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1. INTRODUCCIO

Aquest treball de recerca tracta sobre I'Encefalopatia Epileptica d’Inici Precog, EIEE en
endavant. Soc conscient que simplement amb pronunciar el nom de la patologia et
pots espantar i sentir-te un complet ignorant vers la desconeixenca cap a ella, si més
no, és el que em va succeir a mi quan I'Ester Cuenca, investigadora en Neurologia
Pediatrica de I'Institut de Recerca Vall d’Hebron (IRVH), em va proposar la malaltia

com a objecte d’estudi.

He tingut la sort de poder treball amb un temari de tal rellevancia, gracies a la
intervencioé de la meva tutora Maria José Hellin. Ella actua com a canal entre el centre i
jo, i és per aix0 que he pogut tractar de primera ma la malaltia, a més de submergir-me

en el dia a dia dels investigadors cientifics.

El motiu pel qual vaig accedir a treballar amb una malaltia de la qual no havia sentit a

parlar mai, va ser un seguit d’emocions i pensaments.

Accedint-hi m’estaria demostrant a mi mateixa fins a on podria arribar. Com la passid
que dipositaria vers un tema em faria esforcar-me de tal manera que, quan assolis els
limits que jo mateixa m’establis, em generaria una total i absoluta satisfaccié. Una

sensacié gratificant, d’estar en pau amb mi mateixa.

Accedint-hi també faria adonar-me’n de la quantitat de malalties rares i desconegudes
gue ens trobem actualment a tot el mdén. No som conscients del que pateixen molts
infants i adults, i en conseqiiéncia les seves families i els que els envolten i, el pitjor de
tot, és veure la gran quantitat feina que encara queda perqué aquestes s’eradiquin
completament o com a minim, que els afectats puguin gaudir d’una millor qualitat de

vida.

Amb aquest treball vull aconseguir portar la malaltia a la societat. Desitjo que la
coneguin, que sapiguen d’ella i, que encara que sigui per uns instants, empatitzin amb
els pares d’aquests infants afectats. Vull que entenguin com es deuen sentir al estar

ells completament sans i trobar-se amb el seu nado afectat per una encefalopatia i per
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crisis epiléptiques i, que a més, encara no sapiguen quin és el seu origen, on hi va

haver I'error.

Aixi doncs, I'EIEE resulta una malaltia molt dura, amb altes taxes de mortalitat, pel que
aquelles persones que decideixin indagar en ella, han de deixar a part els seus

sentiments i actuar de la manera més racional possible.

Amb aquest treball m’he definit uns objectius que espero assolir a partir de la maxima
capacitat que pugui tenir. Cal remarcar pero, que en un inici la meva ambicié va
resultar massa gran. La hipotesi inicial era massa complexa per una estudiant de segon
de batxillerat, no solament a nivell de coneixements tecnics i medics, sind també per la
seva manca de funcionalitat. Estava plantejant un recurs final, en el que si els auténtics
investigadors de I'IRVH aconseguissin arribar a demostrar un patrd, |'acabarien

aplicant, pero per aixo es necessitaria tota la prévia demostracio.

Es per aixd que gracies a la primera negativa d’hipotesi plantejada a causa de la seva
complexitat, em va fer tocar de peus a terra. Havia de comencar a ser realista, no
trobaria la cura definitiva, pero si que podria portar la malaltia fora del que sén els

centres de recerca i plantejar una hipotesi apte per al meu nivell.

Amb el treball pretenc aconseguir ELS OBJECTIUS seglients:

-Saber exactament de qué tracta la malaltia. Quines sén les seves causes i com es

produeixen.

-Classificar els diferents tipus d’origen genétic que la indueixen, i coneixer-los per

intentar trobar generalitzacions.
-Saber la seva simptomatologia aixi com els tractaments que hi ha per guarir-la.

-Estudiar i aplicar el protocol establert actualment per a I'estudi de la malaltia (aquest

objectiu correspondria a la Part Experimental).
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Per tal de definir la hipotesi del treball i definir aixi la linia de la investigacié que
portaré a terme, necessito primer contextualitzar de manera molt breu la malaltia

d’objecte d’estudi.

Les encefalopaties epiléptiques precoces (EEP) sén un conjunt de trastorns neurologics
que apareixen en els primers mesos de vida caracteritzades per I'aparicié de crisis
epiléptiques associades a un patrd electroencefalografic caracteristic. Classicament
han estat relacionades amb una etiologia simptomatica, pero, com a conseqiiéncia del
desenvolupament de les neurociéncies, el coneixement actual d’aquestes malalties
permet afirmar que les EEP representen la via final d’un grup heterogeni de condicions

estructurals, genetiques i metaboliques anteriorment desconegudes.

Es per aixd que en aquest treball partirem d’una premissa fonamental per a poder
comprendre la genética de les epilépsies: mutacions en un mateix gen o en diferents

gens poden provocar diferents sindromes epileptics.

Per tal d’assolir tots els objectius i treballar seguint la linia marcada en la hipotesi,
dividiré el treball en dos grans blocs: en el primer abordaré tota la part tedrica per
definir la malaltia, estudiar els seus efectes i classificar les condicions genétiques que
poden ser la causa de la seva generacid. En el segon bloc, aplicaré el protocol d’estudi
de la seqiiéncia genetica a diferents casos per tal de trobar quin és el gen en el qual

s’origina la malaltia en un pacient.
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2. PUBLICACIO D’UN ARTICLE CIENTIFIC

Abans de comencar a parlar sobre I'EIEE, cal tenir ben clars tots els passos que es

produeixen per a que qualsevol article cientific resulti valid.

1. L'investigador té una idea per a un possible estudi.

2. La presentara redactada als seus superiors i demanara finangament a I’'hospital,
universitat, centre de recerca... On hi treballi o hi mantingui un cert contacte.

3. Aquesta proposta sera avaluada per un comité étic, centrat en la correccié de
la metodologia, I'etica i els diferents aspectes legals de qualsevol projecte de
recerca que pugui comportar algun risc fisic o psicologic en humans o animals, i
per un comité cientific, que s’encarregara de promoure una bona qualitat i
técnica pel que s’anira a investigar.

4. Un cop el projecte sigui aprovat pel comité étic i cientific i a més, el centre

accedeixi a financar-lo, ja es pot comencar a treballar en ell.

Al finalitzar la investigacid, el cientific haura de moure’s i buscar la via adequada de

publicacié on pugui assolir el factor d’impacte desitjat.

Entre aquestes vies trobem les conferéncies cientifiques, on es poden fer

presentacions orals o posters i, com a més destacades, les revistes cientifiques.

En elles segons la qualitat i el grau d’innovacié del que es parli en el projecte, podrem

trobar els shorts, els letters o els articles, d’entre d’altres formats.

Per a que una revista accedeixi a publicar un projecte, aquest ha d’anar superant

diferents estadis:

En primer lloc I'editor de la revista, que acostuma a ser un cientific que s’hi dedica a

ella a temps complet, rep el letter que li envia.

Si ell el considera interessant i amb possibilitats de resultar apte, I'’envia a 3 referees

diferents.
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Aquests resulten tres cientifics amb renom que treballen fora de la revista i que a nivell

personal qualificaran el projecte com accepted o bé rejected.

En aquest darrer cas, significaria que no ha estat aprovat i en dirien els motius. Pot ser
que els referees explicitin uns majors comments, és a dir, troben que hi ha greus errors
en ell i que si no és capa¢ de demostrar-li el que es diu, no s’ho creuria, o bé uns
minors comments, en el que s’especifiquen uns detalls més aviat estétics, que si es

corregeixen, el projecte en si podria acabar essent accepted.

Un cop l'editor rep els comentaris dels seus tres referees i es troba amb un article
acceptat pels tres, acostuma a creure-se’ls i en conseqliéncia, aprova el projecte i el

publica en la seva revista.
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3. ENCEFALOPATIA EPILEPTICA D’ INICI PRECOG

3.1QUE ES?

L’encefalopatia epiléptica d’inici precog, EIEE/EOEE en anglés, també es coneguda com
a sindrome d’Ohtahara. Resulta una malaltia forca rara i desconeguda que té una
incidéncia segons les estadistiques japoneses, d’'un 0,04% sobre 2.378 casos

d’epilépsies detectades en una poblacié menor de 10 anys™.

Aquesta patologia és la causa de crisis epiléptiques en nadons aixi com d’una afectacid

neurologica, amb retards mentals i psicomotors, d’entre d’altres, molt greu.

I 1'2, abans dels tres mesos d’edat,

La malaltia té el seu inici durant el periode neonata
frequentment durant les dues primeres setmanes >. Pateix una evolucié en la que la
meitat dels casos mor abans dels sis mesos ® i 'altra meitat evoluciona cap a altres

subfenotips englobats en les patologies d’encefalopaties epiléptiques.

D’entre aquests subfenotips cal destacar la sindrome de West/Ohtahara i la de Lennox-
Gastaut. Les séries de I'estudi de Yamatogi i Ohtahara ? van manifestar que un 75%
dels casos evolucionaven cap a la sindrome de West entre els dos i sis mesos d’edat,
mentre que solament un 12% evolucionava posteriorment cap a la sindrome de
Lennox-Gastaut. El 13% restant, evolucionava cap a altres subfenotips menys

freqlients.

Tot ells presenten una preferencia d’edat i de transmissié mutua, un tipus de
convulsions freqiients i generalitzades, una heterogeneitat etiologica, una resisténcia a
terapies convencionals aixi com uns pronostics catastrofics de deteriorament
neuroldgic *, pel que al trobar-ne tantes similituds entre ells, el que en un inici resultés

un pronostic d’EIEE, podria acabar essent errat.

L'EIEE és molt heterogénia clinica, genetica i fenotipicament. La principal causa de la
malaltia és un error en el canal idnic quan s’esta produint la sinapsi. Aquests canals
estan implicats en trastorns neurologics paroxistics, en els que trobem les epilépsies,

trastorns de moviment, migranyes, ataxiques, etc.

23 Pagina 87 de I'index de Referencies
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El patré d’herencia es pot classificar en dos grans blocs. Per una banda pot resultar una
malaltia hereditaria autosomica recessiva, és a dir, una heréncia en la que es transmet

una alteracio dels al-lels dels cromosomes no sexuals dels pares.

Dins d’aquesta opcid, el nadd pot ser homozigot o bé un compound heterozygote

(chet).

Per I’altra, es pot donar el cas de que resulti una mutacié genética de novo dominant.

Des del 2012 molts centres de recerca, i en especial I'Hospital Universitari Vall
d’Hebron, estant treballant amb els arrays de CBH (hibridacié gendmica comparada) °.
Dintre d’aquests, trobem la técnica de rapida resposta, la MLPA (multiplex ligation-
dependent probe amplification). Gracies a ella s’ha detectat que en un 8% dels casos, la
malaltia prové per grans insercions o delecions en el cariotip del malalt, concepte que

té relacié amb el tipus de mutacions de novo dominants.

En els casos clinics, un 40% dels gens afectats corresponen a gens candidats (DNM1,
GABBR2, FASN, RYR3, GABRB3, SCN2A, SRXBP1, SCN1A, KCNQ2, SCL25A22) *, gens pels
quals s’hi ha trobat coincidéncies en diferents estudis. A més, gracies a la seqlienciacid
de lI'exoma clinic, s’ha vist que la patologia acaba afectant als 4800 gens més

intolerants a la variacié genetica humana.

Actualment, moltes universitats i centres de recerca d’arreu del mdn estan cooperant i
treballant per trobar el veritable coneixement de la malaltia i poder fer aixi un consell
geneétic, en el que es puguin concloure tractaments per millorar la qualitat de vida dels
malalts i, en un suposat utopic, trobar tractaments que guareixin al fi una patologia pel

moment incurable.

5 Pagina 87 de I'index de Referéncies
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3.2 HISTORIA

L’encefalopatia epileptica d’inici precog va ser descrita pel japonés Shunsuke Ohtahara
I'any 1976 com una patologia diferent a la sindrome de West i a la de Lennoux-

Gastaut, ja que va veure que era la que es manifestava a menys edat dels afectes.

Ohtahara va néixer al 1930 a Okayama, Japd i va morir el 16 de marg¢ de 2013, als 83
anys d’edat, després d’haver estat hospitalitzat gairebé un any a causa d’una malaltia

neurodegenerativa.

Es va graduar en pediatria a la Universitat d’Okayama i va comencar a exercir com a
tal, a la Okayama University Medical School. L’any 1979 va convertir-se en professor

d’aquesta i va fundar-hi el departament de neurologia infantil.

Al llarg de la seva carrera va rebre rellevants premis internacionals, en els que
s'inclouen: Ambaixador de la epilépsia en la Lliga Internacional contra I'Epilépsia;
Ambaixador del Departament Internacional per [I’Epilepsia; Reconeixement al
memorial Frank Ford de I’Associacié de Neurologia Pediatrica; Premi Hans Berger de la
fundacié Hans Berger a més del premi Fritz Dreifuss de la Fundacié Epiléptica

d’America.

A més, va ser el fundador de la societat Epileptica de Japé.

L’any 1989 la Comissié de Classificacio de Terminologia de la ILAE va descriure el
concepte de sindrome epiléptic, com un grup de signes i simptomes que succeeixen
habitualment junts, i que inclouen elements tal com el tipus de convulsid, I'etiologia,
I'anatomia, els factors precipitants, I'edat d’inici, la gravetat, la conicitat, el circardia
dilirn, el ciclisme i a vegades, el pronostic. | és en aquest mateix any que classifiquen la

sindrome d’Ohtahara com a epilépsia generalitzada simptomatica.

L'any 2011 el seu esquema diagnostic va proposar englobar la patologia dins la
categoria d’encefalopatia epiléptica, ja que les anormalitats epiléptiques originaven

una progressiva disfuncio.
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Al llarg dels anys, Ohtahara juntament amb col-laboradors com Yamatogi (2002, 2006) i

Aicardi (2005) van anar publicant articles sobre la malaltia.

A més, si es sumen les publicacions de diferents universitats i centres de recerca
d’arreu del mén, han fet que avui en dia es coneguin molts més aspectes d’ella i aixi es
pugui seguir treballant i cooperant amb més informacio, per poder arribar a tractar-la

millor.

3.3 CAUSES
La principal causa de I'EIEE sén els CANALS IONICS activats per voltatge.

L’epilepsia succeeix quan canvis permanents en el teixit cerebral fan que el cervell
estigui massa excitat o irritable. En conseqliéncia, ens trobem davant d’unes crisis de
convulsions i espasmes que poden malmetre greument la ment. Els canals ionics, que
es troben també en I'adult, no solament en nadons i les seves malalties d’inici precog,

sén responsables d’aquest fenotip epiléptic.

L’EIEE resulta una canalopatia de calci d’alt voltatge .

Els canals de (Ca,’), si es troben en un potencial de membrana en repds, es mantenen
tancats, pero si es troben en potencials més positius, és a dir, on hi ha un cert voltatge,

sén capacos d’obrir-se ’.

A més, els ions de calci sén capacos de traspassar la membrana cel-lular quan es
produeix una despolaritzacié d’aquesta ’. Al produir-se aquest pas, s’activen processos
intracel-lulars com la contraccié muscular 8 la transcripcié de gens®, I'inici de la
secrecié® i, concretament en les neurones, la secrecié de neurotransmissors® i la més
important per al cas, I'activacié del senyal eléctric® en la sinapsi, és a dir, la transmissid

de I'impuls nervids.

®7% pagina 87 de I'index de Referéncies
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De manera que quan hi ha un potencial de membrana positiu, amb voltatge, significa
que la membrana esta despolaritzada, pel traspassen més ions de (Ca,’) del que
tocarien i s’activa aixi un senyal eléctric, que produeix una sobreexcitada sinapsi capac

de produir un atac epiléeptic.

3.4 ORIGEN

L’encefalopatia epileptica d’inici preco¢ ha estat vinculada a diferents tipus d’origen

geneétic:
3.4.1. Malaltia Geneética Hereditaria

Una malaltia genetica és aquella que s'origina com a conseqiiéncia de I'alteracié en un
o més gens del genoma. Les malalties genetiques s'originen quan els mecanismes de
reparacid de I'ADN sén incapacos de restaurar la informacio genética correctament, ja
sigui per la gravetat de les lesions en I’ADN o bé pel mal funcionament dels enzims de

reparacio.

L’EIEE pot resultar una malaltia genetica hereditaria autosomica recessiva, és a dir, una

patologia que es transmet a partir dels cromosomes no sexuals, els autosomes.
Dintre d’aquesta possibilitat, trobem dos tipus diferents de recessivitat:

3.4.1.1 Homozigotica: Perque el nadd resulti homozigot, es necessita que els dos pares
no afectats per la malaltia pero si portadors d’ella, tinguin en un gen especific
I'al-lel recessiu de la malaltia, i en conseqiiéncia de la unié dels dos gens amb

els al-lels recessius, s’origini aquesta.

La possibilitat de tenir un fill afectat per una patologia autosomica recessiva
homozigodtica, entre dos persones portadores d'una sola copia del gen mutant,

ésd'un 25 %.

12
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Fotografia 1. Patré d’Herencia Autosomica Homozigotica

3.4.1.2 Heterozigot Compost: chet, en les seves sigles en anglés. Es tracta també

d’una recessivitat transmesa pels cromosomes autosomics dels pares, pero

amb la peculiaritat que el nadd tindra un dels dos al-lels per un mateix

locus mutat.

Aguesta imatge ho exemplifica:

Heterozygous Compound
Heterozygous
(trans)

Fotografia 2. Comparacio entre Heterozigot estandard i un Compound Hereozygous

En la imatge de I'esquerra es veu un individu heterozigot, és a dir, aquell
gue per a un gen determinat, té dos al-lels diferents en els dos locus d’'un

parell de cromosomes homolegs.

En canvi, a la imatge de la dreta es veu un individu heterozigot compost

que, continua tenint els al-lels diferents pero aquests es troben en

13
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diferents posicions d’'un mateix gen, en un parell de cromosomes

homolegs. Es tracta de dos mutacions heterozigotes independents.

El problema es produeix quan el pacient té en un mateix gen dos
mutacions heterozigotes que venen una de cada progenitor, i que passen a

actuar com a homozigotes.

3.4.2 Mutacio de Novo

Les mutacions de novo resulten mutacions dominants que apareixen per primera
vegada en una familia (on no hi ha familiars afectats), i que es produeixen a les

cél-lules germinals del pare o de la mare o al zigot.

En el fons totes les malalties que avui en dia es transmeten en heréncia algun dia van

resultar una mutacid de novo que aparegué en un avantpassat llunya.

Aixi doncs, veure’s afectat per una mutacio d’aquesta mena és com comencar de zero,

ja que no hi ha referéncies exactes per definir-la.

De Novo

. Portador
N Afectat

Fotografia 3. Heréncia de Novo.
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En aquesta imatge podem veure com apareix una malaltia de novo. En la major part

dels casos o bé el pare o bé la mare sén portadors d’algun tipus de malaltia.

El que succeeix és que s’uneix I'al-lel recessiu d’un gen de la mare o el pare i se li suma
una mutacié de l'al-lel del gen del fill en I'altre cromosoma homoleg. D’aquesta
manera s’esta donant lloc a un nadé amb una malaltia que no havia aparegut abans a

una familia i que tindra un patré d’heréncia dominant.

Un 8% d’aquestes mutacions que es produeixen en els gens dels fills sén originades per

grans insercions o delecions de material geneétic en el cariotip del malalt.

Aquestes insercions o delecions (segons el cas) es van comencar a veure a partir del
2012 a I'Hospital Universitari Vall d’Hebron, gracies al treball amb arrays de CBH
(hibridacié gendmica comparada) . Aquests resulten una nova técnica per assolir un

millor i més eficag diagnostic per al camp de les patologies lligades al retras mental.

Segons Alberto Paja >, responsable de Citogenética Molecular de 'HUVH, “els arrays
estan comencant a substituir la técnica per excel-leéncia durant més de 40 anys: I'estudi
citogenéetic o cariotip, triplicant el nombre de casos en els que s’arriba a un

diagnostic”.

Dintre dels arrays de CBH trobem la tecnica de rapida resposta, la MLPA (multiplex
ligation-dependent probe amplification), en la que s’obtenen resultats en menys de
cinc dies. Gracies a ella es poden detectar anomalies molt puntuals en uns determinats

sindromes coneguts.

A I'Hospital Universitari Vall d’'Hebron s’esta treballant amb 40 trios (120 individus).
D’aquests solament sabem d’un 20% - 30% dels casos quins gens la causen, mentre

que l'altre 70% encara no se sap.
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Dins d’aquests gens coneguts, un 40% corresponen a gens candidat, és a dir, a un
seguit de gens dels quals s’han fet varis estudis arreu del mén ja que sén bastants

casos en el quals el fet de que es vegin afectats va lligat amb que el nadé tingui EIEE.

Aquests son:

Segons un estudi ®en el que va analitzar 356 trios, on 264 d’aquests van ser analitzats
préviament pel consorci de I'Epi4K/EPGP, es van descobrir 429 mutacions de novo, en
les que s’inclouen gens tals com el DNM1 (mutat en 5 individus), el GABBR2 (mutat en

dos individus), el FASN (mutat en dos individus), el RYR3 (mutat en dos individus).

En un altre estudi  fet pel mateix consorci, és van seqlienciar els exomes de 264
malalts juntament amb els dels seus pares, i es van confirmar 329 mutacions de novo.
En aquestes mutacions es trobaven alterats gens tal com el GABRB3 (mutat en quatre

individus) o el SCN2A (mutat en un individu).
També s’han trobat mutats en 265 casos *}, el SCN1A, el KCNQ2 o el SCL25A22.

A més també és molt rellevant el gen STXBP1, ja que segons un estudi de Saitsu i
col-laboradors ** en la gue es van analitzar 54 casos d’EIEE, van veure que es trobava

mutat en 14 de cada 43 casos en els que es van poder obtenir resultats.

Pel que fa referéncia a l'altra 60% dels gens que no coneixem, sén de causa

desconeguda.

3.5 SIMPTOMES

Els simptomes que fan referéncia a la malaltia sén:
-Retard mental.

-Retard psicomotor.

-Problemes de desenvolupament.

9,10,11,12 s - , L.
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-Disminucio del to muscular.
-Espasmes tonics, és a dir, les contraccions mantingudes d’un muscul.

-Convulsions miocloniques, és a dir, unes series alternades i ritmiques de contraccions i
relaxacions breus en un grup muscular, que poden donar lloc a una perdua del

coneixement.
-Microcefalia, és a dir, una disminucié de la mida del crani.
-Atrofia cerebral.

Aquestes darreres les podem veure representades en les seglients imatges:

Cervell Infant
Sa

Fotografia 4. Comparativa entre un cervell d’infant sa amb cervells d’afectats per EIEE

En aquest esquema es pot veure un seguit de ressonancies magnetiques cerebrals de
diferents subjectes, amb el fi d’obtenir una comparativa entre I'estat del cervell

d’afectats per I'EIEE i I’estat del cervell de nens sans.
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En la imatge A es tracta del subjecte 1 afectat per la malaltia als tres mesos.
En la B es tracta del subjecte 2 als tres mesos.

En la C es tracta del subjecte 2 als tretze mesos.

En aquests casos es pot demostrar que el grau d’afectacid varia segons l'infant i en el
cas concret del malalt 2, es veu com a mesura que passen els mesos es va produint una

malformacio cranial cada cop més gran junt amb un augment del cos callés.

En tots ells es pot veure que aquest resulta més gran del normal a mesura que passa el
temps. També es veu que el talem costa de definir-se aixi com septum lucidum, el nucli

caudat i I’hipocamp.

3.6 DIAGNOSTIC

El diagnostic de I'EIEE es produeix un cop el nadd ja ha nascut. Resulta complicat
detectar la malaltia al fetus, ja que la variabilitat d’implicacié de gens que té aquesta és
molt amplia, a més, hi ha la peculiaritat de que els pares estiguin sans, i aixd0 no permet
veure a través de les proves de diagnostic prenatal [com les ecografies (tot i que es
podria veure una clara malformacié cranial en un fetus d’edat molt avancada)
I'amniocentesi o la puncié del cordd umbilical, d’entre d’altres] si el nen es veura

afectat o no.

Es per aixd que es detecta la malaltia a partir de totes les troballes cliniques, com

veure una clara malformacidé cranial a més d’unes crisis epiléptiques molt precoces.

Les proves que es realitzen per a descartar I'EIEE sén les seglients:

3.6.1 EEG?3

Un electroencefalograma és un examen indolor i sense efectes secundaris que permet

mesurar |'activitat electrica del cervell.
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Consisteix en col-locar uns electrodes a la superficie del cuir cabellut d’'un pacient que,
mentre es troba estirat i tranquil en una llitera, sense necessitat d’anestésia ni sedacio,
van detectant la localitzacié i intensitat de les descarregues que produeixen les

neurones en la transmissié de I'impuls nervids.

Els electrodes sén capagos de transmetre els impulsos a una gravadora, que converteix
aquests en uns patrons amb linies ondejades observables en els respectius monitors o

en paper.

D’aquesta manera, els especialistes sén capacos de detectar en les linies ondulades si

el pacient esta sa o es veu afectat per alguna mena de malaltia.

Aquesta prova s’usa amb freqiiéncia per a detectar epilépsies.

OMNES CEREEBRALS D'UN ADULT NORMAL

Beta

Despert amb
N L LA TT T R T RN R L SR T RTRCL T PN By PRU RN PN
activitat mental 14-30 Hz

Desperti wMMANV\/\AﬂrUWJ’\/\A Alpha

descansant 8-13 Hz
Dorrmint M f‘b/m Theta

it 4-7 Hz
profundament

—_—

1sec

Fotografia 5. Electroencefalograma d’un adult sa en diferents estadis.

Bi- 02 ' V W Uil il ’
V 000,
| | | microvolts | 1 second I

Wl Al A

Foto 6. Electroencefalograma d’un subjecte sa. Foto 7. Electroencefalograma d’un subjecte afectat per EIEE.
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En aquestes darreres imatges podem veure la comparacio entre els resultats d’'un EEG

entre una persona sana i una malalta per EIEE.

En aquesta es veuen unes linies ondulatories amb pujades i baixades centralitzades i
pronunciades, que es van repetint al pas del temps. Aix0 resulta un indicatiu de que el
nadd es veu afectat per algun trastorn relacionat amb les epilépsies i, gracies a altres

proves, es podria arribar a la deteccié de I'encefalopatia epiléptica d’inici precog.

3.6.2 IRM

La imatge per ressonancia magnética és un examen sense radiacié que permet crear

imatges del cervell i els seus teixits.

La prova utilitza imants i ones de radio molt potents situades en un escaner, que es
situara sobre del cap del pacient estirat. Perquée I'IRM funcioni, és necessari que el
pacient es prengui un tint especial anomenat medi de contrast, que s’administra per
via intravenosa abans de comencar la prova. El medi de contrast més utilitzat és el

gadolini, que resulta molt segur per la gran majoria de les persones.

L’examen sol durar de la mitja hora en endavant i gracies a ell s’obté una clara i precisa
imatge de I'encefal, que permetra detectar qualsevol anomalia al comparar-ho amb un

de sa.

3.63 TC

La tomografia computeritzada, més coneguda com a TAC, és un examen que obté uns
resultats molts semblants a la ressonancia magnetica, pero que té la peculiaritat d’usar

radiacio.

Aixi doncs aquesta prova consisteix en que un pacient estirat en una llitera, que
previament se I'hi ha injectat el medi de contrast a través de via intravenosa, se li
col-loca el tomograf sobre la zona que es vol analitzar, en aquest cas el cervell, per

poder iniciar un seguit de feixos de rajos X al seu voltant.
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La prova acostuma a durar dels trenta segons a pocs minuts, i el resultat sén imatges

(fins i tot tridimensionals) del cervell de la persona.

El risc que té la prova és la gran quantitat de radiacié que subministra el tomograf, ja
gue pot acabar derivant en cancer, pero si la prova no es realitza amb freqliencia, té

efectes innocus.

Fotografia 8. TC cervell sa. Fotografia 9. TCS del seguiment d’un subjecte afectat per EIEE

3.6.4 SEQUENCIACIO de FEXOMA

L’'exoma és la part del genoma que esta format pels exons, és a dir, els fragments de

DNA que es transcriuran per donar lloc a les proteines.

L’exoma huma esta format per 180.000 exons i tots ells només representen I'1% del

genoma total.

La seqlienciacié de I'exoma es produeix quan molts gens poden causar una malaltia o
guan no se sap quins gens la causen, de manera que amb ella es podra saber I'odre de
les bases nitrogenades a la cadena de DNA. Per tant, s’estaria coneixent aixi tots els
gens codificadors i, a partir d’aqui, es podria comparar el DNA del pacient amb el d’una

persona sana, i aixi trobar on hi ha I’error i associar-lo amb una malaltia.

Aquesta darrera prova és la més important de totes ja que simplement amb una
comparativa es podra veure si el nado tindra EIEE o no.
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Actualment podem fer aquesta seqlienciacié exomatica gracies al Projecte Genoma

Huma.

Aquest es va produir des de 1990 fins al 2003 i va resultar una iniciativa que promogué
una col-laboraci6 mundial amb el fi de localitzar i identificar tots els gens del DNA

huma.

Tot i les respectives complicacions, finalment s’aconsegui I'objectiu i és per aixo que
avui en dia es poden detectar moltes malalties poc freqiients simplement comparant
la base de dades estandard, la sana, amb la d’aquells que tenen alguna mena

d’alteracio.

Es per aixd que en un futur és creu que els farmacs per tractar una malaltia genética

tindran relacié amb els seus propis gens mutats.

3.7 TRACTAMENTS

L’EIEE és una malaltia que pel moment no se I’hi ha trobat una cura definitiva. El fet de
gue no gaudeixi d’un farmac infal-lible no nega la possibilitat d’utilitzar-ne d’altres, que
intenten reduir els seus efectes al maxim aixi com millorar la qualitat i esperanga de

vida dels malalts.

D’aquesta manera, la patologia es basa en una gran supervisidé i cura per part dels

metges, i en I'Gs de farmacs antiepiléptics.

Aquests, junt amb les quantitats que es subministraran, variaran segons el cas i el grau

d’afectacié que tingui.

En un primer moment, quan el nadé pateix una crisi epiléptica se I'hi administra
fenobarbital juntament amb altes dosis d’acid valproic. Aixd acostuma a frenar les
convulsions. Posteriorment, si continuen els brots aguts se li proporciona clonazepam i

midazolam 3 amb la intencid de frenar I'atac i relaxar el nadé.
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En estat d’observacid, si els darrers medicaments no han obtingut bons resultats
també és freqiient I'Us de la vigabatrina, el topiramat, la benzodiapina, el valproat, el
levetiracetam o la piridoxina >, també coneguda com a vitamina B6, que s’administra
com a complement alimentari. Tots ells sén capagos de frenar atacs i convulsions

epiléptiques i de provocar la relaxacié d’un cervell sobreexcitat.

Darrerament, també ha tingut molt d’éxit la zonisamida **. Resulta un farmac amb gran
succés a Japd, que compta amb les mateixes garanties que els anteriors i, com ells,
també necessita una vigilancia medica, ja que sind pot tenir efectes contraproduents
greus. Tot i aix0, els seus resultats sdn millors, ja que sén bastants casos a escala

mundial en els que els nadons han patit grans avencos.

Deixant de banda els farmacs, ultimament s’esta posant de moda per a tractar la

epilepsia a qualsevol edat, un tipus de dieta anomenada cetogenica.

La Dieta Cetogenica consisteix en reduir la proporcid de glucids, és a dir, la dels hidrats

de carboni, d’una manera forca severa i, en conseqiieéncia, augmentar la dels lipids,
també coneguts com a greixos. D’aquesta manera, el cos ha de que recdrrer als lipids, i

s’esta fomentant aixi la seva oxidacid, fet que origina els cossos cetonics.

Els cossos cetonics s’originen al fetge i normalment s’oxiden en teixits periferics, pero
guan es troben davant d’un augment del catabolisme dels greixos, s’acumulen en
excés i produeixen una cetosi i, en relacid, neix una acidosi metabolica, és a dir, un

augment de I'acidesa del cos.

Aguests cossos cetonics seran usats pel cervell com a substitutius de la glucosa que
aporten els hidrats de carboni, i I'acidosi que comporten en si aquests, resulta d’alguna
manera bona pels malalts d’epilépsia, ja que provoca un mode de treballar diferent per

al cervell.

La dieta esta composta per una aportacié de greixos del 80 o 90%, mentre que la dels

hidrats és redueix a un 10% o menys, depenent de la ingesta vitaminica, variable
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segons |'edat. En la dieta és prohibeix o és redueix drasticament el consum de cereals,
de farines, de llegums, i fins i tot, de fruites i verdures. A més, en varis moments el

malalt es trobara en deju.

Aquesta dieta pot durar fins al tres anys o més, pero sempre ha d’estar sota una
supervisié medica, ja que si no es segueix adequadament pot tenir molts efectes
secundaris que consten des de nausees, vomits, pérdua de pes i marejos, fins d’altres
més greus com irregularitats en els batecs cardiacs, orinar sang o dificultats motores i

psicomotores.

Cal remarcar que en el cas de I'EIEE la dieta s’acostuma a recomanar quan el malalt ja
és lo suficientment gran com per prendre farinetes o quan és apte per a menjar els

aliments en si.
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4. PART EXPERIMENTAL

Per a poder determinar quina és la causa de la malaltia que pateix un pacient, cal un
previ procés al laboratori, on es seqiiencia I'exoma i s’analitzen tots aquells gens
associats préeviament a EIEE i aquells que, per funcid, podrien ser responsables de la
clinica que presenta el pacient. Gracies a I'aplicacié de diferents filtres que segueixen
criteris qualitatius, poblacionals i funcionals, en una gran part dels casos podrem

deduir el potencial causant de la malaltia.

A partir d’aqui, caldra transportar a la practica aquestes resultats amb estudis
funcionals, com podria ser I'experimentacié animal, per tal de provar la relacié d’una

mutacid en un gen concret amb les EIEE.

4.1 PROTOCOL DE SELECCIO

4.1.1 Presentacio del cas i estudi del DNA

1. Tot s’inicia quan un nen arriba a I’hospital amb les caracteristiques propies de la
malaltia. Aixi doncs els metges, a més d’intentar pal-liar les crisis epiléptiques i
mantenir les seves constants estables, extreuen una mostra de sang a I'afectat i als
seus pares [Annex l.i], sempre acompanyada de la signatura, per part dels pares, d'un

consentiment informat per a poder ser inclos dintre d’un estudi de recerca.

2. Al laboratori s’extreu el DNA de les mostres de sang.

3. Aquest s’envia al CNAG (Centre Nacional d’Analisis Genomics), on es realitza una

seqlienciacio exomica ( whole exome sequencing ) amb un seqienciador HiSeq.

4. Els resultats obtinguts s’alineen amb el genoma de referéncia per tal d’identificar

totes les variants propies del pacient.

5. En aquest punt, els resultats es retornen al laboratori de Neurologia Pediatrica de la

Vall d’Hebron, on seran analitzats al laboratori interessat.
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Cal comentar que no totes les variants que hi pugui haver seran I'origen de la malaltia,
és més, totes les persones, estiguin sanes o malaltes, pateixen mutacions al seu
genoma, que els canvis siguin benignes, neutres o malignes sera el que determinara
I'estat final de l'individu. El problema només es produira quan alguna d’aquestes

variants resulti perjudicial.

4.1.2 Programa Informatic: Processament de dades

Fins aqui, el procés és el mateix per a qualsevol patologia. Es la analisi de les variants

resultants el que caracteritzara I'estudi de cada malaltia.

L’objectiu de la analisi de variants és reduir el nombre d’aquestes mitjancant I'aplicacid
de diferents filtres, per tal de trobar les mutacions en els gens que, per les seves
caracteristiques, tenen més probabilitat d’estar originant la malaltia. L'aplicacié dels

filtres, mitjancant I’Gs d’un Excel, dependra de es caracteristiques de cada patologia.

Aquestes és la informacid més rellevant que ens proporciona el resultat de I'exoma:

= Posicié cromosomica: numero i coordenada cromosomica per poder identificar

el canvi al genoma de referencia.

= Al-lel de referéncia i al-lel alternatiu: indica el canvi nucleotidic que pateix el

pacient.

= Qualitat i cobertura de I'exoma resultant: parametre que ens indica com de

fiable sén els resultats i quantes vegades s’ha llegit cada base. Aquesta
informacié es proporciona amb diferents parametres, tant pel trio en general
com per cada un dels individus que formen el trio.

A part, existeix un altre valor de qualitat anomenat likelihood que indica la

probabilitat de que el genotip detectat per aquell individu sigui real.
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Gen i ex6 afectat per la mutacid, canvi aminoacidic de la mutacid, juntament

amb les diferents isoformes de la proteina.

Prediccié de I'impacte que tindra la mutacié sobre la funcié del gen. Aquest pot

ser High, Moderate, Modifier o Low.

En el cas dels Highs, la terminologia s’usara en els casos que es produeixi algun
canvi en les posicions d’splicings (senyals que marquen I'addicié o no d’una
seqliéncia genetica dins el RNA final), ja que aix0o implica el fet d’incloure o
extraure informacio genetica de gran rellevancia; en les delecions en les quals
es perd un tros d’exd; en els Frame-shift, ja que resulten mutacions que a la
llarga produeixen un STOP que escurca la proteina final; en els propis STOPS o

en la pérdua d’un d’ells, ja que implicaria proteines més llargues de I'esperat.

En els cas dels Moderate la terminologia s’usara basicament quan es produeixi

un canvi d’aminoacid.

En el cas dels Modifier la terminologia s’usara per a referir-se a alguna variant

desconeguda, tot i que des d’un inici ja no es tindran en compte.
En el cas dels Low la terminologia s’usara per a expressar un canvi en el
nucleotid perd no en I'aminoacid, pel que ja des de l'inici es determina com a

variant no rellevant.

En el cas de I'EIEE els gens que voldrem obtenir hauran de produir un efecte

High o Moderate, els altres, per ara, no es tindran en compte.

Parametres de Fregiiencia Poblacional recollides en diferents bases de dades,

tant en bases de dades de poblacié sana com de malalties.
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= Genotip dels pares i del pacient, i per tant, tipus d’heréncia de cada variant ( de

novo, homozigota o heterozigot compost). L’al-lel de referéncia s’indica amb un

Oil'alternatiu amb un 1.

Mutacid de Novo Chet
. o Pares 0/0 0/0 Pare 0/1 0/1 Mare
Genotip per posicid & 3
Adel gen X Fill /1 Genotip per posicid Genotip per posicid
Adel gen X B del gen X
(I
Homozigot Alternatiu il 1/1
Genotip per posicid Pares 0/1 0/1
Adel gen X ) '—t—'
Fill 1/1

Fotografia 10. Representacio dels diferents origens genétics de I'EIEE amb els respectius al-lels de referéencia i

alternatius.

4.1.3 Filtratge per al cas d’estudi

Un cop es coneixen totes les columnes i el que representen, es realitzara el filtratge als

resultats de cada pacient:

1. Per 'efecte, I'impacte que causa la mutacid. Només s’escolliran els parametres High

i Moderate.

2. Per freqiiéncia poblacional. Es realitzara un filtratge numeric en el qual es voldran
obtenir resultats iguals o menors que 0,01, en les diferents bases de dades que

s’inclouen.
3. Per qualitat. Els resultats hauran de ser majors o iguals a 20 (el maxim sén 999).

5. Per coverage, per profunditat. Aquesta haura de ser igual o més gran que 10.
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A continuacio s’anira cap a les columnes situades més cap a la dreta de I'Excel, ja que
fan referéncia als exomes de cada individu del trio, on primer hi ha la informacié del

pacient, després la de la mare i finalment la del pare.

1. Per les columnes que fan referéncia al coverage, es realitzara un filtratge que ha de

ser igual o major que 10.

2. Per les columnes que fan referencia a la GQ, es realitzara un filtratge major o igual

que 20.

3. Per les columnes que fan referéencia a la dada estadistica en la que s’expressa la
possibilitat de que el genotip que s’esta dient resulti real, s’eliminaran totes aquelles

gue en dues posicions siguin menors que 20.

4.1.4 Obtencid de darreres mutacions possibles: Programa IGV analysis

L’IGV analysis es tracta d’un control de qualitat en el qual es permet veure el context,
és a dir, la zona al voltant de la mutacié. A més, gracies al allele balance, es podra
saber quantes vegades s’ha llegit cada al-lel, en quina posicié dels fragments de la
llibreria es troba la mutacio (ens diu si hi ha més possibilitat o no de que sigui un error i

no pas una mutacid) i les vegades que s’ha llegit cada cadena en forward o reverse.

Casos on la lectura de la variant sigui desequilibrada en relacié a la direccié de la

cadena i proporcio referéncia / alternatiu, descartarien la validesa de la variant.

4.1.5 Comprovacio a I'EXAC Browser

Permet veure si alguna variant s’ha descrit anteriorment per I'EIEE o no.

4.1.6 Comprovacio al UCSC Browser

L’UCSC Browser es tracta d’'una base de dades on s’hi pot trobar el genoma de
referencia, i es dona informacié de regions repetitives del genoma, polimorfisme,

variants descrites previament i conservacioé de cada regid del genoma.
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1. Al entrar-hi, s’"ha de seleccionar el quadrat “Genome Browser”.

2. Clicar “take me to genome-euro.ucsc.edu”.

3. Clicar “assembly”, és a dir, la versié gendmica corresponent al febrer del 2009, la

usada pel CNAG per a fer la crida de variants.

4. Per buscar el cromosoma que es vulgui, s’haura de copiar “chr”, més el nombre del
cromosoma que es tracti, més dos punts i finalment, el nombre corresponent a la

coordenada cromosomica de la mutacio.

5. A I'entrar-hi, es veura el nucleotid que es modificara. Si es miren les fletxes que

faran referéncia a la seqiiéncia, es podra saber si estara en forward o reverse.

6. Si es centralitza en l'apartat titulat “100 vertebrates Basewise Conservation by
PhyloP” es podra veure el percentatge de conservacié del nucleotid (com més alt i si a

més, compta amb una linia rosa, voldra dir que la seva conservacio sera major).

7. Si s’observa I'apartat titulat “Multiz Alignements of 100 Vertebrates” es podra veure

la conservacié d’aquest en diferents especies.

El motiu pel qual fixar-se en la conservacié és tan important és degut al fet que, com
més conservada estigui la posicié del nucleotid que pateix la mutacid, la variant, més
possibilitats hi ha que, aquest canvi que es produira posteriorment en I'aminoacid
produeixi la mutacid, i per tant resulti I'origen de I'EIEE que pateix el pacient en

concret.

8. En la mateixa pagina de I’'UCSC Browser, pitjant el botd dret del ratoli s’ha d’entrar a

I'apartat “Refseq Genes”.
9. S’ha de descarregar la seqliencia del gen i copiar-la en un Word.
10. Eliminar totes les introduccions que es pugin haver fet.

11. Buscar el lloc exacte on s’ha produit la mutacio i identificar-lo per a treballar-ho

posteriorment.
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4.1.7 Validacié de la mutacié amb Seqiienciacié Sanger

La metodologia explicada fins ara, al resultar forca nova, es complementa amb, la

tecnologia de seqiienciacio tradicional, anomenada Sanger.

Es tracta d’'una técnica ideada per Frederick Sanger I'any 1975 que consisteix
basicament en la seqlienciacié del DNA a partir de la replicacié d’aquest, mitjancant la

introduccié de nucleotids marcats amb fluorescéncia.

4.1.7. 1 Disseny dels Primers

Els primers o oligonucleotids, unes seqiéencies formades per unes 20 bases,
complementaries al fragment de DNA que es vol replicar, que es trobaran a banda i

banda de la mutacid obtinguda per I'exoma, es dissenyaran al laboratori.

Sén essencials en el procés ja que gracies a ells el DNA polimerasa pot comencar a

afegir nucleotids.

Per a dissenyar-los s’utilitza el programa Primer 3. A més, per a poder comprovar si els
primers dissenyats sén els adequats i aniran bé per a la seqliéncia, s’hauran de filtrar

per una pagina web.

Per a poder posar a punt els Primers, en primer lloc s’ha de fixar la temperatura.
Aguesta es calcula segons la quantitat d’Adenines, Citosines, Timines i Guanines que
tenim, ja que per cada A-T s’haura d’augmentar dos graus centigrads la T2 i per cada C-
G s’haura d’augmentar quatre graus centigrads, ja que tenen tres ponts d’hidrogen

vers els dos de I’A-T.

Si tot i aixi els resultats no son els desitjats, es pot anar modificant les concentracions
del Magnesi, de DMSO (enganxa la polimerasa a la seqiliencia), d’ADN o dels mateixos
Primers, és a dir, de tots els components que s’afegeixen per a realitzar el procediment

gue es produira a continuacio, la PCR.
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4.1.7. 1 .a. Filtratge: Primer 3 Input

1. En el Word on hi ha tota la seqiiéncia del gen amb la mutacié ben marcada, es
seleccionaran uns 70-80 nucleotids per davant i per darrera i es deixaran entre

tancaments, és a dir, entre [ ].

2. Anar a la pagina d’internet Primer 3 Input i copiar tot el fragment que hi ha entre els

tancaments més dos o tres linies per sota i per sobre.

3. Baixar la pagina, fins arribar a I'apartat “General Primer Picking Conditions” i a
I'apartat “Primer Size” s’ha de marcar el minim com a 20, I'0ptim com a 22 i el maxim

com a 24.

4. A I'apartat “Primer Tm”, que fa referéncia a la temperatura, la minima ha de ser 57,

I'0ptima 59 i la maxima 67.

5. Modificar el tant per cent de Citosines i Guanines que tindra el primer (Primer GC%)

ja que el minim ha de ser 30, I'0ptim 60 i el maxim 80.
6. Clicar el botd “Pick Primers”.

7. Al obtenir-los, com més zeros s’hi trobin en el primer en apartats com “any_th”,
“3’_th” o “hairpin” i com més igualades es trobin les temperatures (tm) entre el primer
forward i el reverse millor, ja que voldra dir que aquests podran actuar en condicions

molt semblants i no caldran masses modificacions.

4.1.7.1.b. Comprovacio Disseny dels Primers

4.1.7.1.b.1 UCSC Browser

1. Anar a I'apartat superior de “tools”.

2. Seleccionar “In-silico PCR”.

3. Comprovar que la versio és la del febrer del 2009.
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4. Copiar el left primer que s’ha obtingut en la pagina Primer 3 Input, i enganxar-lo a

aquesta en |'apartat “Forward Primer”. El procés sera el mateix per a l'altre primer.

5. Vigilar que al tros que hem cercat i que se’ns veu representat no caigui alguna

repeticio.

6. Comprovar que a l'apartat “repeat masker” no s’hi trobi cap caixa de color gris, ja

gue voldra dir que es tracta d’una zona repetitiva.

4.1.7.1.b.1l BLAST

Es tracta d’una pagina d’internet que s’encarrega d’alinear qualsevol seqiiéncia

desitjada amb el genoma.
1. A l’'entrar-hi, anar a I'apartat primer-BLAST present en la seccidé “Specialized BLAST”.

2. A “Primer Parameters” s’ha de col-locar les seqliencies del primer en forward i

reverse.

3. Baixar a I'apartat “Database” que es troba dins de la seccid “Primer Pair Specificity

Checking Parameters”, i en el lloc del “Refseq mRNA” s’ha de posar “Genome”.

4. Clicar “get primers”.

Ill

5. Comprovar que el “product length” d’aquesta pagina sigui el mateix que el “product

size” de la de Primer 3 Input.

6. Veure que tots els nombres que s’obtindran, pertanyents al primer en forward i

reverse, siguin tots diferents.

Si es compleixen totes aquestes caracteristiques tant en la primera pagina com en la
segona, significara que els primers dissenyats son els correctes i només quedara
deixar-los ben marcats al Word en la seqliencia (el que es troba en format reverse se li
haura de realitzar la seva seqiéncia complementaria. Al fer-ho, ja el podrem deixar

ben marcat).
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4.1.7. 11 PCR

Un cop s’obtenen els primers adequats, s’agafara el DNA, un buffer especial, que conté
tot el necessari per a que la polimerasa funcioni, magnesi, dNTPS, és a dir, nucleotids
qgue la polimerasa anira afegint, i en darrer lloc, la polimerasa. A continuacid, s’iniciara

la PCR [Annex L.ii].

Per a poder comprovar que els resultats de la PCR han sortit correctament, es correra
un gel d’agarosa, i després d’unes hores de repos, es podra veure si les bandes de DNA
han sortit amb la mida que es volia. N’hi haura quatre, una per al pacient, una per a la
mare, una per al pare i una per a l'aigua sola, sense DNA, ja que si en els resultats
aquesta queda tacada, significara que la mostra esta contaminada o hi ha hagut algun

error en el procés.

4.1.7. 11l Purificacid

Es realitzara després de la PCR. Gracies a ella s’extraura tots els productes que puguin

estar molestant a la seqlienciacid. [Annex L.iii]

4.1.7. IV Reaccio de Segiiéncia

1. Introduccié dels resultats de la PCR purificada, d’un sol primer (o bé el forward o bé
el reverse), d’un buffer amb la polimerasa, del magnesi i de dNTP i de dNTPS marcats

amb fluorescencia.

En aquesta reaccié la funcié de la polimerasa només sera amplificar una de les dues
cadenes (que dependra del primer que s’haura afegit) i aturar la seqlienciacié quan es

trobi amb un dNTP marcat amb fluorescencia.

2. La polimerasa s’anira aturant cada cop que es trobi un dNTP marcat amb
fluorescéncia, de manera que el resultat final sera milions de fragments amb llargades

completament diverses amb el darrer nucleotid marcat.
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3. A aquest resultat obtingut se li correra un gel d’agarosa de manera que es munta

una especie de puzle on es veu tota la seqliencia amb la mutacid.
5. Els resultats es presenten en format d’electroferograma.

6. Gracies al Bioedit (tot i que es poden usar altres programes informatics) es podra
veure els resultats dels electroferogrames en forma de pics, de manera que la

normalitat regiria en un pic i per a la mutacio un doble pic.

També cal comentar que si s’afegeix algun fragment o es produeix una delecio, a partir

d’aquests, tots els resultats tindran format de doble pic.

Al finalitzar tot aquest procés [Annex l.iv], que es produeix des de I'obtencié de la sang
del pacient, fins analitzar els resultats en forma d’electroferograma, s’haura comprovat
si realment aquella mutacié que es prediu podria ser la causa, realment es troba en el

genoma del pacient.

El seglient pas seria transportar aquests estudis teorics a la practica. En el cas de I'EIEE,
és I'Hospital Universitari de Bellvitge que ha realitzat un pas més i gracies als Danio
rerio, els peixos zebra, estan intentant comprovar si aquests gens mutats soén
veritablement I'origen de la malaltia. Tot i aix0, encara queda molta feina per a fer pel

gue encara no se n’han pogut concloure resultats significatius.

El motiu pel qual es va triar el peix zebra és degut a que geneticament és molt més
similar als humans que no pas la Drosphila melanogaster** (la mosca del vinagre) o que
els Caenorhabditis elegants™* (els cucs de terra). Carlos Torroja, investigador del CNIC
(Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares) afirma que “el 71% dels gens
humans tenen la seva contrapartida en el peix, aixi com el 82% dels 3.200 gens humans

implicats en alguna malaltia” *°.

41> pagina 88 de I'index de Referéncies
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A més, sén més facils de manipular i mantenir que no pas les cries de ratoli ** i sén

capacgos de reproduir atacs epiléptics pel que resulten idonis per a la realitzacié de

farmacs contra la epilépsia, i per a la investigacid de I'EIEE en si.

Fotografia 11 . Peix Zebra

A continuacié s’aplicara el protocol a cinc casos reals, les dades dels quals s’han

proporcionat de manera anonima per a la realitzacié d’aquest treball.

“ Pagina 88 de I'index de Referéncies
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4.2 PACIENT 1

Gracies als resultats del primer filtratge en I'Excel, en el qual s’apliquen tots els
parametres descrits en el protocol i de la posterior comprovacié en I'Exac Browser i
I"UCSC Broswer (el programa IGV analysis estava inoperatiu en els moments de cerca),
es va poder arribar a la conclusié que en el pacient 1 d’entre totes les variants era la
del cromosoma 9, posicié 138671275, la que podia causar-li la malaltia, ja que el gen

que es veia afectat era el KCNT1, descrit anteriorment en altres pacient de recerca per

I"EIEE.
& Chigm . Posltion . Consquence & Filler & Zanoistion - Fisge & ZBewCound & Ll Humber & Nowberof Homozygotes » Lieiy Frequency ]
] MMM pAgIRiCys BALL ik 2 12918 .| ol el L] ||
¥ BACL  wynaonymous 3 12111 i) el i cist i [ |
§ BALS  minsenis 1 129108 — I
3 PALS FyTHON T | 129100 H GaDoOTER | ]
PALE nynanyTdul 1 28088 v e e e I

Fotografia 12. Conservacié del cromosoma 9, posicié 138671275 a I'EXAC Browser.

Si s’observen les variants que es troben en el cromosoma 9, es veu que se’n
produeixen d’altres pero cap la que tindria el pacient, pel que esta representant que
aquesta variant no s’ha descrit abans i que per tant, s’hauria de continuar la

investigacio per a poder afirmar si és |'origen de I'EIEE o no.
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SequEnCes
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Human ESTs That Hawe Been Epliced
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L)
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Fotografia 13 . UCSC Browser. Canvi que es produeix en el gen (apareix una G i tindria que apareixer una A).
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En aquesta imatge del programa UCSC Browser es pot veure el canvi (encerclat en
vermell) que es produeix en el gen KCNT1, ja que el pacient té una Guanina enlloc

d’una Adenina.

A més, si s’observa I'apartat “100 vertebrates Basewise Conservation by PhyloP” es veu
que és una regié que esta molt conservada, ja que el percentatge (en blau) és molt alt i

a més compta amb una regio rosa, que simbolitza una conservacié molt i molt elevada.

Si s’observa també |'apartat “Multiz Alignements of 100 Vertebrates” es veu que el
codd que formara aquesta Guanina, més les dos Citosines que la segueixen, formaran
segons la taula universal de codons, I'aminoacid Alanina (Ala), quan en realitat tothom
hauria de tenir I'aminoacid Treonina (Thr) que es forma a partir del codé Adenina més

dos Citosines.

Aixi doncs, a partir d’aquests resultats, en els quals veiem un canvi de nucleotid en una
regid molt conservada i posteriorment un canvi d’aminoacid, ja es podria comencar a
determinar que possiblement aquest canvi d’aa, podria fer variar la proteina i iniciar
aixi una cadena d’elements que no farien la funcié que els pertocaria, podent acabar

provocant I'EIEE.

Gracies als resultats obtinguts en els darrers programes d’internet, es pot concloure
gue d’entre totes, la variant del cromosoma 9, posicié 138671275, afectant el gen

KCNT1 és la que té més possibilitats d’originar la malaltia.

A partir de les taules del seglient Excel també es pot extraure altra informacié com per
exemple el fet de que es canvii una Guanina per una Adenina i que per tant I'efecte
gue causa és Moderate; que el parametre de qualitat és el maxim (999); que resulta un
gen codificant; que el seu coverage és de 212; que es tracta d’un SNP, un canvi puntual
i que es tracta d’'una mutacié de-novo, és a dir, que apareix per primera vegada en la
familia. Fet que es pot comprovar altra cop mirant els genotips del pacient i dels seus

pares, ja que el primer és 0/ 1iels darrers sén 0/ 0.
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Ara s’iniciara la tecnica Sanger amb el disseny dels primers, perd abans de que aixo
succeeixi, s’haura d’anar al Word on hi ha tota la seqiéncia, i s’hauran de seleccionar
uns 70-80 nucleotids per davant i per darrera i es deixaran entre tancaments, és a dir,

entre [ ]. El resultat sera el seglient:

cgtgggaccctgeectgagacccecatagecaagacagtgggecectgecctgagacccceccacagecatgggaccecgecctgagac

ccccacagccacatgatcatgggeccccaccctgagacctcctacaaccaccatgggecccgecctgagecgect[gectcecccagGe
TCTTCCCCAGCCTCAGCATCACCACGGAGCTCACCCACCCTTCCAACATGCGCTTCATG CAGTTCCGCG

CCAAGGACAGCTACTCTCTGGCTCTTTCCAAACTAGAAAAGgtgagcagccectgecccgtgecagetgeccaccccag
aatccc]agaaagagtgggagaaaggggctcaggggaaagggggccagtgecatgggaggetgggctectgecgecctectgetggg
gaactcaggagatggcgtggggggcccageatggacagggtgctctigatggtggaaccaggagatggaggeagggcsgt

Un cop realitzat aix0, s’haura d’anar a la pagina d’internet Primer 3 Input, i copiant tot
aquest fragment i aplicant els procediments adequats descrits al protocol, s’obtindra el

seglient:

Primer3 Output

Mo mispriming library specified
Using 1l-based sequence positions

OLIGO start _len tm ge% _any th _3' th hairpin seq
LEFT PRIMER 123 21 59.89 52.38 8.8 B.0a 8.88 agacctcctacaaccaccatg
RIGHT PRIMER 349 21 59.81 52.38 2.e 2.ea @.08 ccoctttctocccactotttct

SEQUENCE SIZE: 487
INCLUDED REGION SIZE: 487

PRODUCT SIZE: 227, PAIR ANY_TH COMPL: @.@@, PAIR 3'_TH COMPL: ©.8@
TARGETS (start len

1 cgtgeggaccctgoccctgagacccccatagccaagacagtgEggccctgocctgagacoccc

61 ccacagccatgggaccocgocctigagacccoccacagoccacatgatcatgggoccoccacce

121 tgagacctcctacaaccaccatgggocccgoocotgagoocgootgooctoccocoagaCTCTT
FEEFERERERRR RN ER e

181 CCCCAGCCTCAGC&TCACCACGGAGCTCACCCHCCCTTCCAACATGCGCTTCHTGCAGTT

241 CCGCGCCﬂAGGHC&GCTHCTCTCTGGCTCTTTCC&AACT&G&AAAthgagcagccctgc

381 cccgtgocagoctgocaccoccagaatocccagaaagagtgggagasaggEgctcagEggaas
.EC-:")-CHh.:-\:i:-iﬂ-:“S-CH3-\:i::i:.:“-i‘xh.:-\:i::i:.:-tS-CHh.:-\:i::i:<<<<<c{<<<<{c{<<<<{c{
3861 ggggeccagtgccatgggagectgggctoctgocgoccctocctgctggggaactcaggaga

421 tggcgtgggsggcccagratggacaggetgotocttgatggtggaaccaggagatggagge

481 agggcgt
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KEYS (in order of precedence):
#Esaas fapget

»rrer» left primer

<<<<<< right primer

ADDITIONAL OLIGOS

start _len tm gc¥ _any_th _3' th hairpin se
1 LEFT PRIMER 128 21 59.45 57.14 @.a8 a.ee @.e@ ctgagacctcctacaaccacc
RIGHT PRIMER 261 28 B6B.32 60.88 @.a8 a.ee @.e8 ctttcccctgagoccotttc

PRODUCT SIZE: 242, PAIR ANY_TH COMPL: ©.8@, PAIR 3'_TH COMPL: @.@e

(%]

LEFT PRIMER 116 21 59.45 57.14 @.a8 a.ee @.e8 caccctgagacctcctacaac
RIGHT PRIMER 352 21 61.46 57.14 @.a8 a.ee @.80 gagcccctttctcccactett
PRODUCT SIZE: 237, PAIR ANY_TH COMPL: @.88, PAIR 3'_TH COMPL: @.e@

w

LEFT PRIMER 89 28  68.11 55.08 1.18 1.18 @.88 ccccacagccacatgatcat
RIGHT PRIMER 354 2@ 61.2@ 608.08 .88 a.ee 9.88 ctgagccccttictoccact
PRODUCT SIZE: 266, PAIR ANY_TH COMPL: @.@@, PAIR 3'_TH COMPL: @.ee

Statistics

con  too in in not no tm tm  high high high high

sid many tar excl ok  bad GC  too  too any_th 3'_th hair- poly end

ered Ns get reg reg GC% clamp low high compl compl pin X stab ok
Left 422 @ a a a 16 @ 1 175 @ 4 74 82 a 5%
Right 546 @ a a a 11 @ 1 13z @ a a 41 a 38l
Pair Stats:

considered 36324, unacceptable product size 36262, tm diff too large 57, primer in pair overlaps a primer in a better pair 114593, ok 5
libprimer3 release 2.3.6

Fotografia 15. Primers dissenyats a la pagina Primer 3 Input.

D’entre aquests possibles primers, es valorara com a primera opcid el que ens trobem
en primer lloc. Compta amb molts zeros als apartats “any_th”, “3’_th” o “hairpin” i les

temperatures del primer en forward o reverse disten molt poc, 0,08 graus centigrads.

Ara ja es pot comprovar si aquest que s’ha escollit és I'ideal o no. Per aix0, s’haura

d’anar a la pagina UCSC Browser i aplicant parametres s’obtindra el seglient:

|m~9 (343 [ T3

Seale 198 bases| | haig
chiras || 138,671, 208| 138,671, 258| 138,671, 308| 138, 671,354]
Your Sequerice from PCR Search
L -

USSC Genes (ReFSeq, GenBank, ccns, Rde ERHAS & I:cmparatnrr GEnom | CE)
yl i Ak D EK

KCNT1 |4} i+
KCMT1 |4} ; E F ] 7 i+
R T 4‘_33“5“;1"_]1‘]_],353_{3 .................... i
KOMT 1 {jh sttt sttt P FFELEITTEL THF:HNRFHNQFFRAKD S Y LA LS KL EF T tiaitti e iaonon s i

RefSeq Genes
REFIE0 Ganes | -
FUb 1iCAT 1ORS: Sequences 1in SCientific Articles
Sequences
SHPE
Human mfHfs from GenSank
HUREN WRMAZ |

Human ESTs That Have Been Iplqced
Zpliced EXTs

186 _ HIKZTACc Mark (Often Foumd Mear Active Regulatory Elements) on 7 cell lines from EMCODE
Layered HIKZTAC

L]

OHazel Hupersensitivity Clusters in 135 cell types from ENCODE (W3)
DHaze Clusters

Transeription Factor ChIF-seq (181 fFacrors) from ENCODE with Factoroook Motifs
Txnn Factor ChIF

4,88 _ 190 wvertesbrates Baseuize Conservartion by Fhyilol

g g AU N,

MUItiZ Aligrnents of 100 Vertebrates

RNesus

Mﬂ;“ nm " n II L 1]
E lephant

Chicken| I g
E_rropicalis
Zebraf ish
Lampred

Cammon SHES(142)

Eainp 1é HUCISOT {de

Unorph 1E0mE (EOENF 142) Found iR s 1R of SAmMp1es

Fepeat ing Elements by RepeatMasker
RepeatMas ker

Fotografia 16. Comprovacié primer escollit a UCSC Browser.
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En aquesta imatge es pot comprovar el fet de que en la variant no hi ha cap zona
repetitiva ni cap caixa gris en I'apartat “repeat masker” (si I’'hagués, també simbolitza

una repeticio).

Per poder comprovar per una altra via si els primers dissenyats sén els correctes,

s’haura d’anar a la pagina BLAST.

Primer pair 1

Sequence (7-=3") Length Tm GC% Self complementarity Self 3 complementarity
Forward primer AGACCTCCTACAACCACCATG 21 5909 5238 400 4.00
Reverse primer CCCCTTTCTCCCACTCTTTCT 21 5901 5238 1.00 0.00

Products on target templates
=NC 000009.12 Homo sapiens chromosome 9, GRCh38.p2 Primary Assembly
product length =

Features associated with this product:
potassium channel subfamily T member 1 isoform 1

potassium channel subfamily T member 1 isoform 2

Forward primer 1 AGACCTCCTACAACCACCATE 21
Template 135779387 e e, 135779327
Reverse primer 1 COCCTTTCTOCCACTOTTTOT 21
Template 135779533 civeiinaaniianainanns 135779513

Fotografia 17. Comprovacid primer escollit a BLAST.

En aquesta imatge del programa, es pot comprovar com el “product length” (227) és el
mateix que el “product size” de la pagina Primer 3 Input. A més, si es baixa la pagina
Blast en la qual s’han obtingut els resultats de la imatge, es pot veure que els nombres
corresponents al forward i reverse de la resta de possibles primers sén tots diferents

entre si.

Aquest cumul de circumstancies serveixen per verificar i acceptar el primer que s’ha
dissenyat, format per AGACCTCCTACAACCACCATG en forward i
CCCCTTTCTCCCACTCTTTCT en reverse. Aquests es deixaran ben especificats en el Word
on es troba la seqliencia (s’ha de recordar que per a al primer en reverse se I'hi haura
de fer el complementari). El resultat sera el seglient:

cgtgggaccctgcecctgagacccccatageccaagacagtgggecctgecctgagacccccccacagecatgggaccccgecctgagac
ccccacagcecacatgatcatgggeccccaccctgagacctectacaaccaccatgggccccgecctgagecgect[gectecccccagGC

TCTTCCCCAGCCTCAGCATCACCACGGAGCTCACCCACCCTTCCAACATGCGCTTCATG CAGTTCCGCG

CCAAGGACAGCTACTCTCTGGCTCTTTCCAAACTAGAAAAGgtgagcagccectgecccgtgecagetgecaccccag

aatccclagaaagagtgggagaaaggggctcaggggaaagggggccagtgecatgggaggcetgggctectgecgeectectgetggg
gaactcaggagatggcgtggggggeccageatggacagggtgctcttgatggtggaaccaggagatggaggeagggegt

Ara es realitzara la PCR afegint tots els components necessaris.

42



| Encefalopatia Epileptica d’Inici Precog

1 |EPOO6 KCNT1 62 299
2 |EPO12 KCNT1 62 299
3 |EPO13 KCNT1 62 299
4 |C-

Testar en agarosa 1,5% (TBE 1X):

Fotgrafia 18. PCR amb primer que s’ha dissenyat. Mare error.

Com que al realitzar la técnica només van sortir les bandes del pacient i del pare, pero
no la de la mare, i al no sortir cap banda a la part de I'aigua, volia dir que realment la
PCR havia estat realitzada correctament pero per algun motiu la de la mare no va sortir

bé, pel que es va realitzar una altra especificament per ella.

1 |EPO12 KCNT1 62 299

Testar en agarosa 1,5% (TBE 1X):

Fotgrafia 19. PCR en la qual la mare ja es veu.
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Amb aquesta ja es van obtenir els resultats desitjats en el gel d’agarosa 1,5% i per tant

la técnica va sortir correctament.

A les mostres de la PCR se li van realitzar la Purificacié amb el procediment adequat,

per poder acabar de netejar alguna possible bruticia.

Mostres per a purificar:

Num | PACIENT PCR

1 EPO06 KCNT1 PCR 3246-13
2 EP012 KCNT1 PCR 3247-13
3 EPO013 KNCT1 PCR 3246-13

| finalment es va produir la seqilienciacié de les mostres purificades.

Mostres: 1 | EP006_KCNT1_350635_F (PUR 671/13 14) | 2l

2 | EP012_KCNT1_350635_F (PUR 671/13 15) | 2l

3 | EP013_KCNT1_350635_F (PUR 671/13 16) | 2ul

En el procés, la polimerasa es va aturar cada cop que es va trobar amb un dNTP de
fluorescéncia, de manera que el resultat final va ser milions de fragments amb
llargades completament diverses amb el darrer nucleotid marcat. A aquests se’ls hi va
correr un gel d’agarosa i es van enviar a un equip especialitzat del centre on gracies al

Bioedit es van poder veure en forma d’electroferogrames:
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Q0 100
G C A G T T CC G C cC CA A G G AC A G

EP006
Afecte
Het. G/A

EPO12
Sa (mare)
Hom. G/ G

EPO13
Sa (pare)
Hom. GJ/G

Fotografia 20. Electroferogrames del pacient, mare i pare en el Bioedit.

En la imatge es pot comprovar com en la mateixa regié on al pacient se li produeix la

variant, ell compta amb un doble pic mentre que els seus pares solament en tenen un.

Amb aixd es pot concloure que aquesta mutacié estudiada és la causa de 'EIEE, ja que

ha estat descrita previament en un pacient amb aquesta patologia.
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4.3 PACIENT 2

Gracies als resultats del primer filtratge en I'Excel, en el qual s’apliquen tots els
parametres descrits en el protocol i de la posterior comprovacié en I'Exac Browser i
I"UCSC Broswer (el programa IGV analysis estava inoperatiu en els moments de cerca),
es va poder arribar a la conclusié que en el pacient 2 d’entre totes les variants era la
del cromosoma 5, posicié 161317999, la que podia causar-li la malaltia, ja que el gen
que es veia afectat era el GABRA1L, descrit anteriorment en altres estudis d’altres

centres de recerca per 'EIEE.

Variants

Al Mzsense + LoF LoF Include filkered [nonPASE] varianks Inwedt (highlight fare variants)

e ——
Fotografia 21. Conservacié del cromosoma 5, posicié 161317999 a I'EXAC Browser

En aquesta imatge de I’'EXAC Browser es pot veure com no hi ha cap variant descrita

anteriorment i vol dir que s’hauria de continuar la investigacid per a poder afirmar si és

I'origen de I'EIEE o no.

|crf5 da [ NN W T FEe-«aii.d

Scale 2 DasEEf { rgle

chrS I 181 ,317,937| T 181,317,993 @ 81,317,999 T 181,318, sos] N
—

LCSC Caned (RefSea, GenBank, CODES, Rfam, TRHAS & COMPArart «we Gandeici)

CGRERAL [ I

[t LT I
yy——————— ]
el B I T
GRERAL

R#rieq Gernes

T
ORERAL

L "
-— Y W YV /.

B
CHREFRFA L

Piman EXTs That kHave Been Epldced
e Ly _______________________________________________________________________________________|]
lod _ HIKETAC Mark (OFTen Found Hesr AcTive Regulatory Elemsents) on 7 cell lines from EMHCODE
Langered HM2TAC

8 _

DHxze] HgoerSensitivity Clusters in 128 o1l types from EMCODE (U35
OHase Clusters
| Trangcr ipk jon Factor ChIF-seq (161 Factors) froe ENCODE with Factorbook Mot ifs
TEm Factor CniF
4,00 LS WErTEReRTEE Bl (En ComEmesaT e B PRy oE

e

4.8 _
MUITIE Alignesnts of 180 Verteorated

LA T N

Rhesus 1 L

choby 3 L

Bog T L

E lephant I L

G i C o 1 L

E_Tropichlis I L

29 &t 5T I L

LA oy T L

Simple Hucleot ide Polgsorphisss (olSHP 142) Fourd in = I8 of Samples

Common FHPECI42)
Repeat ing Elsents DY Repsatrasker

Feoent oz oer

Fotografia 22. UCSC Browser. Canvi que es produeix en el gen (apareix una C i tindria que aparéixer una G)
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En aquesta imatge del programa UCSC Browser es pot veure el canvi (encerclat en
vermell) que es produeix en el gen GABRA1, ja que el pacient té una Citosina enlloc
d’una Guanina. A més, si s'observa I'apartat “100 vertebrates Basewise Conservation
by PhyloP” es veu que és una regié que esta conservada, ja que el percentatge (en

blau) és forga alt.

Si s’observa també |'apartat “Multiz Alignements of 100 Vertebrates” es veu que el
codd que formara aquesta Citosina, més la Timina (que sera I’Uracil) i I’altra Citosina
que la segueixen, formaran segons la taula universal de codons, I'aminoacid Leucina
(Leu), quan en realitat tothom hauria de tenir I'aminoacid Valina (Val) que es forma a

partir del codé Guanina, Timina (que sera I’Uracil) i Citosina.

Aixi doncs, a partir d’aquests resultats, en els quals veiem un canvi de nucleotid en una
regid conservada i posteriorment un canvi d’aminoacid, ja es podria comencar a
determinar que possiblement aquest canvi d’aa, podria fer variar la proteina i iniciar
aixi una cadena d’elements que no farien la funcié que els pertocaria, podent acabar

provocant I'EIEE.

Gracies als resultats obtinguts en els darrers programes d’internet, es pot concloure
qgue d’entre totes, la variant del cromosoma 5, posicié 161317999, afectant el gen

GABRAL1 és la que té més possibilitats d’originar la malaltia.

A partir de les taules del seglient Excel també es pot extraure altra informacié com per
exemple el fet de que es canvii una Citosina per una Guanina i que per tant I'efecte
gue causa és Moderate; que el parametre de qualitat és el maxim (999); que resulta un
gen codificant; que el seu coverage és de 175; que es tracta d’un SNP, un canvi puntual

i que es tracta d’'una mutacié de-novo.

47



| Encefalopatia Epiléptica d’Inici Precog

juaioed |ap juelIeA B| 9p [99XT "€ eljeaSo3o4

1d 258N d5 263N bo z5eN 19 258N d0°Z58N 197268N 1d 158N d5 158N bo 158N 19 158N dOo1seN 197158N 1d 068N
ng 14 5d Hd 0d dd 0d Ng g 14 Ad rd 19
45 058N D9 05N 19 058N 407 058N 197 058N nEqsw so0qbq GIpIw G09S ee popgdsa  eaTpopgdsa e Tpoegdsa
Hd od 14 e ad 2d dd vd v AY XY My
cH d43g HN dHAT a5 12)se Juoneld 1aise Juonenioss guaydijo, 210357 418 a1005 Jojiyd  ebawg 141 21035 JH1 pard 141 ++d1ab w
AN ny v SY Y oy d¥ oy NY WY Y AV
Idawe g e
zdd yisae dojiyd M oIPEnga dNSP gH SAYND 1BYND ) L] AYHE 3313
[ hd HY oy v EL av o av il i A
] OROL-3p BEE SEEISZT BE0TOEE wh dis A'EELTS Gl 503191 PORLLEL BIBHFRONN00 LSMT SOOI EMO0D:
13HD 18 o4 g0a *Ad IAH 130M ¥dd da uozy 1dposuer) Gupog
X M A n L S H (8] d ] M W
Buipas e d Ul | WSS S YD ALST TALIZ TALIT SN NI ISNASSIAISNTE ALHIT0W BMIODD SN0l 656 g a BEEASIAL 143
adijoig auan  awen auan ueys play ouabueyn uwopon sepg |euohaun; edw 134ayy3 123443 v 1% 434 50d WOHHD
1 A [ | H 5 : | E | | 2 d v

48



Encefalopatia Epiléptica d’Inici Precog

Ara s’iniciara la tecnica Sanger amb el disseny dels primers, perd abans de que aixo
succeeixi, s’haura d’anar al Word on hi ha tota la seqliéncia, i s’hauran de seleccionar
uns 70-80 nucleotids per davant i per darrera i es deixaran entre tancaments, és a dir,

entre [ ]. El resultat sera el segilient:

aaacttttccctccaagaactggatgtcacatggagaaaggatgtgtctaattcccagacctttggtactcatagtaaacctcagagatt
acctttttctaaagtcaaattgctcatctttcttgtgtgttttacttctcagGAGAATATGTTGTTA[TGACCACTCATTTCCAC

TTGAAGAGAAAGATTGGCTACTTTGTTATTCAAACATACCTGCCATG CATAATGACAGTGATTCTCTCA

CAAGTCTCCTTCTGGCTCAACAGAGAGTCTGTACCAGCAAGAACTGTCTTTGgtaagtcccaatcaagatacat
a)cgcaaggaagggtatggaagacaagttatgtcatatctgtgacactgcaaagagaaataaaaaaaaatatacactcaaatattaag

ttcatataacagaaagtttcaaggaattgccactctcattatggtatatattttitaaaactatttaactagcaagctgtttt

Un cop realitzat aix0, s’haura d’anar a la pagina d’internet Primer 3 Input, i copiant tot
aquest fragment i aplicant els procediments adequats descrits al protocol, s’obtindra el

seglent:

Primer3 Output

No mispriming library specified
Using 1-based sequence positions

OLIGO start _len tm gc¥ _any th 3" th hairpin seq
LEFT PRIMER 111 23 57.42 34.78 2.2 2.00 2.00 tgctcatctttctigtgtgtttt
RIGHT PRIMER Iid 22 58.47 45.45 2. 00 2,60 2.20 acttgtcttccataccottact

SEQUENCE S5IZE: 487
INCLUDED REGIOMN SIZE: 487

PRODUCT SIZE: |234f PAIR ANY_TH COMPL: @.89@, PAIR 3'_TH COMPL: ©.00
TARGETS (start len

1 aaacttttccctccaagaactggatgtcacatggagaaaggatgtgtctaattcccagac
61 ctttggtactcatagtaaacctcagagattacctttttctaaagtcaaattgctcatett
333333335

121 tcttgtgtgttttacttctcagGAGAATATGTTGTTATGACCACTCATTTCCACTTGAAG
222222222000 EAAAR RN A RN AR AR AR

181 AGAAAGATTGGCTACTTTGTTATTCAAACATACCTGCCATGCATAATGACAGTGATTCTC

AERRan o R

241 TCACAAGTCTCCTTCTGGCTCAACAGAGAGTCTOTACCAGCAAGAALCTEGTCTT TG taag

ok i o ol ok R B R ok ool ok B @R Rk R R o ok ok B R R . d i ol ok ok R s ok R ok ook R &

49



Encefalopatia Epiléptica d’Inici Precog

391 tcccaatcaagatacatacgcasggaagggtatgpaagacaagttatgtcatatetgtgs
FReREREREENAERNRNND L CL L L L L L

361 cactgcaaagagaaataaaaaaaaatatacactcaaatattaagttcatataacagaaag

421 tttcaaggaattgocactoctcattatggtatatattttttaaaactatttaactagoaag

481 ctguttt

KE¥YS (in order of precedence):
pEEREY target

»r322> left primer

¢t right primer

ADDITIONAL OLIGOS

hairpin seq

start _len tm gc% _any_th _3' _th

1 LEFT PRIMER 188 23 57.22 34.78 (==t a.88
RIGHT PRIMER 241 22 BE.63 S@.0a (==t a.88
PRODUCT SIZE: 234, PAIR ANY_TH COMPL: ©.8&, PAIR 3'_TH COM

2 LEFT PRIMER 122 24 57.71 41.67 (==t a.88
RIGHT PRIMER 271 23 57.85 3%.13 (==t a.88
PRODUCT SIZE: 258, PAIR AMNY_TH COMPL: ©.8&, PAIR 3'_TH COM

3 LEFT PRIMER 1a3 24 57.35 33.33 ©.ea @.8a
RIGHT PRIMER 375 22 58.132 46.91 ©.ea @.8a
PRODUCT SIZE: 273, PAIR ANY_TH COMPL: ©.08, PAIR 3'_TH COM

4 LEFT PRIMER 21 22 59.09 45.45 ©.ea @.ea
RIGHT PRIMER 449 23 58.79 43.48 ©.ea @.ea

PRODUCT SIZE: 429, PAIR ANY_TH COMPL: ©.88, PAIR 3'_TH COM

Statistics
con too in in not no tm tm
sid many tar excl ok bad GC too too
ered Ns get reg reg GC% clamp low high
Left 545 a 2] <] @ 57 =] 389 a
Right 739 a 2] <] @ 395 =] 246 a
Pair Stats:

considered 24897, unacceptable product size 24891, primer in
libprimer3 release 2.3.6

(primer3_results.cgi release 4.0.8)

@.28 asttgctcatctttocttgtgtet
@.28 tgtcttccataccocttccttge
PL: @.22

a.2e cttgtgtgttttacttctcagGAG
@.28 tctttgcagtgtcacagatatga
PL: @.22

2.28 agtcaaattgctcatctttcttgt
2.28 tttctctttgcagtgtcacaga
PL: @.@2

@.28 tggatgtcacatggagaaagga
@.28 accataatgagagtggcaaticco
7.

PL: 93
high high high high
any_th 3'_th hair- poly end
compl compl pin X stab ok
a a 54 13 a 122
a a 25 1 a 72

pair overlaps a primer in a better pair 2372, ok &

Fotografia 24. Primers dissenyats a la pagina Primer 3 Input.

D’entre aquests possibles primers, es valorara com a primera opcié el que ens trobem

en primer lloc. Compta amb molts zeros als apartats “any_th”, “3’_th” o “hairpin” i les

temperatures del primer en forward o reverse d

isten poc, 1’05 graus centigrads.

Ara ja es pot comprovar si aquest que s’ha escollit és I'ideal o no. Per aix0, s’haura

d’anar a la pagina UCSC Browser i aplicant parametres s’obtindra el seglient:
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chrs (o34> [ TN ] 2 o1 4. 3E i AN [ T EE W EBEERT T O]

Teale 188 bases| { ha19

chrS 181,317, aval 181, 31'." T 181,318, dsal 181,318, aSa| 181,318, 108

Your Sequence from FCR Search
L  ——
UCEC Genes (Refiea. Gensanl-c COOS . RFak, L CRHAE L Coubatat L) Dot ik

GRBRAL T T 3 ; EFEIMTMILS ! I

CRABRAL T T

GRABRAL T T

GRBRAL T T

GRABRAL BT T

Rerseh GeErmes
RefSeq Dernes

Full 14 CAT §ONS: SequenceEs in Scientific MArticies
Sequences
FHFE

Hunan BEHAS from GenSank
Human mEMAS

Human ESTs That Hawe Been Spliced
Spliced ESTs

188 _ HEKSTAC Mark (Often Fourd Hesr ACTive Regularory Elsments) on 7 C211 lines from ENCODE
Lawered HIKITAC
-]

OHasel HUPpSrsSEnNsSiTiviTy ClusTters in 125 cell tupes from EMCODE (W3
DHase Clusters

Transcription Factor ChIF-Seq (181 Factors) from ENMCODE with Factorbook Mot ifs
Tur Factor chiF

4,88 _ FECTEDCATES BASSW | S8 CONSErvar ion oy Fhg 1or

e (11T T T T T

MUTEIZ ATiSrments of 108 Vertebrates

Fnesus I

mouse TN

Doz SN D

E lephant

Chicken

R_rropicalis |
Zebraf ish |l

Lamprey ———g I

Simp le HucCleoride FOlGnorphisms (EoSHF 142) Found n >= 1% of Samples

Commor SHFS{142)
Repeat ing Elements by RepsatHasker

RepeatMas ker

Fotografia 25. Comprovacid primer escollit a UCSC Browser.

En aquesta imatge es pot veure el fet de que en la variant no hi ha cap zona repetitiva
cap caixa gris en l'apartat “repeat masker” (si I’hagués, també simbolitza una

repeticiod).

Per poder comprovar per una altra via si els primers dissenyats sén els correctes,

s’haura d’anar a la pagina BLAST.

Frimer pair 1

Sequence (5-=3) Length Tm  GC% Self complementarity Self 3’ complementarity
Forward primer TGCTCATCTTTCTTGTGTGTTTT 23 5742 3478 200 0.00
Reverse primer ACTTGTCTTCCATACCCTTCCT 22 5847 4545 200 0.00

Products on target templates
=NC 000005 10 Homa sapiens chromasome 5, GRCh3E.p2 Primary Assembly

Eamma -c"".".".' '._-"1: tunit alpha-1 precursor

Eamma-aminpbutyric acid receptor subunit alpha-1 precursor
Forward primer 1 TECTCATCTTTCTTETGTGTTTT 23
Template IGLBIOEBE . ..iissssssmsssnssasnss 1B1E90EEE
Reverse primer 1 ACTTETCTTCCATACCCTTOCOT 22
Template IB1BIIRIY ....vvvvanawnanansneene 1E1B91B7E

Fotografia 26. Comprovacié primer escollit a BLAST.
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En aquesta imatge del programa, es pot comprovar com el “product length” (234) és el
mateix que el “product size” de la pagina Primer 3 Input. A més, si es baixa la pagina
Blast en la qual s’han obtingut els resultats de la imatge, es pot veure que els nombres
corresponents al forward i reverse de la resta de possibles primers son tots diferents

entre si.

Aquest cumul de circumstancies serveixen per verificar i acceptar el primer que s’ha
dissenyat, format per TGCTCATCTTTCTTGTGTGTTTT en  forward i
ACTTGTCTTCCATACCCTTCCT en reverse. Aquests es deixaran ben especificats en el
Word on es troba la seqiiéncia (s’ha de recordar que per a al primer en reverse se |'hi

haura de fer el complementari). El resultat sera el seglient:

aaacttttccctccaagaactggatgtcacatggagaaaggatgtgtctaattcccagacctttggtactcatagtaaacctcagagatt
acctttttctaaagtcaaattgctcatetttettgtgtgttttacttctcagGAGAATATGTTGTTA[TGACCACTCATTTCCAC
TTGAAGAGAAAGATTGGCTACTTTGTTATTCAAACATACCTGCCATG CATAATGACAGTGATTCTCTCA

CAAGTCTCCTTCTGGCTCAACAGAGAGTCTGTACCAGCAAGAACTGTCTTTGgtaagtcccaatcaagatacat
a]cgcaaggaagggtatggaagacaagttatgtcatatctgtgacactgcaaagagaaataaaaaaaaatatacactcaaatattaag
ttcatataacagaaagtttcaaggaattgccactctcattatggtatatattttttaaaactatttaactagcaagctgtttt

Ara es realitzara la PCR afegint tots els components necessaris.

MOSTRA GEN Tm | MIDA (pb)
1 |NP0067-1 GABRA1_NP0O067 57.2 250
2 | NP0067-2 GABRA1_NP0O067 57.2 250
3 | NP0067-3 GABRA1_NP0O067 57.2 250
4 |C- 57.2

Testar en agarosa 1,5% (TBE 1X):

.

Fotografia 27. PCR amb primer que s’ha dissenyat.
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La PCR de les mostres on se lis va correr un gel d’agarosa al 1,5 %, va sortir
correctament, ja que es poden visualitzar les bandes del pacient, de la seva mare i del
seu pare, pero no en les que hi havia solament aigua (serveix per a comprovar que la

tecnica es produeixi correctament).

Després es va realitzar la Purificaciéo amb el procediment adequat, per poder acabar de

netejar alguna possible bruticia.

Mostres per a purificar:

Num | PACIENT PCR

1 NP0O067-1_GABRA1_NP0067 | PCR3254-13 1

2 NP0O067-2_GABRA1_NP0067 | PCR3254-13 2

3 NP0067-3_GABRA1_NP0O067 | PCR 3254-13 3

| finalment es va produir la seqlienciacid de les mostres purificades.

Mostres:
1 | NP0067-1_GABRA1_NP0067_F (PUR .
674/13 3) H
2 | NPO067-2_GABRA1_NP0067_F (PUR N
674/13 4) H
3 | NPO067-3_GABRA1_NP0067_F (PUR .
674/13 5) H

En el procés, la polimerasa es va aturar cada cop que es va trobar amb un dNTP de
fluorescéncia, de manera que el resultat final va ser milions de fragments amb
llargades completament diverses amb el darrer nucleotid marcat. A aquests se’ls hi va
correr un gel d’agarosa i es van enviar a un equip especialitzat del centre on gracies al

Bioedit es van poder veure en forma d’electroferogrames:
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20 \ o0
MPOOG7-2 GACAGTG&TTG'\TCTC&C&&GT
Sa (mare) [
Hom. CfC

MNMPOOGT-2
Sa (pare)
Hom. CfC

Fotografia 28. Electroferogrames del pacient, mare i pare en el Bioedit.

En la imatge es pot comprovar com en la mateixa regié on al pacient se li produeix la

variant, ell compta amb un doble pic mentre que els seus pares solament en tenen un.

Amb aix0 es pot concloure que aquesta mutacidé estudiada és la causa de I'EIEE, ja que

ja ha estat descrit préviament com a causant de la malaltia.
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4.4 PACIENT 3

Gracies als resultats del primer filtratge en I'Excel, en el qual s’apliquen tots els
parametres descrits en el protocol i de la posterior comprovacié en I'Exac Browser i
I"UCSC Broswer (el programa IGV analysis estava inoperatiu en els moments de cerca),
es va poder arribar a la conclusié que en el pacient 3 d’entre totes les variants era la
del cromosoma X (cromosoma sexual), posicio 48767275, la que podia causar-li la
malaltia, ja que el gen que es veia afectat era el SLC35A2, descrit anteriorment en

altres estudis d’altres centres de recerca per I'EIEE.

Ltk ks Hism o1 Namber of
Variant h = Posltion - mquen P Annotaticn = F Zlisle Freg
& Chrom L Cen = X o @ ANng n g s Count LI LI rygotes L] Hemizygotss ] usnTy ]
X 5757254 PASS  ntron 3 63568 a 1 C.OM00ET1E |

Fotografia 29. Conservacié del cromosoma X, posicio 48767275 a I'EXAC Browser.
En la imatge de I’EXAC Browser es pot veure com hi ha una variant, pero al no resultar

la mateixa que la del pacient, s’hauria de continuar la investigacié per a poder afirmar

si és I'origen de I'EIEE o no.
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Fotografia 30. UCSC Browser. Splicing.
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En aquesta imatge del programa UCSC Browser es pot veure com en aquest cas, el gen
no pateix una variant en quan a canvi de nucleotid i posterior canvi d’aminoacid, siné
gue pateix una mutacié en I'splicing. Aquest resulta un senyal i un error en ell implica

el fet d’incloure o extraure informacié genética de gran rellevancia.

Es per aixd que en I'apartat “100 vertebrates Basewise Conservation by PhyloP” es pot
observar que es tracta d’una regié concreta molt conservada ja que el percentatge (en

blau) és molt elevat.

A més, si es focalitza en I'apartat “Multiz Alignements of 100 Vertebrates” es veu que
hi ha una Timina pero a continuacid la senyal s’altera i es deixen d’unir més nucleotids,

pel que no es formen més codons i es veura alterada la sintesi de la proteina.

Gracies als resultats obtinguts en els darrers programes d’internet, es pot concloure
que d’entre totes, la variant del cromosoma X, posicid6 48767275, afectant el gen

SLC35A2 és la que té més possibilitats d’originar la malaltia.

A partir de les taules del seglient Excel també es pot extraure altra informacié com per
exemple el fet de que es produeixi el canvi en I'splicing fara que s’acabi amb una
Timina quan en realitat tothom hauria d’acabar tenint una Citosina; que al resultar un
canvi en I'splicing 'efecte que causa és High; que la qualitat és de 28,2 (baixa); que
resulta un gen codificant; que el seu coverage és de 149; que es tracta d’'un SNP, un
canvi puntual i que es tracta d’una mutacio de-novo, és a dir, que apareix per primera
vegada en la familia. Fet que es pot comprovar altra cop mirant els genotips del

pacient i dels seus pares, ja que el primer és0/ 1iels darrers sén 0/ 0.
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Ara s’iniciara la tecnica Sanger amb el disseny dels primers, perd abans de que aixo
succeeixi, s’haura d’anar al Word on hi ha tota la seqliéncia, i s’hauran de seleccionar
uns 70-80 nucleotids per davant i per darrera i es deixaran entre tancaments, és a dir,

entre [ ]. El resultat sera el seglient:

ctgggacagggtggggcccatttcteccttetggetcttectgetcatggetgaggeagtaagecggtaggagtcagacccttattgggtg
agggcaggcaggctgagggagcaagtagecatggetaggagggtectgggtgagaaalgaaagggggtegstegtegtatggctatg

ccccagcggcttctgaccccgtccttcccccttgccccttccgttccccaca gCTCACAGGCGCCTGAAGTACATATCCCTA

GCTGTGCTGGTGGTCCAGAATGCCTCCCTCATCCTCAGCATCCGCTACGC]CCGCACGTTGCCAGGGGA
CCGCTTCTTTGCCACCACTGCTGTGGTCATGGCGGAAGTGCTCAAAGGTCTCACCTGCCTGCTGCTGCTC
TTCGCACAGAAGAGGGgtac

U n cop realitzat aix0, s’haura d’anar a la pagina d’internet Primer 3 Input, i copiant tot
aquest fragment i aplicant els procediments adequats descrits al protocol, s’obtindra el

seglient:

Primer3 Output

No mispriming library specified
Using 1-based sequence positions

OLIGO start _len im gek _any th _3' th hairpin seq
LEFT PRIMER 65 22 58.78 58.00 7.082 @.0a 0.90 cggtaggagtcagacccttatt
RIGHT PRIMER ise 28 59.68 55.80 14.66 @.0@ 8.00 CAGCAGTGGTGGCAAAGAAG

SEQUENCE S5IZE: 417
INCLUDED REGIOM SIZE: 417

PRODUCT SIZE: 286, PAIR ANY_TH COMPL: @.0@, PAIR 3"_TH COMPL: ©.00@
TARGETS (start len

1 ctgggacagggtgeggcccatttctoccttotggetettectgetecatggetgaggeagt

61 aagccggtaggagtcagacccttattgggtgagggcaggcaggctgagggageaagtage
BRBIIBIIIBBRIINRBRINND

121 catggc taggagggtcctgggtgagaaagaaagggggtgggtggtggtgtggctatgccc
181 cagcggcttctgaccccgtccttcccccttgccccttccgttccccacagCTCACAGGCG
241 CCTGAAGTACATATCCCTAGCTGTGCTGGTGGTCCAGAATGCCTCCCTCATCCTCAGCAT

301 CCGCTACGCCCGCACGTTOCCAGGOGACCGCTTCTTTGCCACCACTGCTGTGOTCATGGC
""""" CLLLLLLLLLLLLCLLCLLCLLK

361 GGAAGTGCTCAAAGGTCTCACCTGCCTGCTOCTGCTCTTCGCACAGAAGAGGGgtac
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KEYS (in order of precedence):
FeEeed tapget

»rrrrr left primer

<<<<<« right primer

ADDITIONAL OLIGOS

start _len tm gc¥% _any_th _3'_th hairpin se
1 LEFT PRIMER 82 21 62.42 57.14 0.8 o9.ea 9,28 ttattgggtgagggcaggcag
RIGHT PRIMER 381 21 58.85 52.38 .08 a.ae8 9.88 GTGAGACCTTTGAGCACTTCC

PRODUCT SIZE: 3@@, PAIR ANY_TH COMPL: ©.0@, PAIR 3'_TH COMPL: @.@e

2 LEFT PRIMER 19 22 58.72 58.08 .08 a.e8 9.88 catttctcccttctggetettc
RIGHT PRIMER 417 2@ 59.39 55.88 .08 a.e8 9.88 gtacCCCTCTTCTGTGCGAA
PRODUCT SIZE: 399, PAIR ANY_TH COMPL: ©.0@, PAIR 3'_TH COMPL: @.@e

3 LEFT PRIMER 17 2@ 59.37 55.88 .08 a.e8 9.88 cccatttctcccttotgget
RIGHT PRIMER 374 286 59.83 55.0@ 0.88 @.88 9.88 CTTTGAGCACTTCCGCCATG
PRODUCT SIZE: 358, PAIR ANY_TH COMPL: ©.0@, PAIR 3'_TH COMPL: 0.ee

Statistics

con  too in in  not no tm tm  high high high high

sid many tar excl ok  bad GC  too  too any_th 3'_th hair- pely end

ered MNs get reg reg GCh clamp low high compl compl pin X stab ok
Left 635 @ @ 2] 2] 2] 2] 15 123 @ 5 428 @ 2] 72
Right 435 @ @ 2] 2] 2] 2] 1 121 @ @ 11 @ 2] 382
Pair Stats:

considered 165533, unacceptable product size 165485, tm diff too large 124, primer in pair overlaps a primer in a better pair 107098, ok 4
libprimer3 release 2.3.6

(primer3_results.cgi release 4.0.8)

Fotografia 32. Primers dissenyats a la pagina Primer 3 Input.

D’entre aquests possibles primers, es valorara com a primera opcid el que ens trobem
en primer lloc. Compta amb molts zeros als apartats“3’_th” i “hairpin” (tot i que no els
té en l'apartat “any_th”) i les temperatures del primer en forward o reverse disten

molt poc, 0,99 graus centigrads.

Ara ja es pot comprovar si aquest que s’ha escollit és I'ideal o no. Per aixd, s’haura

d’anar a la pagina UCSC Browser i aplicant parametres s’obtindra el seglient:

|chr'>t pi1.23 [

Zcale 109 pases| { mg1a
ChirE 48,767, 280| 48,767, 250 48,767, 300| 48, 'P&'-".SSQl 48, TET, 40|
Your Sequence from PCR Search
L S

GenBank, CCOS, RFam, TRHAS & Comparst ive Genomics)

EREY

8.

Refieq Genes

Rersea Cere:

PUb 1 CAE 4ONE T SEQUENCES in SCIENTific Articies
-

Sequences |
SMPs

Human wRHAS from GenBank

Human mRMHAS

Human ESTs That Hawe Been Spliced
Epliced EETs

188 _ HEIK2TAC Mark (Often Found Mear ACTive Regulatory Elements) on 7 cell lines from EMCODE
Layered HIKZTAC
L]

DHazel HUpSErSensiTivity Clusters in 135 cell tupes from ENCODE (W3
DHaze Ciusters

TranEcription Factor ChRIP-Seg (181 Factors) from ENCODE with Factorbook Motifs
Tar FAcCtor CRIP

“.a8 rertebrates Baseyize Cor ==r VAT fon By P 1oR

—
e, A O AYe U ke

MuUitiz Alicrments of 186 Uertebrates
REesUS

Mou;o -_I-_--_-_II-
Do o Iy ® 1 11
Ele.nh?nt ---—"-
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ISRt i r L, g s e e
Ebraf ish [
Lampres INEE | B S Y . B T N T N VR -
Simple NucleotT ide FOlgmorphisms (JOSNF 142) Found N >= 1R of Sample=s

Common SHPS( 1423
Repeat ing Elements by RepeatMasker

RepeatMasker

Fotografia 33 . Comprovacio primer escollit a UCSC Browser.
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En aquesta imatge es pot comprovar el fet de que en la variant no hi ha cap zona
repetitiva ni cap caixa gris en I'apartat “repeat masker” (si I’'hagués, també simbolitza

una repeticio).

A més, en aqui es pot veure clarament com es passa d’anar originant-se codons i

posteriors aminoacids, a tallar-se la senyal i deixar el darrer codé mal acabat.

Per poder comprovar per una altra via si els primers dissenyats sén els correctes,

s’haura d’anar a la pagina BLAST.

Primer pair 1

Sequence (5.3 Length Tm  GC% Self complementarity Self 3’ complemantarity
Forward primer CGGTAGGAGTCAGACCCTTATT 22 58.70 5000 7.00 3.00
Reverse primer CAGCAGTGGTGGCAAAGAAG 20 5960 5500 5.00 0.00

Products on target templates
*NC 00002311 Homo sapiens chromosome X, GRCh38.p2 Primary Assembly

pP-galactose translocator isoform a

Forward primer

1 CORTASSAGTCABALCETTATT 2
Template 45210182 =

1591814l

Reverse primer 1 CAGCAGTEETGECAAAGARE 20
Template 4BF09877 .sssasnscarnssnaaaas 48903836

Fotografia 34 . Comprovacio primer escollit a BLAST.

En aquesta imatge del programa, es pot comprovar com el “product length” (286) és el
mateix que el “product size” de la pagina Primer 3 Input. A més, si es baixa la pagina
Blast en la qual s’han obtingut els resultats de la imatge, es pot veure que els nombres
corresponents al forward i reverse de la resta de possibles primers sén tots diferents

entre si.

Aquest cumul de circumstancies serveixen per verificar i acceptar el primer que s’ha
dissenyat, format per CGGTAGGAGTCAGACCCTTATT en forward i

CAGCAGTGGTGGCAAAGAAG en reverse.
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Aquests es deixaran ben especificats en el Word on es troba la seqliencia (s’ha de
recordar que per a al primer en reverse se I'hi haura de fer el complementari). El
resultat sera el segiient:

ctgggacagggtggggcccatttctcccttctggctcttcctgctcatggctgaggcagtaagc_gggtg
agggcaggcaggctgagggagcaagtagecatggetaggagggtectgggtgagaaalgaaagggegteggtestegtatggctatg

ccccagcggcttctgaccccgtccttcccccttgccccttccgttccccaca gCTCACAGGCGCCTGAAGTACATATCCCTA

GCTGTGCTGGTGGTCCAGAATGCCTCCCTCATCCTCAGCATCCGCTACGC]CCGCACGTTGCCAGGGGA
CCGETTCTTTGCCACCACTGCTGTGGTCATGGCGGAAGTGCTCAAAGGTCTCACCTGCCTGCTGCTGCTC
TTCGCACAGAAGAGGGgtac

Ara es realitzara la PCR afegint tots els components necessaris.

1 |NPO090-1 SLC35A2_NP0090 64 286
2 | NP0O090-2 SLC35A2_NP0090 64 286
3 | NP0O090-3 SLC35A2_NP0090 64 286
4 |C- 64

Testar en agarosa 1,5% (TBE 1X):

Fotografia 35. PCR amb primer que s’ha dissenyat.

La PCR de les mostres on se lis va coérrer un gel d’agarosa al 1,5 %, va sortir
correctament, ja que es poden visualitzar les bandes del pacient, de la seva mare i del
seu pare (de color blanc), perd no en les que hi havia solament aigua (serveix per a
comprovar que la técnica es produeixi correctament).
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Després es va realitzar la Purificacié amb el procediment adequat, per poder acabar de

netejar alguna possible bruticia.

Mostres per a purificar:

Num | PACIENT PCR

1 SLC35A2_NP0090-1 3301/141
2 SLC35A2_NP0090-2 3301/142
3 SLC35A2_NP0090-3 3301/143

| finalment es va produir la seqilienciacié de les mostres purificades.

Mostres: 1 | SLC35A2_Fw_NP0090-1 2l
2 | SLC35A2_Rv_NP0090-1 2ul
3 | SLC35A2_Fw_NP0090-2 2l
4 | SLC35A2_Rv_NP0090-2 2l

En el procés, la polimerasa es va aturar cada cop que es va trobar amb un dNTP de
fluorescéncia, de manera que el resultat final va ser milions de fragments amb
llargades completament diverses amb el darrer nucleotid marcat. A aquests se’ls hi va
correr un gel d’agarosa i es van enviar a un equip especialitzat del centre on gracies al

Bioedit es van poder veure en forma d’electroferogrames:

130 140
cooa T T o o o O A O G oo T o oA O oA G O ¢
NP0090-1
Afecte
Het. T/C
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130 140
NP0090-2 coo T T C C CC A C g ¢ T o oA ©C A G G C
Sa (mare)
Hom. C/C
130 140

c G T T <o C C 2 A C G o T C A C A G G C
NP0090-3
Sa (pare)
Hom. C/C

Fotografia 36 . Electroferogrames del pacient, mare i pare en el Bioedit.

En la imatge es pot comprovar com en la mateixa regié on al pacient se li produeix la

variant, ell compta amb un doble pic mentre que els seus pares solament en tenen un.

Amb aix0 es pot concloure que aquesta mutacio estudiada és segurament la causa de
I'EIEE, pero per poder-ho ratificar completament i d’aquesta manera intentar eradicar-
la o pal-liar-la, tot i que ja ha estat descrit el gen com a causant de la malaltia, al ser
una mutacié d’splicing, es pot estudiar el RNA per tal de veure si falta o sobra una part

del gen, que donaria a pensar que el lloc d’splicing esta perdut.
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4.5 PACIENT 4

Gracies als resultats del primer filtratge en I'Excel, en el qual s’apliquen tots els
parametres descrits en el protocol i de la posterior comprovacié en I'Exac Browser i
I"UCSC Broswer (el programa IGV analysis estava inoperatiu en els moments de cerca),
es va poder arribar a la conclusié que en el pacient 4 d’entre totes les variants era la
del cromosoma 20, posiciéo 62071037, la que podia causar-li la malaltia, ja que el gen
que es veia afectat era el KCNQ2, descrit anteriorment en altres estudis d’altres

centres de recerca per 'EIEE.

wariant # Chrom - Postion - Conssquencs ¢ FlRW & annotstion = Flages ¢ s Count & ZSBels Nuember & NUTDe of HOMoIygotes & SBebs Frequency
ﬁ FASS m 3 120820 a 0 DoOCTerT
E- FASE  wymonymous 1 12050 a e
Y SASS  mynoAymout H 12082 a e
T3S =" Knd WO 0 Lo ms i 0000
. ST 108 FASS FmGaymou 1 1200807 a 0 00000833

Fotografia 37. Conservacié del cromosoma 20, posicié 62071037 a I'EXAC Browser.

En aquesta imatge del programa EXAC Browser s’observa les variants que es troben en
el cromosoma 20. Es veu que se’n produeixen d’altres perdo cap la que tindria el
pacient, pel que esta representant que aquesta variant no s’ha descrit abans i que per
tant, s’hauria de continuar la investigacié per a poder afirmar si és I'origen de I'EIEE o

no.
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Fotografia 38. Canvi que es produeix en el gen (apareix una C i tindria que apareixer una G).
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En aquesta imatge del programa UCSC Browser es pot veure el canvi (encerclat en
vermell) que es produeix en el gen KCNQ2, ja que el pacient té una Citosina enlloc
d’una Guanina. A més, si s'observa I'apartat “100 vertebrates Basewise Conservation
by PhyloP” es veu que és una regio que esta molt conservada, ja que el percentatge (en
blau) és molt alt i a més compta amb una regid rosa, que simbolitza una conservacio

molt i molt elevada.

Si s’observa també |'apartat “Multiz Alignements of 100 Vertebrates” es veu que el
codd que formara aquesta Citosina, més les dos Citosines que la precedeixen, que en
realitat formaran un codd de 3 Guanines ja que en 'apartat “Refseq Genes” les fletxes
van cap a l'esquerra, és a dir, en reverse, formaran segons la taula universal de codons,
I’'aminoacid Glicina (Gly), quan en realitat tothom hauria de tenir 'aminoacid Arginina

(Arg) que es forma a partir del codé de dos Citosines més una Guanina.

Aixi doncs, a partir d’aquests resultats, en els quals veiem un canvi de nucleotid en una
regid molt conservada i posteriorment un canvi d’aminoacid, ja es podria comencar a
determinar que possiblement aquest canvi d’aa, podria fer variar la proteina i iniciar
aixi una cadena d’elements que no farien la funcié que els pertocaria, podent acabar

provocant I'EIEE.

Gracies als resultats obtinguts en els darrers programes d’internet, es pot concloure
que d’entre totes, la variant del cromosoma 20, posicid 62071037, afectant el gen

KCNQ2 és la que té més possibilitats d’originar la malaltia.

A partir de les taules del seglient Excel també es pot extraure altra informacié com per
exemple el fet de que es canvii una Citosina per una Guanina i que per tant I'efecte
gue causa és Moderate; que el parametre de qualitat és el maxim (999); que resulta un
gen codificant; que el seu coverage és de 369; que es tracta d’un SNP, un canvi puntual
i que es tracta d’'una mutacié de-novo, és a dir, que apareix per primera vegada en la
familia. Fet que es pot comprovar altra cop mirant els genotips del pacient i dels seus

pares, ja que el primer és 0/ 1iels darrers sén 0/ 0.
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Ara s’iniciara la técnica Sanger amb el disseny dels primers, pero abans de que aixo
succeeixi, s’haura d’anar al Word on hi ha tota la seqliéncia, i s’hauran de seleccionar
uns 70-80 nucleotids per davant i per darrera i es deixaran entre tancaments, és a dir,

entre [ ]. El resultat sera el segilient:

aggagagagggctcaggggatgaggggcggecgacaccgaccctggectcactgggecteegtgtggatggtgacacgggggtggce
ccgeatctgtcccatcccaagecccgagtegecagegggegtecage[ctgecctcaggggtgtgageaggeccttegtgtgactagage

ctgeggtcccacagATCACG CTGACCACCATTGGCTACG GGGACAAGTACCCCCAGACCTGGAACGGCAG

GCTCCTTGCGGCAACCTTCACCCTCATCGGTGTCTCCTTCTTCGCGCTG]CCTGCAgtaagtccagetgeecctg

cctgecttggagggggacgaggtcttgtaggetcccgaggtgaccacaggeccctgggeacagttecctaggtgggacctggggeagg
agcagctctcagcaggtccacageccccaggagetggaggtggeagetcagggtcagaggcecttgttccccaaggactg

Un cop realitzat aix0, s’haura d’anar a la pagina d’internet Primer 3 Input, i copiant tot
aquest fragment i aplicant els procediments adequats descrits al protocol, s’obtindra el

seglent:
Primer3 Output

No mispriming library specified
Using l-based sequence positions

OLIGO start _len 4] gcX _any th ' th hajrpin sag
LEFT PRIMER 91 0 60.47 G0.00 [ ] E o 2.00 catctgtcccatcccaagoc
RIGHT PRIMER 315 2 &1.56 60 .80 .00 8. 8d @.09 aggpgcagctgpacttacTs

SEQUENCE SIZE: 487
INCLUDED REGION SIZE: 487

PRODUCT SIZE: 229, PAIR ANY_TH COMPL: 6.98, PAIR 3°_TH COMPL: 0.00
TARGETS (ztarst len

1 AgEARARAEEECtCOBEERAtRABRRRCRRCCRACACCRACCCIRRCCTCACTERBCCTL

61 CETETIREATERtRACACEEERRIRBCCCCgCATLIgRCCCATCCCAdgCCcCcgagtegec

222232222323 920000D>

121 ogcgggcgtccogcctsccctcogsggtgtgogcogsccct'cgtgtgactagoscctgc

181 ggtec cacasAYC-CGCTG.-C(ACCAT TOGGCTACGGGGACAAGTACCCCCAGACCTGGAA

301 AgToagtCCagCtECCCCtgCCtgCCttgRagEEEEaCRAgEtCttgtaggctcccgags

CLLCCCCCCCCCCCCCCCLC

361 tgaccacaggccccTgggcacagtticccraggtgggacctggggcaggagcagetctcag

421 caggtccacageccccaggagetggaggtggcagetcagggtcagaggecttgttcccea
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481 aggsctg

KEYS (in order of precedence):
...... target

»>32»> left primer

€<<<<< right primer

ADDITIONAL OLIGOS

start _len tm gck _any_th _2' th hairpin seg
1 LEFT PRIMER 88 20 62.27 G0 .aa @.aa @.ea @.88 ccgcatctgtcccatcccaa
RIGHT PRIMER 355 28 59.54 oQ.ae @.ae @.ee @.80 ggagcctacaagaccteogtc

PRODUCT SIZE: 268, PAIR ANY_TH COMPL: @.0@, PAIR 3'_TH COMPL: @.ee

2 LEFT PRIMER 92 22 66.48 63.64 @.aa @.e8 @.88 atctgtcccatcccaagocoeg
RIGHT PRIMER 359 21 61.63 6l.9a .aa @.e8 @.88 ctcgggagcctacaagacctc
PRODUCT SIZE: 268, PAIR ANY_TH COMPL: @.@@, PAIR 3'_TH COMPL: 1.23

=]

3 LEFT PRIMER 98 28 64.77 Ja.aa @.aa @.e8 @.88 cccatcccaagoocoogagtc
RIGHT PRIMER 362 28 68.97 oE . ag . ae @.e8 @.88 cacctcgggagcctacaaga
PRODUCT SIZE: 265, PAIR ANY_TH COMPL: @.0@, PAIR 3'_TH COMPL: 128.60

L=

4 LEFT PRIMER 85 28 65.44 Ja.ae @, a8 @.e8 @.88 goccccgeoatoctgtoccatac
RIGHT PRIMER 365 28 63.14 65.08a @.aa @.e8 @.88 ggtcacctcgggagoctaca
PRODUCT SIZE: 281, PAIR ANY_TH COMPL: ©.28, PAIR 3'_TH COMPL: 6.46

Statistics
caon too in in  not no tm tm  high high high high
sid many tar excl ck  bad GC  too too any_th 3'_th hair- pely end
ered M= get reg  reg GCX clamp low high compl compl  pin % =stab ok
Left 495 a a @ @ 32 5] a 324 @ a 21 28 (5] 98
Right 715 a a a [} @ 8 @ 335 @ a 32 48 e 388
Pair Stats:

considered 43128, unacceptable product size 43887, tm diff too large 9, primer in pair overlaps a primer in a better pair 10284, ok 12
libprimer3 release 2.3.6

(primer3_results.cgi release 4.0.8)

Fotografia 40. Primers dissenyats a la pagina Primer 3 Input.

D’entre aquests possibles primers, es valorara com a primera opcié el que ens trobem
en primer lloc. Compta amb molts zeros als apartats “any_th”, “3’_th” o “hairpin” i les

temperatures del primer en forward o reverse disten poc, 1,09 graus centigrads.

Ara ja es pot comprovar si aquest que s’ha escollit és I'ideal o no. Per aixd, s"haura

d’anar a la pagina UCSC Browser i aplicant parametres s’obtindra el seglient:
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Fotografia 41. Comprovacid primer escollit a UCSC Browser.

En aquesta imatge es pot comprovar el fet de que en la variant no hi ha cap zona
repetitiva ni cap caixa gris en I'apartat “repeat masker” (si I’'hagués, també simbolitza
una repeticié). També trobem una ralla verda, pero representa un polimorfisme, una

mutacio nociva.

Per poder comprovar per una altra via si els primers dissenyats sén els correctes,

s’haura d’anar a la pagina BLAST.

Primer pair1

Sequence (5-=3") Length Tm GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer CATCTGTCCCATCCCAAGCC 20 6047 6000 200 1.00
Reverse primer AGGGGCAGCTGGACTTACTG 20 6156 60.00 6.00 1.00

Products on target templates
=NC 000020.11 Homo sapiens chromosome 20, GRCh38.p2 Primary Assembly

product langth =
Features associated with this product:

potassium voltage-gated channel subfamily KOT member 2 is...

potassium voltage-gated channel subfamily KOT member 2 is...

Forward primer 1 CATCTGTCCCATCCOCAAGEC 28
Template 63439888 ......icineeinaaae.. 63439789

rReverse primer 1 AGGGGCAGCTGGACTTACTG 28
Template 63439588 .......ci00e00e00... 63439599

Fotografia 42. Comprovacié primer escollit a BLAST.
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En aquesta imatge del programa, es pot comprovar com el “product length” (229) és el
mateix que el “product size” de la pagina Primer 3 Input. A més, si es baixa la pagina
Blast en la qual s’han obtingut els resultats de la imatge, es pot veure que els nombres
corresponents al forward i reverse de la resta de possibles primers son tots diferents

entre si.

Aquest cumul de circumstancies serveixen per verificar i acceptar el primer que s’ha
dissenyat, format per CATCTGTCCCATCCCAAGCC en  forward i
AGGGGCAGCTGGACTTACTG en reverse. Aquests es deixaran ben especificats en el
Word on es troba la seqiiéncia (s’ha de recordar que per a al primer en reverse se |'hi
haura de fer el complementari). El resultat sera el seglient:

aggagagagggctcaggggatgaggggcggecgacaccgaccctggectcactgggecteegtgtggatggtgacacgggggtggee
ccgeatctgteccateccaagecccgagtcgecagegggegtecage[ctgecctcaggggtgtgageaggeccttcgtgtgactagage

ctgecggtcccacagATCACG CTGACCACCATTGGCTACG GGGACAAGTACCCCCAGACCTGGAACGGCAG

GCTCCTTGCGGCAACCTTCACCCTCATCGGTGTCTCCTTCTTCGCGCTG]CCTGCAgtaagtccagetgeecctg

cctgecttggagggggacgaggtcttgtaggctcccgaggtgaccacaggeccctgggceacagttcecctaggtgggacctggggcagg
agcagctctcagcaggtccacagceccccaggagcetggaggtggcagcetcagggtcagaggcecttgttccccaaggactg

Ara es realitzara la PCR afegint tots els components necessaris.

Mostres i primers:

Numero Primer Pacient Temperatura | Mida (pb)
1 KCNQ2_NP0101 NPO101_1 632C 274
2 KCNQ2_NP0101 NP0101_2 632C 274
3 KCNQ2_NP0101 NP0101_3 632C 274
L |

Testar en agarosa 1,5% (TBE 1X):

Fotografia 43. PCR amb primer que s’ha dissenyat.
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La PCR de les mostres on se lis va coérrer un gel d’agarosa al 1,5 %, va sortir
correctament, ja que es poden visualitzar les bandes del pacient, de la seva mare i del

seu pare, pero no en les que hi havia solament aigua (serveix per a comprovar que la

tecnica es produeixi correctament).

Després es va realitzar la Purificacié amb el procediment adequat, per poder acabar de

netejar alguna possible bruticia.

Mostres per a purificar:

| finalment es va produir la seqilienciacio de les mostres purificades.

Numero Pacient PCR
1 NP0101_1 PCR 3376-14
2 NP0101_2 PCR 3376-14
3 NP0101_3 PCR 3376-14

Mostres:
NUmero Mostres i primers Purificacié Quantitat
1 NP0101_1 KCNQ2_Fw 705/14 2ulL
2 NP0101_1 KCNQ2_Rv 705/14 2ulL
3 NP0101_2_ KCNQ2_Fw 705/14 2uL
4 NP0101_2_ KCNQ2_Rv 705/14 2ulL
5 NP0101_3_ KCNQ2_Fw 705/14 2ul
6 NP0101_3_ KCNQ2_Rv 705/14 2ul

En el procés, la polimerasa es va aturar cada cop que es va trobar amb un dNTP de
fluorescéncia, de manera que el resultat final va ser milions de fragments amb
llargades completament diverses amb el darrer nucleotid marcat. A aquests se’ls hi va

correr un gel d’agarosa i es van enviar a un equip especialitzat del centre on gracies al

Bioedit es van poder veure en forma d’electroferogrames:
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100 /E 120
NPO101-1 TACTTGTCCCll:GTAGCCA.ATG

Afecte
Het. C/G

100 \110
TﬁCTTGTCCCllch T A G ©C C A AT G

NPO101-2
Sa (mare)
Hom. C/C

MNPODO101-3
Sa (pare)
Hom. C/C

Fotografia 44. Electroferogrames del pacient, mare i pare en el Bioedit.

En la imatge es pot comprovar com en la mateixa regié on al pacient se li produeix la

variant, ell compta amb un doble pic mentre que els seus pares solament en tenen un.

Amb aix0 es pot concloure que aquesta mutacié estudiada és la causa de I'EIEE, ja que

aquest gen esta altament associat a aquesta patologia.
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4.6 PACIENT 5

Gracies als resultats del primer filtratge en I'Excel, en el qual s’apliquen tots els
parametres descrits en el protocol i de la posterior comprovacié en I'Exac Browser i
I"UCSC Broswer (el programa IGV analysis estava inoperatiu en els moments de cerca),
es va poder arribar a la conclusié que en el pacient 5 d’entre totes les variants era la

del cromosoma 17, posicidé 48685266, la que podia causar-li la malaltia.

Aquesta vegada, la seleccid va ésser més complicada ja que en el filtratge en I'Excel es
van quedar dos variants com a possibles, i en cap d’elles s’afectava a un gen descrit

anteriorment per un estudi d’algun centre de recerca.

Les opcions eren o bé la variant del cromosoma 17, posicié 48685266 o bé la del
cromosoma 4, posicié 106157167. Per a poder descartar-ne un, es va observar la
columna L, que fa referéncia a si el gen ha estat codificat o no. En aquestes s’informava

que la primera variant havia estat codificada pel CACNA1G i la segona pel TET2.

Després d’una cerca a internet per coneixer-los, es va arribar a la conclusié que el
CACNA1G es troba en els canals de calci, mentre que el TET2 canviaria el codé Citosina
més dos Adenines, que forma la Glutamina (GIn), per un Uracil més dos Adenines, que

forma un Stop Codon i per tant, es deixaria de sintetitzar proteines.

Malgrat que aquesta darrer canvi és forga important, la conclusié que se’n extreu és
que el defecte en el canal de calci és molt més rellevant, ja que provocaria un traspas
de quantitats inadequades de ions de calci i en conseqliencia, amb el voltatge

corresponen que aixo implica, causaria crisis epileptiques.

# Chrom - Position - Conesquanes « Fiter ¢ Annotation - Flage ¢ AllslsCount & Allsls Numbar ¢  Number of Homozygotas # Allslo Fraguancy

0 0000033313

C.A513-7GC PASE splice raglon 1 120233 a 00000033

Fotografia 45. Conservacié del cromosoma 17, posicié 48685266 a I'EXAC Browser.

En aquesta imatge del programa EXAC Browser s’observa les variants que es troben en
el cromosoma 17, es veu que se’n produeix una altra pero no la que tindria el pacient,
pel que esta representant que aquesta variant no s’ha descrit abans i que per tant,

s’hauria de continuar la investigacio per a poder afirmar si és |I'origen de I'EIEE o no.
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Fotografia 46. UCSC Browser. Canvi que es produeix en el gen (apareix una A i tindria que aparéixer una T).
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En aquesta imatge del programa UCSC Browser es pot veure el canvi (encerclat en
vermell) que es produeix en la seccid verda, és a dir, en la que es troba en el canal de

calci, ja que el pacient té una Adenina enlloc d’una Timina (que sera I’Uracil).

A més, si s’observa I'apartat “100 vertebrates Basewise Conservation by PhyloP” es veu
que és una regié que esta molt conservada, ja que el percentatge (en blau) és molt alt i

a més compta amb una regid rosa, que simbolitza una conservacié molt i molt elevada.

Si s’observa també I'apartat “Multiz Alignements of 100 Vertebrates” s’observa que el
codd que formara aquesta Adenina, més la Timina (que sera I’Uracil) i la Guanina que
la segueixen, formaran segons la taula universal de codons, I'aminoacid Metionina
(Met), quan en realitat tothom hauria de tenir 'aminoacid Leucina (Leu) que es forma

a partir del codé dos Timines (que seran dos Uracils) més una Guanina.

Aixi doncs, a partir d’aquests resultats, en els quals veiem un canvi de nucleotid en una
regid molt conservada, ja es podria comencar a determinar que possiblement aquest
canvi podria alterar el canal de calci i iniciar aixi un traspas de ions de calci en

guantitats inadequades i causar una crisi epiléptica.

Gracies als resultats obtinguts en els darrers programes d’internet, es pot concloure
gue d’entre totes, la variant del cromosoma 17, posicié 48685266, codificada pel gen

CACNAI1G és la que té més possibilitats d’originar la malaltia.

A partir de les taules del seglient Excel també es pot extraure altra informacié com per
exemple el fet de que es canvii una Adenina per una Timina i que per tant I'efecte que
causa és Moderate; que el parametre de qualitat és de 220; que resulta un gen que
codifica proteines; que el seu coverage és de 25 i que encara no se sap si es tracta

d’una mutacié de-novo.
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Ara s’iniciara la tecnica Sanger amb el disseny dels primers, perd abans de que aixo
succeeixi, s’haura d’anar al Word on hi ha tota la seqliéncia, i s’"hauran de seleccionar
uns 70-80 nucleotids per davant i per darrera i es deixaran entre tancaments, és a dir,

entre [ ]. El resultat sera el segilient:

gttcgcaggaacccaggetgtgggeagetectaagacagettgecctegggetgatgectecgectgtecttectgetececgec[agCC
CATCATGAACCACAACCCCTGGATGCTGCTGTACTTCATCTCGTTCCTGCTCATTGTGGCCTTCTTTGTCC

TGAACATGTI'I'GTGGGTGTG GTGGTGGAGAACTTCCACAAGTGTCGGCAGCACCAGGAGGAAGAGG

AGGCCCGGCGGCGGGAGGAG]AAGCGCCTACGAAGACTGGAGAAAAAGAGAAGGAgtaaggagaagcag

atggctggtcggtagtctttccacctctctctgggtegtgcttgaccttggecttgegactgeagggggctgggegetggggccggggeca

gggagaagaggctcccacccccctectcacct

Un cop realitzat aix0, s’haura d’anar a la pagina d’internet Primer 3 Input, i copiant tot
aquest fragment i aplicant els procediments adequats descrits al protocol, s’obtindra el

seglent:

Primer3 Output

o misprimdng library specified
Using l-based sequence positions

OLIGO start _len tm gc% _sny th 3 th hajrpin seq
LEFT PRIMER =4 20 62.93 E5. 00 [ o.a 0,00 gatgcctocgectgtectte
RIGHT PRIMER 258 22 SR.9% 0.0 [N RN 0.8 ccatctgottetecttacTCCT

SEQUEMCE SIZE: 417
INCLUDED REGION SITE: 417

PRODUACT SIZE: 245, PAIR ANY_TH COMPL: @08, PAIR 3'_TH COMPL: 9.09
TARGETS (gtart len

1 gttcgcaggaacccaggctgigggcagctoctaagacagciTECccToEEECTEatgoct

ARBBEEE

61 ccgoctgtocttoctgotoccogoeagCCCATCATOAM CACARDCCCTHRATELTGITS

PEEEEFEFRREIFEY 009090 0 SEEEEEAEEKEESEEED TR S EEED SR

121 TACTTCATCTCGTTCCTGETCATTGTGGCCTTCTTTAGTOCTRAACATEGT T TGTEEETGTE

oo ol o ok oh ok o

181 GTEETEEAGAACTTCCACAMGTGTCGGCAGACCAGEAGEANDAGEONGEL COGEIG0000

241 GAGGAGAAGCGLCTACGAAGAL TGRAGAAAAAGAGAAGGARtaaEgARRagCagRtEECT
R s Ll

381 gptcggtagtctttocacctctotctgEptcEt gt tEaccttgEcCtigcgactgcags

361 ggEctEEEcE-tEEEECcEEEEECBEEEEEsBsgespgECtcocaccooockooctoacct

77



Encefalopatia Epileptica d’Inici Precog

KEYS (in order of precedence]:
seES target

»p222x left primer

<4444 right primer

ADDITIONAL OLIGODS

start len tm gc% _any th _3" th hairpin seg

1 LEFT PRIMER & I 4.4  65.89 e.99 2.9 2.8@ tocgoctgtactioctgote
RIGHT PRIMER 293 24 5%.16 41.67 2,89 9.98 8.88 tgcttctacttacTCCTTCTCTTT
PRODUCT SIZE: 234, PAIR ANY_TH COMPL: &.88, PAIR 3'_TH COMPL: 9.0@

2 LEFT PRIMER B4 1d E4.48 To.o @.8@ o.00 ©.8@ coctgtccttoctgotococg
RIGHT FRIMER IaT ia 59 .59 45.83 2. o 2.8 B.88 catctgottotocttacTCOTTOT
PRODUCT SIZE: 234, PAIR ANY TH COMFL: @.88, PAIR 3' TH COMPL: 8.8

3 LEFT PRIMER 57 ¥ &5.20 Fo.2@ @.83 2.90 8.8@ goctocgoctgtocttocty
RIGHT PRIMER 315 22 68.74 54.55 8.88 ©.90 8.8@ gasagactaccgaccagcocatc
PRODUCT SIZE: 259, PAIR AWY_TH COMPL: &.88, PAIR 3'_TH COMPL: 2.42

& LEFT PRIMER 51 a EB5 .65 7a. o 2. o 2. 8 B.88 gotgatgoctocgoctgtec
RIGHT PRIMER 318 1 E@.7 57.14 e.8a @.9a 08.8@8 gtggaaagactaccgaccage
PRODUCT SIZIE: Z68, PAIR ANY _TH COMPL: @.08, PATR 3 '_TI— COMPL: 3,94

Statiztics

con too in in  not no tm tm high high high high
sid many tar excl ok bad [ 4 too too any_th 3'_th hair- poly =nd
ered Hs E=t reg  reg  GL¥E clamp low high compl compl pin % stab ok
Left 3ze a a a a =] ] 2 178 =] a 79 a a BS
Right 351 a a @ @ 74 2 5 53 @ a 46 62 8 281
Pair Stats:
considerad XSRS, unacceptable product size 15637, tm Jdiff too large 943, primer in pair overlaps & primer in a better pair 8513, ok 5

libprimer3 release Z.3.6

(primer3_results.cgl release 4.9.8)

Fotografia 48 . Primers dissenyats a la pagina Primer 3 Input.

D’entre aquests possibles primers, es valorara com a primera opciod el que ens trobem
en primer lloc. Compta amb molts zeros als apartats “any_th”, “3’_th” o “hairpin” tot i
qgue les temperatures del primer en forward o reverse disten una mica, 3,97 graus

centigrads.

Ara ja es pot comprovar si aquest que s’ha escollit és I'ideal o no. Per aix0, s’haura

d’anar a la pagina UCSC Browser i aplicant parametres s’obtindra el seglient:
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Fotografia 49. Comprovacié primer escollit a UCSC Browser.

En aquesta imatge es pot comprovar el fet de que en la variant no hi ha cap zona
repetitiva ni cap caixa gris en I'apartat “repeat masker” (si I’'hagués, també simbolitza
una repeticié). Amb aquesta negativa, s’assegura que es tracti d’'una mutacié no

descrita anteriorment.

Per poder comprovar per una altra via si els primers dissenyats sén els correctes,

s’haura d’anar a la pagina BLAST.
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Primer pair 1

Sequence (5-=3" Length Tm GC%  Self complementarity
Farward primer GATGCCTCCGCCTGTCCTTO 20 6293 8500 400
Reverse primer CCATCTGCTTCTCCTTACTCCT 22 5896 5000 2.00

Products on target templates
=MC 000017.11 Homo sapiens chromosame 17, GRCh38.p2 Primary Assembly
product length =

Features associated with this product:
voltage-dependent T-type calcium channel subunit alpha-1G...

voltage-dependent T-type calcium channel subunit alpha-1G...

Forward primer 1 GATGCCTCCGCLTGTCCTTC 28
Template 586A7793 ....icciiiavananaae.. SREETEL2
Reverse primer 1 CCATCTGCTTCTCCTTACTCCT 22
Template SBEAEB3T ....cciiiavassnaaeaaa. 58688016

Self 3" complementarity
0.00
0.00

Fotografia 50. Comprovacid primer escollit a BLAST.

En aquesta imatge del programa, es pot comprovar com el “product length” (245) és el

III

mateix que el “product size” de la pagina Primer 3 Input. A més, si es baixa la pagina
Blast en la qual s’han obtingut els resultats de la imatge, es pot veure que els nombres
corresponents al forward i reverse de la resta de possibles primers sén tots diferents

entre si.

Aquest cumul de circumstancies serveixen per verificar i acceptar el primer que s’ha
dissenyat, format per GATGCCTCCGCCTGTCCTTC en forward i CCATCTGCTTCTCCTTACTCCT en
reverse. Aquests es deixaran ben especificats en el Word on es troba la sequiencia (s’ha
de recordar que per a al primer en reverse se I'hi haura de fer el complementari). El

resultat sera el seglient:

gttcgcaggaacccaggctgtgggcagctcctaagacagcttgccctcgggct_ctgctccccgcc[agCC
CATCATGAACCACAACCCCTGGATGCTGCTGTACTTCATCTCGTTCCTGCTCATTGTGGCCTTCTTTGTCC

TGAACATG'ITI'GTGGGTGTG GTGGTGGAGAACTTCCACAAGTGTCGGCAGCACCAGGAGGAAGAGG

AGGCCCGGCGGCGGGAGGAG]AAGCGCCTACGAAGACTGGAGAAAAAGAGARGGAgtaaggagaageag

-ctggtcggtagtctttcca cctctctctgggtegtgcttgaccttggecttgegactgcagggggcetgggegetggggeegggggca

gggagaagaggctcccacccccctectcacct
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Ara es realitzara la PCR afegint tots els components necessaris.

Primers Trio 59 61 63 65 DMSO [ DNA [H20

NP0209-
10,11,12|13,14,15 2 2
CANCA1G_E25 1,2,3

CT- 18 0 4

Testar en agarosa 1,5% (TBE 1X):

Fotgrafia 51 . PCR amb primer que s’ha dissenyat.

Amb aquesta ja es van obtenir els resultats desitjats en el gel d’agarosa 1,5% i per tant

la técnica va sortir correctament.

A les mostres de la PCR se li van realitzar la Purificacié amb el procediment adequat,

per poder acabar de netejar alguna possible bruticia.

En aquest cas, les taules en les quals es recollien les mostres per a la purificacié i per a
la seqlienciacid no van quedar enregistrades, pero els dos processos es van poder

realitzar igualment al laboratori.

En la seqliénciacid, la polimerasa es va aturar cada cop que es va trobar amb un dNTP
de fluorescencia, de manera que el resultat final va ser milions de fragments amb
llargades completament diverses amb el darrer nucleotid marcat. A aquests se’ls hi va
correr un gel d’agarosa i es van enviar a un equip especialitzat del centre on gracies al
Bioedit es van poder veure en forma d’electroferogrames:
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Fotografia 52. Electroferogrames del pacient, mare i pare en el Bioedit.

En la imatge es pot comprovar com en la mateixa regioé on al pacient se li produeix la

variant, ell compta amb un doble pic mentre que els seus pares solament en tenen un.

Amb aix0 es pot concloure que aquesta mutacid estudiada és segurament la causa de
I'EIEE, perd per poder-ho ratificar completament i d’aquesta manera intentar eradicar-

la o pal-liar-la, s’hauria d’elevar al segiient nivell i transportar-ho a I'estudi, encara per

a desenvolupar, en animals.
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5. CONCLUSIONS

Arribats a aquest punt, només em queda concloure el treball. Ha estat dur amb certs
moments de veritable crisis, s’ha de reconéixer, perd un cop mires cap endarrere i te

n’adones d’on parties i veus on has arribat, no pots deixar de somriure.

Amb aquest treball he aprés i molt. No solament a nivells de coneixements, que els
exposaré a continuacid, sind a aprendre a buscar-me la vida, a lluitar per allo que vull,

a tenir les coses clares.

Vaig patir moments d’inseguretat, ja que durant un temps, a causa de la seva rellevant
i constant feina, les especialistes de la Vall d’"Hebron no trobaven el moment per a fer
una ullada al treball o trobar un forat per a que hi anés i pogués observar de primera
ma com funcionen les coses en realitat. Finalment, tot es va solucionar, i gracies a la
lucrativa i desinteressada col-laboracié de I’Anna Marcé, vaig poder indagar en el mén
de la genetica des dels ulls d’un cientific. Vaig deixar enrere els llibres i paper i vaig
intentar comprendre imatges i grafiques que desconeixia fins al moment. Va ser

realment fascinant.

Respecte al nivell de coneixements adquirits, m’atreviria a dir que han estat molt alts.

A hores d’ara soc capa¢ d’explicar com I'EIEE es tracta d’una patologia rara i
desconeguda, que afecta a un tant per cent molt baix de la poblacié mundial, que
causa crisis epileptiques i afectacié neurologica a nadons d’edat molt temprana i que
pateix una malaurada evolucié en la que la meitat dels casos mor abans dels sis mesos
i 'altra evoluciona cap a altres subfenotips com la sindrome de West/Ohtahara o la de

Lennoux-Gastaut.

Com les causes que produeixen les crisis epileptiques es tracten d’un error en el canal
ionic, a causa del voltatge produit pel traspas de ions de calci quan es produeix la

sinapsi, i les que originarien I'EIEE propiament, sén forga heterogénies.

Per una banda trobem la recessivitat autosomica homozigotica o bé la de I'heterozigot

compost (chet) i per lI'altra, més rellevant, el fet de que es tracti d’'una mutacié
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genetica de novo dominant, és a dir, que aparegui una variant per primer cop en una

familia.

Com basicament els simptomes que fan referéncia a la malaltia es tracten d’un retard
mental, amb problemes de desenvolupament del cervell i de la mida del crani, greus
problemes psicomotors i sobretot, les convulsions i espasmes propis de les crisis

epiléptiques.

| com els tractaments que s’usen per a pal-liar-la consisteixen en un seguit de farmacs
antiepileptics i una complementaria i prescindible, dieta cetogeénica, en la qual es
redueix drasticament el consum de glucids, per a que el cervell recorri a I'oxidacié dels

lipids, originant els cossos cetonics.

També séc capag d’explicar tot el procés que es realitza per a l'estudi genetic

d’aquelles variants que poden causar I'EIEE.

Aquest parteix des de I'extraccié d’'una mostra de sang del pacient i dels pares, sempre

amb el seu consentiment, i la posterior diferenciacié del DNA d’aquests.

A partir d’aqui, s’inicia un seguit de passos en els quals es filtren totes aquelles variants
que, gracies a la comparacid amb el genoma universal, estandard, han sortit com a
possibles. Des de I'Excel, I'/GV analysis, I'Exac Browser fins I"'UCSC Browser, es podra
veure si les variants s’han descrit abans o no per I'EIEE i sobretot, veure si aquestes

s’ajusten als parametres necessaris per a que la variant origini la patologia d’estudi.

A més, tot aquests filtratges es complementaran amb la técnica Sanger, la tecnologia

de seqienciacié tradicional.

Aquesta comenca amb el disseny dels Primers gracies el programa Primer 3, que es

comprovaran amb I"UCSC Browser i el BLAST.

A continuacio, gracies als Primers que s’han dissenyat, es realitzara la PCR i la posterior
Purificacié fins arribar a la Reaccid de Seqiiencia, on a partir dels resultats de la PCR
purificada més la uniod d’altres components, en els que s’inclouen un sol primer, un

buffer, el magnesi, els dNTPs i els essencials dNTPs marcats amb fluorescéencia, es
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podran comprovar els resultats en forma d’electroferograma i veure realment si

aquella mutacid que es prediu pot ser la causa o no de I'EIEE en el pacient.

Aixi doncs, concloc el treball donant compliment als objectius que em vaig proposar al
comengament. Ara sé exactament de que tracta la malaltia. He estudiat, amb tota la
documentacié actualitzada que m’han proporcionat, les seves causes, he pogut
classificar els diferents tipus d’origen genétic que la indueixen i he estudiat la seva
simptomatologia. En la part experimental he aplicat el protocol establert en I'actualitat
per al seu estudi, i aixd m’ha fet poder validar la hipotesi, premissa fonamental de la
meva recerca, ja que |'estudi de casos anonims proporcionats m’ha permes demostrar,
igual que ho estan fent els estudis que es porten als centres de recerca, que els
diferents sindromes epiléptics que pateixen els pacients tenen el seu origen en les

mutacions de diferents gens.
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fotografia pertany al llibre digital Santillana de Biologia i Geologia 4rt ESO.

(25 /08 / 2015)

Fotografia 2 : circgenetics.ahajournals.org/content/2/2/182/F2.expansion.html

(25 /08 / 2015)

Fotografia 3: es.slideshare.net/aleeechaan/heréncia-autonmica-dominante [pagina 4

de 35] (12/10/2015)

Fotografia 4:
www.elmundo.es/elmundosalud/2012/06/15/neurociencia/1339780209.html

i www.nature.com/ng/journal/v40/n6/fig tab/ng.150 F3.html (4 /09 /2015)

Fotografia 5: es.dreamstime.com/foto-de-archivo-colocacidon-del-electrodo-de-eeg-

image29444803 (12 /09 /2015)

Fotografia 6: www.scielo.cl/scielo.php?script=sci arttext&pid=S0717-

92272003000400004 (12 / 09/ 2015)

Fotografia 7: es.slideshare.net/scottyandjim/dr-john-millichap-kcng2-summit-parent-

track?gid=d3c49029-79f5-4105-a1f0-541ab2e5b9f08&v=qfl&b=&from-search=1

[pagina 15 de 38] (12 /09 / 2015)

Fotografia 8: http://www.revistahospitalarias.org/info 2003/02 172 07.htm

(24 / 12 / 2015)

Fotografia 9: www.medigraphic.com/pdfs/pediat/sp-2007/sp073d.pdf

(12 /09 / 2015)

Fotografia 10: elaboracié propia amb el Paint. (23 / 12 / 2015)
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Fotografia 11: http://elpebrasset.blogspot.com.es/2012/05/materials-de-camuflatge-

inspirats-en.htm|l (24 /12 / 2015)

Fotografia 12: http://exac.broadinstitute.org/region/9-138671275-138671275

(4/12/2015)

Fotografia 13: https://genome-euro.ucsc.edu/cgi-

bin/hgTracks?db=hg19&position=chr9%3A138671271-

138671279&hgsid=211928458 94e5EeAGMfnWVR7ATTvFDhiFQAOW (4 /12 /2015)

Fotografia 14: elaboracid propia amb el Paint a partir d’'un Excel pertanyent a I'arxiu de
I’'Hospital Universitari Vall d’Hebron. (4 /12 /2015)

Fotografia 15: http://primer3.ut.ee/ (28 /12 / 2015)

Fotografia 16: https://genome.ucsc.edu/cgi-

bin/hgTracks?db=hg19&position=chr9%3A138671150-

138671391&hgsid=464912149 y8TiigaihcClpzKYL5TH4tupriQM (28 /12 /2015)

Fotografia 17: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast/primertool.cgi?ctg time=1451296381&job key=JzzYSolAIGQbWh9UfnotKmVXHz

t2SAl-&CheckStatus=Check (28 /12 /2015)

Fotografia 18: Imatge d’arxiu de I'Hospital Universitari Vall d’Hebron. (28 / 12 / 2015)
Fotografia 19: Imatge d’arxiu de I'Hospital Universitari Vall d’Hebron. (28 / 12 / 2015)
Fotografia 20: Imatge d’arxiu de I'Hospital Universitari Vall d’"Hebron. (28 / 12 / 2015)

Fotografia 21: http://exac.broadinstitute.org/region/5-161317999-161317999

(28 /12 / 2015)

Fotografia22:https://genome-euro.ucsc.edu/cgi-

bin/hgTracks?db=hg19&position=chr5%3A161317997-

161318001&hgsid=211932735 FtAKfifnoAZPdi5SW1tTYJ7kaOSRRC (28 /12 / 2015)
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Fotografia 23: elaboracié propia amb el Paint a partir d’un Excel pertanyent a I'arxiu de
I’'Hospital Universitari Vall d’Hebron. (28 /12 /2015)

Fotografia 24: http://primer3.ut.ee/ (28 /12 /2015)

Fotografia 25: https://genome.ucsc.edu/cgi-

bin/hgTracks?db=hg19&position=chr5%3A161317872-

161318105&hgsid=465266621 aoxP6LW94AmA7kK3my8dVeSixofE (28 /12 /2015)

Fotografia 26: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast/primertool.cgi?ctg time=1451324769&job key=0OCPHUo05YJ3wcQhhMeWIgMmJ

PGCNxUAUmM&CheckStatus=Check (28 /12 /2015)

Fotografia 27: Imatge d’arxiu de I'Hospital Universitari Vall d’"Hebron. (28 / 12 / 2015)
Fotografia 28: Imatge d’arxiu de I'Hospital Universitari Vall d’"Hebron. (28 / 12 / 2015)

Fotografia 29: http://exac.broadinstitute.org/region/X-48767275-48767275

(29 /12 / 2015)

Fotografia 30: https://genome-euro.ucsc.edu/cgi-

bin/hgTracks?db=hg19&position=chrX%3A48767275-

48767275&hgsid=211937419 PL8LeLuzCoG7xjBulYYTghzOyELe (29/12/2015)

Fotografia 31: elaboracid propia amb el Paint a partir d’'un Excel pertanyent a I'arxiu de
I’'Hospital Universitari Vall d’Hebron. (29 /12 /2015)

Fotografia 32: http://primer3.ut.ee/cgi-bin/primer3/primer3web results.cgi

(29 /12 / 2015)

Fotografia 33: https://genome.ucsc.edu/cgi-

bin/hgTracks?db=hg19&position=chrX%3A48767154-

487674398&hgsid=465484467 ycbwtNGRXzW49aixNwvkh5xV6Aea (29 /12 / 2015)

Fotografia 34: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast/primertool.cgi?ctg time=1451390213&job key=AArfDzD3PV8aYThkNQQcVk8fD

WRIDBZ5Yw (29 /12 /2015)
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Fotografia 35: Imatge d’arxiu de I’'Hospital Universitari Vall d’"Hebron. (29 / 12 / 2015)

Fotografia 36: Imatge d’arxiu de I'Hospital Universitari Vall d’"Hebron. (29 /12 / 2015)

Fotografia 37: http://exac.broadinstitute.org/region/20-62071037-62071037

(29 /12 / 2015)

Fotografia 38: https://genome-euro.ucsc.edu/cgi-

bin/hgTracks?db=hg19&position=chr20%3A62071037-

62071037&hgsid=211939850 LKkclUbAFLUifv2igoOBADwW7Kppl (29 /12 /2015)

Fotografia 39: elaboracié propia amb el Paint a partir d’'un Excel pertanyent a l'arxiu de
I’"Hospital Universitari Vall d’Hebron. (29 /12 /2015)

Fotografia 40: http://primer3.ut.ee/cgi-bin/primer3/primer3web results.cgi

(30 /12 / 2015)

Fotografia 41: https://genome.ucsc.edu/cgi-

bin/hgTracks?db=hg19&position=chr20%3A62070933-

62071161&hgsid=465753241 ShRr7nic5K6F9kk510i9TzHyPglg (30/12/2015)

Fotografia 42: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast/primertool.cgi?ctg time=1451470448&job key=m5FEIZ5Tk uOwQPEDgQn9nS N

sRZrC3ZWA&CheckStatus=Check  (30/12/2015)

Fotografia 43: Imatge d’arxiu de I'Hospital Universitari Vall d’Hebron. (30 / 12 / 2015)
Fotografia 44: Imatge d’arxiu de I'Hospital Universitari Vall d’Hebron. (30 / 12 / 2015)

Fotografia 45: http://exac.broadinstitute.org/region/17-48685266-48685266

(30 /12 / 2015)

Fotografia 46: https://genome-euro.ucsc.edu/cgi-

bin/hgTracks?db=hg19&position=chr17%3A48685262-

48685269&hgsid=211940733 eTjfu2fmEfpTAM450ua2KWok2dom (30 /12 / 2015)
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Fotografia 47: elaboracié propia amb el Paint a partir d’un Excel pertanyent a I'arxiu de
I’'Hospital Universitari Vall d’Hebron. (3 /01 /2016)

Fotografia 48: http://primer3.ut.ee/cgi-bin/primer3/primer3web results.cgi

(3/01/2016)

Fotografia 49: https://genome.ucsc.edu/cgi-

bin/hgTracks?db=hg19&position=chr17%3A48685154-

48685398&hgsid=466686451 ohilzCvFgH5gRyDaHQ353EpKLAEP (3 /01 /2016)

Fotografia 50: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast/primertool.cgi?ctg time=1451814615&job key=wsgdzSqg-

JXYALLcpukmTG8BSgintQZk07A&CheckStatus=Check (3 /01 /2016)

Fotografia 51: Imatge d’arxiu de I'Hospital Universitari Vall d’"Hebron. (3 /01 / 2016)

Fotografia 52: Imatge d’arxiu de I'Hospital Universitari Vall d’"Hebron. (3 /01 / 2016)

92


http://primer3.ut.ee/cgi-bin/primer3/primer3web_results.cgi
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg19&position=chr17%3A48685154-48685398&hgsid=466686451_ohilzCvFqH5gRyDaHQ353EpKLdEP
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg19&position=chr17%3A48685154-48685398&hgsid=466686451_ohilzCvFqH5gRyDaHQ353EpKLdEP
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg19&position=chr17%3A48685154-48685398&hgsid=466686451_ohilzCvFqH5gRyDaHQ353EpKLdEP
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/primertool.cgi?ctg_time=1451814615&job_key=wsgdzSq-JxYALLcpukmTG8BSgintQZk07A&CheckStatus=Check
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/primertool.cgi?ctg_time=1451814615&job_key=wsgdzSq-JxYALLcpukmTG8BSgintQZk07A&CheckStatus=Check
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/primertool.cgi?ctg_time=1451814615&job_key=wsgdzSq-JxYALLcpukmTG8BSgintQZk07A&CheckStatus=Check

Encefalopatia Epiléptica d’Inici Precog

8. GLOSSARI

AL-LEL: cadascuna de les formes alternatives que pot presentar un gen que ocupa el
mateix lloc en un cromosoma determinat o en dos cromosomes homolegs, i que

expressa diferentment un mateix caracter.

Hi ha I'al-lel de referencia, que segons el genoma universal és el que tothom hauria de

teniril’al-lel alternatiu, que és el que es veu mutat.

AMNIOCENTESI: prova prenatal comunament utilitzada per diagnosticar alguns

defectes congenits i trastorns geneétics.

Consisteix en realitzar puncié en |'Uter a través de la paret abdominal de la mare, en la
sisena setmana de gestacio, per obtenir liquid amniotic. Un cop s’agafa la mostra, es
portara al laboratori on es fara un centrifugat per delimitar el que es liquid del que sén
les cel-lules del fetus. Després se'n fara un cultiu cel-lular i a partir d’aquest, es

determinara el sexe i les possibles anomalies del fetus.

Aquesta prova s’acostuma a recomanar a dones que sén majors de 35 anys (l'edat
suposa un factor de risc), a dones que han tingut un fill o un embaras amb un defecte
congenit, a dones amb resultats anormals en la prova de deteccié (analisis usat per a
determinar anomalies genétiques) o a dones amb un historial médic familiar amb

alguna malaltia geneética.

En I'amniocentesi trobem certs riscs com I'avortament (menys d'un 0,5% dels casos), la
perdua de liquid amniotic, la possibilitat de sagnar i patir dolors menstruals o de tenir

infeccions.
ATAXIA: incapacitat de coordinar els moviments musculars voluntaris.

ATROFIA CEREBRAL: disminucié de la mida del cervell que afecta a una part o a la
totalitat del cervell. Genera una perdua de massa cerebral i comporta trastorns

neurologics.
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BASE NITROGENADA: denominacio dels derivats de la purina (Adenina i Guanina) i dels

de la pirimidina (Citosina, Uracil i Timina) que formen part dels acids nucleics.

BUFFER: solucié reguladora formada a partir de la mescla de concentracions
relativament elevades d’un acid débil i la seva base conjugada. Conté tots els elements

necessaris per a que la polimerasa funcioni.

CANALOPATIA: trastorn neurolodgic que afecta a Iexcitabilitat de la membrana
muscular, associat a mutacions en els canals de calci, sodi, potassi i els receptors

d’acetilcolina.

CARIOTIP: descripcié de la dotacié cromosomica d’un organisme atenent al nombre,

mida i forma dels cromosomes de les seves cel-lules.

CIRCARDIA DIURN: cicle de vint-i-quatre hores amb els inherents processos bioquimics,
fisiologics o de comportament. Es troben en els patrons de son o d’alimentacié, e
influeixen en la temperatura del cos, I'activitat del cervell, la produccié d’hormonesii la

regeneracio cel-lular, d’entre d’altres.
COS CALLOS: lamina de fibres comissurals que uneix els dos hemisferis del cervell.

CROMOSOMA: estructura cel-lular formada per DNA i proteines associades, que

transporta la informacié genética.

CROMOSOMES HOMOLEGS: cromosomes que formen un parell dels 23 existents en el
cariotip huma. Es recombinen durant la meiosi i tenen la mateixa estructura i els

mateixos locus, pero diferents al-lels, ja que cadascun procedeix d’un progenitor.

ECOGRAFIA: examen imagenecologic que utilitza les ones sonores per veure com s'esta
desenvolupant el fetus en I'Uter de la mare. També s'utilitza per inspeccionar els

organs interns de la mare durant I'embaras.

Les ecografies que es produeixen durant el primer trimestre de I'embaras sén per
confirmar un embaras normal, per a determinar |'edat del fetus i la seva fregliencia
cardiaca, per descartar embarassos multiples i per identificar possibles problemes a la

placenta, Uter, ovaris, pelvis... Que puguin afectar al bebe.
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Les ecografies que es produeixen durant el segon i tercer trimestre es fan per

determinar |'edat del fetus, el seu creixement, la seva posicid i el seu sexe.

Aguesta prova del diagnostic prenatal no comporta riscos ni per al fetus ni per a la

mare ja que usa tecniques d’ultraso.

ELECTROFEROGRAMA: grafic realitzat a partir dels resultats d’una analisi per
electroforesis. Mostra la seqliéncia de dades produida per una maquina automatica de

sequenciacio d’ADN.

ELECTROFORESIS: tecnica per a separar molecules segons la seva mobilitat en un camp

electric.

ENZIMS DE REPARACIO: enzim encarregat de corregir els danys, els possibles errors, en

el DNA.

EXO: porcié de gen d’un organisme eucariota, és a dir, que posseeix cél-lules amb nucli,

que és transcrita i traduida a proteina.

FALCON: tub de 50 ml de plastic.

FENOTIP: conjunt de caracters visibles que un organisme presenta com a resultat de la

interaccid entre el seu genotip i el medi ambient (génic, fisic, hormonal...)

FORWARD: que va cap endavant.

GENOTIP: constitucid, informacié genética total d’un organisme.

HETEROGENEITAT ETIOLOGICA: variabilitat en les causes d’una malaltia.
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HIPOCAMP: protuberancia blanca, allargada i semicircular, que ocupa la part externa

del diverticle esfenoidal de cadascun dels ventricles laterals del cervell.

INTRO: porcié de gen d’un organisme eucariota, és a dir, que posseeix cél-lules amb

nucli, que no és transcrita ni traduida a proteina.
LISI: trencament de la membrana cel-lular.

MALALTIA NEURODEGENERATIVA: malaltia produida per la mort progressiva de les
neurones en diferents zones del sistema nervids. Alguns exemples ho son I'Esclerosi

Multiple, I’Alzheimer i el Parkinson.

MEDUSA d’ADN: quan en l'extraccid de DNA s’introdueix I'etanol, el DNA precipita i
resta una substancia filamentosa blanquinosa, la qual s’Tanomena medusa. El protocol

dicta que a continuacid, aquesta s’extraura amb I'ajut d’una pipeta.

MIGRANYA: mal de cap nerviés que ddéna sovint mareig i afecta generalment a la

meitat del cap.

NANODROP: espectrofotometre que mesura concentracions de mostres amb exactitud

i reproductibilitat.

NUCLEOTID: cadascun dels ésters de I’acid fosforic amb un nucleosid, en els quals

I’acid fosforic és esterificat amb un dels grups hidroxil (OH) lliures de la pentosa.

NUCLI CAUDAT: o nucli interventricular. Part superior i interna del cos estriat. Forma
part de la part externa del sol del ventricle lateral. S’hi distingeixen dos extrems, el cap

i la cua, units per una porcié intermediaria.

PELET: substancia que queda precipitada al fons del tub quan es centrifuga.
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POLIMERASA: enzim que catalitza la duplicacié o sintesi de I’ADN a partir dels

desoxiribonucleosids trifosfats com a precursors.
POLIMORFISME: preséncia de més d’una variant al-lélica per a un determinat gen.

PUNCIO del CORDO UMBILICAL: prova de diagnostic prenatal que consisteix en
extreure sang directament del cordd umbilical per mitja d'una puncié abdominal sota

control ecografic.

A continuacio es fara un analisi de sang i s'estudiaran els cromosomes dels fetus per

veure si hi ha alguna alteracié.

Aquesta prova s’acostuma a recomanar durant la divuitena, dinovena o vintena
setmana de gestacié quan es sospita, amb cert retard, la possibilitat que el fetus
presenti alguna mena de malformacia.

Un dels riscos més grans que té aquesta técnica és |'avortament involuntari.

REVERSE: que va cap endarrere. Sentit contrari al forward.

SEQUENCIADOR HiSeq: aparell que s’encarrega de seqiienciar mostres d’ADN i permet

unes analisis primaries i secundaries de seqliencies.
SEPTUM LUCIDUM: membrana que separa els dos ventricles cerebrals.

SINAPSI: regid de comunicacio, per contigiitat, i de transmissié d’impulsos nerviosos

entre I’axé d’una neurona i les dendrites o el cos d’una altra neurona.

SPLICING: procés en el qual els introns es remouen i s'uneixen exons en el RNA

missatger abans de deixar el nucli.
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TALEM: gangli cerebral, parid, situat davant i fora dels tubercles quadrigémins, darrere

i dins del cos estriat, als costats del tercer ventricle i per sota dels ventricles laterals.

TE: tampd que s’usa per a dissoldre I’ADN després d’haver pescat la medusa d’ADN en
el procés d’extraccié d’aquest. En aquesta solucié I’ADN és més estable que no pas en

aigua.

TRADUCCIO: procés mitjancant el qual una determinada seqiiéncia de nucledtids de
I’ARN missatger és converteix en una determinada seqliéncia d’aminoacids (codi

geneétic) gracies als ribosomes.

TRANSCRIPCIO: procés pel qual la informacié genética codificada en una fibra d’ADN és
copiada en una fibra d’ARN missatger mitjancant la seqliiencia de nucleotids que el

componen.

TRASTORNS NEUROLOGICS PAROXISTICS: sén episodis bruscs de curta duracid i
recuperacié espontania de I'estat basal, produits per una disfuncio cerebral diferent a

una descarrega anormal.
TUB NUNC: recipient en forma de con que s’usen per a centrifugacions.

VORTEX: dispositiu senzill que s’'usa comunament en els laboratoris per agitar tubs

amb liquid dins.

ZIGOT: o cel-lula ou. Cel-lula amb doble dotacié cromosomica formada per la fusié d’un
gameta femeni (ovul) amb un gameta masculi (espermatozoide) abans de comencar la

segmentacio.

98



Encefalopatia Epiléptica d’Inici Precog

9. BIBLIOGRAFIA i WEBGRAFIA

Albaradie, R. (2011) “Epileptic Encephalopathy Syndromes in Infancy”. InTech.

Dammam University and King Fahd Specialist Hospital-Dammam, Saudi Arabia.

Epi4K Consortium & Epilepsy Phenome / Genome Project. ( August 2013). “De novo

mutations in epileptic encephalopathies”. Nature. Namero 12439.

Hernandez Valdivia, C.M. (Noviembre 2005). “Corrientes de calcio a través del canal
mutante leaner expresado en un sistema heterdlogo”. Doctorado en ciencias

fisioldgicas con especialidad en fisiologia, Universidad de Colima.

Nabbout, Dr R. (July 2004). “Early infantile epileptic encephalopathy”. Orphanet
Encyclopedia. Département de maladies metaboliques et de Neurologie, Hdbpital

Necker Enfants Malades, 9 rue de Sevres, Paris, France.

Otsuka, M. Yamamoto, T. | altres. (2010). “STXBP | mutations cause not only Ohtahara
syndrome but also West syndrome — Result of Japanese cohort study”. Epilepsia.

Volum 51, nimero 12, pagines 2449-2452. Japan.
Panayiotopoulos, C.P. (2010). Atlas of Epilepsies. London. Springer.

Pavel, K. | altres. (November 2002). “Successful treatment of Ohtahara syndrome with

chloral hydrate”. Pediatric Neurology. Volum 27, publicacid 5, Pagines 388-391.

Peris Vidal, A. | Nufez Gémez, F. (2012). “Publicaciéon de los resultados de la
investigacidon”. Pediatria Integral. Volum XVI, nimero 10, pagines 821.e.1-821.e.7.

Hospital Clinico Universitario, Valencia.

99



Encefalopatia Epiléptica d’Inici Precog

Consultat per darrera vegada I’Agost de 2015:

www.ncbi.nlm.gov/pubmed/25262651

www.ncbi.nlm.gov/pubmed/23934111

www.ncbi.nlm.gov/pubmed/25266964

www.ncbi.nlm.gov/pubmed/19666878

www.genagen.es/area-pacientes/informacion-genetica-y-enfermedades-

hereditarias/conceptos-genetica/tipos-de-herencia-genetica/mutacion-de-novo/

www.guiametabolica.org/noticia/exoma-su-papel-diagnostico-errores-congenitos-

metabolismo

biocorelabs.com/our-causes/secuenciacion-de-exoma

www.termcat.cat/es/Diccionaris-en-linia/140/fitxes/catala/c/20/

www.rarediseasesnetwork.org/cinch/espanol/aprendemas/glosario.htm

www.ncbi.nlm.gov/pubmed/22548976

www.ncbi.nlm.gov/pubmed/18469812

www.ncbi.nlm.gov/pubmed/11701283

https://www.preventiongenetics.com/clinical-dna-testing/test/early-infantile-

epileptic-encephalopathy-recessive-nextgen-sequencing-ngl-panel/2747

http://neuropedwikia.es/content/encefalopatias-epilepticas-precoces-desde-la-vision-

clasica-la-genetica-en-epilepsia#t.VdLnQbLtmko

http://www.nodiagnosticado.es/enfermedades/Sindrome-de-Ohtahara/sintomas.htm

http://www.opha.net/consor/cgibin/Disease Search Simple.php?Ilng=EN&data

id=889&MISSING%20CONTENT=Early-infantile-epileptic-

encephalopathy&search=Disease Search Simple&title=Early-infantile-epileptic-

encephalopathy
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http://www.enciclopediasalud.com/

http://www.hospitaldenens.com/guia-de-salut-i-malalties/epilepsia-infantil

www.medmol.es/glosario/6/

https://www.nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/ency/article/000694.htm

dnatesting.uchicago.edu/tests/184

Consultat per darrera vegada el Setembre de 2015:

https://www.nImnih.gov/medlineplus/spanish/ency/article/003931.htm

https://www.nImnih.gov/medlineplus/spanish/ency/article/003791.htm

https://www.nImnih.gov/medlineplus/spanish/ency/article/003786.htm

blocs.xtec-cat/biologia4dmp/2009/08/19/projecte-genoma-huma/

www.hpc.org.ar/v2/v-art-rev.asp?id=795&offset=12

www.ncbi.nlm.gov/pubmed/11068169

www.ncbi.nlm.gov/pubmed/24907925

www.clc.cl/CENTROS-Y-ESPECIALIDADES/Centros/Centro-Avanzado-de-

Epilepsia/Noticias/Te-puede-interesar/Dieta-Cetogenica-Una-receta-para-la-

epilepsia.aspx

www.nheurowikia.es/content/dieta-cetogénica-para-la-epilepsia

https://nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/druginfo/meds/a603008-es.html#other-uses

http://link.springer.com/article/10.1007%2FBF02726112#page-1

http://link.springer.com/referenceworkentry/10.1007/978-1-84882-128-6 120#page-

1
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Consultat per darrera vegada I'Octubre del 2015:

http://www.neurolinks.es/Epilepsia/0202.htmI#A03

http://www.redalyc.org/articulo.0a?id=91218911003

https://euroepinomics.wordpress.com/2014/05/04/the-omim-epileptic-

encephalopathy-genes-a-2014-review/

http://institutoroche.es/Prensa/56/Los arrays CGH el nuevo referente de tecnolog

ia diagnostica y analisis genetico en el campo del retraso mental y las malform

aciones congenitas/?any=2012

http://www.orpha.net/consor/cgi-bin/OC Exp.php?Expert=1934

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK98182/

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0887899412002688

www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25848093

www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23339110

www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25262651

www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20887364

www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26271793

www.hature.com/nature/journal/v501/n7466/full/nature12439.html

Consultat per darrera vegada el Desembre del 2015:

http://exac.broadinstitute.org/region/9-138671275-138671275

https://genome-euro.ucsc.edu/cgi-

bin/hgTracks?db=hg19&position=chr9%3A138671271-

138671279&hgsid=211928458 94e5EeAGMfnWVR7ATTvFDhiFQAOW
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http://www.shareyouressays.com/112661/brief-notes-on-wobble-hypothesis-of-

genetic-code

www.uniprot.org/uniprot/043497

ghr.nlm.nih.gov/gene/TET2

pendientedemigracion.ucm.es/infor/genetica/AVG/practicas/secuencia/Secuencia.ht

m

seresmodelicos.csic.es/peix.html

https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg19&position=chr9%3A138671150-

1386713918&hgsid=464912149 y8TiigaihcClpzKYL5TH4tupriQM

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast/primertool.cgi?ctg time=1451296381&job key=JzzYSolAIGQbWh9UfnotKmVXHz

t2SAI-&CheckStatus=Check

Consultat per darrera vegada el Gener del 2016:

http://primer3.ut.ee/cgi-bin/primer3/primer3web results.cgi

https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?db=hg19&position=chr17%3A48685154-
48685398&hgsid=466686451 ohilzCvFgH5gRyDaHQ353EpKLJEP

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/primertool.cgi?ctg time=1451814615&job key=wsgdzSq-
IXYALLcpukmTG8BSgintQZk07A&CheckStatus=Check
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ANNEX I. PROTOCOLS

i.Extraccié del DNA

Protocol adaptat de Miller et al. 1988.

Referencia: Miller, S.A., D.D. Dykes, and H.F. Polesky, A simple salting out procedure for extracting DNA
from human nucleated cells. Nucleic Acids Res, 1988. 16(3): p. 1215.

La sang pot ser fresca o congelada (menys rendiment).

Normalment fem fins a 20 mL de sang maxim.

1. LISIS D’ERITROCITS

Posar la sang en un falcon de 50 cc.

Afegir sollucié de lisis d’eritrocits fins a 45 cc.

Solucié de LISIS D’ERITROCITS - FER AL MOMENT

TRIS 2M (PH 7,5) wceveverrerrenerenenenensenans 5 mL
MECI2 1M .....eeeeecceeeeeeereeenneeeeens 2,5mL
MilliQ autoclavada ..........c........ fins 500 mL

Agitar manualment molt fort fins a homogeneitzar.
Es pot deixar una estona (30-60 min) a la nevera perque la lisis sigui millor. (NO obligatori)
Centrifugar 15 min a 3500 rpm a 42C sense fre.

-> Sangs fresques: extreure sobrenedant amb pipeta pasteur acoblada a buit vigilant
de no emportar-nos els leucocits.

- Sangs congelades: invertir una vegada suaument comprovant que el pelet de
leucocits no es deixa anar del cul del falcon. Decantar el sobrenedant.

Afegir novament solucié de lisis d’eritrocits fins a 45 cc.
Agitar manualment molt fort fins a homogeneitzar.

Centrifugar 15 min a 3500 rpm a 42C sense fre.



Invertir una vegada suaument comprovant que el pelet de leucos no es deixa anar del cul del
falcon. Decantar el sobrenedant.

En aquest punt es pot congelar el pelet de leucocits a -202C. No es recomana si es parteix de
sangs congelades.

2. DIGESTIO DE PROTEINES

Afegir 3 mL de solucid de lisis de leucocits WCLB.
Afegir 200 pL de SDS 10%.
Afegir 500 plL de solucié de proteinasa K.

Agitar amb vortex fins a observar un aspecte homogeni. Ha de fer espuma (fins que I'espuma
no puja).

Deixar a 372C al bany d’aigua en agitacié durant tota la nit (minim 12h).

3. EXTRACIO DE DNA (salting out procedure)

Si hi ha temps, deixar refredar els falcons.

Afegir 1mL de NaCl saturat a 5,5M.

Agitar amb vortex (quedara bastant dens). Deixar refredar una estona a la nevera.
Centrifugar 15 min a 3500 rpm a 429C sense fre.

Si la sal no es veu precipitada s’haura de deixar un minim de 30 min a la nevera i tornar a
centrifugar.

Traspassar el sobrenedant a un segon falcon de 50 cc.
Centrifugar 15 min a 3500 rpm a 42C sense fre.
Traspassar el sobrenedant a un tercer falcon de 50 cc.
Afegir v/v de cloroform.

Agitar manualment 15”.

Centrifugar 15-20 min a 3500 rpm a 42C sense fre.

Traspassar molt cuidadosament la fase superior a un quart falcon, amb molta cura de no
emportar-se la fase intermediaria o inferior.

Afegir etanol absolut 2v/v (mostra per mostra).
Agitar suament per inversié fins que aparegui la medusa d’ADN. (¥)
Pescar la medusa, rentar-la per immersio en etanol al 70%.

Posar-la en un tub nunc amb tap de rosca i deixar assecar fins que no quedi etanol.



Afegir TE al DNA (volum segons la mida de la medusa) i deixar-lo unes hores a I'estufa de 372C
en agitacié o overnight a RT.

(*) Si no apareix medusa pero hi ha petits fragments de DNA dispersos:

e Congelador unes hores — 1 dia
e Centrifugar 3500 rpm 10 min
e Decantar etanol absolut

e Afegir etanol 70%

e Centrifugar 3500 rpm 10 min
e Decantar etanol

e Deixar assecar

e Ressuspendre

4. LECTURA DE CONCENTRACIO

Nanodrop.

Intentar que DNA estigui entre 200-400 ng/pL.

Solucié de LISIS D’ERITROCITS

TRIS 2M (PH 7,5) ceveeeeeeeeirrrrreeeeeennnnee. 5 mL
(Y F={ 0l 200 1|, N 2,5mL
MilliQ autoclavada ................... fins 500 mL

Solucié de WCLB (pH 8,2)

NaCl 5M ..eiiiiiiiieiciiniecnisenceniseneen 40 mL
EDTA 0,25M (pH 8,0) .....cceeevuerernnnnes 4 mL
TRIS 2M (pH7,5) .cccuvvrvnnrrinrenineennnnee, 2,5mL

MilliQ autoclavada ................. fins 500 mL




Solucio de Proteinasa K

Proteinasa K ......ccceeeiriveeeiiirinnnncinenen. 100 mg
] 0 L 0 S 5mL
EDTA 0,25M (pH 8,0) .......ccceeeuuneeee. 400 pL
MilliQ autoclavada ................... fins 50 mL

TE - Solucié Tris 10mM/EDTA 0,2mM (pH7,5)

TRIS 2M (PH 7,5) weveverrvrrenereneneneneennns 250 plL
EDTA 0,25M (pH 8,0) c.cevvvuenenccennnee 20 pL
MilliQ autoclavada ......c.ccceeeeees fins 50 mL
ii. PCR
Gen mutat ¥ g Programa
10X PCR buffer 2.5 12,5 1 10" a 94 °C
dNTPs (10.0mM) 0.5 25 | 2 1 a 94 °C
Polimerasa EcoTag 0.1 0.5 3 1" a 62°C
25mM MgC12 Solution 0.75 3.75 4 1"a72°C
DNA (50 ng/ul) 1 5 Goto 2, 34 times
Primer Forward (5 pmol/ul) 0.5 2.5 G 10" a72*C
Primer Reverse (5 pmol/pl) 0.5 2.5 7 g °C for ever
DMSO 5% del V final 25 12,5
H20 destil-lada autoclavada 1665 B3.25 8 END
Volum final 25 24

iii. PURIFICACIO

Purificant productes de PCR amb Exosap :

Barrejar 5ul Producte PCR + 2ul Exosap

Termocic:

15min 37°C
15min 80°C

8°C infinit




iv. SEQUENCIACIO

Programa: SeqBD 3.1

*1 4 1 |1 ag6eeC
Producte de PCR 2 2 10" a9s2C
Mix seq (big dye congel ador) 0,5 2 3 | 5" a50°C
Buffer 5X (BD, nevera) 1,75 7 4 |4 as0ec
Primer (5 pmols/ ul) 0,5 2 5 |Goto 2,24
H:0 525 | 21 6 | BeC for ever
Total reaccid 10 7 | Cop de Centrifuga

ANNEX II. IMATGES PCR

Agquestes imatges corresponen a una PCR realitzada el 14 / 12 / 2015 per l'equip
de recerca de [I'Hospital Universitari Vall d’Hebron focalitzat en les malalties
musculars. Malgrat que no es tracta de I'EIEE, el procediment és exactament igual

per a les dues, pel que I'Unic que variaria seria les mostres d’ADN mutades.

1. En la imatge es pot veure com hi ha tot un recipient ple de gel en linterior
del qual hi ha una mostra de l'enzim polimerasa en un pot transparent, pel
que no es pot diferenciar gaire bé en la imatge.

A la seva esquerra hi ha diferents recipients amb els components de la PCR.




2. Les mostres dels components de Ila PCR es reparteixen entre diferents
recipients que es collocaran en el suport rosa de la imatge (que es situa
també en el gel per a que no es produeixi una possible futura
desnaturalitzaci6 de les cadenes de [FADN) i continuacié es realitza el

marcatge de cada pot per a saber que hi ha dins.

3. Amb tots els recipients ben marcats i anomenats, s’agafen les quantitats
necessaries de les mostres dels components de la PCR que es tenen en un
inici i amb [I'ajut d'una pipeta, es colloquen als pots que s’han deixat ben

marcats.




4. S’agafen totes les mostres que es troben en els recipients marcats en el

suport rosa i es deixen una estona al Termociclador.
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5. Després es barregen en el primer recipient on hi ha l'enzim polimerasa, que

s’ha deixat en el gel.

6. Es prepara el gel d’agarosa.




7. Al tenir el gel preparat, es mescla amb la mostra que s’ha preparat i es deixa
reposar en pla en un recipient en el qual hi ha unes bandes per a poder
veure després la que correspon al pacient, a la mare, al pare i a la de [laigua

(serveix per a comprovar que la mostra ha sortit adequadament).

8. Quan s’hagi endurit, es realitza la posterior purificacid, seqlenciacido i

visualitzacié en forma d’electroferogrames.



