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57  Resumen:
Plásmido pSAD para ensayos funcionales de splicing.
La presente invención se refiere a un vector génico
útil para ensayos funcionales de splicing obtenido a
partir del plásmido pSPL3b, que comprende: una
deleción del intrón de pSPL3b; una sustitución del
MCS de pSPL3b por un casete lacZ sin sitio críptico
aceptor de splicing; una mutación de fortalecimiento
del sitio aceptor de splicing de pSPL3b; una mutación
de inhabilitación de al menos una diana de restricción
de pSPL3b; y consiste preferentemente en SEQ ID
No: 79. Es asimismo objeto de la invención, un
procedimiento de obtención del vector anterior.
La invención también se refiere a un minigen que
comprende dicho vector con una secuencia
nucleotídica clonada en el MCS de lacZ, así como
una célula que comprende un vector o minigen de los
anteriores. Además, también hace referencia al uso
del vector o minigen en ensayos funcionales de
splicing, protegiendo también un método para este
tipo de ensayos.
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DESCRIPCIÓN

PLÁSMIDO pSAD PARA ENSAYOS FUNCIONALES DE SPLICING

Sector de la técnica

La presente invención se encuadra dentro del campo de la Biología Molecular y Biomedicina. En concreto, la 
presente invención se refiere a vectores plasmídicos para la realización de ensayos funcionales de splicing, que5
son de utilidad para la identificación de mutaciones deletéreas de splicing en genes de predisposición causantes 
de enfermedad, pudiendo servir como herramienta para el diagnóstico molecular de cáncer familiar y, en general, 
de todas las enfermedades hereditarias, y para el conocimiento básico de los mecanismos reguladores de esta 
etapa esencial de la expresión génica.

Estado de la técnica anterior10

El procesamiento del pre-ARNm o “splicing” es una etapa esencial en la expresión de los genes eucariotas, en el 
cual se eliminan los intrones y se unen secuencialmente los exones (codificantes para proteína). De los 
aproximadamente 20.000 genes del genoma humano, alrededor del 90% de los tránscritos primarios presentan 
splicing alternativo dando lugar a múltiples isoformas proteicas (Kalsotra and Cooper, 2011). El splicing
alternativo es un mecanismo crucial para el control de la expresión génica y la generación de diversidad en el 15
proteoma. Por ello, su regulación es extraordinariamente precisa determinando cuándo y dónde se produce una 
isoforma determinada. La simple regla general [“sitio donador (GU)-punto de ramificación (A)-tracto de 
pirimidinas-sitio aceptor (AG)”] no basta para explicar una regulación tan específica del splicing alternativo. Este 
proceso está controlado por una serie de complejos ribonucleoproteicos, factores de splicing y otras secuencias 
exónicas e intrónicas en cis denominadas enhancers y silenciadores de splicing (Cartegni et al., 2002). A estos 20
motivos se unen factores de splicing específicos (básicamente proteínas SR–enhancers y hnRNP–silenciadores).
Los enhancers fomentan la inclusión del exón en el ARNm maduro mediante el reclutamiento de la maquinaria 
de splicing, mientras que los silenciadores reprimen la inclusión del exón. Las proteínas hnRNPs y SR son 
factores esenciales para el splicing constitutivo y alternativo específico de tejido. Cualquier mutación que afecte a 
cualquiera de las secuencias reguladoras mencionadas puede afectar el splicing y estar asociada a una 25
enfermedad. 

Por otro lado, en las enfermedades hereditarias generalmente se consideran mutaciones causantes de 
enfermedad aquéllas que afectan a la proteína, ya sea truncándola (mutaciones nonsense y frameshift) o 
alterando su función (mutaciones de cambio de amino ácido o missense), o aquéllas que alteran el 
procesamiento del ARNm o splicing. Recientemente ha tomado especial relevancia en Biomedicina la correlación 30
entre splicing aberrante y enfermedad como consecuencia de la lista creciente de mutaciones patogénicas 
ligadas a un splicing defectuoso de genes responsables de enfermedades hereditarias (Wang and Cooper, 
2007). Un análisis bioinformático, estimaba que aproximadamente un 60% de las mutaciones potencialmente 
deletéreas podría afectar el mecanismo de splicing (Lopez-Bigas et al., 2005). Además de las mutaciones 
clásicas que afectan a los sitios donador y aceptor, cabe señalar que la eliminación o alteración de enhancers y 35
silenciadores puede afectar el proceso de splicing. Por ello, cualquier variante de ADN, considerada a priori como 
un mero polimorfismo (p.e. variantes sinónimas), debe ser revisada por un posible efecto deletéreo a través del 
procesamiento del pre-ARNm. Precisamente, uno de los grandes problemas en la realización del Consejo 
Genético en enfermedades hereditarias es la detección en los pacientes de variantes de ADN de efecto clínico 
desconocido (UVs) cuya implicación en la enfermedad es desconocida. De hecho una gran fracción de las 40
variantes detectadas en el rastreo de un gen de predisposición son de este tipo (hasta un 15% de las pacientes 
con cáncer de mama/ovario son portadoras de UVs), siendo necesaria su clasificación como meros 
polimorfismos o mutaciones patogénicas de cara a la activación de los protocolos de prevención y/o al 
establecimiento de terapias paliativas y/o curativas. Para estudiar el efecto de un cambio en el ADN sobre el 
splicing y su implicación en una enfermedad es necesario estudiar el ARN del paciente, que en muchas 45
ocasiones no está disponible para el laboratorio de diagnóstico molecular. Es aquí donde entran en juego los 
plásmidos o vectores de exon trapping como el propuesto en esta patente. Estos vectores disponen de un 
“minigen” compuesto por un promotor eucariota, dos exones constitutivos y un intrón. Se clona el exón en estudio 
y las secuencias intrónicas flanqueantes dentro del intrón del vector en la orientación adecuada: “exón 1 vector –
[intrón – sitio aceptor – exón en estudio – sitio donador – intrón] – exón 2 vector”. Al introducir esta construcción, 50
a la que llamamos minigen híbrido (plásmido reportero de splicing o splicing reporter minigenes), en células 
eucariotas humanas en cultivo (por ejemplo, células HeLa), se produce una reacción heteróloga de splicing entre 
los exones del vector y el exón en estudio, produciéndose un tránscrito que contiene los dos exones constitutivos 
del vector de splicing y el exón clonado entre ambos. Para estudiar el efecto de cualquier mutación detectada en 
pacientes, bastará con generarla mediante un sencillo protocolo de mutagénesis dirigida sobre el minigen wild 55
type, y ensayarla como se ha descrito arriba, de tal manera que estos plásmidos reporteros de splicing permiten 
realizar ensayos funcionales de splicing sin necesidad de ARN del paciente. No sólo eso, estos vectores son muy 
útiles para la investigación básica de los mecanismos reguladores del splicing, identificación de secuencias 
reguladoras y factores de splicing implicados en el procesamiento de cada exón.
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Sin embargo, los vectores para la construcción de minigenes son muy escasos. De hecho el más extendido es el 
plásmido pSPL3 (Invitrogen) que está descatalogado desde hace años. Este vector ha sido empleado en trabajos 
de investigación de los inventores de la presente invención  (Acedo et al, 2012; Sanz et al, 2010) y presenta una 
serie de limitaciones. En primer lugar, su elevado tamaño (6,1 Kb) complica la clonación de insertos largos con 
varios exones consecutivos, necesarios para el mantenimiento del “contexto genómico” en las reacciones de 5
splicing. En segundo lugar, la selección de las colonias recombinantes es ardua y laboriosa porque todas las 
colonias (con inserto o no) son resistentes a Ampicilina, pero no existe un segundo método de selección de los 
clones con inserto, por lo que forzosamente hay que rastrear todas las colonias obtenidas tras la transformación, 
y el rendimiento (proporción de colonias recombinantes) suele ser muy bajo. En tercer lugar, se han descrito la 
presencia de sitios crípticos de splicing y pseudoexones que pueden interferir en la reacción de splicing (Burn et 10
al., 1995). 

Otro vector comercial es el pExontrap (Mobitec), aunque ha sido poco utilizado en la bibliografía. Sin embargo, 
según evidencias experimentales obtenidas por los autores de la presente invención, las reacciones de RT-PCR 
producían productos de splicing inespecíficos comparados con los obtenidos con el uso del plásmido pSPL3, y 
por consiguiente su uso no resulta siempre conveniente. Otro vector es el pSpliceExpress (no comercial y de uso 15
poco extendido) derivado del pExontrap cuya clonación está basado en la recombinación con la enzima Clonasa 
(Kishore et al, 2008) y, por tanto, no se emplean enzimas de restricción.

En consecuencia, existe la necesidad de disponer de nuevos vectores para la construcción de minigenes que 
permitan clonar fragmentos de DNA de mayor tamaño o con un mayor número de exones, y que a la vez 
minimicen los productos de splicing inespecíficos que pueden dar lugar a resultados erróneos. Además, sería 20
conveniente que estos vectores dispusieran de un segundo sistema de selección que permitiera identificar 
fácilmente aquellos clones que contienen vectores con insertos de ADN en su secuencia.
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Descripción de la invención

En base a lo anterior, la presente invención describe un vector génico útil para ensayos funcionales de splicing, 
denominado vector o plásmido pSAD (Splicing And Disease). El vector pSAD es un derivado del plásmido
pSPL3b (SEQ ID No: 1) que tiene un tamaño menor (deleción de al menos 1,2 Kb) para facilitar su manipulación 45
y el clonaje de grandes fragmentos con varios exones. En segundo lugar, se ha mejorado su capacidad de 
selección al introducir un casete LacZ (colonias azules/blancas). Además LacZ contiene un sitio de clonación 
múltiple (también referido en la presente descripción como MCS o polylinker) más completo que el del propio 
pSPL3b (27 vs. 10 dianas de restricción, respectivamente). Finalmente se ha realizado mutagénesis dirigida de 
dos dianas HindIII, una XbaI y una SalI, un sitio críptico aceptor, y también se ha potenciado el sitio aceptor del 50
exón constitutivo nº 2 del vector mediante una triple mutagénesis para evitar reacciones cruzadas anómalas de 
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splicing. Su fácil manejo permite ensayar cualquier exón de cualquier gen humano y estudiar el efecto de las 
mutaciones sobre el splicing en cualquier enfermedad hereditaria, así como el estudio de los mecanismos 
básicos reguladores de este proceso en cada exón.

A lo largo de la presente descripción, el término “diana de restricción” puede encontrarse igualmente referido 
como “sitio de restricción” o simplemente como “diana”, y hace referencia a una secuencia de nucleótidos que es 5
reconocida por una determinada enzima de restricción, como por ejemplo son entre otras las enzimas de 
restricción EcoRI, HindIII, XbaI y SalI.

Un primer aspecto de la invención se refiere a un vector génico útil para ensayos funcionales de splicing obtenido 
a partir de una serie de modificaciones del plásmido pSPL3b de secuencia SEQ ID No: 1, que comprende:

a. una deleción de al menos 1,2 kilobases del intrón de SEQ ID No: 1, preferentemente donde dicha 10
deleción del intrón comprende la eliminación de los nucleótidos comprendidos entre las posiciones 1299 
y 2498 de SEQ ID No: 1;

b. una sustitución del sitio de clonación múltiple (MCS) de SEQ ID No: 1 por un casete lacZ, donde dicho
casete lacZ comprende una primera mutación de eliminación de un primer sitio críptico aceptor de 
splicing;15

c. una segunda mutación de fortalecimiento de un segundo sitio aceptor de splicing, en al menos tres 
nucleótidos comprendidos entre las posiciones 2835 y 2875 (más preferentemente entre las posiciones 
2841 y 2857) de SEQ ID No: 1; 

d. al menos una tercera mutación de inhabilitación de al menos una diana de restricción comprendida entre 
las posiciones 340 y 2623 de SEQ ID No: 1, y donde dicha mutación comprende al menos una 20
modificación de un nucleótido de la secuencia de la diana. 

El plásmido pSPL3b de partida, que consiste en SEQ ID No: 1, presenta las siguientes características: 

- Exón constitutivo 1 del plásmido pSPL3b, que comprende la secuencia de nucleótidos comprendida 
entre las posiciones 349 y 696 de SEQ ID No: 1;

- Exón constitutivo 2 del plásmido pSPL3b, que comprende la secuencia de nucleótidos comprendida 25
entre las posiciones 2856 y 3121 de SEQ ID No: 1;

- Sitio donador de splicing del exón constitutivo 1 del plásmido pSPL3b, que comprende la secuencia de 
nucleótidos comprendida entre las posiciones 690 y 704 de SEQ ID No: 1;

- Sitio aceptor de splicing del exón constitutivo 2 del plásmido pSPL3b, que comprende la secuencia de 
nucleótidos comprendida entre las posiciones 2835 y 2875 de SEQ ID No: 1;30

- Intrón del plásmido pSPL3b, que comprende la secuencia de nucleótidos comprendida entre las 
posiciones 697 y 2855 de SEQ ID No: 1;

- Sitio de clonación múltiple de pSPL3b, que comprende la secuencia de nucleótidos comprendida entre 
las posiciones 1010 y 1122 de SEQ ID No: 1;

- Primera diana HindIII de pSPL3b, que comprende la secuencia de nucleótidos comprendida entre las 35
posiciones 340 y 345 de SEQ ID No: 1, con corte en posición 341;

- Segunda diana HindIII de pSPL3b, que comprende la secuencia de nucleótidos comprendida entre las 
posiciones 2618 y 2623 de SEQ ID No: 1, con corte en posición 2619;

- Primera diana XbaI de pSPL3b, que comprende la secuencia de nucleótidos comprendida entre las 
posiciones 679 y 684 de SEQ ID No: 1, con corte en posición 680;40

- Primera diana SalI de pSPL3b, que comprende la secuencia de nucleótidos comprendida entre las 
posiciones 685 y 690 de SEQ ID No: 1, con corte en posición 686;

- Primera diana EcoRI de pSPL3b, que comprende la secuencia de nucleótidos comprendida entre las 
posiciones 1010 y 1015 de SEQ ID No: 1, con corte en posición 1011;

- Primera diana NdeI de pSPL3b, que comprende la secuencia de nucleótidos comprendida entre las 45
posiciones 1117 y 1122 de SEQ ID No: 1, con corte en posición 1119.

Según se entiende la invención, la deleción del intrón de SEQ ID No: 1 definida en a reduce el tamaño del 
plásmido pSPL3b por eliminación de al menos 1,2 kilobases (1200 pares de bases) de una secuencia de 
nucleótidos comprendida entre las posiciones 797 y 2755 de SEQ ID No: 1, y hasta un máximo de 1846 
nucleótidos para mantener la funcionalidad del intrón y el sitio de clonación múltiple de pSPL3b. Dicha deleción 50
comprende la eliminación de al menos 1,2 kilobases que se localizan entre las posiciones (797)..(1009) y 
(1123)..(2755) de SEQ ID No: 1, resultando preferida una deleción de los nucleótidos comprendidos entre las 
posiciones 1299 y 2498 de SEQ ID No: 1. De este modo, la deleción según la invención mantiene inalterados al 
menos los 113 nucleótidos correspondientes al sitio de clonación múltiple de pSPL3b (posiciones 1010 a 1122 de 
SEQ ID No: 1), 100 nucleótidos del intrón contiguos al exón constitutivo 1 del plásmido pSPL3b (posiciones 697 a 55
796 de SEQ ID No: 1) y 100 nucleótidos del intrón contiguos al exón constitutivo 2 del plásmido pSPL3b 
(posiciones 2756 a 2855 de SEQ ID No: 1). La deleción del intrón máxima (1846 pb) daría lugar a un intrón final 
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de tan sólo 313 pb (incluyendo el MCS de pSPL3b) por deleción de la secuencia de nucleótidos comprendidas 
entre las posiciones (797)..(1009) y (1123)..(2755) de SEQ ID No: 1. 

En una realización preferida, la deleción del intrón comprende la eliminación de los nucleótidos comprendidos 
entre las posiciones 1299 y 2498 de SEQ ID No: 1.

En la presente invención, el término casete lacZ se refiere a una secuencia de nucleótidos que comprende la 5
secuencia codificante del gen del péptido alfa de la β–galactosidasa (gen lacZ), incluyendo promotor y 
terminación de la transcripción y traducción, es decir, los elementos necesario para tener la funcionalidad de 
dicho gen lacZ. Aunque el uso de casetes lacZ está muy extendido, cualquier casete lacZ conocido por un 
especialista del campo es susceptible de ser empleado en la presente invención, como por ejemplo son los 
casetes lacZ que se encuentran en plásmidos ya descritos como pUC18, pGEM, etc. Sin embargo, son 10
especialmente preferidos para la presente invención aquellos casetes lacZ que tienen un MCS más completo, 
como por ejemplo el casete lacZ comprendido en el plásmido pBluescript II KS (-) (Stratagene) SEQ ID No: 21
(preferentemente la secuencia comprendida entre las posiciones 445 y 949 de SEQ ID No: 21).

Según la invención, la secuencia del casete lacZ comprende además una mutación eliminadora de un sitio 
críptico aceptor de splicing, y se refiere a un cambio en al menos un nucleótido de la secuencia de lacZ que 15
permite disminuir la fortaleza de dicho sitio críptico, manteniendo inalterada la secuencia de aminoácidos por la 
que codifica dicho gen lacZ. La fortaleza de sitios de splicing (aceptores o dadores), puede evaluarse mediante el 
uso de herramientas específicas para tal fin, como por ejemplo el software NNSPLICE
(http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html) que evalúa los sitios de splicing de una secuencia mediante un valor 
numérico en una escala de entre 0 y 1, de tal manera que cuanto más próximo a 1 sea el valor mayor es la 20
fortaleza del sitio de splicing. Mediante el uso de este tipo de software, se comprobó que para eliminar el sitio 
críptico aceptor de splicing del casete lacZ, el codón 13 de la secuencia codificante de lacZ (tomando como 
primer codón de dicha secuencia codificante el codón de iniciación Met) tiene que consistir en un triplete que 
codifica para treonina seleccionado del grupo compuesto por: ACC, ACG y ACA. En consecuencia, la secuencia 
del casete lacZ que comprende la mutación eliminadora de dicho sitio críptico aceptor se refiere a un casete lacZ25
donde el codón 13 de la secuencia codificante de lacZ es distinto de ACT, y consiste en un triplete nucleotídico 
que se selecciona entre ACC, ACG o ACA. No obstante, resulta más preferido el codón ACA, ya que debilita en 
mayor medida el sitio críptico aceptor de splicing. A modo de ejemplo, cuando el casete lacZ es la secuencia 
comprendida entre las posiciones 445 y 949 de SEQ ID No: 21 [plásmido pBluescript II KS (-)], la secuencia 
codificante de LacZ se refiere a la hebra complementaria entre las posiciones 816 y 454 de la SEQ ID No: 21. En 30
concreto, el sitio críptico aceptor al que hace referencia esta invención comprende la secuencia complementaria 
en las posiciones 780 a 778 de SEQ ID No: 21 que corresponde al codón 13 (triplete de nucleótidos ACT que 
codifica para treonina) de la secuencia codificante de lacZ, tomando como primer codón de dicha secuencia 
codificante el codón de iniciación Met (ATG en secuencia complementaria, posiciones 816 a 814 de SEQ ID No: 
21). En consecuencia, la mutación para eliminar o debilitar el sitio críptico aceptor consiste en cambiar el tercer 35
nucleótido de dicho triplete (adenina, A) en posición 778 de la SEQ ID No: 21 en la secuencia de ADN codificante 
por un nucleótido seleccionado entre timina (T), citosina (C) o guanina (G), dando lugar a los codones 
codificantes en la secuencia complementaria para treonina ACA, ACG y ACC, respectivamente. No obstante, 
resulta más preferido el cambio por timina (codón ACA), ya que como se menciona anteriormente debilita en 
mayor medida el sitio críptico aceptor de splicing.40

En una realización preferida, el casete lacZ de la sustitución definida en b es SEQ ID No: 2. Esto quiere decir 
que, la sustitución definida en b comprende sustituir la secuencia de nucleótidos comprendidos entre las 
posiciones 1016 y 1116 de SEQ ID No: 1 por SEQ ID No: 2, de tal manera que en una realización preferida dicha
sustitución comprende la eliminación de la secuencia comprendida entre las posiciones 1011 y 1118 de SEQ ID 
No: 1 con enzimas EcoRI y NdeI, y una inserción posterior del casete lacZ SEQ ID No: 2 con extremos MunI y 45
NdeI. Un ejemplo preferido de casete lacZ con extremos MunI y NdeI consiste en la secuencia nucleotídica 
comprendida entre las posiciones 1010 y 1521 de SEQ ID No: 3. De este modo, la sustitución definida en b
consiste en reemplazar con dicha secuencia nucleotídica los nucleótidos comprendidos entre las posiciones 1011 
y 1118 de SEQ ID No: 1. Particularmente, SEQ ID No: 2 comprende entre las posiciones 370 y 372 la secuencia 
complementaria TAC del codón de iniciación Met (ATG) de lacZ, y entre los nucleótidos 334 y 336 de SEQ ID No: 50
2 se localiza la secuencia complementaria del codón 13 (TGT) que comprende la mutación para eliminar o 
debilitar el sitio críptico aceptor de splicing anteriormente mencionado. 

El tamaño de un sitio aceptor de splicing varía entre los algoritmos usados para su búsqueda, pero se considera
que 17 nucleótidos es un tamaño óptimo para definir la fortaleza de un sitio aceptor, donde los 15 primeros 
nucleótidos corresponden al extremo 3’ del intrón y los dos nucleótidos siguientes pertenecen al extremo 5’ del 55
exón. Por tanto, la segunda mutación del sitio aceptor de splicing, como se define anteriormente en el apartado 
c, se dirige principalmente a los nucleótidos comprendidos entre las posiciones 2841 y 2857 de SEQ ID No: 1, de 
tal manera que por medio de dicha segunda mutación la secuencia entre dichas posiciones responde a una
secuencia consenso de sitio aceptor de splicing SEQ ID No: 34. 
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En realizaciones preferidas, para obtener un fortalecimiento del segundo sitio aceptor de splicing, el vector 
génico comprende una segunda mutación que consiste en al menos:

c.1. un primer cambio de Adenina por Timina en el nucleótido en posición 2846 de SEQ ID No: 1 
(2846A>T),

c.2. un segundo cambio de Guanina por Timina en el nucleótido en posición 2849 de SEQ ID No: 1 5
(2849G>T),

c.3. un tercer cambio de Adenina por Guanina en el nucleótido en posición 2856 de SEQ ID No: 1 
(2856A>G).

Con el cambio de los tres nucleótidos definidos en c.1, c.2 y c.3, según el software NNSPLICE que evalúa los 
sitios de splicing (valor entre 0 y máximo 1), se pasa de un valor del sitio aceptor de 0,64 del pSPL3b a un valor 10
de 0,99 con los tres cambios.

El plásmido pSPL3b SEQ ID No: 1 comprende entre las posiciones 340 y 2867 de su secuencia [preferentemente 
entre las posiciones (340)..(1009) y (1123)..(2623) de SEQ ID No: 1] distintas dianas de restricción que bien se 
pueden encontrar en el sitio del MCS del casete lacZ (p. e. las dianas HindIII comprendidas entre las posiciones 
340 a 345 y 2618 a 2623 de SEQ ID No: 1, la diana XbaI comprendida entre las posiciones 679 y 684 de SEQ ID 15
No: 1 o la diana SalI comprendida entre las posiciones 685 y 690 de SEQ ID No: 1), o bien pueden generar 
extremos compatibles con dianas del MCS del casete lacZ (como puede ser la diana BglII comprendida entre las 
posiciones 2862 y 2867 de SEQ ID No: 1 que genera extremos compatibles con la diana BamHI del MCS de 
lacZ), resultando conveniente su eliminación mediante mutaciones en la secuencia de dichas dianas. Por tanto, 
para aumentar la versatilidad del vector, ya que son enzimas de restricción muy comunes y que se usan 20
habitualmente para clonar, el vector génico comprende una tercera mutación como se definió en d que se 
selecciona entre:

d.1. una modificación de al menos un nucleótido en la secuencia de una primera diana HindIII comprendida 
entre las posiciones 340 y 345 de SEQ ID No: 1, siendo preferida la modificación que consiste en un 
cambio de Guanina por Adenina en el nucleótido en posición 342 de SEQ ID No: 1 (342G>A); y 25
además una modificación de al menos un nucleótido en la secuencia de una segunda diana HindIII 
comprendida entre las posiciones 2618 y 2623 de SEQ ID No: 1, siendo preferida la modificación que
consiste en un cambio de Guanina por Adenina en el nucleótido en posición 2620 de SEQ ID No: 1 
(2620G>A);

d.2. una modificación de al menos un nucleótido en la secuencia de una tercera diana XbaI comprendida 30
entre las posiciones 679 y 684 de SEQ ID No: 1, siendo preferida la modificación que consiste en un 
cambio de Timina por Citosina en el nucleótido en posición 679 de SEQ ID No: 1 (679T>C);

d.3. una modificación de al menos un nucleótido en la secuencia de una cuarta diana SalI comprendida 
entre las posiciones 685 y 690 de SEQ ID No: 1, siendo preferida la modificación que consiste en un 
cambio de Guanina por Adenina en el nucleótido en posición 685 de SEQ ID No: 1 (685G>A);35

y cualquier combinación de las mismas.

De este modo, para eliminar la diana HindIII heredada del plásmido SEQ ID No: 1, la tercera mutación del vector 
génico objeto de la presente invención tiene que comprender una de las modificaciones de la primera diana 
HindIII definidas en d.1 y una de las modificaciones de la segunda diana HindIII definidas en d.1. Por tanto, en 
una realización preferida, el vector génico comprende las mutaciones de las dos dianas HindIII definidas en d.1, 40
como por ejemplo el vector que consiste en la secuencia SEQ ID No: 3 (pSAD v5.0).

Sin embargo, para eliminar la diana XbaI heredada del plásmido SEQ ID No: 1 es suficiente con que el vector 
génico presente como tercera mutación una cualquiera de las modificaciones definidas en d.2, y para eliminar la 
diana SalI heredada del vector SEQ ID No: 1, dicho vector génico tiene que presentar una tercera mutación que 
consista en una de las modificaciones definidas anteriormente en d.3.45

No obstante, la mayor versatilidad se obtiene cuando el vector génico comprende una de las mutaciones 
definidas en d.1, una de las mutaciones definidas en d.2 y una de las mutaciones definidas en d.3. De hecho, en 
una realización preferida, el vector génico objeto de la presente invención comprende los tres tipos de
mutaciones definidas en d.1, d.2 y d.3, como el descrito más adelante en uno de los ejemplos, que consiste en 
SEQ ID No: 4 (pSAD v6.0).50
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En una realización preferida del vector génico definido en este aspecto de la invención, así como de cualquiera 
de sus realizaciones anteriores, dicho vector consiste en un plásmido de secuencia nucleotídica SEQ ID No: 79. 
En dicha secuencia, el nucleótido en posición 679 se selecciona independientemente entre timina (T) o citosina 
(C) y el nucleótido en posición 685 se selecciona independientemente entre guanina (G) o adenina (A). Cuando 
el nucleótido en posición 679 es timina y el nucleótido en posición 685 es guanina, dicho vector es el vector 5
denominado pSAD v5.0 que consiste en SEQ ID No: 3. Cuando el nucleótido en posición 679 es citosina y el 
nucleótido en posición 685 es adenina, dicho vector es el vector denominado pSAD v6.0 que consiste en SEQ ID 
No: 4.

En otra realización preferida del vector génico de este aspecto de la invención, así como de cualquiera de sus 
realizaciones anteriores, dicho vector consiste en un plásmido de secuencia nucleotídica seleccionada entre SEQ 10
ID No: 3 (pSAD v5.0) ó SEQ ID No: 4 (pSAD v6.0).

El vector pSAD v5.0 de secuencia SEQ ID No: 3 presenta las siguientes características: 

- Exón constitutivo 1 heredado del plásmido pSPL3b, que comprende la secuencia de nucleótidos 
comprendida entre las posiciones 349 y 696 de SEQ ID No: 3;

- Exón constitutivo 2 heredado del plásmido pSPL3b, que comprende la secuencia de nucleótidos 15
comprendida entre las posiciones 2059 y 2323 de SEQ ID No: 3;

- Sitio donador de splicing del exón constitutivo 1, que comprende la secuencia de nucleótidos 
comprendida entre las posiciones 690 y 704 de SEQ ID No: 3;

- Sitio aceptor de splicing del exón constitutivo 2, que comprende la secuencia de nucleótidos 
comprendida entre las posiciones 2038 y 2078 de SEQ ID No: 3;20

- Gen de resistencia a ampicilina, que comprende la secuencia de nucleótidos comprendida entre las 
posiciones 3139 y 3999 de SEQ ID No: 3;

- Gen lacZ, que comprende la secuencia de nucleótidos comprendida entre las posiciones 1015 y 1519 
de SEQ ID No: 3;

- Sitio de clonación múltiple (del gen lacZ), que comprende la secuencia de nucleótidos comprendida 25
entre las posiciones 1223 y 1330 de SEQ ID No: 3;

- Promotor SV40, que comprende la secuencia de nucleótidos comprendida entre las posiciones 23 y 345
de SEQ ID No: 3.

El vector pSAD v6.0 de secuencia SEQ ID No: 4 presenta las siguientes características: 

- Exón constitutivo 1 heredado del plásmido pSPL3b, que comprende la secuencia de nucleótidos 30
comprendida entre las posiciones 349 y 696 de SEQ ID No: 4;

- Exón constitutivo 2 heredado del plásmido pSPL3b, que comprende la secuencia de nucleótidos 
comprendida entre las posiciones 2059 y 2323 de SEQ ID No: 4;

- Sitio donador de splicing del exón constitutivo 1, que comprende la secuencia de nucleótidos 
comprendida entre las posiciones 690 y 704 de SEQ ID No: 4;35

- Sitio aceptor de splicing del exón constitutivo 2, que comprende la secuencia de nucleótidos 
comprendida entre las posiciones 2038 y 2078 de SEQ ID No: 4;

- Gen de resistencia a ampicilina, que comprende la secuencia de nucleótidos comprendida entre las 
posiciones 3139 y 3999 de SEQ ID No: 4;

- Gen lacZ, que comprende la secuencia de nucleótidos comprendida entre las posiciones 1015 y 1519 40
de SEQ ID No: 4;

- Sitio de clonación múltiple (del gen lacZ), que comprende la secuencia de nucleótidos comprendida 
entre las posiciones 1223 y 1330 de SEQ ID No: 4;

- Promotor SV40, que comprende la secuencia de nucleótidos comprendida entre las posiciones 23 y 345 
de SEQ ID No: 4.45

Los vectores génicos SEQ ID No: 3 (pSAD v5.0) y SEQ ID No: 4 (pSAD v6.0) han sido transformados 
independientemente en la cepa de Escherichia coli DH5α. 

Cepa Escherichia coli DH5α transformada con el plásmido pSAD v5.0 SEQ ID No: 3 (CECT 8152)

La siguiente cepa transformada con dicho plásmido SEQ ID No: 3 (pSAD v5.0) ha sido depositada el 23 de 
MAYO de 2012 en la Colección Española de Cultivos Tipo (CECT), Edificio 3 CUE, Parc Cientific Universitat 50
de Valencia, Catedrático Agustín Escardino 9, Paterna, 46980 Valencia (ESPAÑA), por Eladio A. Velasco 
Sampedro, INSTITUTO DE BIOLOGÍA Y GENÉTICA MOLECULAR del CSIC, C/ Sanz y Forés 3, 47003
Valladolid (ESPAÑA).
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El depósito de la cepa anterior (y que comprende el plásmido SEQ ID No: 3) cuya referencia es pSAD v5.0, fue 
recibido por la CECT con el número de acceso CECT 8152 una vez dicha Autoridad Internacional para el 
Depósito declaró que dicha cepa en cuestión era viable.

Cepa Escherichia coli DH5α transformada con el plásmido pSAD v6.0 SEQ ID No: 4 (CECT 8153)

La siguiente cepa transformada con dicho plásmido SEQ ID No: 4 (pSAD v6.0) ha sido depositada el 23 de 5
MAYO de 2012 en la Colección Española de Cultivos Tipo (CECT), Edificio 3 CUE, Parc Cientific Universitat 
de Valencia, Catedrático Agustín Escardino 9, Paterna, 46980 Valencia (ESPAÑA), por Eladio A. Velasco 
Sampedro, INSTITUTO DE BIOLOGÍA Y GENÉTICA MOLECULAR del CSIC, C/ Sanz y Forés 3, 47003
Valladolid (ESPAÑA).

El depósito de la cepa anterior (y que comprende el plásmido SEQ ID No: 4) cuya referencia es pSAD v6.0, fue 10
recibido por la CECT con el número de acceso CECT 8153 una vez dicha Autoridad Internacional para el 
Depósito declaró que dicha cepa en cuestión era viable.

En la presente memoria, todos los vectores génicos útiles para ensayos de splicing definidos anteriormente 
pueden ser igualmente referidos como “vectores de la invención” o “plásmidos de la invención”.

Los vectores de la invención anteriormente definidos presentan las siguientes ventajas:15

• Reducción de tamaño del plásmido (pSPL3: 6,031 Kb vs. 4,993 Kb de pSAD), lo cual permite la 
clonación de insertos de mayor tamaño con varios exones.

• Mejora de la capacidad de selección de colonias "recombinantes" (con inserto) mediante la introducción 
del gen LacZ (β-galactosidasa) procedente del pBluescript II KS(-) que permite una selección por color 
en presencia de X-Gal e IPTG (colonias azules-no recombinantes/colonias blancas – con inserto).20

• Nuevo sitio de clonación múltiple (MCS) dentro de LacZ (27 sitios de restricción) superando el polylinker 
de pSPL3 (10 sitios), lo cual dota de mayor versatilidad para la selección de las enzimas de clonaje.

• Eliminación de dos de los tres sitios HindIII mediante mutagénesis dirigida, lo cual permite el uso de 
HindIII del MCS para clonaje.

• Eliminación de un sitio críptico aceptor de splicing presente en LacZ mediante mutagénesis dirigida para 25
evitar posibles reacciones artefactuales de splicing.

• Fortalecimiento del sitio aceptor del exón constitutivo 2 del vector mediante triple mutagénesis dirigida. 
De acuerdo al software NNSPLICE, el sitio aceptor previo de pSPL3 era débil (score 0,64). De este 
modo se potencia hasta 0,99 (máximo 1,0), lo cual evita la selección errónea de sitios crípticos en las 
reacciones de splicing.30

Uno de los objetivos de la presente invención es la realización de ensayos funcionales de splicing mediante la 
construcción de “minigenes híbridos” en los vectores o plásmidos de la invención, dentro de lo cual se pueden 
distinguir 2 aplicaciones fundamentales:

• Conocimiento básico de los mecanismos reguladores del procesamiento del ARN mensajero (splicing). 
Cualquier exon puede ser clonado y estudiado con el vector pSAD.35

• Biomedicina: estudio de enfermedades genéticas. Se trata de la principal aplicación:

- Estudio de la correlación entre splicing aberrante de genes responsables de estas enfermedades y 
susceptibilidad genética a dichas enfermedades. 

- Estudio del efecto de variantes de ADN sobre el procesamiento del ARN mensajero.

- Clasificación de variantes de ADN de significado clínico desconocido como inocuas o mutaciones 40
causantes de enfermedad, de importancia esencial para el Consejo Genético en enfermedades 
hereditarias. De hecho, la mayoría de las variantes de ADN detectadas en pacientes no pueden 
ser clasificadas como polimorfismos o patogénicas. Cualquier exón de cualquier gen humano 
puede ser estudiado en el vector pSAD sin necesidad de ARN del paciente (principal hándicap en 
este tipo de estudios). 45
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Un segundo aspecto de la invención se refiere a un minigen útil para ensayos funcionales de splicing, que
comprende un vector de la invención como cualquiera de los definidos anteriormente y además al menos una 
secuencia de nucleótidos clonada en el sitio de clonación múltiple del casete o gen lacZ de dicho vector. La 
inserción de tan solo un nucleótido en el sitio de clonación múltiple del vector de la invención es suficiente para 
interrumpir la pauta de lectura de la proteína lacZ y dar colonias blancas en vez de azules. Por tanto, teniendo en 5
cuenta que mediante el empleo de plásmidos se ha conseguido clonar hasta 20 kilobases (20000 nucleótidos), el 
vector de la invención permite identificar una secuencia de nucleótidos clonada en el MCS de lacZ con un 
tamaño comprendido entre 1 y 20000 nucleótidos.

Según la invención, preferentemente la secuencia de nucleótidos insertada en el minigen comprende al menos la 
secuencia de un exón de un gen, siendo preferidos los exones de genes de predisposición a una enfermedad. 10
Aunque existen exones cuyas secuencias contienen 1 ó 2 nucleótidos (Coyne et al. Genome Biology 2011, 
12:R100), para el reconocimiento del exón durante la reacción de splicing es necesario que la secuencia de 
nucleótidos insertada comprenda, además de la secuencia del exón, las secuencias de nucleótidos de los 
intrones que flanquean a dicho exón en el gen, sugiriéndose un mínimo de 100 nucleótidos que incluyan los sitios 
naturales aceptor y donador y el punto de ramificación natural de cada exón para el correcto funcionamiento del 15
minigen. Por tanto, en el ámbito de la presente invención, el término “minigen útil para ensayos funcionales de 
splicing” hace referencia preferentemente a cualquier construcción en el vector pSAD v5.0 (SEQ ID No: 3) o en el 
vector pSAD v6.0 (SEQ ID No: 4) que contenga al menos un exón y sus secuencias intrónicas flanqueantes 
completas o parciales, donde las secuencias intrónicas flanqueantes contienen el sitio aceptor, el punto de 
ramificación y el sitio donador. Por regla general se sugiere incluir un mínimo de 100 nucleótidos del intrón, 20
aunque estas cifras pueden variar dependiendo del intrón ya que existen secuencias reguladoras, como por 
ejemplo el punto de ramificación, que no tienen una posición fija. No obstante, en el caso de intrones pequeños 
puede ser necesario mantener la totalidad del intrón.

Como se mencionó anteriormente, el tamaño mínimo de un intrón humano es de alrededor 80-100 nucleótidos
(tamaño medio de los intrones humanos pequeños 92 pb), resultando conveniente mantener en el inserto al 25
menos 100 nucleótidos de las secuencias intrónicas flanqueantes. Sin embargo, los intrones pueden tener 
decenas de kilobases, resultando poco práctico insertar el intrón completo debido al aumento excesivo del 
tamaño del minigen, y por ello se suelen insertar de 100 a 400 nucleótidos (incluidos ambos límites) dependiendo 
de la composición de las secuencias intrónicas flanqueantes, sobre todo en lo referente a la presencia de 
secuencias repetitivas, tales como SINES o LINES. Por lo tanto, la secuencia de nucleótidos normalmente 30
comprende, además de los nucleótidos del exón, entre 100 y 400 nucleótidos de cada una de las regiones 
intrónicas flanqueantes más próximas al exón. Esto quiere decir, que la secuencia de nucleótidos insertada en el 
minigen cuando comprende un exón preferentemente consistiría en al menos:

- entre los 100 y 400 últimos nucleótidos del extremo 3’ del intrón precedente a dicho exón, y que 
corresponden con los nucleótidos más próximos a dicho exón; 35

- la secuencia de nucleótidos del exón;

- entre los 100 y 400 primeros nucleótidos del extremo 5’ del intrón posterior a dicho exón, y que 
corresponden con los nucleótidos más próximos a dicho exón.

En la secuencia de nucleótidos insertada anterior, más preferentemente, los nucleótidos del intrón precedente 
están unidos al extremo 5’ del exón, mientras que los nucleótidos del intrón posterior están unidos al extremo 3’ 40
de dicho exón, de tal manera que la secuencia insertada (o inserto) comprende la secuencia de nucleótidos en la 
orientación adecuada como aparece en el gen natural. En ejemplos de realización preferidos, se obtuvieron 
minigenes que comprenden una secuencia de nucleótidos insertada con un tamaño comprendido entre 1,5 y 6
kilobases.

Según la invención, genes adecuados para insertar en el minigen son genes que poseen exones e intrones en su 45
secuencia de tal manera que para su expresión en un organismo requieren una etapa de procesamiento del pre-
ARNm o “splicing”, como por ejemplo son entre otros los genes de organismos eucariotas cuya secuencia está 
recogida en la base de datos ENSEMBL (http://www.ensembl.org/), resultando preferidos aquellos genes de 
predisposición a una enfermedad. 

En el ámbito de la invención, el término “genes de predisposición a una enfermedad” se refiere a aquellos genes 50
que cuando presentan una mutación se incrementa el riesgo de padecer una enfermedad hereditaria. Así por 
ejemplo, mutaciones en los genes BRCA (BRCA1 y/o BRCA2) incrementan significativamente el riesgo de padecer 
cáncer de mama y ovario, y el riesgo de otros tipos de tumores. Dentro de esta categoría, caben citar los genes 
PALB2, Abraxas, XRCC2, BRIP1, ATM, RAD50, RAD51C, RAD51D, CHEK2, NBS1, TP53 y PTEN (todos ellos 
implicados en cáncer de mama y/o ovario hereditario), así como otros genes responsables de enfermedades 55
hereditarias como CFTR (Fibrosis Quística), NF1 (Neurofibromatosis tipo I), MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2
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(síndrome de Lynch), PKD1 y PKD2 (Poliquistosis renal del adulto), entre otros, así como los genes y enfermedades 
descritos en el catálogo OMIM (“Online Mendelian Inheritance in Man”) de enfermedades hereditarias humanas 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/), o los genes de organismos eucariotas cuya secuencia está recogida en la 
base de datos ENSEMBL (http://www.ensembl.org/). 

En realizaciones preferidas, el gen de predisposición a una enfermedad es un gen implicado en síndromes 5
cancerosos hereditarios, como los genes BRCA1 y/o BRCA2 de predisposición a cáncer de mama y ovario,
cuyas secuencias son ampliamente conocidas y pueden encontrarse en bases de datos como ENSEMBL (ver 
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Exons?db=core;g=ENSG00000012048;r=17:41196312-
41277500;t=ENST00000357654 para la secuencia anotada del gen BRCA1 y 
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Exons?db=core;g=ENSG00000139618;r=13:32889611-10
32973347;t=ENST00000380152 para la secuencia anotada del gen BRCA2). Más preferentemente, el gen de 
predisposición a una enfermedad es el gen BRCA2.

En una realización preferida, el minigen como se definió anteriormente y en cualquiera de sus realizaciones 
preferidas, consiste en uno que se selecciona del grupo compuesto por: SEQ ID No: 5 (MGBR2_EX19-24), SEQ ID 
No: 6 (MGBR2_EX19-25), SEQ ID No: 7 (MGBR2_EX19-26), SEQ ID No: 8 (MGBR2_EX19-27), SEQ ID No: 9 15
(MGBR2_EX25-26), SEQ ID No: 10 (MGBR2_EX10), SEQ ID No: 11 (MGBR2_EX4-7), SEQ ID No: 12 (MGBR2_EX3-
7), SEQ ID No: 13 (MGBR2_EX3-8), SEQ ID No: 14 (MGBR2_EX3-9), SEQ ID No: 15 (MGBR2_EX2-9), SEQ ID No: 
16 (MGBR2_EX17-18), SEQ ID No: 17 (MGBR2_EX16-18) y SEQ ID No: 18 (MGBR2_EX16-20).

El minigen MGBR2_EX19-24 con secuencia SEQ ID No: 5 consiste en el plásmido pSAD v5.0 (SEQ ID No: 3) 
clonado con exones 19, 20, 21, 22, 23 y 24, y secuencias flanqueantes de los intrones 18, 19, 20, 21, 22, 23 y 24 20
del gen BRCA2 de Homo sapiens, de tal manera que:

- la secuencia de nucleótidos entre las posiciones 1316 y 4180 de SEQ ID No: 5 comprende a los exones 19, 
20, 21, 22, 23 y 24, y secuencias flanqueantes de los intrones 18, 19, 20, 21, 22, 23 y 24 del gen BRCA2;

- la secuencia de nucleótidos entre las posiciones 1–1315 y 4181–7849 de SEQ ID No: 5 corresponde al 
plásmido pSAD v5.0.25

El minigen MGBR2_EX19-25 con secuencia SEQ ID No: 6 consiste en el plásmido pSAD v5.0 (SEQ ID No: 3) 
clonado con exones 19, 20, 21, 22, 23, 24 y 25 y secuencias flanqueantes de los intrones 18, 19, 20, 21, 22, 23, 
24 y 25 del gen BRCA2 de Homo sapiens, de tal manera que:

- la secuencia de nucleótidos entre las posiciones 1316 y 5127 de SEQ ID No: 6 comprende a los exones 
19, 20, 21, 22, 23, 24 y 25 y secuencias flanqueantes de los intrones 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 y 25 del 30
gen BRCA2;

- la secuencia de nucleótidos entre las posiciones 1–1315 y 5128–8796 de SEQ ID No: 6 corresponde al 
plásmido pSAD v5.0.

El minigen MGBR2_EX19-26 con secuencia SEQ ID No: 7 consiste en el plásmido pSAD v5.0 (SEQ ID No: 3) 
clonado con exones 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 y 26 y secuencias flanqueantes de los intrones 18, 19, 20, 21, 22, 35
23, 24, 25 y 26 del gen BRCA2 de Homo sapiens, de tal manera que:

- la secuencia de nucleótidos entre las posiciones 1316 y 5959 de SEQ ID No: 7 comprende a los exones 
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 y 26 y secuencias flanqueantes de los intrones 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 y 
26 del gen BRCA2;

- la secuencia de nucleótidos entre las posiciones 1–1315 y 5960–9628 de SEQ ID No: 7 corresponde al 40
plásmido pSAD v5.0.

El minigen MGBR2_EX19-27 con secuencia SEQ ID No: 8 consiste en el plásmido pSAD v5.0 (SEQ ID No: 3) 
clonado con exones 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26 y 27 y secuencias flanqueantes de los intrones 18, 19, 20, 21, 
22, 23, 24, 25 y 26 del gen BRCA2 de Homo sapiens, de tal manera que:

- la secuencia de nucleótidos entre las posiciones 1316 y 6935 de SEQ ID No: 8 comprende a los exones 45
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26 y 27 y secuencias flanqueantes de los intrones 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 
25 y 26 del gen BRCA2;

- la secuencia de nucleótidos entre las posiciones 1–1315 y 6936–9820 de SEQ ID No: 8 corresponde al 
plásmido pSAD v5.0.
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El minigen MGBR2_EX25-26 con secuencia SEQ ID No: 9 consiste en el plásmido pSAD v5.0 (SEQ ID No: 3) 
clonado con exones 25 y 26 y secuencias flanqueantes de los intrones 24, 25 y 26 del gen BRCA2 de Homo 
sapiens, de tal manera que:

- la secuencia de nucleótidos entre las posiciones 1265 y 3991 de SEQ ID No: 9 comprende a los exones 
25 y 26 y secuencias flanqueantes de los intrones 24, 25 y 26 del gen BRCA2;5

- la secuencia de nucleótidos entre las posiciones 1–1264 y 3992–7675 de SEQ ID No: 9 corresponde al 
plásmido pSAD v5.0.

El minigen MGBR2_EX10 con secuencia SEQ ID No: 10 consiste en el plásmido pSAD v5.0 (SEQ ID No: 3) 
clonado con exon 10 y secuencias flanqueantes de los intrones 9 y 10 del gen BRCA2 de Homo sapiens, de tal 
manera que:10

- la secuencia de nucleótidos entre las posiciones 1277 y 3236 de SEQ ID No: 10 comprende al exon 10 y 
secuencias flanqueantes de los intrones 9 y 10 del gen BRCA2;

- la secuencia de nucleótidos entre las posiciones 1–1276 y 3237–6920 de SEQ ID No: 10 corresponde al 
plásmido pSAD v5.0.

El minigen MGBR2_EX4-7 con secuencia SEQ ID No: 11 consiste en el plásmido pSAD v5.0 (SEQ ID No: 3) 15
clonado con exones 4, 5, 6 y 7 y secuencias flanqueantes de los intrones 3, 4, 5, 6 y 7 del gen BRCA2 de Homo 
sapiens, de tal manera que:

- la secuencia de nucleótidos entre las posiciones 1283 y 3610 de SEQ ID No: 11 comprende a los 
exones 4, 5, 6 y 7 y secuencias flanqueantes de los intrones 3, 4, 5, 6 y 7 del gen BRCA2;

- la secuencia de nucleótidos entre las posiciones 1–1282 y 3611–7294 de SEQ ID No: 11 corresponde al 20
plásmido pSAD v5.0.

El minigen MGBR2_EX3-7 con secuencia SEQ ID No: 12 consiste en el plásmido pSAD v5.0 (SEQ ID No: 3) 
clonado con exones 3, 4, 5, 6 y 7 y secuencias flanqueantes de los intrones 2, 3, 4, 5, 6 y 7 del gen BRCA2 de 
Homo sapiens, de tal manera que:

- la secuencia de nucleótidos entre las posiciones 1283 y 4377 de SEQ ID No: 12 comprende a los 25
exones 3, 4, 5, 6 y 7 y secuencias flanqueantes de los intrones 2, 3, 4, 5, 6 y 7 del gen BRCA2;

- la secuencia de nucleótidos entre las posiciones 1–1282 y 4378–8061 de SEQ ID No: 12 corresponde al 
plásmido pSAD v5.0.

El minigen MGBR2_EX3-8 con secuencia SEQ ID No: 13 consiste en el plásmido pSAD v5.0 (SEQ ID No: 3) 
clonado con exones 3, 4, 5, 6, 7 y 8 y secuencias flanqueantes de los intrones 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8 del gen BRCA230
de Homo sapiens, de tal manera que:

- la secuencia de nucleótidos entre las posiciones 1283 y 4931 de SEQ ID No: 13 comprende a los 
exones 3, 4, 5, 6, 7 y 8 y secuencias flanqueantes de los intrones 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8 del gen BRCA2;

- la secuencia de nucleótidos entre las posiciones 1–1282 y 4932–8600 de SEQ ID No: 13 corresponde al 
plásmido pSAD v5.0.35

El minigen MGBR2_EX3-9 con secuencia SEQ ID No: 14 consiste en el plásmido pSAD v5.0 (SEQ ID No: 3) 
clonado con exones 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9 y secuencias flanqueantes de los intrones 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9 del gen 
BRCA2 de Homo sapiens, de tal manera que:

- la secuencia de nucleótidos entre las posiciones 1283 y 5550 de SEQ ID No: 14 comprende a los 
exones 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9 y secuencias flanqueantes de los intrones 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9 del gen 40
BRCA2;

- la secuencia de nucleótidos entre las posiciones 1–1282 y 5551–9219 de SEQ ID No: 14 corresponde al 
plásmido pSAD v5.0.
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El minigen MGBR2_EX2-9 con secuencia SEQ ID No: 15 consiste en el plásmido pSAD v5.0 (SEQ ID No: 3) 
clonado con exones 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9 y secuencias flanqueantes de los intrones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9 del 
gen BRCA2 de Homo sapiens, de tal manera que:

- la secuencia de nucleótidos entre las posiciones 1246 y 6222 de SEQ ID No: 15 comprende a los 
exones 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9 y secuencias flanqueantes de los intrones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9 del gen 5
BRCA2;

- la secuencia de nucleótidos entre las posiciones 1–1245 y 6223–9891 de SEQ ID No: 15 corresponde al 
plásmido pSAD v5.0.

El minigen MGBR2_EX17-18 con secuencia SEQ ID No: 16 consiste en el plásmido pSAD v5.0 (SEQ ID No: 3) 
clonado con exones 17 y 18 y secuencias flanqueantes de los intrones 16, 17 y 18 del gen BRCA2 de Homo 10
sapiens, de tal manera que:

- la secuencia de nucleótidos entre las posiciones 1270 y 2775 de SEQ ID No: 16 comprende a los 
exones 17 y 18 y secuencias flanqueantes de los intrones 16, 17 y 18 del gen BRCA2;

- la secuencia de nucleótidos entre las posiciones 1–1269 y 2776–6497 de SEQ ID No: 16 corresponde al 
plásmido pSAD v5.0.15

El minigen MGBR2_EX16-18 con secuencia SEQ ID No: 17 consiste en el plásmido pSAD v5.0 (SEQ ID No: 3) 
clonado con exones 16, 17 y 18 y secuencias flanqueantes de los intrones 15, 16, 17 y 18 del gen BRCA2 de 
Homo sapiens, de tal manera que:

- la secuencia de nucleótidos entre las posiciones 1270 y 3530 de SEQ ID No: 17 comprende a los 
exones 16, 17 y 18 y secuencias flanqueantes de los intrones 15, 16, 17 y 18 del gen BRCA2;20

- la secuencia de nucleótidos entre las posiciones 1–1269 y 3531–7252 de SEQ ID No: 17 corresponde al 
plásmido pSAD v5.0.

El minigen MGBR2_EX16-20 con secuencia SEQ ID No: 18 consiste en el plásmido pSAD v5.0 (SEQ ID No: 3) 
clonado con exones 16, 17, 18, 19 y 20 y secuencias flanqueantes de los intrones 15, 16, 17, 18, 19 y 20 del gen 
BRCA2 de Homo sapiens, de tal manera que:25

- la secuencia de nucleótidos entre las posiciones 1270 y 4671 de SEQ ID No: 18 comprende a los 
exones 16, 17, 18, 19 y 20 y secuencias flanqueantes de los intrones 15, 16, 17, 18, 19 y 20 del gen 
BRCA2;

- la secuencia de nucleótidos entre las posiciones 1–1269 y 4672–8340 de SEQ ID No: 18 corresponde al 
plásmido pSAD v5.0.30

De los minigenes anteriores SEQ ID No: 5 a SEQ ID No: 18, el minigen SEQ ID No: 8 (denominado 
MGBR2_EX19-27) contiene un inserto de 5620 pb. 

En la presente memoria, todos los minigenes útiles para ensayos de splicing definidos anteriormente en este 
aspecto de la invención, así como cualquiera de sus realizaciones preferidas, pueden ser igualmente referidos 
como “minigenes de la invención”.35

Un tercer aspecto de la invención se refiere a una célula (eucariota o procariota) que comprende un vector 
génico de la invención o un minigen de la invención. Las células que comprenden este tipo de vectores o 
minigenes son de utilidad a la hora de realizar ensayos funcionales de splicing o para la clonación de distintos 
fragmentos con exones, o para la transformación, almacenamiento y replicación de los vectores y los diferentes 
minigenes. De hecho, para ensayos funcionales de splicing se transfectan a células eucariotas, como por 40
ejemplo son entre otras las células de origen humano HeLa, las células derivadas de tumor de mama humano 
MCF-7, las células de carcinoma hepatocelular humano Hep3B, las células no tumorales de epitelio mamario
humano MCF10A o las células COS de mono verde africano. Para los experimentos de clonaje de fragmentos de 
exones, mantenimiento y replicación de plásmidos y construcciones derivadas se emplean células procariotas, 
principalmente cepas de Escherichia coli capaces de hacer complementación en α de la β-galactosidasa (p. ej. la 45
cepa de E. coli DH5α ampliamente utilizada u otras cepas de E. coli como son entre otras XL1-Blue, XL10-Gold, 
JM83, JM101, JM103, JM105, JM107, JM109 y JM110). Las células que comprenden el vector o el minigen de la 
invención pueden obtenerse siguiendo los procedimientos habituales de transfección en células eucariotas o 
transformación en células procariotas, conocidos por cualquier especialista en el campo.
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En una realización preferida, la célula anterior que comprende un vector génico de la invención, o un minigen de 
la invención, es una bacteria, y más preferentemente es la cepa de E. coli DH5α. 

En otra realización preferida, cuando dicha célula es una bacteria, dicha bacteria se selecciona entre CECT 8152 
o CECT 8153. Como se mencionó anteriormente, la cepa CECT 8152 es una cepa de Escherichia coli DH5α
transformada con el plásmido pSAD v5.0 (SEQ ID No: 3). La cepa CECT 8153 es una cepa de Escherichia coli 5
DH5α transformada con el plásmido pSAD v6.0 (SEQ ID No: 4).

En la presente memoria, cualquiera de las células definidas anteriormente en este aspecto de la invención que 
comprende un vector génico o un minigen de la invención con utilidad para ensayos de splicing, así como en 
cualquiera de sus realizaciones preferidas, puede ser igualmente referida como “célula de la invención”.

Un cuarto aspecto de la invención hace referencia a un procedimiento de obtención de un vector génico de la 10
invención que, a partir del plásmido pSPL3b de secuencia SEQ ID No: 1, comprende las siguientes etapas:

A.1. reducir el tamaño del plásmido SEQ ID No: 1 mediante deleción de al menos 1,2 kilobases del intrón por 
una primera mutagénesis dirigida con un primer par de cebadores específicos para dicha deleción, 
donde la secuencia de un cebador comprende una secuencia de al menos 25 nucleótidos consecutivos 
comprendidos entre las posiciones 1125 y 1394 de SEQ ID No: 1 (preferentemente los 25 nucléotidos 15
comprendidos entre las posiciones 1274 y 1298), donde dicha secuencia se encuentra unida por el 
extremo 3’ a una secuencia de al menos 25 nucleótidos consecutivos comprendidos entre las posiciones 
2349 y 2617 de SEQ ID No: 1 (preferentemente los 25 nucléotidos comprendidos entre las posiciones 
2499 y 2523), y la secuencia del otro cebador es la complementaria;

A.2. amplificar un casete lacZ con extremos MunI y NdeI mediante PCR con una enzima de alta fidelidad 20
(por ejemplo, Phusion de Finnzymes) y un segundo par de cebadores, donde uno de los cebadores 
comprende en su secuencia una diana MunI (y preferentemente dicha secuencia comprende SEQ ID 
No: 85), y otro cebador comprende en su secuencia una diana NdeI (y preferentemente la secuencia de 
dicho cebador comprende SEQ ID No: 86); 

A.3. eliminar el sitio de clonación múltiple del plásmido SEQ ID No: 1 mediante enzimas de restricción EcoRI 25
y NdeI, y clonar el casete lacZ amplificado en A.2;

A.4. eliminar un sitio críptico aceptor fuerte de splicing del casete lacZ, mediante una segunda mutagénesis 
dirigida con un tercer par de cebadores, donde uno de los cebadores comprende SEQ ID No: 87 (y 
preferentemente consiste en SEQ ID No: 24) y el otro cebador comprende SEQ ID No: 88 (y 
preferentemente consiste en SEQ ID No: 25);30

A.5. fortalecer el sitio aceptor de splicing canónico del segundo exón constitutivo, comprendido entre las 
posiciones 2835 y 2875 de SEQ ID No: 1, mediante una tercera mutagénesis dirigida a las posiciones 
2846, 2849 y 2856 con un cuarto par de cebadores, donde uno de los cebadores comprende SEQ ID 
No: 26, y el otro cebador comprende SEQ ID No: 27;

A.6. inhabilitar al menos una diana de restricción comprendida entre las posiciones 340 y 2623 de SEQ ID 35
No: 1 [preferentemente entre las posiciones (340)..(345), (679)..(684), (685)..(690) y/o (2618)..(2623) de 
SEQ ID No: 1] mediante al menos una cuarta mutagénesis dirigida a modificar un nucleótido 
comprendido en la secuencia de dicha diana, con al menos un quinto par de cebadores específicos que 
comprendan en su secuencia la mutación o modificación de dicho nucleótido.

Según el procedimiento anterior, dicho quinto par de cebadores con la mutación deseada en su secuencia, 40
comprende:

- un cebador que consiste en una secuencia de un fragmento de 20 a 50 nucleótidos de SEQ ID No: 1 
(más preferentemente entre 35 y 42 nucleótidos), donde dicho fragmento comprende la secuencia 
nucleotídica entre las posiciones (340)..(345), (679)..(690) ó (2618)..(2623) de SEQ ID No: 1 y donde al 
menos un nucleótido entre dichas posiciones se encuentra modificado; 45

- y otro cebador que consiste en la secuencia complementaria del anterior. 

Esto quiere decir que, para eliminar las dos dianas HindIII se requiere una doble mutagénesis dirigida, una de 
ellas con un par de cebadores con la mutación de la diana HindIII en posición (340)..(345) de SEQ ID No: 1, 
como pueden ser los cebadores SEQ ID No: 28 y SEQ ID No: 29, y otra con otro par de cebadores con la 
mutación de la diana HindIII en posición (2618)..(2623) de SEQ ID No: 1, como son por ejemplo los cebadores 50
SEQ ID No: 30 y SEQ ID No: 31. Por otra parte, las dianas XbaI entre las posiciones (679)..(684) de SEQ ID No: 

P201231427
14-09-2012ES 2 470 440 A1

 



14

1 y SalI entre las posiciones (685)..(690) de SEQ ID No: 1, aunque se pueden inhabilitar una u otra de manera 
independiente, la utilización del par de cebadores SEQ ID No: 32 y SEQ ID No: 33 conduce a su eliminación 
simultánea, ya que en sus respectivas secuencias comprenden una mutación en un nucleótido de dicha diana 
XbaI y una mutación de dicha diana SalI.

En cuanto a los cebadores para amplificar el casete lacZ, además de incluir en su secuencia las dianas MunI o 5
NdeI, se entiende que comprenden también al menos los primeros 20 nucleótidos de los extremos de la 
secuencia del casete lacZ que se amplifica. Es decir, uno de los cebadores contiene unido al extremo 3’ de la 
secuencia de la diana MunI una secuencia de al menos 20 nucleótidos (preferentemente entre 21 y 23 
nucleótidos) del extremo 5’ de una de las hebras de ADN del casete lacZ que se desea amplificar. Así por 
ejemplo, el cebador SEQ ID No: 22 comprende los primeros 23 nucleótidos del casete lacZ de pBluescript II KS (-10
) de secuencia SEQ ID No: 2 unidos al extremo 5’ de SEQ ID No: 85, donde esta última secuencia comprende el
sitio de restricción MunI en su extremo 3’. Por otra parte, el otro cebador contiene unido al extremo 3’ de la 
secuencia de la diana NdeI una secuencia de al menos 20 nucleótidos del extremo 5’ (preferentemente entre 21 
y 23 nucleótidos) de la hebra complementaria de dicho casete lacZ. En este caso, un ejemplo es el cebador SEQ 
ID No: 23, el cual comprende los primeros 21 nucleótidos del extremo 5’ de la secuencia complementaria a SEQ 15
ID No: 2 unidos al extremo 5’ de SEQ ID No: 86, donde esta última secuencia comprende el sitio de restricción 
NdeI en su extremo 3’.

A lo largo de la presente descripción, el término “cebador” puede encontrarse igualmente referido como “primer” 
y hace referencia a la secuencia de nucleótidos habitualmente empleadas en el estado de la técnica y que sirven
como punto de partida para la replicación del ADN.20

En una realización preferida del procedimiento de obtención de un vector génico de la invención, la deleción de al 
menos 1,2 kilobases del intrón comprende la eliminación de los nucleótidos comprendidos entre las posiciones 
1299 y 2498 de SEQ ID No: 1 y se lleva a cabo mediante el primer par de cebadores que comprende un cebador 
que consiste en SEQ ID No: 19 y un cebador que consiste en SEQ ID No: 20.

En otra realización preferida de dicho procedimiento, o de la realización anterior, el casete lacZ amplificado en la 25
etapa A.2 se obtiene por amplificación del plásmido pBluescript II KS (-), de secuencia SEQ ID No: 21, con el 
cebador SEQ ID No: 22 que comprende en su secuencia una diana MunI y con el cebador SEQ ID No: 23 que 
comprende en su secuencia una diana NdeI. 

En otra realización preferida de dicho procedimiento, o de cualquiera de sus realizaciones anteriores, el quinto 
par de cebadores para inhabilitar la diana de restricción se selecciona entre al menos uno de los siguientes:30

A.6.1. un cebador que comprende SEQ ID No: 28 y un cebador que comprende SEQ ID No: 29, para eliminar 
mediante mutagénesis dirigida la diana HindIII comprendida entre las posiciones 340 y 345 de SEQ ID 
No 1, y además un cebador que comprende SEQ ID No: 30 y un cebador que comprende SEQ ID No: 
31, para eliminar mediante otra mutagénesis dirigida la diana HindIII comprendida entre las posiciones 
2618 y 2623 de SEQ ID No 1;35

A.6.2. un cebador que comprende SEQ ID No: 32 y un cebador que comprende SEQ ID No: 33, para eliminar 
la diana XbaI comprendida entre las posiciones 679 y 684 de SEQ ID No: 1 y la diana SalI 
comprendida entre las posiciones 685 y 690 de SEQ ID No: 1.

Un quinto aspecto de la invención se refiere al uso de un vector génico de la invención, o de un minigen de la 
invención o de una célula de la invención en ensayos funcionales de splicing.40

Un sexto aspecto de la invención se refiere al uso de un vector génico de la invención, o de un minigen de la 
invención o de una célula de la invención, para detectar una mutación en al menos un exón y/o intrón de un gen 
que produce un splicing defectuoso.

Un séptimo aspecto de la invención se refiere a un método para ensayo funcional de splicing caracterizado 
porque, a partir de un vector génico de la invención, comprende los siguientes pasos:45

B.1. clonar al menos una secuencia de nucleótidos que comprende al menos un exón de un gen y sus 
secuencias intrónicas flanqueantes, con la orientación adecuada del sitio aceptor y donador de splicing,
en una o dos dianas de restricción del sitio de clonación múltiple de un vector de la invención, o bien 
mediante inserción dirigida de un megaprimer que contiene el exón en dicho MCS, para obtener un 
minigen wild-type;50

B.2. transformar el minigen wild-type anterior en una cepa bacteriana;
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B.3. cultivar la cepa bacteriana transformada en presencia de ampicilina, X-Gal e IPTG y seleccionar 
colonias blancas;

B.4. aislar el minigen wild-type de una colonia blanca seleccionada del cultivo anterior y generar un minigen 
mutante que comprenda una mutación en el exón o secuencias intrónicas del gen, donde dicho minigen 
mutante se obtiene mediante mutagénesis dirigida sobre el minigen wild-type aislado por PCR y 5
polimerasa de alta fidelidad [p. ej. Pfu Turbo (Agilent) o Phusion entre otras] con cebadores específicos
que comprendan en su secuencia dicha mutación de acuerdo al protocolo descrito en 
http://www.methodbook.net/pcr/pcrmut.html;

B.5. transfectar el minigen mutante a una célula eucariota (preferentemente una célula HeLa);

B.6. extraer el ARN producido en un cultivo de la célula eucariota transfectada,10

B.7. sintetizar cDNA a partir del ARN extraído mediante RT-PCR con cebadores específicos de los exones 
constitutivos del vector;

B.8. secuenciar y analizar el cDNA sintetizado en el paso B.7.

Breve descripción del contenido de las figuras

Figura 1. Representación del vector pSAD y procedimiento de clonaje en este vector. El inserto con los exones 15
se genera mediante PCR con una polimerasa de alta fidelidad y unos primers en cuyos extremos tienen dianas 
para enzimas de restricción seleccionadas para que los sitios aceptor y donador del exón en estudio estén en la 
orientación apropiada con los exones constitutivos del vector. Se transforman células DH5α de E. coli 
seleccionando con Ampicilina-X-Gal-IPTG las colonias de color blanco ya que se ha interrumpido el gen LacZ.  
En pSAD y en la construcción se señalan las posibles reacciones de splicing, que se producirán una vez hayan 20
sido introducidos en células eucariotas.

Figura 2. Esquema básico de construcción de un minigen en el nuevo vector pSAD y ensayos funcionales de 
splicing. Aplicaciones en el Consejo Genético de enfermedades hereditarias.

Figura 3. Ensayos funcionales de splicing del vector pSAD v5.0. Se transfectaron células HeLa con los 
plásmidos pSAD sin inserto y los minigenes del gen BRCA2 MGBR2_EX19-24 (exones 19 a 24), MGBR2_EX19-25
25 (exones 19 a 25), MGBR2_EX19-26 (exones 19 a 26), MGBR2_EX19-27 (exones 19 a 27), y MGBR2_EX17-
18 (exones 17 y 18), MGBR2_EX16-18 (exones 16 a 18) y MGBR2_EX16-20 (exones 16 a 20). Tras RT-PCR 
con los primers específicos (SEQ ID No: 75 y SEQ ID No: 76) de los exones constitutivos del vector los 
productos fueron cargados en un gel de agarosa al 1,2%. Se puede observar que los vectores pSAD sin insertos 
generan un ARNm de 184 pb, mientras que los minigenes de BRCA2 construidos en pSAD generan transcritos30
de los tamaños esperados (los tamaños están indicados en nucleótidos debajo de cada banda amplificada). Se 
puede observar una escalera creciente en tamaño del producto de la RT-PCR según se van incorporando 
nuevos exones a los transcritos de cada minigen (de MGBR2_EX19-24 a MGBR2_EX19-27 -1109 a 2174 
nucleótidos-, y de MGBR2_EX17-18 a MGBR2_EX16-20 -710 a 1199 nucleótidos-).

EJEMPLOS 35

EJEMPLO 1. Construcción de los vectores génicos para ensayos funcionales de splicing pSAD v5.0 (SEQ ID 
No: 3) y pSAD v6.0 (SEQ ID No: 4).

El punto de partida para la construcción de los vectores SEQ ID No: 3 y SEQ ID No: 4 es el vector pSPL3b de 
secuencia SEQ ID No: 1 (Burn et al.,1995). Las modificaciones que se han realizado se pueden resumir en los 
siguientes puntos:40

I.1) Reducción de tamaño del vector. El plásmido pSPL3b (SEQ ID No: 1) tiene un intrón de 2159 pares de 
bases (pb). Para reducir su tamaño se provocó una deleción intrónica de 1,2 Kilobases (Kb) mediante 
mutagénesis dirigida (primers SEQ ID No: 19 y SEQ ID No: 20 cuyas secuencias son, respectivamente, 5' 
GGATCAAAGCCTAAAGCCATGTGTAGGAAAACTACTTTGCACCACTGCTG 3' y 5' 
CAGCAGTGGTGCAAAGTAGTTTTCCTACACATGGCTTTAGGCTTTGATCC 3'). El nuevo vector, 45
pSPL3bdel1200, fue secuenciado para confirmar la deleción y transfectado en células HeLa. Mediante RT-PCR 
con primers (cebadores) específicos de los exones del vector se comprobó que la reacción de splicing se 
producía un producto del tamaño esperado (184 nucleótidos), en el cual se eliminaba el intrón y se unían 
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secuencialmente los dos exones del vector. Al vector lo denominamos pSAD v1.0 (Splicing And Disease) y 
consiste en SEQ ID No: 35.

I.2) Introducción del gen LacZ (pSAD v2.0). A continuación se amplificó el gen LacZ con su sitio de clonación 
múltiple (MCS) con una polimerasa de alta fidelidad a partir del plásmido pBluescriptKS KS II (-) (Stratagene)
SEQ ID No: 21. Se utilizaron un primer forward SEQ ID No: 22 con un sitio de restricción MunI (C^AATTG, 5
compatible con EcoRI: G^AATTC) en su 5’ y un primer reverse SEQ ID No: 23 con un sitio NdeI (Forward: 
5´CACACACAATTGTAACGCTTACAATTTCCATTCGC 3´; Reverse: 5´ CACACACATATGGCGGGCAGTGAGCG
CAACGCA 3´. El MCS de pSPL3bdel1200 (pSAD 1.0 o SEQ ID No: 35) tiene unos extremos EcoRI-NdeI, de 
modo que se eliminó mediante corte con estas enzimas y se introdujo mediante ligación con el casete LacZ de 
extremos MunI-NdeI anteriormente amplificado. De este modo, la nueva construcción tiene una fusión EcoRI-10
MunI (G^AATTG) que no regenera ninguna de las 2 enzimas de restricción, permitiendo el uso de la diana EcoRI 
del MCS de LacZ para clonaje. Las colonias transformantes se seleccionaron en Ampicilina, X-Gal e IPTG, y se 
seleccionaron las colonias azules. Se comprobó mediante secuenciación la fidelidad de la secuencia de LacZ. 
Con la introducción del casete LacZ se incrementa la capacidad selectiva del vector en el clonado de fragmentos, 
facilitando el rastreo de colonias, ya que aquéllas que sean de color azul nos indicarán que el vector no tiene 15
ningún inserto mientras que las de color blanco indicarán que hay un inserto en el MCS de LacZ que interrumpe 
dicho gen. De este modo se evita un rastreo de colonias arduo y laborioso como ocurre con pSPL3 y otros 
vectores de splicing. Mediante la introducción del gen LacZ se obtuvo el plásmido SEQ ID No: 36, también 
referido en la presente memoria como pSAD v2.0.

I.3) Mutagénesis dirigida de un sitio críptico aceptor de LacZ (pSAD v3.0). Con el software NNSPLICE 20
(http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html) se comprobó que el gen LacZ presentaba un sitio aceptor críptico 
fuerte (NNSPLICE= 0,98) que podía interferir en las reacciones de splicing. Afectaba al aminoácido en posición 
13 de LacZ que codifica para Treonina (TTTGTTCCCTTT AGT GAGGGTTAATT, subrayado el sitio críptico, y en 
el codón 13 en negrita –la hebra codificante de LacZ es la complementaria-), por lo que diseñamos 2 primers de 
mutagénesis, un primer forward SEQ ID No: 24 y un primer reverse SEQ ID No: 25, de modo que se mantuviera 25
la Thr13 (Forward: 5´ CAGCTTTTGTTCCCTTTTGTGAGGGTTAATTGCGCGCT 3´, Reverse: 5´ 
AGCGCGCAATTAACCCTCACAAAAGGGAACAAAAGCTG 3´, subrayado el nucleótido que muta), se pasa de 
un codón ACT a un codón ACA, ambos codificantes para Thr y así se elimina el sitio aceptor críptico. Se
seleccionaron las colonias azules y se secuenciaron los plásmidos para comprobar que se había introducido la 
mutación. Asimismo, como en el punto I.1, comprobamos en ensayos funcionales de splicing en células HeLa 30
que no existía ninguna anomalía en la reacción de splicing. De esto modo se obtuvo el plásmido pSAD v3.0
(SEQ ID No: 37).

I.4) Mutagénesis dirigida de dos dianas HindIII (pSAD v4.0). El nuevo vector pSAD v3.0 presentaba un total 
de 3 dianas HindIII: 2 heredadas del pSPL3b (posiciones 341 y 2619 de la secuencia original SEQ ID No: 1 de 
pSPL3b), y una presente en el sitio de clonación múltiple. Las 2 HindIII de pSPL3b inhabilitaban para su uso la35
diana HindIII del MCS, por lo que se decidió eliminarlas mediante doble mutagénesis dirigida con los cebadores 
para la diana HindIII en posición 341, forward (SEQ ID No: 28, 5’ 
CTAGGCTTTTGCAAAAAACTTGGACTGTGTTTACT 3’) y reverse (SEQ ID No: 29, 5’ 
AGTAAACACAGTCCAAGTTTTTTGCAAAAGCCTAG 3’), y para la diana HindIII en posición 2619, forward ( SEQ 
ID No: 30, 5’ GAAATTAACAATTACACAAACTTAATACACTCCTTAATTGAA 3’) y reverse (SEQ ID No: 31, 5’ 40
TTCAATTAAGGAGTGTATTAAGTTTGTGTAATTGTTAATTTC 3’). Nuevamente se seleccionaron colonias 
azules resistentes a ampicilina y se comprobó la presencia de las mutaciones mediante secuenciación del nuevo 
plásmido pSAD v4.0 (SEQ ID No: 38). Asimismo se comprobó que la reacción de splicing se producía sin ningún 
tipo de anomalía en células eucariotas.

I.5) Fortalecimiento del sitio aceptor del exón constitutivo nº 2 de pSAD (pSAD v5.0). Mediante análisis con 45
NNSPLICE se comprobó que el sitio aceptor del exón 2 del vector pSAD v.4.0 (heredado de pSPL3b) era débil 
(0,64, TATTCACCATTATCGTTTCAGACCTGGAGATCTCCCGAG). Se realizó mutagénesis dirigida, 
introduciendo 3 mutaciones en 3 posiciones críticas (+1A>G del exón, y -7G>T y -10A>T del intrón) en una sola 
pareja de primers de mutagénesis: SEQ ID No: 26 
(5´GGGATATTCACCATTTTCTTTTCAGGCCTGGAGATCTCCCGA 3´) y SEQ ID No: 27 (5´ 50
TCGGGAGATCTCCAGGCCTGAAAAGAAAATGGTGAATATCCC 3´), donde se han subrayado las posiciones 
mutadas. De este modo el nuevo sitio de splicing pasaba a tener un valor de 0,99 según NNSPLICE (máximo 
1,0). También comprobamos su eficiencia en reacciones de splicing mediante transfección en células HeLa. La 
estructura final, el esquema de clonado y la secuencia completa del plásmido pSAD se puede observar en las 
Figuras 1 y 2. Se comprobó el funcionamiento de esta versión del vector mediante ensayos funcionales de 55
splicing.

I.6) Eliminación de las dianas XbaI y SalI en posición heredadas de pSPL3b (pSAD v6.0). El vector pSAD 
5.0 presentaba una diana XbaI y SalI en las posiciones 680 y 686 de la SEQ ID No: 3 heredadas de pSPL3b que 
inhabilitaban las dianas XbaI en la posición 1248 y SalI en la posición 1305 del MCS. Se eliminaron ambas 
dianas de pSPL3b mediante doble mutagénesis dirigida con una única pareja de cebadores, forward, SEQ ID No:60
32 (5’ TGACAAGCTGCACGCCCTAGAATCGACCCAGCAGTAA 3’), y reverse, SEQ ID No: 33 (5’  
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TTACTGCTGGGTCGATTCTAGGGCGTGCAGCTTGTCA 3’). Se seleccionaron las colonias azules, y se verificó 
en células HeLa que la reacción de splicing tenía lugar sin ningún tipo de anomalía. 

I.7) Comprobación de su funcionamiento con un inserto de varios exones (ver siguientes ejemplos –
Ejemplos 2 a 7–).

En conclusión, se puede decir que los nuevos plásmidos pSAD SEQ ID No: 3 y SEQ ID No. 4 aportan las 5
siguientes ventajas:

- Facilidad de manipulación al tratarse de un vector de menor tamaño.

- Mayor capacidad de selección de colonias recombinantes, ya que aparte de la resistencia a Ampicilina, 
común a todos estos vectores, aporta la selección con β-Galactosidasa (LacZ), que en presencia de X-
Gal e IPTG, permite distinguir colonias azules (con el vector íntegro) y blancas (posibles colonias con 10
inserto).

- Mayor versatilidad, ya que LacZ aporta su MCS con hasta 27 sitios de restricción diferentes, lo cual 
permite elegir la enzima de restricción apropiada para cada experimento de clonado. Además se han 
eliminado 2 dianas HindIII, una XbaI y otra SalI de pSPL3b (SEQ ID No: 1), lo cual habilita las dianas 
correspondientes del MCS de LacZ SEQ ID No: 2.15

- Eliminación de un sitio críptico de splicing que podría interferir en la reacción de splicing.

- Potenciación del sitio aceptor del exón constitutivo 2 de los vectores SEQ ID No: 3 y SEQ ID No: 4 
(común a pSPL3b) para facilitar su reconocimiento por la maquinaria de splicing. De este modo se 
asegura la presencia del exón 2 de pSAD en los ensayos funcionales de splicing.

EJEMPLO 2. Construcción de los minigenes SEQ ID No: 5 (MGBR2_EX19-24), SEQ ID No: 6 (MGBR2_EX19-25), 20
SEQ ID No: 7 (MGBR2_EX19-26) y SEQ ID No: 8 (MGBR2_EX19-27).

La construcción del minigen SEQ ID No: 8 es compleja y muy laboriosa. Para la construcción de este minigen se 
partió de otro que previamente se había clonado en el vector se pSPL3b SEQ ID No: 1 y de éste se generó un 
inserto completo para clonar en el vector pSAD. Además, se utilizaron dos métodos de clonaje: el clásico con 
enzimas de restricción y otro que hemos denominado en la presente memoria como “cloning por mutagénesis de 25
inserción”, mediante la síntesis de un “megaprimer” (inserto) por PCR con cebadores forward y reverse con 
zonas de hibridación en las secuencias flanqueantes a la zona de inserción, que funciona eficazmente para 
clonar fragmentos de en torno a 1 kb. A continuación se describe el esquema de construcción del minigen SEQ 
ID No: 8, mediante un procedimiento por el que se obtuvieron sucesivamente los minigenes SEQ ID No: 5, SEQ 
ID No: 6 y SEQ ID No: 7.30

2.1. Clonaje de los exones 19 a 24 del gen BRCA2 en el vector pSPL3b (SEQ ID No: 1).

Para el clonaje de los exones 19-24 en pSPL3b (SEQ ID No: 1) se empleó un procedimiento que comprendió las 
siguientes etapas:

II.1) Amplificación del inserto de los exones 21-22-23-24 y secuencias intrónicas del gen BRCA2 mediante una 
polimerasa de alta fidelidad y los cebadores Forward: SEQ ID No: 39 (5' 35
CACACACTCGAGCCTTCTTTGGGTGTTTTATGCT 3'); y Reverse: SEQ ID No: 40 (5' 
CACACAGGATCCAAATCAGAGGTTCAAAGAGGCT 3'). Tamaño del fragmento: 3.736 pb.

II.2) Digestión del plásmido pSPL3b y el inserto con los exones 21 a 24 con las enzimas de restricción XhoI y 
BamHI. Purificación de ambos fragmentos de geles de bajo punto de fusión.

II.3) Ligación de plásmido e inserto de los exones 4 a 7 con la ligasa FastLink (Epicentre) en un ratio molar 40
inserto:vector de 3:1 a 5:1, transformación de la cepa DH5α y selección en presencia de Ampicilina. 

II.4) Rastreo mediante PCR de colonias (con los primers del inserto o una combinación mixta de primer 
específico de pSPL3b y primer específico del inserto). Selección de colonias que amplifican el fragmento del  
tamaño esperado.

II.5) Secuenciación para comprobar la fidelidad de las secuencias clonadas. Esta construcción constituye el 45
minigen pSPL3b-MGBR2_EX21-24, cuya secuencia consiste en SEQ ID No: 82.

II.6) Generación de una deleción de 2000 pb del intrón 21 de BRCA2 sobre la construcción pSPL3b_EX21-24 
con los cebadores SEQ ID No: 41 (5’ 
TTAAAATGCAGGCAAAACTTGTTTTTAGCCATCTGTAATGTAGTTGGTGA 3’) y SEQ ID No: 42 (5’ 
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TCACCAACTACATTACAGATGGCTAAAAACAAGTTTTGCCTGCATTTTAA 3’). Esta deleción del intrón para 
mejorar la manipulación del minigen reduciendo su tamaño. La deleción se genera mediante una PCR de 
mutagénesis dirigida con Pfu Turbo polimerasa, tratamiento con 10 unidades de DpnI (específica de secuencias 
metiladas) durante una hora para eliminar el minigen original con el intrón 21 completo, transformación de células 
DH5α y selección en presencia de Ampicilina. Se comprueba la deleción mediante PCR de colonias y 5
secuenciación del plásmido obtenido, cuya secuencia consiste en SEQ ID No: 83 y se denomina pSPL3b-
MGBR2_EX21-24del2000.

II.7) Amplificación del inserto de los exones 19-20 de BRCA2 y secuencias intrónicas del gen BRCA2 mediante 
una polimerasa de alta fidelidad y los cebadores Forward: SEQ ID No: 43 (5' 
TCTGGAGCTCGAGCACACATCCGGAATAGCATTAAGAACTTGTAGCA 3'); y Reverse: SEQ ID No: 44 (5' 10
CCAAGCATAAAACACCCAAAGAAGGATTACAAATGGCTTAGACCTGA 3'). Tamaño del fragmento: 1214 pb.

II.8) El producto PCR de la etapa anterior se purifica mediante extracción de geles de agarosa de bajo punto de 
fusión y columnas Wizard SV Gel and PCR clean-up system (Promega).

II.9) El producto purificado se utiliza como “megaprimer” con una polimerasa de alta fidelidad y se clona por un 
método que hemos denominado “Inserción por mutagénesis dirigida” (protocolo adaptado de GeneMorph II 15
EZClone Domain Mutagenesis Kit de Agilent: www.genomics.agilent.com/files/Manual/200552_C01.pdf), el cual
se puede usar de forma alternativa a las enzimas de restricción en fragmentos de aproximadamente 1 Kb. 

II.10) Se digiere la reacción con 10 unidades de DpnI (específica de secuencias metiladas) durante una hora 
para eliminar el minigen original con los exones 21-24, y se mantiene intacta la molécula recién sintetizada con 
los exones 19 al 24. Se transforman células DH5α y se lleva a cabo su selección en presencia de Ampicilina. Se 20
comprueba la presencia de los exones 19-20 mediante PCR de colonias y secuenciación. El minigen final 19-24 
contiene un inserto de 2865 pb con los exones 19, 20, 21, 22, 23 y 24, y se denomina pSPL3b-MGBR2_EX19-24
cuya secuencia consiste en SEQ ID No: 84.

2.2. Clonaje de los exones 19 a 24 del gen BRCA2 en el vector pSAD v5.0 (SEQ ID No: 3) y posterior 
inserción de los exones 25, 26 y 27 del gen BRCA2.25

Una vez descrito como se hizo el clonaje de los exones 19 a 24 del gen BRCA2 en pSPL3b, se pasó a clonar 
dichos exones a pSAD v5.0 (SEQ ID No: 3), siguiendo el siguiente procedimiento:

II.11) Se amplifica el inserto de pSPL3b-MGBR2_EX19-24 (SEQ ID No: 84) con polimerasa de alta fidelidad y los 
primers SEQ ID No: 45 (5’ CACACACTCGAGCACACATCCGGAATAGCATTAAGAACTTGTAGCA 3’) y SEQ ID 
No: 46 (5’ CACACAGGATCCCACACAGGTACCAAATCAGAGGTTCAAAGAGGCT 3’). Tamaño del producto 30
PCR: 2901 pb.

II.12) Digestión del plásmido pSAD 5.0 y el inserto de los exones 19 a 24 amplificado en II.11 con las enzimas de 
restricción XhoI y KpnI. Purificación de ambos fragmentos de geles de bajo punto de fusión.

II.13) Ligación de plásmido e inserto de los exones 19-24 con la ligasa FastLink (Epicentre) en un ratio molar 
inserto:vector de 3:1 a 5:1, transformación de la cepa DH5α y selección en presencia de Ampicilina y X-Gal. 35
Selección de colonias blancas.

II.14) Rastreo mediante PCR de colonias (con los primers del inserto o una combinación mixta de un primer del 
plásmido -T7- y un primer específico del inserto). Selección de colonias que amplifican el fragmento del tamaño 
esperado.

II.15) Secuenciación para comprobar la fidelidad de las secuencias clonadas. Esta construcción constituye el 40
minigen MGBR2_EX19-24 cuya secuencia consiste en SEQ ID No: 5.

II.16) Se amplifica el inserto correspondiente al exón 25 del gen BRCA2 a partir de ADN genómico humano con 
polimerasa de alta fidelidad y los primers SEQ ID No: 47 (5’ 
GTAAGCCTCTTTGAACCTCTGATTTAATCTGTACTCCTGTTAGCAAT 3’) y SEQ ID No: 48 (5’ 
CAAAAGGGAACAAAAGCTGGGTACCTCAGTGTCTCTTATCTGGGATT 3’). Tamaño del fragmento: 997 pb.45

II.17) El producto PCR se purifica mediante extracción de geles de agarosa de bajo punto de fusión y columnas 
Wizard SV Gel and PCR clean-up system (Promega).

II.18) El fragmento purificado anterior se utiliza como “megaprimer” con una polimerasa de alta fidelidad y se 
clona por el método de “Inserción por mutagénesis dirigida” en MGBR2_EX19-24 (SEQ ID No: 5).

II.19) Se digiere la reacción PCR con 10 unidades de DpnI durante una hora para eliminar el minigen original con 50
los exones 19-24, y se mantiene intacta la molécula recién sintetizada con los exones 19 al 25. Se transforman 
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células DH5α y selección en presencia de Ampicilina. Se comprueba la presencia del exón 25 mediante PCR de 
colonias y secuenciación. El minigen final 19-25 contiene un inserto de 3812 pb con los exones 19, 20, 21, 22, 
23, 24 y 25, y se denomina MGBR2_EX19-25 cuya secuencia consiste en SEQ ID No: 6.

II.20) Se amplifica el inserto correspondiente al exón 26 del gen BRCA2 con polimerasa de alta fidelidad y los 
primers SEQ ID No: 49 (5’ CACACAGGTACCAGTAAATAGAGCTAGGACTTGA 3’) y SEQ ID No: 50 (5’ 5
CACACAGGTACCTTGATTTGCATCTACTGTGATT 3’). Tamaño del producto PCR: 850 pb.

II.21) Digestión de la construcción MGBR2_EX19-25 y el inserto del exón 26 con las enzima de restricción KpnI. 
Purificación de ambos fragmentos de geles de bajo punto de fusión y columnas Wizard de Promega.

II.22) Ligación de MGBR2_EX19-25 y exón 26 con la ligasa FastLink (Epicentre) en un ratio molar inserto:vector 
de 3:1 a 5:1. Transformación de la cepa DH5α y selección en presencia de Ampicilina. 10

II.23) Rastreo mediante PCR de colonias (con los primers del inserto o una combinación mixta de un primer del 
plásmido -por ejemplo T7- y un primer específico del inserto). Selección de colonias que portan el inserto del 
tamaño esperado y en la orientación apropiada.

II.24) Secuenciación para comprobar la fidelidad de las secuencias clonadas. Esta construcción constituye el 
minigen MGBR2_EX19-26 cuya secuencia consiste en SEQ ID No: 7.15

II.25) Amplificación del inserto del exón 27 del gen BRCA2 con polimerasa de alta fidelidad y los primers SEQ ID 
No: 51 (5’ CCAGCTTTTGTTCCCTTTTGTGAGGGTCTTCCTTCCTTTTCATGTCATTT 3’) y SEQ ID No: 52 (5’ 
ATCTGTCTCTGTCTCTCTCTCCACCTTAATTTCTTTTCTCATTGTGCAAC 3’. Tamaño del fragmento: 994 pb.
Mediante este procedimiento con estos cebadores se causaría la sustitución del exón constitutivo número 2 y 
parte del intrón del vector (752 pb) por el exón 27 (último exón) y parte del intrón 26 de BRCA2 (944 pb).20

II.26) El producto PCR se purifica mediante extracción de geles de agarosa de bajo punto de fusión y columnas 
Wizard SV Gel and PCR clean-up system (Promega).

II.27) El fragmento purificado se utiliza como “megaprimer” con una polimerasa de alta fidelidad y se clona por el 
método de “Inserción por mutagénesis dirigida” en MGBR2_EX19-26 (SEQ ID No: 7).

II.28) Se digiere la reacción PCR con 10 unidades de DpnI durante una hora para eliminar el minigen original con 25
los exones 19-26, y se mantiene intacta la molécula recién sintetizada con los exones 19 al 27. Se transforman 
células DH5α y selección en presencia de Ampicilina. Se comprueba la presencia del exón 27 mediante PCR de 
colonias y secuenciación. El minigen final 19-27 contiene un inserto de 5.620 pb con los exones 19, 20, 21, 22, 
23, 24, 25, 26 y 27 y se denomina MGBR2_EX19-27 cuya secuencia consiste en SEQ ID No: 8.

EJEMPLO 3. Construcción del minigen SEQ ID No: 9 (MGBR2_EX25-26).30

A continuación se describe el esquema de construcción del minigen SEQ ID No: 9, mediante un procedimiento 
que comprendió las siguientes etapas:

III.1) Amplificación del inserto de los exones 25 y 26 del gen BRCA2 con la polimerasa Phusion (Finnzymes) de 
alta fidelidad y los primers Forward: SEQ ID No: 53 (5' CACACAGGATCCTATACCTGCTTCCACATGACCT 3'); y 
Reverse: SEQ ID No: 54 (5' CACACACTCGAGGCCACATAACAACCACATTTTC 3'). Tamaño del fragmento: 35
2751 pb.

III.2) Digestión del plásmido pSAD 5.0 (SEQ ID No: 3) y el inserto de los exones 25 y 26 con las enzimas de 
restricción BamHI y XhoI. Purificación de ambos fragmentos de geles de bajo punto de fusión y columnas Wizard 
SV Gel and PCR clean-up system (Promega).

III.3) Ligación de plásmido e inserto de los exones 25-26 con la ligasa FastLink (Epicentre) en un ratio molar 40
inserto:vector de 3:1 a 5:1 y transformación de la cepa DH5α y selección en presencia de Ampicilina y X-Gal. 
Selección de colonias blancas.

III.4) Rastreo mediante PCR de colonias (con los primers del inserto o una combinación mixta de un primer del 
plásmido -T7- y un primer específico del inserto). Selección de colonias que portan el inserto del tamaño 
esperado.45

III.5) Secuenciación para comprobar la fidelidad de las secuencias clonadas. Esta construcción constituye el 
minigen MGBR2_EX25-26, cuya secuencia consiste en SEQ ID No: 9.
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EJEMPLO 4. Construcción del minigen SEQ ID No: 10 (MGBR2_EX10).

A continuación se describe el esquema de construcción del minigen SEQ ID No: 10, mediante un procedimiento 
que comprendió las siguientes etapas:

IV.1) Amplificación del inserto del exón 10 del gen BRCA2 con polimerasa de alta fidelidad y los primers Forward: 
SEQ ID No: 55 (5' CACACACTGCAGACACAAAAACAAAGCCTATTGA 3'); y Reverse: SEQ ID No: 56 (5' 5
CACACACTCGAGAAGAGTGATGGATATACACAAA 3'). Tamaño del fragmento: 1984 pb.

IV.2) Digestión del plásmido pSAD 5.0 (SEQ ID No: 3) y el inserto del exón 10 con las enzimas de restricción PstI 
y XhoI. Purificación de ambos fragmentos de geles de bajo punto de fusión y columnas Wizard SV Gel and PCR 
clean-up system (Promega).

IV.3) Ligación de plásmido e inserto del exón 10 con la ligasa FastLink (Epicentre) en un ratio molar 10
inserto:vector de 3:1 a 5:1 y transformación de la cepa DH5α y selección en presencia de Ampicilina y X-Gal. 
Selección de colonias blancas.

IV.4) Rastreo mediante PCR de colonias (con los primers del inserto o una combinación mixta de un primer del 
plásmido -T7- y un primer específico del inserto). Selección de colonias que portan el inserto del tamaño 
esperado.15

IV.5) Secuenciación para comprobar la fidelidad de las secuencias clonadas. Esta construcción constituye el 
minigen MGBR2_EX10, cuya secuencia consiste en SEQ ID No: 10.

EJEMPLO 5. Construcción de los minigenes SEQ ID No: 11 (MGBR2_EX4-7), SEQ ID No: 12 (MGBR2_EX3-7), 
SEQ ID No: 13 (MGBR2_EX3-8), SEQ ID No: 14 (MGBR2_EX3-9) y SEQ ID No: 15 (MGBR2_EX2-9).

A continuación se describe el esquema de construcción del minigen SEQ ID No: 14, mediante un procedimiento 20
por el que se obtuvieron sucesivamente los minigenes SEQ ID No: 11, SEQ ID No: 12 y SEQ ID No: 13, y que 
comprendió las siguientes etapas:

V.1) Amplificación del inserto de los exones 4, 5, 6 y 7 del gen BRCA2 mediante Polimerasa de alta fidelidad y 
los primers Forward: SEQ ID No: 57 (5' CACACAGAATTCTCTGGTACATTGGTAGGTTTTCA 3'); y Reverse: 
SEQ ID No: 58 (5' CACACACTCGAGCCAAATACTGCCTCTTAAACGC 3'). Tamaño del fragmento: 2352 pb.25

V.2) Digestión del plásmido pSAD 5.0 (SEQ ID No: 3) y el inserto de los exones 4 a 7 con las enzimas de 
restricción EcoRI y XhoI. Purificación de ambos fragmentos de geles de bajo punto de fusión.

V.3) Ligación de plásmido e inserto de los exones 4 a 7 con la ligasa FastLink (Epicentre) en un ratio molar 
inserto:vector de 3:1 a 5:1 y transformación de la cepa DH5α y selección en presencia de Ampicilina y X-Gal. 
Selección de colonias blancas.30

V.4) Rastreo mediante PCR de colonias (con los primers del inserto o una combinación mixta de un primer del 
plásmido -T7- y un primer específico del inserto). Selección de colonias que amplifican el fragmento del tamaño 
esperado.

V.5) Secuenciación para comprobar la fidelidad de las secuencias clonadas. Esta construcción constituye el 
minigen MGBR2_EX4-7, cuya secuencia consiste en SEQ ID No: 11.35

V.6) Amplificación del inserto del exón 3 del gen BRCA2 mediante Polimerasa de alta fidelidad y los primers 
Forward: SEQ ID No: 59 (5' CACACAGAATTCCACACATCCGGACACACATTCGAAGCCATCTTGTAACTTTT
GTGAA 3'); y Reverse: SEQ ID No: 60 (5' CACACAGAATTCTTGGCATAAGAAAGACGTAATT 3'). Tamaño del 
fragmento: 808 pb.

V.7) Digestión de la construcción MGBR2_EX4-7 (SEQ ID No: 11) y el inserto del exón 3 con la enzima de 40
restricción EcoRI. Purificación de ambos fragmentos de geles de bajo punto de fusión.

V.8) Ligación de MGBR2_EX4-7 (SEQ ID No: 11) y el exón 3 con la ligasa FastLink (Epicentre) en un ratio molar 
inserto:vector de 3:1 a 5:1. Transformación de la cepa DH5α y selección en presencia de Ampicilina. 

V.9) Rastreo mediante PCR de colonias (con los primers del inserto o una combinación mixta de un primer del 
plásmido -por ejemplo T7- y un primer específico del inserto). Selección de colonias que portan el inserto del 45
tamaño esperado y en la orientación apropiada.
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V.10) Secuenciación para comprobar la fidelidad de las secuencias clonadas. Esta construcción constituye el 
minigen MGBR2_EX3-7, cuya secuencia consiste en SEQ ID No: 12.

V.11) Amplificación del inserto del exón 8 del gen BRCA2 mediante Polimerasa de alta fidelidad y los primers 
Forward: SEQ ID No: 61 (5' CACACACTCGAGGTCATAACCTCACAGCATCATCT 3'); y Reverse: SEQ ID No: 62 
(5' CACACAGGTACCCACACAAAGCTTCAACTTTAACAGAGAGACAGCA 3'). Tamaño del amplificado: 572 pb.5

V.12) Digestión de la construcción MGBR2_EX3-7 (SEQ ID No: 12) y el inserto del exón 8 con las enzimas de 
restricción XhoI y KpnI. Purificación de ambos fragmentos de geles de bajo punto de fusión.

V.13) Ligación de MGBR2_EX3-7 y exón 8 con la ligasa FastLink (Epicentre) en un ratio molar inserto:vector de 
3:1 a 5:1. Transformación de la cepa DH5α y selección en presencia de Ampicilina. 

V.14) Rastreo mediante PCR de colonias (con los primers del inserto o una combinación mixta de un primer del 10
plásmido -por ejemplo T7- y un primer específico del inserto). Selección de colonias que amplifican el fragmento
del tamaño esperado.

V.15) Secuenciación para comprobar la fidelidad de las secuencias clonadas. Esta construcción constituye el 
minigen MGBR2_EX3-8, cuya secuencia consiste en SEQ ID No: 13.

V.16) Amplificación del inserto del exón 9 del gen BRCA2 mediante Polimerasa de alta fidelidad y los primers 15
Forward: SEQ ID No: 63 (5' CACACAAAGCTTTCCTAGTGGTGCAAGATTTCAT 3'); y Reverse: SEQ ID No: 64 
(5' CACACAGGTACCTGGTGCCAATTAAAAAGAGTAG 3'). Tamaño del amplificado: 649 pb.

V.17) Digestión de la construcción MGBR2_EX3-8 (SEQ ID No: 13) y el inserto del exón 8 con las enzimas de 
restricción HindIII y KpnI. Purificación de ambos fragmentos de geles de bajo punto de fusión.

V.18) Ligación de MGBR2_EX3-8 (SEQ ID No: 13) y el exón 9 con la ligasa FastLink (Epicentre) en un ratio 20
molar inserto:vector de 3:1 a 5:1. Transformación de la cepa DH5α y selección en presencia de Ampicilina. 

V.19) Rastreo mediante PCR de colonias (con los primers del inserto o una combinación mixta de un primer del 
plásmido -por ejemplo T7- y un primer específico del inserto). Selección de colonias que portan el inserto del 
tamaño esperado.

V.20) Secuenciación para comprobar la fidelidad de las secuencias clonadas. Esta construcción constituye el 25
minigen MGBR2_EX3-9, cuya secuencia consiste en SEQ ID No: 14.

V.21) Amplificación del inserto del exón 2 del gen BRCA2 con la polimerasa Phusion de alta fidelidad y los 
primers Forward: SEQ ID No: 65 (5' CACACACGGCCGGAAACTAAATCGTATGAAAATCCT 3'); y Reverse: SEQ 
ID No: 66 (5' CACACATCCGGATAAGCTACATAAACAAAAGCAC 3'). Tamaño del amplificado: 739 pb.

V.22) Digestión de la construcción MGBR2_EX3-9 y el inserto del exón 2 con la enzima de restricción EagI y 30
BspEI. Purificación de ambos fragmentos de geles de bajo punto de fusión.

V.23) Ligación de MGBR2_EX3-9 y exón 2 con la ligasa FastLink (Epicentre). Transformación de la cepa DH5α y 
selección en presencia de Ampicilina. 

V.24) Rastreo mediante PCR de colonias (con los primers del inserto o una combinación mixta de un primer del 
plásmido -por ejemplo T7- y un primer específico del inserto). Selección de colonias que portan el inserto del 35
tamaño esperado.

V.25) Secuenciación para comprobar la fidelidad de las secuencias clonadas. Esta construcción constituye el 
minigen MGBR2_EX2-9, cuya secuencia consiste en SEQ ID No: 15.

EJEMPLO 6. Construcción de los minigenes SEQ ID No: 16 (MGBR2_EX17-18), SEQ ID No: 17 (MGBR2_EX16-
18), y SEQ ID No: 18 (MGBR2_EX16-20).40

A continuación se describe el esquema de construcción del minigen SEQ ID No: 18 con los exones 16 al 20 del 
gen BRCA2, mediante un procedimiento por el que se obtuvieron sucesivamente los minigenes SEQ ID No: 16, y 
SEQ ID No: 17, y que comprendió las siguientes etapas:

VI.1) Amplificación del inserto de los exones 17 y 18 del gen BRCA2 mediante Polimerasa de alta fidelidad y los 
primers Forward: SEQ ID No: 67 (5' GCTCTAGAACTAGTGGATCCCCCGGTCAGTATGATACTTTGATACATGT 45
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3'); y Reverse: SEQ ID No: 68 (5' ATAAGCTTGATATCGAATTCCTGCAGTGGAATAGGGATCTGATCAA 3'). 
Tamaño del fragmento: 1556 pb.

VI.2) El producto PCR anteriormente amplificado se purifica mediante extracción de geles de agarosa de bajo 
punto de fusión y columnas Wizard SV Gel and PCR clean-up system (Promega).

VI.3) El fragmento purificado se utiliza como “megaprimer” con una polimerasa de alta fidelidad y se clona por el 5
método de “Inserción por mutagénesis dirigida” en pSAD v5.0 (SEQ ID No: 3).

VI.4) Se digiere la reacción PCR de la etapa VI.3 con 10 unidades de DpnI durante una hora para eliminar el 
plásmido pSAD utilizado como ADN molde de la reacción de inserción, y se mantiene intacta la molécula recién 
sintetizada con los exones 17 y 18. 

VI.5) Transformación de la cepa DH5α y selección en presencia de Ampicilina y X-Gal. Selección de colonias 10
blancas.

VI.6) Rastreo mediante PCR de colonias (con los primers del inserto o una combinación mixta de un primer del 
plásmido -T7- y un primer específico del inserto). Selección de colonias que portan el inserto del tamaño 
esperado.

VI.7) Secuenciación para comprobar la fidelidad de las secuencias clonadas. Esta construcción constituye el 15
minigen MGBR2_EX17-18, cuya secuencia consiste en SEQ ID No: 16.

VI.8) Amplificación del inserto del exón 16 del gen BRCA2 mediante Polimerasa de alta fidelidad y los primers 
Forward: SEQ ID No: 69 (5' GCTCTAGAACTAGTGGATCCCCCGGCCCTTTTGTTTCCCATCTAAGT 3'); y 
Reverse: SEQ ID No: 70 (5' GACATGTATCAAAGTATCATACTGAATAAATGCCTAAGAAAAATGT 3'). Tamaño 
del producto PCR: 805 pb.20

VI.9) El producto PCR se purifica mediante extracción de geles de agarosa de bajo punto de fusión y columnas 
Wizard SV Gel and PCR clean-up system (Promega).

VI.10) El fragmento purificado se utiliza como “megaprimer” con una polimerasa de alta fidelidad y se clona por el 
método de “Inserción por mutagénesis dirigida” en MGBR2_EX17-18 (SEQ ID No: 16).

VI.11) Se digiere la reacción PCR con 10 unidades de DpnI durante una hora para eliminar el plásmido 25
MGBR2_EX17-18 molde original, y se mantiene intacta la molécula recién sintetizada con los exones 16, 17 y 18. 

VI.12) Transformación de la cepa DH5α con 5 µl de la reacción anterior y selección en presencia de Ampicilina.

VI.13) Rastreo mediante PCR de colonias (con los primers del inserto o una combinación mixta de un primer del 
plásmido -T7- y un primer específico del inserto). Selección de colonias que portan el inserto del tamaño esperado.

VI.14) Secuenciación para comprobar la fidelidad de las secuencias clonadas. Esta construcción constituye el 30
minigen MGBR2_EX16-18, cuya secuencia consiste en SEQ ID No: 17.

VI.15) Amplificación del inserto de los exones 19 y 20 del gen BRCA2 mediante PCR con polimerasa de alta 
fidelidad y los primers Forward: SEQ ID No: 71 (5' CACACACTCGAGATAGCATTAAGAACTTGTAGCA 3'); y 
Reverse: SEQ ID No: 72 (5' CACACAGGTACCATTACAAATGGCTTAGACCTGA 3'). Tamaño del fragmento: 
1165 pb.35

VI.16) Digestión de la construcción MGBR2_EX16-18 (SEQ ID No: 18) y el inserto 19-20 con las enzimas de 
restricción XhoI y KpnI. Purificación de ambos fragmentos de geles de bajo punto de fusión.

VI.17) Ligación de MGBR2_EX16-18 (SEQ ID No: 18) y los exones 19-20 con la ligasa FastLink (Epicentre) en 
un ratio molar inserto:vector de 3:1 a 5:1. Transformación de la cepa DH5α y selección en presencia de 
Ampicilina. 40

VI.18) Rastreo mediante PCR de colonias (con los primers del inserto o una combinación mixta de un primer del 
plásmido -por ejemplo T7- y un primer específico del inserto). Selección de colonias que portan el inserto del 
tamaño esperado.

VI.19) Secuenciación para comprobar la fidelidad de las secuencias clonadas. 

VI.20) Eliminación de los restos del MCS de pSAD v5.0 entre los exones 18 y 19 mediante una deleción 45
generada con los primers Forward: SEQ ID No: 73 (5’ TGCTTTGATCAGATCCCTATTCCACATAGCATTAAGAA
CTTGTAGCAGTA 3’) y Reverse: SEQ ID No: 74 (5’ TACTGCTACAAGTTCTTAATGCTATGTGGAATAGGGAT
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CTGATCAAAGCA 3’) mediante mutagénesis dirigida. Se digiere la reacción PCR con 10 unidades de DpnI.
Estos dos últimos cebadores fueron diseñados para producir una deleción de la secuencia del MCS de pSAD 
v5.0 existente entre los insertos de los exones 18 y 19 del gen BRCA2.

VI.21) Transformación de la cepa DH5α y selección en presencia de Ampicilina.

VI.22) Secuenciación de varios clones para comprobar que se ha generado correctamente la deleción. Esta 5
construcción constituye el minigen MGBR2_EX16-20, cuya secuencia consiste en SEQ ID No: 18. Este minigen 
contiene un inserto final de 3402 pb con los exones 16-17-18-19-20 y las secuencias intrónicas flanqueantes 
correspondientes.

EJEMPLO 7. Comprobación del funcionamiento de los diferentes minigenes.

A continuación se describe el procedimiento común para la comprobación del correcto funcionamiento de los distintos 10
minigenes obtenidos a partir de uno de los vectores pSAD objeto de la presente invención.

VII.1) Transfección de células HeLa con 1 µg de cada minigen y 2 µl de Lipofectamine 2000 (Invitrogen).

VII.2) A las 24-48 horas, purificación de ARN con el kit Nucleospin RNA II (Macherey-Nagel) siguiendo las 
instrucciones del fabricante y cuantificación de la concentración de ARN en un espectrofotómetro.

VII.3) Retrotranscripción de 200 ng de ARN con el kit Transcriptor First Strand cDNA Synthesis (Roche) de 15
acuerdo a las instrucciones del fabricante.

VII.4) Amplificación de 3 µl de cDNA con la polimerasa GoTaq HotStart (Promega) y los primers específicos de 
los exones constitutivos del vector pSAD, Forward del exón constitutivo 1 del vector: SEQ ID No: 75 (5’ 
TCACCTGGACAACCTCAAAG 3’) o SEQ ID No: 80 (5’ TGCTAAGCTGAGTGAACTG 3’), y Reverse del exón 
constitutivo 2 del vector: SEQ ID No: 76 (5’ TGAGGAGTGAATTGGTCGAA 3’) o SEQ ID No: 81 (5’ 20
GGAGTGAATTGGTCGAATG 3’), en las siguientes condiciones en el termociclador: (95ºC, 2 min) + (35 ciclos x 
[95ºC, 30 s / 63ºC, 30 s / 72ºC, 30 s-2 min]) + (72ºC, 5 min). En los 35 ciclos, el intervalo de tiempo de la tercera 
etapa del ciclo a 72ºC, el intervalo de tiempo varía entre 30 segundos y 2 minutos, dependiendo de la longitud
del fragmento a amplificar, y es menor cuanto menor es dicha longitud. 

VII.5) Comprobación en gel de agarosa y secuenciación del producto de la RT-PCR.25

En la tabla 1 se presentan los tamaños de los productos RT-PCR de los minigenes SEQ ID No: 5, SEQ ID No: 6,
SEQ ID No: 7, SEQ ID No: 8, SEQ ID No: 9, SEQ ID No: 10, SEQ ID No: 11, SEQ ID No: 12, SEQ ID No: 13,
SEQ ID No: 14, SEQ ID No: 15, SEQ ID No: 16, SEQ ID No: 17  y SEQ ID No: 18, junto con el tamaño de los 
productos RT-PCR de los vectores génicos pSAD v5.0 (SEQ ID No:3) y pSAD v6.0 (SEQ ID No: 4). 

Tabla 130

Minigen Tamaño total de la 
construcción (pb)

Tamaño del inserto 
clonado (pb)

Tamaño del ARN 
sintetizado (nucleótidos)

SEQ ID No: 3 pSAD v5.0 - 184
SEQ ID No: 4 pSAD v 6.0 - 184

SEQ ID No: 11 MGBR2_EX4-7 7294 2328 499
SEQ ID No: 12 MGBR2_EX3-7 8061 3095 748
SEQ ID No: 13 MGBR2_EX3-8 8600 3649 798
SEQ ID No: 14 MGBR2_EX3-9 9219 4268 910
SEQ ID No: 15 MGBR2_EX2-9 9891 4977 1016

SEQ ID No: 10 MGBR2_EX10 6920 1960 1300

SEQ ID No: 16 MGBR2_EX17-18 6497 1506 710
SEQ ID No: 17 MGBR2_EX16-18 7252 2261 898
SEQ ID No: 18 MGBR2_EX16-20 8340 3402 1199

SEQ ID No: 5 MGBR2_EX19-24 7849 2865 1109
SEQ ID No: 6 MGBR2_EX19-25 8796 3812 1354
SEQ ID No: 7 MGBR2_EX19-26 9628 4644 1501
SEQ ID No: 8 MGBR2_EX19-27 9820 5620 2174

SEQ ID No: 9 MGBR2_EX25-26 7675 2727 576
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EJEMPLO 8. Ensayo funcional de splicing con los vectores pSAD SEQ ID No: 3 (pSAD v5.0) y SEQ ID No: 
4 (pSAD v6.0).

El esquema básico de trabajo de un ensayo funcional de splicing en pSAD es el siguiente (Figura 2):

VIII.1) Cloning del exon(es) junto con las secuencias intrónicas flanqueantes en las dianas de restricción del MCS de 
LacZ con la orientación apropiada de los sitios aceptores y donadores para que se pueda llevar a cabo la reacción de 5
splicing.

VIII.2) Transformación en la cepa DH5α de Escherichia coli. Selección de colonias blancas (con inserto) en Ampicilina, 
X-Gal e IPTG. Rastreo de colonias por PCR. Obtención de ADN plasmídico de alta pureza. Comprobación de la 
integridad del inserto mediante secuenciación.

VIII.3) Generación de mutaciones sobre el minigen wild type (http://www.methodbook.net/PCR/PCRmut.html) con 10
primers específicos de cada mutación.

VIII.4) Transfección transitoria de células eucariotas en cultivo (por ejemplo HeLa) con 1 µg de plásmido y Lipofectamina 
2000 (Invitrogen).

VIII.5) Extracción de ARN a las 24-48 horas.

VIII.6) RT-PCR: Síntesis de cDNA a partir de 200 ng de ARN con Transcriptasa reversa (kit Transcriptor de Roche) y 15
PCR con los primers específicos de los exones del vector que consisten en SEQ ID No: 77 (RT_SD6-FW 5’ 
TCTGAGTCACCTGGACAACC 3’) y en SEQ ID No: 78 (RT_SA2-RV 5’ ATCTCAGTGGTATTTGTGAGC 3’), donde el 
primer RT_SD6-FW (SEQ ID No: 77) está marcado con FAM (6-carboxyfluorescein).

VIII.7) Electroforesis en gel de agarosa y/o electroforesis capilar en secuenciador automático ABI3130. Este método ha 
sido puesto a punto recientemente por nuestro laboratorio (Acedo et al 2012, Breast Cancer Research 14: R87) y 20
permite una resolución precisa (diferencias de 1 solo nucleótido) de todos las isoformas de splicing presentes. Análisis 
informático con el software Peak Scanner v1.0 (Applied Biosystems).

VIII.8) Secuenciación de todas los productos de la RT-PCR con el kit Big Dye Terminator v3.1 (Applied Biosystems) y 
electroforesis en secuenciador ABI3130. Análisis con el software Sequencing Analysis (Applied Biosystems) y 
alineamiento de secuencias obtenidas con la secuencia patrón mediante CLUSTALW 25
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/).

En condiciones normales el experimento completo puede estar finalizado en unas tres semanas. Sin embargo, la 
generación de mutaciones y ensayo funcional de splicing en células HeLa puede realizarse en tan sólo 10 días.

Se realizó una construcción en pSAD que contenía los exones 19, 20, 21, 22, 23 y 24 del gen BRCA2 (tamaño total del 
inserto: 2865 pb; SEQ ID No: 5), uno de los principales genes de predisposición a cáncer de mama/ovario hereditario. El 30
fragmento está orientado de modo que se produzcan correctamente las reacciones de splicing con los exones 
constitutivos de pSAD (V1-19-20-21-22-23-24-V2). Como en ocasiones anteriores, se comprobó que la construcción 
producía un ARNm del tamaño esperado (1109 nucleótidos) mediante RT-PCR con primers específicos (SEQ ID No: 
77 y SEQ ID No: 78) de los exones del vector (Figura 3). Del mismo modo se comprobó que funcionaban 
correctamente las construcciones MGBR2_EX19-25 (exones 19 a 25), MGBR2_EX19-26 (exones 19 a 26),35
MGBR2_EX19-27 (exones 19 a 27), MGBR2_EX17-18 (exones 17 y 18), MGBR2_EX16-18 (exones 16 a 18),
MGBR2_EX16-20 (exones 16 a 20), MGBR2_EX25-26 (exones 25 y 26), MGBR2_EX10 (exón 10), MGBR2_EX4-7 
(exones 4 a 7), MGBR2_EX3-7 (exones 3 a 7), MGBR2_EX3-8 (exones 3 a 8), MGBR2_EX3-9 (exones 3 a 9) y
MGBR2_EX2-9 (exones 2 a 9), que produjeron el ARNm del tamaño esperado mediante RT-PCR con primers 
específicos (SEQ ID No: 77 y SEQ ID No: 78) de los exones del vector (Tabla 1 y Figura 3). 40

En conclusión, la construcción de minigenes híbridos en pSAD, como las presentadas aquí con hasta 9 exones de 
BRCA2, es una herramienta muy útil para clasificar desde el punto de vista del splicing las variantes de ADN de 
significado clínico desconocido (hasta el 15% de las pacientes con cáncer de mama/ovario hereditario presentan una de 
estas variantes). Basta disponer de la construcción del minigen wild type y para generar sobre él la mutación detectada 
en un paciente mediante mutagénesis dirigida para realizar el ensayo funcional de splicing, todo ello sin necesidad de 45
provocar molestias al paciente para la obtención de una nueva muestra.
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REIVINDICACIONES

1. Vector génico útil para ensayos funcionales de splicing obtenido a partir del plásmido pSPL3b SEQ ID No:1, 
caracterizado porque comprende:

a. una deleción de al menos 1,2 kilobases del intrón de SEQ ID No: 1;

b. una sustitución del sitio de clonación múltiple de SEQ ID No: 1 por un casete lacZ, donde dicho casete 5
lacZ comprende una primera mutación de eliminación de un primer sitio críptico aceptor de splicing;

c. una segunda mutación de fortalecimiento de un segundo sitio aceptor de splicing, en al menos tres 
nucleótidos comprendidos entre las posiciones 2835 y 2875 de SEQ ID No: 1; 

d. al menos una tercera mutación de inhabilitación de al menos una diana de restricción comprendida entre 
las posiciones 340 y 2623 de SEQ ID No: 1, y donde dicha mutación comprende al menos una 10
modificación de un nucleótido de la secuencia de la diana. 

2. Vector génico según la reivindicación 1, donde la deleción del intrón comprende la eliminación de los 
nucleótidos comprendidos entre las posiciones 1299 y 2498 de SEQ ID No: 1.

3. Vector génico según una cualquiera de las reivindicaciones 1 ó 2, donde el casete lacZ es SEQ ID No: 2.

4. Vector génico según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde la sustitución definida en b15
comprende una eliminación de la secuencia comprendida entre las posiciones 1011 y 1118 de SEQ ID No: 1 con 
enzimas EcoRI y NdeI, y una inserción posterior del casete lacZ con extremos MunI y NdeI.

5. Vector génico según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde la segunda mutación comprende:

c.1. un primer cambio de Adenina por Timina en el nucleótido en posición 2846 de SEQ ID No: 1 
(2846A>T),20

c.2. un segundo cambio de Guanina por Timina en el nucleótido en posición 2849 de SEQ ID No: 1 
(2849G>T),

c.3. un tercer cambio de Adenina por Guanina en el nucleótido en posición 2856 de SEQ ID No: 1 
(2856A>G).

6. Vector génico según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde la tercera mutación se selecciona 25
entre:

d.1. una modificación de al menos un nucleótido en la secuencia de una primera diana HindIII 
comprendida entre las posiciones 340 y 345 de SEQ ID No: 1 y una modificación de al menos 
un nucleótido en la secuencia de una segunda diana HindIII comprendida entre las posiciones 
2618 y 2623 de SEQ ID No: 1,30

d.2. una modificación de al menos un nucleótido en la secuencia de una diana XbaI comprendida 
entre las posiciones 679 y 684 de SEQ ID No: 1,

d.3. una modificación de al menos un nucleótido en la secuencia de una diana SalI comprendida 
entre las posiciones 685 y 690 de SEQ ID No: 1,

y cualquier combinación de las mismas.35

7. Vector génico según la reivindicación 6, donde la modificación de la primera diana HindIII definida en d.1 
consiste en un cambio de Guanina por Adenina en el nucleótido en posición 342 de SEQ ID No: 1 (342G>A).

8. Vector génico según una cualquiera de las reivindicaciones 6 ó 7, donde la modificación de la segunda diana 
HindIII definida en d.1 consiste en un cambio de Guanina por Adenina en el nucleótido en posición 2620 de SEQ 
ID No: 1 (2620G>A).40

9. Vector génico según una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, donde la modificación definida en d.2 
consiste en un cambio de Timina por Citosina en el nucleótido en posición 679 de SEQ ID No: 1 (679T>C).
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10. Vector génico según una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9, donde la modificación definida en d.3 
consiste en un cambio de Guanina por Adenina en el nucleótido en posición 685 de SEQ ID No: 1 (685G>A).

11. Vector génico según una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 10, donde la tercera mutación comprende las 
modificaciones definidas en d.1.

12. Vector génico según una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 10, donde la tercera mutación comprende las 5
modificaciones definidas en d.1, d.2 y d.3.

13. Vector génico según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 que consiste en SEQ ID No: 79.

14. Vector génico según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13 que se selecciona entre SEQ ID No: 3 ó 
SEQ ID No: 4.

15. Minigen útil para ensayos funcionales de splicing, caracterizado porque comprende un vector definido en10
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 y al menos una secuencia de nucleótidos clonada en el sitio de 
clonación múltiple del casete lacZ de dicho vector.

16. Minigen según la reivindicación 15, donde la secuencia de nucleótidos clonada, comprende al menos un 
exón de un gen y las secuencias parciales o totales de nucleótidos de los intrones que flanquean a dicho exón en 
el gen.15

17. Minigen según la reivindicación 16, donde el gen es un gen de predisposición a una enfermedad.

18. Minigen según la reivindicación 17, donde el gen de predisposición a una enfermedad es un gen BRCA.

19. Minigen según la reivindicación 18 que se selecciona entre SEQ ID No: 5, SEQ ID No: 6, SEQ ID No: 7, SEQ 
ID No: 8, SEQ ID No: 9, SEQ ID No: 10, SEQ ID No: 11, SEQ ID No: 12, SEQ ID No: 13, SEQ ID No: 14, SEQ ID 
No: 15, SEQ ID No: 16, SEQ ID No: 17 y SEQ ID No: 18.20

20. Célula que comprende un vector génico definido en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, o un 
minigen definido en una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 19.

21. Célula según la reivindicación 20, donde la célula es una bacteria. 

22. Célula según la reivindicación 21, donde la bacteria es una cepa de E. coli DH5α.

23. Célula según una cualquiera de las reivindicaciones 21 ó 22, que es una seleccionada entre CECT 8152 ó 25
CECT 8153.

24. Procedimiento de obtención de un vector génico definido en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, 
caracterizado porque, a partir del plásmido pSPL3b de secuencia SEQ ID No: 1, comprende las siguientes 
etapas:

A.1. reducir el tamaño del plásmido SEQ ID No: 1 mediante deleción de al menos 1,2 kilobases del intrón 30
por una primera mutagénesis dirigida con un primer par de cebadores específicos para dicha 
deleción, donde la secuencia de un cebador comprende una secuencia de al menos 25 nucleótidos 
consecutivos comprendidos entre las posiciones 1125 y 1394 de SEQ ID No: 1, unida por su extremo 
3’ a una secuencia de al menos 25 nucleótidos consecutivos comprendidos entre las posiciones 2349 
y 2617 de SEQ ID No: 1, y la secuencia del otro cebador es la complementaria;35

A.2. amplificar un casete lacZ con extremos MunI y NdeI mediante PCR con un segundo par de 
cebadores, donde uno de los cebadores comprende en su secuencia un sitio de restricción MunI, y 
otro cebador comprende en su secuencia un sitio de restricción NdeI; 

A.3. eliminar el sitio de clonación múltiple del plásmido SEQ ID No:1 mediante enzimas de restricción 
EcoRI y NdeI, y clonar el casete lacZ amplificado en A.2;40

A.4. eliminar un sitio críptico aceptor fuerte de splicing del casete lacZ, mediante una segunda 
mutagénesis dirigida con un tercer par de cebadores, donde uno de los cebadores comprende SEQ 
ID No: 87 y el otro cebador comprende SEQ ID No: 88;
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A.5. fortalecer el sitio aceptor de splicing comprendido entre las posiciones 2835 y 2875 de SEQ ID No: 1 
mediante una tercera mutagénesis dirigida a las posiciones 2846, 2849 y 2856 con un cuarto par de 
cebadores, donde uno de los cebadores comprende SEQ ID No: 26, y el otro cebador comprende 
SEQ ID No: 27;

A.6. inhabilitar al menos una diana de restricción comprendida entre las posiciones 340 y 2623 de SEQ ID 5
No: 1 mediante al menos una cuarta mutagénesis dirigida a modificar un nucleótido comprendido en 
la secuencia de dicha diana, con un quinto par de cebadores específicos que comprendan en su 
secuencia la modificación de dicho nucleótido.

25. Procedimiento según la reivindicación 24, donde se delecionan 1,2 kilobases del intrón mediante un cebador 
que comprende SEQ ID No: 19 y un cebador que comprende SEQ ID No: 20.10

26. Procedimiento según una cualquiera de las reivindicaciones 24 ó 25, donde el quinto par de cebadores para 
inhabilitar la diana de restricción se selecciona entre al menos uno de los siguientes:

A.6.1. un cebador que comprende SEQ ID No: 28 y un cebador que comprende SEQ ID No: 29, y 
además un cebador que comprende SEQ ID No: 30 y un cebador que comprende SEQ ID No: 31,

A.6.2. un cebador que comprende SEQ ID No: 32 y un cebador que comprende SEQ ID No: 33.15

27. Uso de un vector génico definido en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, o de un minigen definido 
en una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 19, o de una célula definida en una cualquiera de las 
reivindicaciones 20 a 23 en ensayos funcionales de splicing.

28. Uso de un vector génico definido en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, o de un minigen definido 
en una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 19, o de una célula definida en una cualquiera de las 20
reivindicaciones 20 a 23, para detectar una mutación en al menos un exón y/o intrón de un gen que produce un 
splicing defectuoso.

29. Método para ensayo funcional de splicing caracterizado porque, a partir de un vector génico definido en una 
de las reivindicaciones 1 a 14, comprende los siguientes pasos:

B.1. clonar al menos una secuencia de nucleótidos que comprende al menos un exón de un gen y sus 25
secuencias intrónicas flanqueantes, con la orientación adecuada del sitio donador y aceptor de 
splicing, en el sitio de clonación múltiple de un vector definido en una de las reivindicaciones 1 a 14, 
para obtener un minigen wild-type;

B.2. transformar el minigen wild-type anterior en una cepa bacteriana;

B.3. cultivar la cepa bacteriana transformada en presencia de ampicilina, X-Gal e IPTG y seleccionar 30
colonias blancas;

B.4. aislar el minigen wild-type de una colonia blanca seleccionada y generar un minigen mutante que 
comprenda una mutación en el exón o secuencias intrónicas del gen, donde dicho minigen mutante 
se obtiene mediante mutagénesis dirigida sobre el minigen wild-type aislado por PCR y polimerasa de 
alta fidelidad con cebadores específicos que comprendan en su secuencia dicha mutación;35

B.5. transfectar el minigen mutante a una célula eucariota;

B.6. extraer el ARN producido en un cultivo de la célula eucariota transfectada,

B.7. sintetizar cDNA a partir del ARN extraído y realizar RT-PCR con cebadores específicos de los exones 
constitutivos del vector;

B.8. secuenciar y analizar el cDNA sintetizado en el paso B.7.40
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OPINIÓN ESCRITA 

 

Nº de solicitud: 201231427 

  
  

1. Documentos considerados.- 
 
A continuación se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideración para la 
realización de esta opinión. 
 
 

Documento Número Publicación o Identificación Fecha Publicación 

D01 DESVIAT, L.R. et al., Methods Mol. Biol., (2012 Abr), 867: 37-47. 2012 Abr 
D02 BURN, T.C. et al., Gene, (1995), 161(2): 183-7. 1995 
D03 DATSON, N.A. et al., Nucleic Acids Res., (1994), 22(20): 4148-4153. 1994 
D04 DUYK, G.M. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U S A., (1990), 87(22): 8995-9. 1990 
D05 ACEDO, A. et al., Breast Cancer Res., (2012 Mayo), 14(3):R87. 2012 Mayo 
D06 SANZ, D.J. et al., Clin. Cancer Res., (2010 Mar), 16(6): 1957-67. 2010 
D07 BONNET, C. et al., J. Med. Genet., (2008), 45(7): 438-46. 2008 
D08 GAILDRAT, P. et al., Methods Mol. Biol., (2010), 653:249-57. 2010 
D09 US 2008095712 A1 (KUROYANAGI, H. et al.) 24.04.2008 
D10 GURSKAYA, N.G. et al, Nucleic Acids Res.,  (2012 Abr), 40(8): e57. 2012 Abr 

 
En D1-D10 se divulgan diferentes plásmidos o vectores útiles para la identificación de exones potenciales (‘exon trapping 
vector’). 
 
2. Declaración motivada según los artículos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecución de la Ley 11/1986, de 20 de 
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaración 
 
1. NOVEDAD (Art. 4.1. y Art. 6.1. de la Ley de Patentes). 
 
1.1 Reivindicaciones independientes 1, 24 y 29. 

 
1.1.1. El objeto de la reivindicación 1 consiste en un vector génico, derivado del plásmido pSPL3b (SEQ ID No:1), útil para 

ensayos funcionales del procesamiento del pre-ARNm (‘splicing’) caracterizado porque comprende las siguientes 
modificaciones en la secuencia de pSPL3b: (a) una deleción de al menos 1,2 Kb en el intrón de pSPL3b, (b) la 
sustitución del sitio de clonación multiple  (MCS) de pSPL3b por un casete lacZ que comprende una mutación de 
eliminación de un primer sitio críptico aceptor de ‘splicing’, (c) una mutación de fortalecimiento de un segundo sitio 
aceptor de ‘splicing’ y (d) al menos una mutación de inhabilitación de un sitio de restricción. Las reivindicaciones 24 y 
29 tratan de un procedimiento de obtención del vector génico de la reivindicación 1 y de un procedimiento para el 
ensayo funcional de ‘splicing’ basado en el uso del vector de la reivindicación 1. 

En el estado de la técnica se ha divulgado el uso de vectores génicos para ensayos funcionales de ‘splicing’ (cf: 
D01-D10). Sin embargo, ninguno de tales vectores comparte las características técnicas del reivindicado en la 
solicitud de patente. 

Por consiguiente, el objeto de protección de las reivindicaciones independientes 1, 24 y 29, y el de las 
dependientes 2-23, 25-28 se considera que es nuevo sobre la base de los documentos D01-D10. 

 
1.2. La presente solicitud satisface el criterio establecido en el Art. 4.1. de la Ley de Patentes, pues el objeto de las 

reivindicaciones 1-29 es nuevo de acuerdo con el Art. 6.1. de la Ley de Patentes. 
 
 

 
2. ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 4.1. y Art. 8.1. de la Ley de Patentes). 

 
2.1. Reivindicaciones independientes 1, 24 y 29. 

 
2.1.1. Los documentos D01-D04 constituyen el estado de la técnica más próximo. En D01-D02 se divulga el uso de 

minigenes (vector pSPL3) en ensayos funcionales de ‘splicing’ y el plásmido pSPL3b derivado de pSPL3. En D03-D04 
se describe un vector para la clonación e identificación de exones que comprende el exón 1 de β-globina humana, el 
gen lacZα y un sitio de clonación múltiple (MSC) (cf. D01: Materiales; Métodos, Figuras 1 y 2. D02: Experimental y 
Discusión, Figuras 1 y 2. D03: Materiales y Métodos, Figura 1. D04: Materiales y Métodos, Resultados, Figura 1 y 2). 

 
2.1.2. El problema técnico a resolver por el objeto de la reivindicación 1 puede ser considerado, por consiguiente, como la 

provisión de nuevos vectores útiles para ensayos funcionales de ‘splicing’ que permitan clonar fragmentos de ADN de 
mayor tamaño, minimizar los productos de ‘splicing’ inespecíficos e identificar más fácilmente los clones que 
contienen un inserto de ADN (cf. Página 3, líneas 18-22). 
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2.1.3. La solución propuesta en la reivindicación 1 consiste en un vector derivado del plásmido pSPL3b (cf. D02) 
caracterizado básicamente por sustituir el MSC original del intrón de pSPL3b por un casete lacZ constituido por el gen 
LacZα (SEQ ID No: 2) o por LacZα y un MSC (SEQ ID No: 21), y por reducir el tamaño del intrón de pSPL3b mediante 
una deleción de al menos 1,2 Kb. Además, se introducen cambios puntuales en la secuencia del intrón que conllevan 
la inhabilitación de sitios de restricción, así como, la eliminación o el fortalecimiento de sitios aceptores de ‘splicing’. 
Según la descripción, la introducción del casete LacZ en los vectores reivindicados mejora la capacidad de selección 
de los clones recombinantes portadores de un vector con un fragmento de ADN insertado en el casete LacZ, pues 
estos clones son de color blanco en presencia de X-Gal e IPTG frente al color azul de los clones no recombinantes. 
Por otro lado, la deleción de al menos 1,2 Kb de pSPL3b permite la clonación de insertos de mayor tamaño y los 
cambios puntuales que afectan a sitios de restricción y a sitios aceptores de ‘splicing’ generan sitios únicos de 
clonación y minimizan la aparición de los productos de ‘splicing’ inespecíficos (cf. Página 8, líneas 15-30).  

En D02 se describe el plásmido pSPL3b derivado de pSPL3 que comprende unas modificaciones en su secuencia 
que minimizan los productos de ‘splicing’ inespecíficos del primero (cf D02: ‘Experimental and Discussion’, Figuras 1 y 
2). En los documentos D03-D04 se divulga un vector génico para la clonación de exones que comprende un único sitio 
donador de ‘splicing’, seguido del gen lacZα y de un MSC. Este vector permite identificar exones internos y/o externos 
insertados en el MSC, mediante la selección de colonias blancas en presencia de X-Gal e IPTG (cf. D03: Materiales y 
Métodos, Figura 1. D04: Materiales y Métodos, Resultados, Figuras 1 y 2). En cuanto a la reducción del tamaño de un 
vector mediante la deleción de un fragmento del mismo para favorecer la clonación de fragmentos de mayor tamaño es 
una técnica ampliamente descrita y utilizada en el estado de la técnica. 

Por consiguiente, ante el problema técnico planteado, el experto en la materia combinaría los conocimientos 
divulgados en D01-D02 y D03-D04 que, junto a los de D05-D10, le llevarían a la solución propuesta en la reivindicación 
1 o a una equivalente. Por todo ello, se considera que la reivindicación 1 y las reivindicaciones dependiente 2-23, 27 y 
28 no son inventivas. Análogamente, las reivindicaciones independientes 24 y 29 que tratan del procedimiento de 
obtención del vector de la invención y de un procedimiento para el ensayo funcional de ‘splicing’ basado en el uso del 
mismo y sus reivindicaciones dependientes 25-26, se consideran no inventivas sobre la base de los documentos D01-
D10. 

 
2.2. La presente invención no satisface el criterio establecido en el Art. 4.1. de la Ley de Patentes porque el objeto de la 

invención, definido en las reivindicaciones 1-29 no implica actividad inventiva de acuerdo con el Art. 8.1. de la Ley de 
Patentes. 
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