512-1520. doi: 10.1093/humrep/dex089. PubMed PMID: 285052609.
(IF:5.02, Q1) (Anexo 3).

Referencia: Carlosama C, Patifio LC, Beau I, Morel A, Delemer B, Young J, Binart N,
Laissue P. A novel mutation in KHDRBSL1 in a patient affected by primary ovarian
insufficiency. Clin Endocrinol (Oxf). 2018 May 28. doi: 10.1111/cen.13749. [Epub ahead of
print] PubMed PMID: 29808484. (1F:3.48, Q1) (Anexo 4).
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9. ANEXOS

Anexo 1. Region de MSH4 usada como modelo para la construccion del cassette del

minigen

Exén16-intrén16--intronl?—ExénlS

La mutacién ¢.2355+1G>A de MSH4 esta resaltada en azul.

Los nucledtidos con una linea central no fueron clonados en el cassette.

atgTCATATGTTCCAGCAGAATATTCTTCCTTTAGAATTGCTAAACAGATTTTTAC
AAGAATTAGTACTGATGATGATATCGAAACAAATTCATCAACATTTATGAAAG
AAATGAAAGAG(gtacccaaacaaaacttttcttatgttaaaaacattaaattctctcactaatggccagttatcacataa
aatatttttatactaaaatatgcagatgttgcttatacccttttctaagagccagagggcagtcaaagacagcctcctaatttetgttt
tatgtggaaatggaagacaatgtttaagtgaaaatataattttaagagaaagagctagcattattaagtaataaaagtgtgcecta
aatgtttttataggaaatacgtaaaagacttcagaaaatgataactggttcagtaccattttgcatagtatttattgttcttcataggc
ttgattttaaaacaaaagattactgtgttagaagggtttcaaaaatcatcctcttctttgttctcatagaattttcactccctgtaccaa
agtatcacctatttctgattgagcaaacgtcaagtaggctttagaactgaaggaattaagtgtaactcttgggatatctgtattatg
aatttaggatcactgtttagttggaaaattttcttcaagtagataggtggtgactaaagttatcatttgtcccatgatttatataattatt
tattgtgtattgaatatctataatagatcgtagcaatatattaggcacttaaggtatatttttaaatggtcctagcactcaaaaagctt
agtctcatagaaaggtaaaatgtccatcaaagttactattgtgtcataatataataaagataaaattctatttttgagaaagaggtt
aataatcttcagtggaaaagagcacttctgtcaatttaagtcttagtctccattggtcatggatttaaatttatttgttaaaccaagaa
tcaagacttaggtattttttcttaaatttttctttacttcatctttacagggtatagagtaatacttaaataaatttgagagatggttttgg
atactttatagcagtaattgattagtcatttgtggagaagaaaatgaccatctttgtgcttagtttaaacatttaatttattgcattttttc
actgtatctaaagcatcaatattttagataatggttatttactctgttgtctcatatacatatgcatatgtctatttatgtacacatcagct
attctactggaattattagtcatgagatttttagaaaagaaaactattattttctgctcagcaggatgtctctaagaatacatttcaga
tgaacttataaagagactgggtttctcctcattttttcctgtgatattgacagctgtttggttacaatgaataaatattaaaattatatat
ttcag

TCTCAATATCTACTECACET TARAG  tattcttttattttaagtatattgattttgagtecttctttatgtatect
tttattattattgaattttatggacacccacaaatagcttttaaaacaatttagatagtaaacacatatcatcgcatttatattttt
gttccttcatttccaatgaaagtgggaatcattagtttgataaccatgatatagataaggaaaagatgaaatcaagaaaticaaat
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http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000057468;r=1:75796882-75913238;t=ENST00000263187;v=rs569715889;vf=102116830
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000057468;r=1:75796882-75913238;t=ENST00000263187;v=rs374331478;vf=56156880
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000057468;r=1:75796882-75913238;t=ENST00000263187;v=rs267598723;vf=50189641
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000057468;r=1:75796882-75913238;t=ENST00000263187;v=rs774504457;vf=140047583
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000057468;r=1:75796882-75913238;t=ENST00000263187;v=rs762051663;vf=127584989
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000057468;r=1:75796882-75913238;t=ENST00000263187;v=rs767762273;vf=133300123
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000057468;r=1:75796882-75913238;t=ENST00000263187;v=rs773315438;vf=138857642
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000057468;r=1:75796882-75913238;t=ENST00000263187;v=rs760723624;vf=126255890
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000057468;r=1:75796882-75913238;t=ENST00000263187;v=rs765216271;vf=130752114
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000057468;r=1:75796882-75913238;t=ENST00000263187;v=rs149042353;vf=33114940
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000057468;r=1:75796882-75913238;t=ENST00000263187;v=rs758208115;vf=123738315
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000057468;r=1:75796882-75913238;t=ENST00000263187;v=rs764004750;vf=129539606
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000057468;r=1:75796882-75913238;t=ENST00000263187;v=rs751219533;vf=116744140
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000057468;r=1:75796882-75913238;t=ENST00000263187;v=rs756939329;vf=122468491
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000057468;r=1:75796882-75913238;t=ENST00000263187;v=rs772321001;vf=137862478
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000057468;r=1:75796882-75913238;t=ENST00000263187;v=rs750191851;vf=115715683
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000057468;r=1:75796882-75913238;t=ENST00000263187;v=rs370592245;vf=52881339
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000057468;r=1:75796882-75913238;t=ENST00000263187;v=rs760741129;vf=126273405
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000057468;r=1:75796882-75913238;t=ENST00000263187;v=rs766380672;vf=131917500
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000057468;r=1:75796882-75913238;t=ENST00000263187;v=rs775518211;vf=141062136
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000057468;r=1:75796882-75913238;t=ENST00000263187;v=rs115070207;vf=21895848
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000057468;r=1:75796882-75913238;t=ENST00000263187;v=rs377712900;vf=59112747
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000057468;r=1:75796882-75913238;t=ENST00000263187;v=rs535396708;vf=67855601
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000057468;r=1:75796882-75913238;t=ENST00000263187;v=rs5745506;vf=3114556
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000057468;r=1:75796882-75913238;t=ENST00000263187;v=rs750051320;vf=115575045
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000057468;r=1:75796882-75913238;t=ENST00000263187;v=rs755595713;vf=121123775
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000057468;r=1:75796882-75913238;t=ENST00000263187;v=rs779459288;vf=145006451
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taaattetgggetggaaatetigtgctggctgtaagtcacttgaaccactttcatcaaaatcacctaaagtacttacagaaaatg
ccatttcctggggcgccacattagaactattggttgacaatttttcaggggatatgtaccaagaatttgcatgtttaacagact
ctctaagggattactaatgtttgagagccattatcttaatcagtgttctcaatctttctttttcctctaccagtacctaacccaaa
cacaatgaagtctaaaaactaaaaacttttggaatttgacatacctaagacaatctcttgattccactgccaaaacctactta
caactagggagqctacttttatagttaagttttttaaaaattgaggaaaatattattttttttgcatgtgagttaccttcctaata
aatgattacttcaattcatagctttgtttctggtaaacttcatcttttcaatatcttcagatatattttttaggattttattttcagttt
tgttctctttcccataatgtggcatacacgtctgtgcacaaacataataaacatatcttcttcatttaatataaaatctcaaaac
attttaaaatggattgataatgttagcctccaaattattagttttattcctacatctctgccaagcetacttagaaaattaaacta
aaattttatgttcacatagttaaaatagaattttctagttaatttttaaagtactaatattcattgtctgttatatattccagGCA
TTTACACTGTTTGCTACACATTTCCTGGAACTATGCCATATTGATGCCCTGTATC
CTAATGTAGAAAACATGCATTTTGAAGTTCAACATGTAAAGAATACCTCAAGA
AATAAAGAAGCAATTTTGTATACCTACAAACTTTCTAAGGGACTCACAGAAGA
GAAAAATTATtag

Anexo 2. Articulo publicado en Human Molecular Genetics

Carlosama C, Elzaiat M, Patifio LC, Mateus HE, Veitia RA, Laissue P. A homozygous
donor splice-site mutation in the meiotic gene MSH4 causes primary ovarian
insufficiency. Hum Mol Genet. 2017, 15;26(16):3161-3166. doi: 10.1093/hmg/ddx199.
PubMed PMID: 28541421.
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