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EL TITOL: “Posant els punts sobre les “i”. Epigenética i obesitat infantil”.
“Posant els punts sobre les “i” 7, fa referéncia al tema de fons més important del treball:

I’Epigenetica.

Després d’haver sentit a persones expertes definir de manera més simplificada aquest
concepte com a “I’epigenctica son els accents de la genética” o “és posar els punts sobre les
is”, vaig pensar que, posar al meu treball aquest titol, seria una bona manera per fer referéncia

que I’epigenctica és perfilar la genetica, acabar de definir un caracter heretable.

A més, vaig pensar amb el sentit figurat de 1’oracio, la frase feta. El seu significat és “dir les
coses clares”. Aixi doncs, agafant aquesta definicio com al meu objectiu personal del treball,
vaig proposar-me que, tot i ser un tema molt complex i amb molts tecnicismes, volia ser

capag d’explicar-lo de manera clara i relativament mes amena.



“Environmental poisons are the leading cause of epigenetic changes. Such changes can and

do get passed down the generations.” - Douglas Preston

“Els verins ambientals son la primera causa dels canvis epigenétics. Aquests canvis, son els

que es traspassen a les properes generacions.” — Douglas Preston



RESUM
La Sindrome de Prader Willi (PWS) és una malaltia genética deguda a alteracions a la regi6
15q11-g13 del cromosoma. Una de les caracteristiques cliniques més destacable és I’obesitat

que tenen els pacients.

Aquest treball consisteix en un estudi realitzat a I’Institut d’Investigaciéo Biomedica de Girona
(IdIBGi) per intentar demostrar que els gens de la regié 15q11-q13 tenen a veure amb el
desenvolupament de malalties metaboliques, tals com I’obesitat, en pacients no portadors

d’aquesta malaltia.

RESUMEN
El Sindrome de Prader Willi (PWS) es una enfermedad genética debida a alteraciones de la
region 15911-g13 del cromosoma 15. Una de las caracteristicas clinicas mas destacable es la

obesidad que padecen los pacientes.

Este trabajo consiste en un estudio realizado por el Institut d’Investigacié Biomédica de
Girona (IdIBGi) para intentar demostrar que los genes de la region 15g11-g13 estan
relacionados con el desarrollo de enfermedades metabolicas, tales como la obesidad, en

pacientes que no padecen esta enfermedad.

ABSTRACT
Prader Willi Syndrome (PWS) is a genetic disease caused by alterations in the 15q11-q13
region of chromosome 15. One of the most important clinical characteristics is that patients

with this disease also have obesity.

This project is based on a study undertaken by Institut d’Investigacié Biomédica de Girona
(IdIBGi) to try to demonstrate whether the genes of the 15q11-q13 region can be related to

developing metabolic diseases, such as obesity, in patients that do not have this syndrome.
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“Posant els punts sobre les “i”. Epigenética i obestitat infantil” Donald Irvine Roca

INTRODUCCIO

El que es coneix com a material genetic, és aquell que es transmet de pares a fills i que,
d’aquesta manera, els donen a aquests els gens que codifiquen els caracters que conformen
aquest nou individu. Tot 1 aix0, I’heréncia de gens dels progenitors no és I’inic que conforma
I’ADN de cada persona, sin6 que també¢ intervenen factors externs tant durant I’embaras de la
mare, com al llarg de la vida, que acaben de codificar certs caracters de I’ADN. Aixo és el

que s’anomena epigenética.

Encara que estigui centrat basicament en ’epigenctica relacionada amb la Sindrome de
Prader Willi (PWS), aquest treball servira per entendre millor com funciona, a grans trets

I’epigenética i com pot afectar a les generacions més properes d’un individu.
També s’explicara que és la metilacié de I'ADN i qué comporta que un gen estigui metilat.

La part practica és un estudi realitzat a I’'IdIBGi (Institut d’Investigacié Biomedica de
Girona), on vaig estar fent I’estada a I’empresa del 25 de juny al 19 de juliol. Aquest treball
consisteix en estudiar la metilacié dels gens implicats
en la PWS, una malaltia genética on es destaca la
caracteristica clinica de patir obesitat infantil, en
placenta materna d’embarassos normals per veure si
poden condicionar 1’aparicio d’obesitat infantil i
trastorns de creixement en poblacié normal. Per a fer-
ho, s’han utilitzat els mectodes segiients: extraccid
d'ADN, bisulfitacio, optimitzacié de primers i Reaccio
en Cadena de la Polimerasa (PCR), per poder acabar
aplicant el métode epiTYPER. Tots aquests métodes

s’expliquen a la part tedrica i més profundament a

I’apartat de metode de la part practica.

Al llarg del treball hi haura paraules importants que seran definides al glossari a 1’apartat

d’annexos.
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1. MOTIVACIONS

La motivacié principal del meu Treball de Recerca ha estat poder trobar un tema on es tractin

temes de genética i, sobretot, de pediatria.

Per un costat, la genetica 1 1’epigenctica han estat temes que m’han interessat molt des de
sempre i per l’altre, m’agradaria estudiar Medicina i segurament, especialitzar-me en
Pediatria. D’aquesta manera, he trobat un tema que tracta tant la matéria que m’agrada, com

els futurs estudis que m’agradaria cursar i la feina que m’agradaria fer.

Després d’haver fet una sortida a I’IdIBGi, de revisar els seus grups de recerca 1 ser guiat per
la tutora, em va semblar molt interessant el fet d’investigar, juntament amb cientifics, una

malaltia genética i relacionar-la amb la pediatria, és a dir, aplicada a infants.

Vaig tenir en compte que, tenir un institut de recerca relativament a prop, em suposaria una
facilitat a I’hora d’obtenir informacié de fonts de confianga i molt ben valorada. També¢ vaig
pensar amb la facilitat que tindria al realitzar la part practica del treball de recerca si
aconseguia poder dur-la a terme al mateix institut de recerca on he fet I’estada a I’empresa a

la linia de recerca de metabolisme materno-fetal.

2. HIPOTESI

Diferéncies en els nivells de metilacio placentaria materna dels gens implicats en la PWS

poden condicionar 1’aparicié d’obesitat infantil i trastorns de creixement en poblacié normal.

3. OBJECTIUS

- Objectiu global: Estudiar la metilacio dels gens implicats en la PWS en placenta
d’embarassos normals.
- Objectiu especific 1: Coneixer els gens implicats en la PWS.
- Objectiu especific 2: Extreure ADN de placenta d’embarassos normals.
- Objectiu especific 3: Identificar la metilacié de I’ADN dels gens implicats en
la PWS mitjangant epiTYPER.
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“Posant els punts sobre les “i”. Epigenética i obestitat infantil” Donald Irvine Roca

1. ADN I REPLICACIO DE L'ADN

1.1. COMPOSICIO DELS ACIDS NUCLEICS
Els acids nucleics son biomolécules organiques formades per la unié de nucleotids. Cada

nucleotid esta format per acid fosforic (H;P0,); un glucid, concretament una pentosa, que en
I’acid ribonucleic (ARN) és la ribosa i en I’acid desoxiribonucleic (ADN) és la 2-
desoxiribosa i, per ultim, una base nitrogenada, que pot ser una purica (adenina o guanina) o
pirimidinica (citosina, timina o uracil). La timina és una base nitrogenada exclusiva de I'ADN

i I’uracil de I’ARN (vegeu figura 1).

Els acids nucleics presenten dos extrems, I’extrem 5’ on hi ha 1’acid fosforic unit al glucid del
primer nucleotid, i ’extrem 3°, on es troba un radical hidroxil (-OH) unit al glucid del carboni

3’ de I’0ltim nucleotid.

Els acids nucleics se sintetitzen des de I’extrem 5’ al 3’ gracies a un enzim anomenat ADN-
polimerasa, que afegeix nucleotids a I’extrem 3’ perd no n’existeix cap que ho faci a ’extrem

5.

ADN ARN
Base Base
“0—P—0—CH, i THZ
o 1PN
Fosfato | [ Desoxiribosa  Fostato | Ribosa
H IC'H (azucarn) H (azucar)

3

l
OH

.‘

Nucledtidos
Pirimidinas Purinas Pirimidinas Purinas

Edremo 3

9 polinuciedtidos

Figura 1. A la primera fila es veu la composicid de I'ADN i I'ARN, a la segona les bases nitrogenades propies de cada
molécula i, a I’Gltima fila, la disposicid a I'espai de cada tipus de cadena. (Font: Alemany, C. i Carcolé, E., s.d.)
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1.2. L’ACID DESOXIRIBONUCLEIC
I'ADN és la molecula que emmagatzema la informacié biologica que es transmet dels

progenitors a la seva descendencia. Aquesta molecula, generalment, esta constituida per dues
cadenes antiparal-leles de nucleotids “enrotllades” entre si formant una doble hélix

plectonimica, és a dir, per separar les dues cadenes s’ha de “desenrotllar” una respecte 1’altra.

Les dues cadenes d'’ADN estan unides entre si per complementarietat de bases nitrogenades,
que és I’afinitat que té una base nitrogenada per a una altra. L’adenina i la timina sén
complementaries i la citosina i la guanina també. Aixo significa que en una molecula d'ADN
hi ha tantes adenines com timines i tantes citosines com guanines. Aquestes bases s’uneixen

entre si a través d’enllacos d’hidrogen.

1.3. LAREPLICACIO DE L'ADN in vitro

La replicacio d'ADN in vitro és aquella que no es porta a terme dins d’una cél-lula, sin6 en
condicions de laboratori. Per realitzar una duplicacié6 d'ADN d’aquesta manera és essencial
I’ADN-polimerasa. Perqué pugui actuar aquest enzim és necessaria la preséncia de
desoxiribonucleotids-5-trifosfats d’adenina, timina, guanina i citosina. Aquests nucleotids
han d’estar trifosfatats perqué en 1’accié d’unir-se a la cadena replicada es necessita energia
que es troba en el trencament de dos dels enllacos fosforics, fent aixi que es quedi el

nucledtid monofosfatat.

A més, és indispensable que hi hagi un filament encebador o “primer”, que és un tros d'/ADN
on s’uneix I’ADN-polimerasa i afegeix els nucleotids a I’extrem 3’ i un filament patrd perqué

I’enzim pugui afegir els nucleotids segons complementarietat de bases (vegeu figura 2).

12
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Figura 2. Procés de replicacié d'ADN in vitro. Cadena principal (blau clar), "Primers" (vermell) i copia de I'ADN (turquesa).
(Font: Khan Academy, 2017b)

2. GENS “IMPRINTING”
Els organismes anomenats diploides (2n) sén els que presenten dos cromosomes, un
provinent de cada progenitor i, per tant, tenen dos gens que ocupen el mateix locus! a cada
cromosoma al qual pertanyen. Generalment, s’expressen els dos gens que tenen el mateix

locus dels cromosomes somatics?, un del pare i I’altre de la mare.

En el cas dels gens “imprinting”, només un dels al - lels® s’expressa. Aquest fet passa perqué
el “centre de control imprinting” (IC), que és el que regula I’expressid genética del gen que es
silencia, esta metilat. Llavors I’altre gen que ocupa el mateix locus, si no té el seu IC metilat,

és el que s’acabara expressant.

Malgrat tot, també podria ser que I’IC dels dos gens estiguessin al cent per cent metilats.

Llavors, no s’expressa cap dels dos gens 1 esdevé una malaltia genética.

Per exemple, el gen de PWS és un “imprinting” matern. El gen que no s’expressa €s el que
prové de la mare. Quan I’IC patern d’aquesta zona es troba metilat i no s’expressa és quan

apareix la sindrome (vegeu figura 3).

13
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Figura 3. Gens "imprinting" de la regié de PWS i de la Sindrome d'angelman (AS) de la mare (rosa) i del pare (blau). Els
gens propis de PWS (lila) son controlats per I'IC. Les fletxes indiquen els gens que s’expressen d’una persona sana. (Font:
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2015)

3. EPIGENETICA
L’epigenctica estudia tots aquells factors heretables que modifiquen o matisen el material
genetic dels éssers vius sense alterar la seqliencia de nucleotids i és aplicable tant a cél-lules
eucariotes* com a procariotes®. Aix0 explica que dos bessons idéntics tinguin diferéncies

biologiques.

La regulacid epigenética és donada per canvis en la conformaci6 de la cromatina® envers les
histones’. Depenent de la disposicié del filament d’ADN sobre aquestes histones, el gen
s’expressara o no. Es a dir, si un gen es troba “embolicat” sobre una histona, el gen sera
silenciat 1 no s’expressara i, si no ho esta, si que ho fara. En total, s’han determinat tres

processos epigeneétics de regulacio.

La metilacié de I'ADN és la metilacio d’algunes de les citosines d’un gen, és a dir, algunes de
les citosines es presenten enllagades amb un radical metil (—CH3). Hi pot haver diferents

percentatges de metilacié d’un gen.

La modificacié de les histones pot passar després de la traducci6® i consisteix en
combinacions de la histona que serveixen de codi per determinar quin gen ha de ser silenciat i
quin ha de ser expressat. Hi ha diferents tipus de modificacions histoniques: 1’addicié d’un
radical que pot ser un acetil, un grup fosforic o metil; I’eliminacié d’un grup amoniac; el

canvi d’un aminoacid de la histona per un altre o I’addici6 d’un polipeptid®.

14



“Posant els punts sobre les “i”. Epigenetica i obestitat infantil” Donald Irvine Roca

L’ARN no codificant és un altre procés epigenétic de regulacid que consta d’una seqiiéncia
d’entre 21 i 23 nucledtids complementaria amb una regié d’'un ADN o ARN i no permet la

traduccié dels nucledtids als quals s’ha unit per complementarietat de bases.

4. METILACIO DE L'ADN
4.1. CONCEPTE TEORIC

La metilacié de I'ADN és un procés epigenetic que es troba en uns gens promotors. La zona

que controla la duplicaci6 de I'ADN envia un senyal a un enzim anomenat ADN-
metiltransferasa que afegeix un grup metil al carboni 5’ de la base nitrogenada citosina i,

generalment, reprimeix 1’expressio del gen si esta un 100% metilat (vegeu figura 4).

Aquest proceés epigenetic es dona generalment en dinucleotids CpG. Només pot estar
metilada una citosina quan al darrere hi té una guanina. Estan unides mitjancant un

grup fosfat®. Es representa CpG.

DNA Cytosine Methylation

O unmethylated

© Methylated
'—" Gene Expression
I 1 CpG Island | | Gene =

. - Gene Expréssion Repressed
$0000 I i '

daas :
[ {cpG 1stand | { Gene  —

Figura 4. Metilacié de I'ADN. Si no esta metilat, el gen s'expressa i si esta metilat, no s'expressa. (Font: Bassols, J., 2017)

Aquest procés és molt important, ja que esta associat a la inactivacio del cromosoma X, que
determina el sexe; a I’envelliment de I’individu 1 als gens “imprinting”, que son gens que
determinen de quin progenitor s’ha d’expressar la informacio biologica i que, si no s’expressa
la del progenitor correcte, pot provocar una malaltia. En el cas dels gens “imprinting”, el gen

d’un dels progenitors estara més metilat (i no s’expressara) i el de I’altre s’expressara.

15
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4.2. METODES D’ESTUDI DE LA METILACIO DE L'ADN

Per poder estudiar I'ADN, s’ha de realitzar una extracci6 d'ADN de les c¢l-lules. Aquest
procés es realitza mitjancant uns enzims!! que degraden les diferents biomolécules per poder

accedir facilment a I’ ADN.

Seguidament es realitza una bisulfitacid, que és un metode que permet diferenciar les
citosines metilades de les que no ho estan. A través de diversos compostos quimics, primer es
desaminen'? les citosines no metilades i després es converteixen en uracils per diferenciar-

les de les citosines metilades. Aixo comporta dos problemes:

1. Una cadena d'ADN amb uracils és molt poc estable perqué aquesta base nitrogenada

pertany només I’ARN.

2. A l’obtenir com a resultat una cadena monocatenaria, és molt labil i no es pot

conservar durant molt temps.

Per resoldre aquestes problematiques i per tenir més volum de mostra es fa una Reaccio en
Cadena de la Polimerasa (PCR).

Abans de realitzar la PCR, s’han d’optimitzar els “primers” que s’han dissenyat préviament.
Una optimitzacié s’ha de fer sempre abans de realitzar qualsevol procés in novo. Quan és el
primer cop que s’utilitza un métode per a un estudi, primer s’han de fer proves per esbrinar
quines son les condicions Optimes perque I’experiment tingui el maxim rendiment. En aquest
cas s’ha de con¢ixer quina ¢€s la temperatura optima perque els “primers” s’uneixin a la zona
desitjada de I'ADN ja bisulfitat per complementarietat de bases i perque aixi ’enzim ADN -
polimerasa faci el maxim de repliques de I'ADN i de la millor qualitat possible. Els resultats
es comproven amb electroforesi en gel, que permet veure la longitud de parells de bases i la
quantitat d'ADN que s’ha replicat de cada mostra a través d’una lectura per raigs UV de les

mostres sobre un gel d’agar.

La PCR és un métode d’amplificacio i duplicacidé d’una regi6 especifica d'ADN in vitro. Es
fan varies copies del tros d'ADN que es vol estudiar en condicions de laboratori per, aixi,
tenir un volum gran del gen. Si 'ADN es troba bisulfitat, a les bases amb uracil, s’uneixen
timines i tambe, per complementarietat de bases, en les cadenes seglients, es converteixen en
adenines. Durant aquest procés hi ha una incubacidé on se li aplica la temperatura que s’ha

trobat Optima com a resultat de 1’optimitzacié de “primers”.
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Abans d’enviar els resultats a sequenciar, es fa una altra electroforesi en gel per comprovar

que totes les mostres s’hagin amplificat i finalment, les mostres es porten a seqiienciar.

5. PLACENTA

La placenta és un organ que es troba a I’ter provinent dels mateixos gametes que formen
I’embrio que presenten els mamifers durant el periode de gestacid. Gracies al fet que esta en
contacte amb el fetus a través del cordo umbilical, fa d’intermediaria entre la gestant i el fetus
i porta a terme les seves funcions. Aquestes son la nutrici6 i I’intercanvi de gasos, l'excrecio i
la termoregulacio. La placenta és I’0rgan que permet transferir sang amb nutrients i oxigen de
la mare al fetus i tornar sang al fetus amb residus (i dioxid de carboni). A més, també ajuda a

combatre infeccions i produir hormones propies de la gestacio.

Aquest organ presenta dues parts: la placenta fetal, que és la que es troba a la part interna i
conté cel-lules amb el mateix ADN que el fetus, i la placenta materna que és la capa externa

de la placenta i conté el mateix ADN que la mare (vegeu figura 5).

La placenta és expulsada del cos de la gestant entre els 15 -30 minuts després del part.

A B Placenta

Placenta

Placental Membrane

Umbilical Cord

Intervillous Space

Umbilical Cord Blood Vessels
fetus'
Blood Vessels

Figura 5. A: Visio del fetus dins la placenta amb el cordé umbilical. B: Visi6 de I'interior de la placenta. Els vasos sanguinis
fetals (Fetus' Blood Vessels) i els de la mare (Mothers' Blood Vessels). (Font: Tian, C., 2019)
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Aquest organ ¢és un dels que s’utilitzen més a 1’hora d’estudiar ADN huma perque conté
ADN tant de la mare com del fetus durant el periode de gestacid i a més, és de relativament
facil accés, ja que, un cop expulsada la placenta es sol descartar.

6. LA SINDROME DE PRADER WILLI (SPW)

La Sindrome de Labhart Prader Willi (SPW) va ser descoberta pels doctors suissos Andrea
Prader, Alexis Labhart i Heinrich Willi I’any 1956.

Es una malaltia genética poc freqiient. S’estima que un de cada quinze mil nounats pateix
aquesta sindrome. Pot ser deguda a diferents causes. Totes tenen en comu que afecten la regid

cromosomica 15g911-q13, propia d’aquesta sindrome, del cromosoma 15.
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Figura 6. Cariograma huma. (Font: Chromosome 15, 2019)

6.1. CARACTERISTIQUES CLINIQUES GENERALS

Hi ha moltes caracteristiques cliniques propies de la PWS, pero les més rellevants son les

seglents.

La hiperfagia és un trastorn que, en aquest cas, s’instaura quan ’individu té entre 9 i 24
mesos, on es mostra una sensacio de gana constant a causa d’alteracions en la secrecié!® de

diferents hormones.

La ghrelina és una hormona amb naturalesa proteica que fa la funcié de neuropéptid!*
(essencial per a la comunicacié entre neurones) i, a més, de regular “I’apetit”, juga un paper
molt important en la regulacié de 1’ homeostasi energétical® i incrementa I’hormona de

creixement (GH). La ghrelina generalment augmenta per donar la sensacio de gana i
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disminueix després de la ingesta d’aliments. En el cas del SPW, després d’un apat, els nivells
d’aquesta hormona no disminueixen significativament i per aquest motiu els afectats mengen

més, fet que comporta que siguin més propensos a I’obesitat.

Al fallar la regulacié de la secrecid de la GH, aquesta disminueix i per aquest motiu tenen

problemes de creixement.

Altres hormones que també influeixen en la regulacié de la sacietat i 1’obesitat son la leptina,

la resistina i el peptid Triosina.

L’adiponectina és una hormona que regula la sensibilitat de la insulina®® i és la causant de

que molts SPW també pateixin diabetis tipus 11*7.

La hipotonia muscular és una disminucié de la tensié muscular residual, que fa referéncia a
les contraccions parcials, passives i continues dels musculs. La tensié muscular residual ajuda
a mantenir la postura. Per exemple, si un bebé de tensié muscular pot aixecar el cap quan esta

panxa avall, un que pateix la PWS no el podria aixecar (vegeu figura 7).

Figura 7. A I’esquerra de la imatge es pot veure un nadd que no pot aguantar el cap amunt a causa d’hipotonia muscular. A
la dreta es veu un bebé sa. (Font: Granada, M., 2014)

L’ hipogonadisme hipotalamic és un trastorn en qué I’hipotalem®® o la glandula pituitaria®®

no secreten prou gonadotropina, una hormona que permet el desenvolupament dels genitals i

19



“Posant els punts sobre les “i”. Epigenetica i obestitat infantil” Donald Irvine Roca

obtenir la maduresa sexual. Aix0 comporta que no desenvolupin caracteristiques fisiques ni
masculines ni femenines, no arribin a la maduresa sexual i siguin esterils. La majoria de
mascles que neixen amb aquesta sindrome, durant els primers 28 dies de vida, pateixen

criptorquidia, que és la no descendencia dels testicles a la bossa escrotal.

Els individus que tenen Prader Willi, solen tenir discapacitat cognitiva lleu que correspon a

un Coeficient Intel-lectual (CI) entre 60 i 70. Generalment no aprenen a caminar fins als 24

mesos i també és frequient patir dificultats en el llenguatge.

També es poden distingir algunes conductes comunes entre els malalts, que son rigidesa,
“rabietes”, manipulaci6 i caracters compulsius. Un 25% de persones que pateixen la PWS

també tenen el Trastorn de I’Espectre Autista (TEA) 1 un 10% el Trastorn per Deficit

d’Atencid6 1 Hiperactivitat (TDAH).

Altres caracteristiques comunes son manca de 1’hormona de creixement (GH), alteracions de
la respiracid, escoliosis (curvatura de la columna vertebral en forma de “s” o “c”) (vegeu
figura 8) a consequéncia de la hipotonia i del creixement rapid de 1’hormonacié de GH,
desviacido de 1’alincament d’un dels ulls respecte a 1’altre (estrabisme) (vegeu figura 9),
densitat mineral ossia baixa amb risc de patir osteoporosi, que comporta un major risc de
trencaments i fractures ossies i poca sensibilitat al dolor i alteracions de la termoregulacio

interna.
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Figura 8. A l'esquerra es veu una columna vertebral d'una persona amb escoliosis i a la dreta una columna sana. (Font:
Suken, A., 2017)
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Figura 9. Nen amb estrabisme. (Font: Linea y salud, 2009)

6.2. CAUSES
L’error genctic més freqiient que causa aquesta malaltia, corresponent al 70% dels casos, és
la deleci6?® de la regi6 15911-q13 del cromosoma homoleg patern. La recurréncia en aquest
cas ¢és inferior a I’1%. Hi ha molt poca probabilitat que els progenitors de I’individu malalt en

tornin a tenir un altre amb el mateix problema.

Una altra mutacié genética que dona lloc a aquesta sindrome és quan, en lloc de tenir un
cromosoma 15 de cada progenitor, I’individu té els dos provinents de la mare (disomia
uniparental). Aquest error representa el 25% dels casos. En aquest cas la recurréncia és la

mateixa que en |’anterior, de 1’1%.

Un 5% la pateixen per alteracions en gens “imprinting”, és a dir, que s’expressa el gen
provinent de la mare, quan s’hauria d’expressar el gen del pare. La recurrencia en el cas del
“imprinting”, és molt variable depenent de si la mutacido es deu a 1’atzar 1 és el primer
membre portador de la mutacié (mutacié de novo) o si es deu a heréncia. La variabilitat va
des de 1’1% fins al 50% respectivament.

Per ultim, menys d’un 1% pateixen PWS per reorganitzacions cromosomiques que afecten la
zona cromosomica 15q11-g13, és a dir, que alteren la seqiiéncia de nucleotids de la regié del
cromosoma 15 esmentada. Com al cas anterior, el percentatge de recurrencia varia segons si

és una mutacioé de novo (menys de 1’1%) o si un dels progenitors és portador (del 5 al 50%).
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Figura 10. A la dreta es poden veure com son les cromatides germanes en una persona sana: la cromatide paterna té els gens
relacionats amb PWS actius i la de la mare inactius. A 1’esquerra es poden veure com son les cromatides germanes per les
diferents causes que una persona pot patir PWS. Com es pot veure, en tots els casos els gens relacionats amb PWS estan

inactius. (Font: Prader-Willi Syndrome, 2017)

Aquest estudi estara centrat en la relaci6 entre la metilacio dels gens “imprinting” relacionats

amb la PWS i les caracteristiques cliniques d’obesitat infantil i problemes de

desenvolupament.
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1. INSTITUT DE RECERCA
L’Institut d’Investigaci6 Biomedica de Girona (IdIBGi, 2005) és un centre de recerca de la
xarxa de centres CERCA de la Generalitat de Catalunya, que facilita, suporta i segueix

I’activitat dels seus centres.

El centre, esta associat amb diferents institucions: Institut Catala de la Salut (ICS), Institut
Catala d’Oncologia (ICO), Universitat de Girona (UdG), Institut de Diagnosi per la imatge
IDI i Institut d’ Assisténcia Sanitaria (IAS).

El seu objectiu principal és fer recerca mitjangant 1’ajut dels hospitals de la xarxa hospitalaria

publica de la provincia de Girona.

Aquesta entitat té cinquanta-cinc projectes de recerca, quatre-cents setanta-dos estudis de
recerca clinica, mil quatre-cents setanta-vuit articles en revistes internacionals i deu projectes

d’innovacid.

Els més de 300 investigadors duen a terme el noranta per cent de la investigacio biomedica de
Girona. Aquests investigadors estan repartits en: dos grups cardiovasculars, sis grups de
metabolisme i inflamacio, quatre grups en neurociéncia, un d'oncohematologia i estan en

procés de crear un grup d’imatge medica i1 un altre de salut mental.

L’estudi del treball esta portat a terme pel grup de recerca de metabolisme materno-fetal i el
d’obesitat i risc cardiovascular en pediatria, liderats per la Dra. Judit Bassols i el metge Dr.

Abel Lopez-Bermejo, respectivament.

2. MATERIAL
2.1. SUBJECTES D’ESTUDI

Les mostres utilitzades en I’estudi son de placentes de mares anonimes de poblacié normal,
els fills de les quals son d’edat pediatrica, que van participar en un estudi de risc
cardiovascular a I’hospital Josep Trueta. Malgrat haver-hi centenars de mostres, al ser un
estudi de cohort, s’han de seleccionar les placentes maternes que segueixen un perfil

determinat i, a més, que es tingui el maxim d’informacié del seguiment del fill o filla.
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Un estudi de cohort és un estudi realitzat amb mostres que comparteixen unes caracteristiques

determinades. Per exemple, en aquest estudi, s’agafaven mostres de mares no fumadores,

d’entre d’altres.

2.2.  OBTENCIO D’ADN A PARTIR DE TEIXIT PLACENTARI MATERN -

EXTRACCIO D’ADN
Taula 1. Material necessari per a I’extraccié d’ADN. A la primera columna hi ha el nom de

I’instrument o reactiu, a la segona hi ha la marca i I’Gltima té la imatge del material. Totes les

imatges son de creacio propia.

Material Marca Imatge
Bisturi ’\‘ '
Pinces

Plaques de Petri

Lleixiu
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Aigua
Eppendorfs Eppendorf
Pipetes Socorex
Mostres de placenta
Cell Lysis Solution Qiagen

Proteinase K
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Rnase Invitrogen
Protein precipitation Qiagen
Solution
Aigua miliQ
Isopropanol
Etanol
Balanca Sartorius
Model: TE 15025
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\Vortex

VALEP Scientifica
Model: ZX3 Advanced
Vortex Mixer

Centrifugadora

Thermo scientific
Model MicroCL 17R

Centrifuge
Bany Grant
Model SUB aqua Pro
Termobloc Eppendorf
Nanodrop Thermo scientific

Model nanodrop 1000
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2.3. DIFERENCIA ENTRE CITOSINES METILADES | NO METILADES —
BISULFITACIO
Taula 2. Material necessari per a la bisulfitacio. A la primera columna hi ha el nom de

I’instrument o reactiu, a la segona hi ha la marca i I’Gltima té la imatge del material. Totes les

imatges son de creacio propia.

Material Marca Imatge
Placa de 96 pouets AB applied Biosystems
Pipetes Handrop
Eppendorfs Eppendorf
Columnes i tubs Eppendorf
Mostres d'ADN
Aigua miliQ
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CT-conversion reagent

Zymo Research
EZ ADN Methylation Kit

M-dilution buffer

Zymo Research
EZ ADN Methylation Kit

M-dissolving buffer

Zymo Research
EZ ADN Methylation Kit

Etanol

Wash buffer concentrate

Zymo Research
EZ ADN Methylation Kit

M-binding buffer

Zymo Research
EZ ADN Methylation Kit
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M-wash buffer Zymo Research
EZ ADN Methylation Kit

M-desulphonation buffer Zymo Research
EZ ADN Methylation Kit

M-elution buffer Zymo Research
EZ ADN Methylation Kit

Vortex VALEP Scientifica
Model: ZX3 Advanced
Vortex Mixer

Termociclador AB Applied Biosystems
Centrifugadora Thermo scientific
Model MicroCL 17R
Centrifuge
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Nanodrop Thermo scientific
Model nanodrop 1000

2.4. CONEIXEMENT DE LA TEMPERATURA IDONIA PERQUE LA PCR
DONI LLOC - OPTIMITZACIO DE "PRIMERS"

Taula 3. Material necessari per a I’optimitzaci6 de “primers”. A la primera columna hi ha el

nom de I’instrument o reactiu, a la segona hi ha la marca i I’Gltima té la imatge del material.

Totes les imatges sén de creacid propia.

Material Marca Imatge

Placa de 96 pouets Applied Biosystems AB

Pipetes Handrop

3 mostres d'ADN bisulfitat
(BS ADN)

2 mostres d'’ADN
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Aigua miliQ
Hot star buffer Qiagen
dNTPs Qiagen

Forward primer (FW) i
Reverse primer (RW)

Metabion international AG

ADN-polimerasa

Qiagen

Q-solution

Qiagen
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Agarosa Invitrogen
Ultra Pure Agarose
Midori Qiagen
Buffer ThermoScientific

Loading buffer

New England BioLabs

Termociclador

AB Applied Biosystems

Motlle pel gel d’agar
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Maquina de raigs UV

Quantum
Model: Vilber Lourmat

2.5.  OBTENCIO DE COPIES DE L’ADN BISULFITAT - REACCIO EN

CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Taula 4. Material necessari per a la PCR. A la primera columna hi ha el nom de I’instrument

0 reactiu, a la segona hi ha la marca i I’Ultima té la imatge del material. Totes les imatges son

de creacio propia.

Material

Marca

Imatge

3 plaques de 96 pouets

AB Applied Biosystems

Pipetes

Socorex

Mostres de BS ADN

Aigua miliQ
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Hot star buffer Qiagen
dNTPs Qiagen
Forward primer Metabion international AG
ADN-polimerasa Qiagen
Agarosa Invitrogen
Ultra pure Agarose
Midori Qiagen
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Buffer d’electroforesis

ThermoScientific

Loading buffer

Qiagen

Termociclador

AB Applied Biosystems

Motlle pel gel d’agar

Maquina de raigs UV

Quantum
Vilber Lourmat

*Tots els reactius que s’anomenen “buffer” son productes de cases comercials que mantenen

la formula del compost en secret.
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Abans de portar a terme qualsevol
experimentaci6 al laboratori, és molt
important que tant els instruments que
s’utilitzaran com el taulell de laboratori
estiguin el maxim esterilitzats possible
(vegeu figura 11), que durant el procés
s’utilitzin guants i canviar la punta de la

pipeta cada cop que s’hagi de pipetejar un

liquid diferent. D’aquesta manera s’eviten

] ] ] . Figura 11. Netejant el taulell de laboratori i els instruments.
contaminacions que posteriorment afectarien (Font: creacié propia)

els resultats.

Per evitar confusions i equivocacions, abans de portar a terme qualsevol experimentacio, és
essencial haver dissenyat la placa (vegeu taules 5, 7, 8, 10 i 11 a annexos), si és necessaria,
apuntant en cada pouet la mostra que s’hi posara. D’aquesta manera, el técnic de laboratori té

clar el que ha d’introduir en cada pouet.

Es important puntualitzar que, en cas que algun dels resultats no sigui el desitjat, es tornara a
dur a terme el métode per esbrinar si es pot deure a una contaminacid. Per assegurar que els
resultats no estan contaminats, es posa un control que ha de donar negatiu. En el cas que el

control no doni negatiu, s’haura de repetir tot el procediment.

3.1. OBTENCIO D’ADN A PARTIR DE TEIXIT PLACENTARI MATERN -
EXTRACCIO D’ADN

Per poder realitzar un estudi amb ADN, aquesta molecula és indispensable, pero no es troben

moléecules d'/ADN lliures pel medi, sind que es troben en un embolcall dins de totes les
cel-lules dels animals i plantes, anomenat nucli cel-lular. Aquest procés degrada els altres

tipus de biomolécules per poder obtenir el filament d'ADN sol.

Abans de comengar el procés d’extraccio, s’ha de preparar un bany a 55°C.

1. Es mesuren 15 mg de placenta de cada mostra, que s’ha de tallar sobre la placa de

Petri amb el bisturi i cada una es guarda utilitzant pinces en un Eppendorf d’1°5 ml.
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Es important que les pinces i el bisturi es rentin amb lleixiu i aigua després d’haver

estat en contacte amb cada mostra de placenta.

2. Cada Eppendorf es posa en gel perque aixi es conservi la mostra a 4°C i s’afegeixen
300pul de ’enzim “Cell Lysis Solution”. D’aquesta manera 'ADN queda lliure en la

dissolucio.

3. S’afegeixen 2 ul de “Proteinase K”, que és un enzim que degrada les proteines i es
barreja invertint cada Eppendorf unes 25 vegades per evitar que la mostra de placenta

quedi precipitada al fons.
4. La barreja s’ha de deixar incubant al bany a 55°C una nit.
L’endema, abans de tornar a comengar, s’ha de preparar el bany a 37°C.

5. S’afegeixen 1’5 ul de “RNase A” per degradar restes d’ARN que hi pot haver. S’ha
de tornar a agitar la mostra 25 vegades. Seguidament s’incuben al bany a 37°C i

després es refreden 1 minut a 4°C.

6. S’afegeixen 100ul de ‘“Protein Precipitation Solution” que fa que precipitin les

proteines que encara resten a la mostra.

7. Es fa un vortex de 20 segons per acabar de barrejar totes les solucions i es deixa
durant 10 minuts centrifugant a 16000 g perqué aixi quedi per un costat la part on hi
ha I’ADN (SBNT) i per I’altra precipitin les proteines, I’ARN 1 les altres molecules

que no interessen.

8. Es traspassa el SBNT en tubs nets i en aquests s’hi afegeixen 300ul d’isopropanol

que, juntament amb una centrifuga d’1 minut a 16000 g, fara que I'ADN precipiti.
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9. Es descarta el SBNT amb cura que I'ADN que ha precipitat quedi a I’Eppendorf,
s’afegeixen 300ul d’etanol per netejar el pellet (I’ADN precipitat) i es torna a
centrifugar 1 minut a 16000 g.

Figura 12. Descartant el SBNT amb cura perqué I'ADN precipitat quedi a I'Eppendorf. (Font: creacid propia)

10. Es descarta I’etanol 1 es deixa assecar el tub perqué s’evaporin les restes d’etanol.

Figura 13. Eppendorfs assecant-se. (Font: creacié propia)

11. Un cop DI’Eppendorf esta totalment sec, s’afegeixen 25ul d’aigua miliQ (aigua
purificada i ionitzada) per diluir I'ADN.

12. Es mantenen les mostres a 65°C durant 1 hora, mantenir en agitacié “over night” a

200 rpm.

13. Per tltim, s’ha de mesurar I’absorbancia amb el nanodrop per quantificar la puresa i

determinar la concentracié d'ADN de cada mostra.

Si alguna mostra esta massa diluida, s’haura de repetir I’extraccio.
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3.2. DIFERENCIA ENTRE CITOSINES METILADES | NO METILADES -
BISULFITACIO
La bisulfitacié és un metode que permet diferenciar les citosines metilades de les que no ho

estan. Aquest procés fa una copia de I'ADN que es vol estudiar canviant les citosines no
metilades per uracil (vegeu figura 14), una base nitrogenada de 1’acid ribonucleic (ARN).

CH3 CH3
I 1
5'-TCCCGCGT-3' 5'-TCCCGCGT-3'

.%,- Tralomiento bisulflo
5'-TCCCGCGT-3" 5'-TUUUGUGT-3’
Figura 14. Representacid d'una cadena d'’ADN abans i després de la bisulfitaci6. (Font: Balaguer, F. i Moreira, L., 2010)
Abans de comencar la bisulfitacid, s’han de preparar en Eppendorfss les mostres d'ADN
perque tinguin un volum de 20 pl i estiguin a una concentracié de 50 ng/ul. Utilitzant la
formula C, - Vy = G5 - Vf es pot aillar el volum que s’ha d’agafar de la mostra inicial (V) i
després es resta aquest valor a 20 pl per saber el volum d’aigua miliQ que s’ha de posar

perque cada mostra estigui a la mateixa concentracié (vegeu taules 5 i 6 a annexos).

1. Esprepara el CT-conversionreagent, que és un reactiu sensible a la Ilum i per tant s’ha
de fer servir el més rapid possible: Primerament, a cada tub de CT-conversionreagent
s’ha de posar 900 pl d’aigua miliQ, 300ul de M-dilution buffer i 50 pl de M-
dissolving buffer i després vortejar (agitar) durant uns 10 minuts. Quan la dissolucio

esta feta, s’afegeixen 130 pl de la dissolucio de CT-conversionreagent a cada mostra.

2. Es posen les mostres al termociclador on s’aplicaran 98°C durant 10 minuts, 64°C

durant 2 hores i mitja i finalment es conservara a 4°C.

Tots els passos que s’han fet fins aquest punt han servit per desaminar, €s a dir, per trencar els

enllacos entre el grup amino i les citosines.

3. A part, s’ha de preparar el M-wash buffer afegint 96 ml d’etanol a 24 ml de wash
buffer concentrate.

4. Un cop acabat el termocicle, les mostres s’han de deixar reposar en gel durant 10
minuts. Es molt important que les mostres estiguin tapades amb paper d’alumini

durant tot aquest proces.
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5. Mentre les mostres reposen, s’aboquen 600 pl de M-Binding Buffer a les columnes,
que és el reactiu que té afinitat per I'ADN i fa que es quedi a la columna i que els
altres reactius baixin al tub. Tapar les columnes i invertir varies vegades i,
seguidament, afegir els 150 pl de mostra a la columna. Es posen els tubs a la

centrifugadora a 16000 g durant 30 segons i es descarta el liquid que resta al tub.

6. S’aboquen 100 ul del M-wash buffer, preparat anteriorment, que és un reactiu que
neteja les restes d’altres substancies. Es torna a centrifugar a 16000 g durant 30

segons i es descarta el sobrant.

7. Es posen 200 ul de M-desulphonation buffer, que és el reactiu que passa les citosines

no metilades a uracils i es deixa reposar 20 minuts encara tapat de la llum.

8. Un cop passats els 20 minuts, es torna a centrifugar a 16000 g durant 30 segons i
s’afegeixen 200 ul més de M-wash buffer. Es torna a centrifugar amb les mateixes

condicions i es descarta el liquid del tub. Aquest procés es torna a repetir.

9. Es centrifuga a 16000 g per assecar les columnes, es llencen els tubs i s’elucix I’ADN
bisulfitat (BS ADN). L’elusio consisteix en transferir la columna en un Eppendorf de
1’5 ml; afegir-hi 15 pl de M-elution buffer, que és el que fara que es desprengui
I'ADN bisulfitat de la columna i es quedi a I’Eppendorf. Es centrifuga a 16000 ¢

durant 30 segons.

10. Finalment, s’afegeixen uns 40 pl d’aigua miliQ perqué estiguin a una concentracid
d’uns 10 ng/ul i es quantifica amb el nanodrop per saber la puresa i la concentracié de

cada mostra.

En cas que la puresa i la concentracié d’alguna mostra sigui molt baixa, s’haura de repetir la

bisulfitaci6é d’aquestes.
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3.3. CONEIXEMENT DE LA TEMPERATURA IDONIA PERQUE LA PCR
DONI LLOC - OPTIMITZACIO DE “PRIMERS”

L’optimitzacié dels "primers" consisteix en esbrinar quina és la temperatura optima perque
els “primers” s’uneixin a la zona del BS ADN desitjada i I’enzim ADN-polimerasa faci les
maximes répliques possibles. Es una prova on s’apliquen diferents temperatures a mostres
amb el mateix contingut per esbrinar quina és la temperatura que proporciona més volum
d’ADN per aplicar després a la PCR.

Agquesta optimitzacio té molts factors a tenir en compte. Per exemple el fet que hi ha dues
regions d'’ADN que s’estudien, s’han aplicat diferents temperatures a determinades mostres,
que la meitat de les mostres porten Q-solution i I’altra meitat no, i que hi ha mostres de BS
ADN i d'ADN, per aquest motiu és molt important fer un bon disseny de la placa, per tenir
clar qué hi ha a cada pouet (vegeu taula 7 a annexos).

1. Primer de tot, s’ha de calcular la quantitat de dissoluci6 inicial de cada ADN que s’ha
de diluir en aigua miliQ per aconseguir 4 ul a una concentracio de 5 ng/ul a cada

pouet utilitzant la igualacio Cy - Vo = C¢ - V;.

2. Als pouets de les columnes parelles es posen 2,84 ul d’aigua miliQ, 1ul de”Hot Star
Buffer” que és una dissolucio que serveix per aconseguir les condicions Optimes
perque es dugui a terme la replicacio de 'ADN; 1 ul de “Forward primer” i 1 ul de
“Reverse Primer” de concentraci6 2 uM que son trossos d'ADN monocatenari que
estan dissenyats perqué s’enganxin a determinades regions de I'ADN per
complementarietat de bases perqué, en unir-se I’ADN-polimerasa, pugui replicar la
cadena; 0,08 pl de dNTP 25 mM que son els nucleotids trifosfats que la ADN-
polimerasa utilitza per fer la cadena complementaria; 0,08 ul d'ADN-polimerasa 5 U/

pl que €s I’enzim que uneix els nucleotids 1 4 ul d'ADN o BS ADN .

3. Als pouets de les columnes senars amb 0,84 pl d’aigua miliQ, 1 pl de “Hot Star
Buffer”, 1 ul de “Forward primer” i “Reverse primer”, 0,08 pl de dNTP, 0,08 pl
d'’ADN-polimerasa, 1,5 ul d'ADN o BS ADN (amb la mateixa concentracié que s’ha
posat a les parelles) i Q-solution que és una solucié que fa que la replicacio d'’ADN

sigui més eficag.

4. Un cop tots els pouets estan omplerts i s’han posat els controls, es tapen i es deixa la

plaqueta al termociclador:
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a. Manté totes les mostres a 95°C durant 15 minuts

b. Fa 4 cicles de 95°C durant 20 segons, 65°C durant 30 segons i 72°C durant 60

segons

c. Fa4 cicles de 95°C durant 20 segons, 58°C durant 30 segons i 72°C durant 60

segons

d. Fa 38 cicles de 95°C durant 20 segons, la temperatura que s’ha adjudicat a
cada parell de columnes (53°C les dues primeres, 55°C el segon i tercer parell,

57°C el quart i cinqué parell i 59°C els dos altims) durant 30 segons.

e. Posa les mostres a 72°C durant 3 minuts, 15°C durant 10 segons i les manté a
4°C.

5. Després s’ha de preparar un gel d’agarosa on s’hi posa: agarosa, que €s el que dona
consisténcia; midori, que fa d’agent intercalant de I'ADN 1 buffer. Les quantitats de
cada substancia varien segons si es volen uns resultats qualitatius o quantitatius, en

aquest cas no cal molta agarosa, ja que els resultats son qualitatius.

6. Mentre es deixa reposar el gel en un motlle que fa uns pouets al gel, es fa una nova
dissolucio a partir de cada mostra que consisteix en 5 pl de la dissolucio anterior i 1 pl

de “Loading Buffer” que dona color i pes a les mostres.

7. Per Gltim es posa el gel en una placa submergit en Buffer; posar cada mostra, control i
un marcador a un dels pouets del gel. EI marcador es posa al principi de cada fila de
pouets per comparar cada mostra i saber la quantitat de bases que hi ha. Després s’ha
de fer passar pel gel un corrent perqué “corrin” les mostres, deixar durant mitja hora
perqué “corrin” les mostres 1 posar el gel a la maquina de raigs UV perque llavors es

mostrin els resultats a 1’ordinador.

Un cop es tenen els resultats, s’escull de cada zona les bandes que s’ajusten més a la longitud
de parell de bases esperat i la intensitat de les bandes (que és proporcional a I’efectivitat de la

replicacio de I'ADN).
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3.4. OBTENCIO DE COPIES DE L’ADN BISULFITAT - REACCIO EN
CADENA DE LA POLIMERASA

La reaccid en cadena de la polimerasa és un

metode d’amplificacié 1 duplicacié d’una regiod CH3 CH3

- L : - |
especifica d’ADN in vitro. Es a dir, es fan copies s .reccGeGR3’  5-TCCCGCGT-37

del tros d'ADN que es vol estudiar en condicions .& Tratamiento bisulfite
de laboratori, per aixi tenir un volum gran del gen  s5-.1cccGCGTR3” 5-TUUUGUGT-3"
(vegeu figura 16). A més d’amplificar el gen % PCR

d’interes, si previament s’ha fet una bisulfitacio, 5.TCCCGCGT-Y  5°-TTTTGTGT3’

es canvien els uracils per timines (vegeu figura Figura 15. Representacié d’una cadena d’ ADN
després de ser bisulfitada i després de la PCR. (Font:

15). Balaguer, F. i Moreira, L., 2010)
/ ST < PR
¥
/ \ B HHH TN <
TrrrTT T

TITTTYTIITTITYTITTIITITTT
TYTTTTITTTITTTITT 77T
\ Al il

/I
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C iclo: 4 B 2 3

Figura 16. Representaci6 de les replicaions de I’ADN que es fan durant el métode de la PCR. (Font: Khan Academy, 2017b)

Aquesta PCR es fa només de la regi6 de 'ADN PWS IC2 (a I’optimitzacid) perque és la
regio que déna més informacié sobre les CpGs metilades.

Abans de comencgar amb la PCR, s’han de fer els calculs amb la formula C, - Vo = Cy - Vy per

saber el volum d’aigua i d'ADN que cal per obtenir un volum de 20 ul a una concentracié de

5 ng/ul (vegeu taula 9 a annexos).

Per aquesta PCR, es faran servir tres mostres de cada BS ADN per després fer la mitjana dels

tres resultats, per tant, en aquest cas, el procés és el seguent:

46



“Posant els punts sobre les “i”. Epigenética i obestitat infantil” Donald Irvine Roca

1. Primer es fa una placa mare on hi ha tot el volum d'ADN i aigua miliQ per a 4
mostres (ja que és convenient treballar amb excés) de cada BS ADN (vegeu taula 8 a

annexos).

2. Després es passa cada mostra a tres pouets diferents i s’afegeixen els reactius
necessaris: 2,84 ul d’aigua miliQ, 1pul de”Hot Star Buffer”, 1 ul de “Forward primer”
i 1 pl de “Reverse Primer” de concentracié 2 uM, 0,08 ul de ANTP 25 mM, 0,08 pl
d'’ADN-polimerasa 5 U/ pul i 1,5 pl de BS ADN (vegeu taules 10 i 11 a annexos).

3. Un cop omplertes les plaquetes i posat el control, es posen al termociclador a:
a. 95°C durant 15 minuts

b. Fa 4 cicles de 95°C durant 20 segons, 65°C durant 30 segons i 72°C durant 60

segons

c. Fa 4 cicles de 95°C durant 20 segons, 58°C durant 30 segons i 72°C durant 60

segons

d. Fa 38 cicles més de 95°C durant 20 segons, la temperatura que s’ha adjudicat
gracies a I’optimitzacid: 55°C durant 30 segons i per acabar es posa a 72°C

durant 3 minuts, 15°C durant 10 segons i manté les mostres a 4°C.

4. Finalment es fa electroforesi en gel per acreditar que la PCR ha amplificat

significativament totes les mostres de BS ADN.

Figura 17. Electroforesi en gel. (Font:
creacid propia)
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3.5. ESTUDI DE LES CITOSINES METILADES - EpiTYPER

Un cop realitzada la PCR, la cadena d'ADN s’ha de portar a un laboratori extern per
sequenciar. En aquest cas, les mostres es van portar a CEGEN (Centro Nacional de

Genotipado).

L’epiTYPER consisteix a obtenir un percentatge de metilacié de cada CpG. S’efectua en tres
parts: pasar I’ADN a ARN, fraccionar-lo pels punts on hi ha els uracils i mesurar la massa

molecular d’aquests fragments.

1. Transcripcié?! T7: Les mostres d’ADN de la PCR, son transcrites a ARN d’una sola
cadena. Durant aquest procés les timines que a la cadena extreta d’ADN eren citosines

no metilades es transformen en adenines i les citosines metilades es converteixen en

guanines.
BISULFITACIO PCR TRANSCRIPCIO T7
DNA AATGCGCCG —» AATGUGUUG \ AATGTGTTG — UUACACAAC
no metilat TTACGCGGC e toms 1 o TTACACAAC
complementaria a la
bisulfitada i aguesta
- SegoNa  es  torna
T doble cadena.
DNA AATGCGCCG —» AATGCGUUG AATGCGTTG — UUACGCAAC
metilat TTACGCGGC TTACGCAAC

Figura 18. Procés de I'ADN des de I'extraccioé fins a la transcripcié T7. (Font: Xargay, S.)

S’anomena “Transcripcid T7” perque el “primer” i I’enzim que porten a terme la transcripcid

s’anomenen T7.

2. “Base-specific RNA cleavage”: L’ARN transcrit anteriorment es talla als punts on hi
ha uracil a partir d’ARNsa A. Aixo es fa perqué d’aquesta manera es pot estudiar la
metilacio de cada CpG. Si aquest pas no es portés a terme, s’obtindria el percentatge

de metilacio total de totes les CpGs.
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3. Espectrometria de masses: Un aparell mesura la massa dels fragments. A partir de la

massa i de la quantitat de fragments, es pot calcular el percentatge de fragments

metilats.
MNOMN-METHYLATED GENOMIC DNA METHYLATED GENOMIC DNA
Genormic DA — G e e e 1 e — LG e G e £ e [ e
e (5. e 5 e . 5 e e et [ e 5 1 e 5, e 1 e e
Bisulfite-converted
—— G a—l—G———U Al G—a— LG —L—a—L G—a 0 G—a——

forward strand

PCR L TTTTTTITITTITTTETTTTTTN T b

S [ S N N S N1, Jf S p— PR f WY of WU o U SRNNNNN o ~PS  f - —
Ir wilre transcription R = 3y i

— L e e e e e | 0 e e TR f QU 5 N R RSN SN | g ——
APMA — L e A A e A A L — —— i G G i —— i i L ——

B LA C— - Bl UGG
R fragnnents after 4
urach-specific chaavage 2 M A e
#3 uAL— #3 uGC—
MALDILTOF h‘l.ﬁ;lnal:ﬁls =,
proeduces signal pattern pairs g
Indicating mon-methylated (red) = 16 +32 +16
and methylated DMNA (Blus) E
#3 #1 #2

Figura 19. Procés de I'ADN des de I'extracci6 fins a I'espectrometria de masses."Overview of EpiTYPER Assay".
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4. RESULTATS

4.1. OBTENCIO D’ADN DE TEIXIT PLACENTARI MATERN - EXTRACCIO
D’ADN

Els resultats de I’extraccio d’ADN so6n les concentracions mesurades en ng/ul obtinguts a

partir de la quantificacio (vegeu taula 12 a annexos).

Concentracio de DNA

1000
750
-]
5]
e
o]
‘S 500
(1]
5
=
(18]
Q
5
(®] 250
0
— D >» == O D M~ orwmgmmmmmx—mmmw‘—‘—mﬁsgto
T T NN NN NN MMM [ar B v B ws T o B o0 B~ - = R SRS S 0 I o T ¢ Te]
n° de mostra

Grafic 1. Concentracions de mostres d’extraccions d’ADN. (Font: creaci6 propia)

La concentracié de les mostres es troba entre els 160 ng/ul i per sobre dels 1000 ng/ul. Les
dues mostres amb concentracié més alta son la 272 la 540 amb concentracions superiors a
1000 ng/pul. Les dues mostres amb concentracié més baixa son la 251 i la 450, amb uns valors
Ileugerament superiors als 160 ng/ul (vegeu grafic 1).
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4.2. DIFERENCIA ENTRE CITOSINES METILADES | NO METILADES -
BISULFITACIO

Els resultats de la bisulfitacié son obtinguts amb el mateix procediment que a ’extraccio
d'ADN, la quantificacié (vegeu taula 13 a annexos). En aquest cas, pero, hi ha un nimero més
elevat de mostres perque ja hi havia algunes extraccions préviament fetes. Els resultats son

tres: la concentracié mesurada en ng/ul i la puresa que es mesura amb la ratio A260/280 i
1’ A260/230.

Concentracio BS ADN

B Primera Quandificacia [l Repeticie Quantificacio

40
o=
=
2 @
=
(&}
E 2
o
=
a8
” Il
AR L E e R N LU eE AN e et Gh O O R e E U L e T
SRIRINIEBINAE Sy mTess S gz S3I9: 88 S ABsEEASGEEE 388
T T P A R B N R ] o = T S == i S O I TR Ao o @B B (= Fa R

n® de mostra

Grafic 2. Concentracions de mostres d’ ADN bisulfitat (barres blaves) i concentracions de bisulfitacions repetides (barres vermelles).
(Font: creaci6 propia)

Ratio A260/280 i Repeticio

B 2260280 W Repeticio AZ60/280

5

4 ‘

g

]

SR EENIEREIRI S RANEIERRTISSRRACWREREEE Fm O EREREARSOGREEERR &
cRUSRNENE TR EERNERRFERRARRESYNRRESR PR EIEERRRRINRRERRERS B

n® de mostra

AZ260/2B0

Grafic 3. Puresa de ratio A260/280 de mostres d’ADN bisulfitat (barres blaves) i puresa de bisulfitacions repetides (barres
vermelles). (Font: creaci6 propia)
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Ratio A260/230 i Repeticio
B 2260230 B Repeticio A260/230

S

AZE0/230

n® de mostra

Grafic 4. Puresa de ratio A260/230 de mostres d’ADN bisulfitat (barres blaves) i puresa de bisulfitacions repetides (barres
vermelles). (Font: creaci6 propia)

En aquests grafics es pot observar la concentracié mesurada amb ng/ul i les pureses de les

diferents mostres i les repeticions de la quantificacié d’algunes d’aquestes (de color vermell).

En el grafic 2 es poden observar les concentracions del BS ADN, on destaquen les mostres
294 i 544 per tenir valors inferiors a 4 ng/pl en la primera bisulfitacid. La resta de mostres

tenen concentracions entre 10 ng/ul i fins a més de 50 ng/pl.

En el grafic 3 s’observa la puresa de ratio A260/280, on es destaca la mostra 544 per tenir un
valor superior a 5. Totes les altres mostres tenen valors lleugerament superiors a 2. En el
grafic 3 es pot veure la ratio d’A260/230, on destaquen la mostra 259 per tenir un valor

inferior a 0,5 i la 544 per tenir un valor negatiu. Les altres mostres tenen valors entre 1 i 3,5.

4.3. CONEIXEMENT DE LA TEMERATURA IDONIA PERQUE LA PCR
DONI LLOC - OPTIMITZACIO DE "PRIMERS"

Els resultats de 1’optimitzacié dels "primers",

PWS_IC1

obtinguts a partir d’electroforesi en gel 1 ;

analitzats amb la maquina de raigs UV sénels 2

- -
1

Bl B2 b3 1 2 - bl 2031 2

seglents: s e

En la imatge 20 es pot observar, a I’inici de cada

. . |
fila, el marcador de pes molecular. Després de = =.= ., o

s7%C s5%C

cada marcador hi ha dos grups que han estat

sotmesos a  temperatures  diferents  al ‘ A )

- - - -
- bl B2 b3 1 2 - bl B2 b3 1 2
s7°C s95C

Figura 20. Resultats de I'optimitzaci6 de "primers". 52
(Font: cedida pels investigadors de I'ldIBGi)
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termociclador, formats per tres mostres de BS ADN, que donen positiu i surt la banda negra, i
dues d'ADN no bisulfitat, que donen negatiu i no tenen cap banda. A la primera fila i a la
meitat de la segona hi trobem I’amplificacié de la zona IC1 a 53°C, 55°C i 57°C
respectivament. A la meitat de la segona fila i a la tercera hi ha ’amplificacié de la IC2 a
55°C, 57°C i 59°C respectivament.

4.4, OBTENCIO DE COPIES DE L’ADN BISULFITAT - REACCIO EN
CADENA DE LA POLIMERASA

Els resultats obtinguts de la PCR son amb el mateix procediment que en 1’optimitzaci6, amb

la diferéncia que, en aquest cas, només s’ha fet amplificacio de la zona IC2 amb la

temperatura que s’ha determinat com a Optima a 1’optimitzacio.

PWS_IC2 -
PLACA 112 part TR RN e AN AR R ERAR TR RS AR

Figura 21. Resultats de la primera part de la placa 1 de la
PCR per electroforesi en gel. (Font: cedida pels pws_JQ2
investigadors de I'ldIBGi) PLACA2 10t

Figura 22. Resultats de la primera part de la placa 2 de la PCR
per electroforesi en gel. (Font: cedida pels investigadors de
I'ldIBGi)
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PWS_iC2
PLACA 1221 part

Figura 23. Resultats de la segona part de les plaques 1 i 2 de la PCR per electroforesi en gel. (Font: cedida pels investigadors
de I'ldIBGi)

En aquestes imatges es pot observar que a la primera columna de cada fila hi ha el marcador
de pes molecular, a la imatge 21 es poden veure les amplificacions de la primera part de la
placa 1 (vegeu taula 10 a annexos), a la imatge 22 es veuen les amplificacions de la placa 2
(vegeu taula 11 a annexos) i a la imatge 23 s’hi veuen les amplificacions que no cabien als

primers gels de les plaques 1 i 2.

La majoria de mostres tenen una banda negra o grisa pero algunes mostres no en tenen.

45. ESTUDIDE LESCITOSINES NO METILADES — EpiTYPER

Els resultats de 1’epiTYPER son els grafics 5, 6, 7, 8, 9 i 10. Aquests grafics son de
correlacions, que serveixen per demostrar la relacio que tenen dues variables. Tots els grafics
tenen en comu que una de les variables sempre és el percentatge de metilacié mitjana de totes
les CpGs dels gens relacionats amb PWS dels nens estudiats (fills de les mares estudiades).

Al grafic 5, la correlacio és amb I’index de massa corporal matern pregestacional. Cal saber
que I’index de massa corporal (IMC) mesura la corpuléncia d’una persona en relacio amb la
seva alcada. Un IMC inferior a 25 Kg/m? és considerat “normal”, entre 25 i 30 Kg/m? es
considera sobrepés i per sobre de 30 Kg/m? és obesitat. Es pot veure que totes les mostres

estan bastant disperses tot i la linia negra (linia de tendéncia) puja lleugerament cap a la dreta.

Al grafic 6, la correlacio és amb 1’augment de pes de la mare durant la gestacio. En aquest
grafic, podem veure que tant els punts com la linia de tendéncia tendeixen a baixar cap a la
dreta.
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Al grafic 7, la correlacio és amb el pes del nen al néixer, al grafic 8 és amb el pes del nad6 a
I’any de vida, al grafic 9 és amb el pes del nen als 6 anys i per ultim, la correlacio del grafic
10 és amb I’IMC del nen als 6 anys. Com es veuen als grafics, totes les rodones estan molt
disperses i les linies de tendencia sén completament planes.
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Grafic5. Correlacio entre ’index de massa corporal matern i el percentatge de matilacié de totes les CpGs dels seus gens
PWS. (Font: cedida pels investigadors de I'ldIBGi)
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Grafic 6. Correlacit entre I'increment de pes gestacional de la mare i percentatge de metilacié de totes les CpGs dels seus
gens PWS. (Font: cedida pels investigadors de I’'TdIBGi)
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Grafic 7. Correlacié entre el pes del nen al naixement i percentatge de metilacio de totes les CpGs dels seus gens PWS.
(Font: cedida pels investigadors de I'ldIBGi)
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Grafic 8. Correlacio entre el pes del nen a I'any de vida i el percentatge de metilacid de totes les CpGs dels seus gens PWS.
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Grafic 10. Correlacié entre I'index de massa corporal del nen als 6 anys de vida i el percentatge de metilacié de totes les
CpGs dels seus gens PWS. (Font: cedida pels investigadors de I'ldIBGi)

5. DISCUSSIO

5.1.  OBTENCIO D’ADN DE TEIXIT PLACENTARI MATERN - EXTRACCIO

D’ADN

A partir dels resultats de I’extraccié d’ADN es pot determinar si cada mostra d’ADN té una

concentracio suficient com per després fer la bisulfitacié. La concentracié minima d’ADN

que ha de tenir cada mostra és de 50 ng/pl.

Com es pot veure al grafic 1, totes les mostres superen els 50 ng/ul i, fins i tot dels 150 ng/pul.

En aquest cas no s’ha de repetir cap extraccid, pero si alguna concentraci6 fos inferior als 50

ng/ul, s’hauria de repetir.
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5.2. DIFERENCIA ENTRE CITOSINES METILADES | NO METILADES -
BISULFITACIO
A partir dels resultats de la bisulfitacio es pot determinar per un costat si 1°ADN bisulfitat esta

lliure d’impureses 1 se’n pot fer la PCR 1, per I’altre, la concentracié de BS ADN que té per
poder determinar la quantitat de BS ADN que s’ha de posar de cada mostra per a tenir la

concentraci6 necessaria per portar a terme la PCR.

El valor de la concentracié de I’ADN no pot ser inferior a 5 ng/ul. La ratio A260/280 ha
d’estar entre 1,6 i 2,8. Si una mostra surt inferior a 1,6, pot ser que estigui contaminada de
compostos aromatics com, per exemple proteines o alcohol i si surt superior a 2,8, pot ser que
estigui contaminada d’ARN. La ratio A260/230 ha d’estar entre 0,8 i 3,8. En el cas que un
valor sigui inferior a 0,8 o superior a 3,8, la mostra corre el risc d’estar contaminada. Malgrat
aixo, en la ratio A260/230, els valors poden variar segons la concentracié o de la composicid
del medi en que es troba el BS ADN, per tant, la ratio d’A260/280 és més fiable.

En cas que la concentracio siguin molt baixos o que els valors de puresa no estiguin dins dels

intervals marcats, s’haura de tornar a bisulfitar aquella mostra.

Com es pot observar en els grafics 2, 3 i 4, les mostres repetides son la 259, 294, 321 i 544.
La mostra 259 es va haver de repetir perque tenia una ratio A260/230 molt baixa (vegeu
grafic 4) a més d’una concentracio no massa elevada (vegeu grafic 2). La mostra 294 es va
repetir perqué tenia una concentracié molt baixa (vegeu grafic 2). La mostra 321 es va repetir
perque, tot i tenir una concentracié una mica més alta que 5 ng/upl (vegeu grafic 2), el seu
volum no era suficient per a omplir 20 pl. La mostra 544 es va repetir perque no complia cap
dels requisits: tenia una concentracio inferior a 5 ng/pl (vegeu grafic 2), una ratio d’A260/280

superior a 3 (vegeu grafic 3) i una ratio d’A260/230 negativa (vegeu grafic 4).

5.3. CONEIXEMENT DE LA TEMPERATURA IDONIA PERQUE LA PCR
DONI LLOC - OPTIMITZACIO DE "PRIMERS"

Els resultats de I’optimitzaci6 de "primers" son qualitatius, és a dir, no sén un nimero sinod
u u | i u . u u | ui
e es mesura amb la intensitat d’una banda. Aquests resultats determinaran ina

temperatura s’utilitza a la PCR.

Per un costat, es pot veure a la imatge 20, tots els ADNs bisulfitats han donat positiu i els

ADNSs no bisulfitats, que son els control, donen negatiu. Aixo significa que I’experiment ha
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sortit com s’esperava, ja que només els BS ADNSs son els que s’havien d’amplificar. En el cas
que s’hagués amplificat alguna mostra d’ADN no bisulfitat, s’hauria de repetir I’experiment

perqué voldria dir que hi ha hagut contaminacions.

Per I’altre costat també es pot veure que, de la zona IC1, la tanda de bandes de BS ADNs
sotmeses a una temperatura de 53°C sén les més intenses i que de la zona IC2 les més
intenses son les sotmeses a 55°C. Aixo indica que la temperatura que s’utilitzara a la PCR per

la IC1 sera de 53°C i la de la IC2 sera 55°C (vegeu imatge 21).

54. OBTENCIO DE COPIES DE L’ADN BISULFITAT - REACCIO EN
CADENA DE LA POLIMERASA

En el cas de la PCR, com en I’optimitzaci6 de "primers", els resultats son qualitatius. Només
interessen per veure si I’ampliaci6 de la zona IC2 s’ha portat a terme en totes les mostres.

Com es pot veure a la imatge, la majoria de mostres donen una banda grisa i, per tant, s’han
amplificat correctament. Tot i aix0, hi ha algunes mostres que no en donen cap i, per tant, no
ha augmentat el volum del BS ADN (vegeu imatges 21, 22 i 23). Aix0 pot ser perqué la
mostra s’hagi contaminat d’alguna altra substancia o perque els pouets de la placa no estaven

ben tancats durant el termociclador i s’hagin evaporat les mostres.

5.5. ESTUDI DE LES CITOSINES METILADES — EpiTYPER
En tots els grafics, les rodones petites representen cada mostra analitzada i la linia de

tendéncia indica la tendéncia de la relacié. Si el pendent de la recta és positiu (puja cap a la
dreta) la relacio és positiva entre les variables, si la recta no té pendent significatiu, vol dir
que tampoc hi ha relacio significativa entre les variables i, si el pendent és negatiu (la recta

baixa cap a la dreta), la relacié entre les variables és negativa.

A partir de la linia de tendéncia dels grafics, es pot veure per una banda, que 1’Unica
correlacié que té un pendent significatiu és entre I’increment de pes matern gestacional i el
percentatge de la metilacié mitjana de totes les CpGs dels gens relacionats amb la PWS
(vegeu grafica 6). La relacio entre aquestes dues variables es negativa, ja que el pendent de la
linia de tendéncies és negatiu. Aixo0 significa que com més pes guanyen les mares durant

I’embaras, menys metilats tenen els gens PWS i, per tant més expressiod tenen aquests.
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Per I’altra banda, es pot veure que, tot i que el grafic de correlacié de I’IMC (vegeu grafic 5)
té pendent, aquest no és significatiu i podria ser per atzar o que altres factors intervinguessin.
Per tant, no es pot dir que hi hagi relacio entre aquestes variables. Les linies de tendencia dels
grafics de correlacio amb el pes del nen al naixement, a 1’any, als 6 anys de vida i I’'IMC del
nen als 6 anys, tenen un pendent practicament pla. Per tant, no es pot dir que hi hagi

correlacié amb aquestes variables.
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CONCLUSIONS

L’objectiu global era estudiar la metilacio dels gens implicats en la PWS en placenta

d’embarassos normals. Com a objectius especifics hi havia: coneixer els gens implicats en la

PWS, extreure gens implicats en la PWS d’ADN de placenta d’embarassos normals,

identificar la metilacié dels gens per epiTYPER i determinar la correlacio entre la metilacio

dels gens implicats en la PWS i problemes metabolics materns i fetals.

Objectiu global: Estudiar la metilacid dels gens implicats en la PWS en placenta

d’embarassos normals.

S’ha estudiat la metilacié dels gens implicats en la PWS en placenta d’embarassos
normals. S’ha vist que la correlacié entre I’'IMC de la mare (vegeu grafic 5), el pes del
nounat (vegeu grafic 7), el pes del nadd a 1’any (vegeu grafic 8), el pes del nen als 6
anys de vida (vegeu grafic 9), I'IMC del nen als 6 anys (vegeu grafic 10) i la metilacio
dels gens PWS no és significativa i, per tant, podem concloure que I’obesitat
pregestacional no influeix en la metilacio dels gens PWS i que la metilacio dels gens
no té cap afecte en el pes del nen des del naixement fins als 6 anys de vida ni I’IMC
als 6 anys.

Es pot dir que 1’obesitat gestacional materna té relacio6 amb la metilacié dels gens
PWS dels seus fills, ja que s’ha observat una correlacio negativa (vegeu grafic 6).
Com més pes assoleixen les mares durant ’embaras, menys metilats es troben els
gens dels seus fills. D’aquesta manera I’expressio dels seus gens relacionats amb
PWS tenen una expressié major i, per tant, aquests nens son més propensos a patir

obesitat.

Obijectiu especific 1: Conéixer els gens implicats en la PWS.

S’han conegut els gens implicats en la PWS: s6n uns gens anomenats “imprinting”
que es troben a la regi6 15q11-q13 del cromosoma 15 regulats per I’IC (vegeu figura
3). Normalment, només son els gens provinents de la mare que es troben metilats i
conseqiientment no s’expressen. La persona que pateix la malaltia té els dos gens dels
dos progenitors metilats i, per tant tampoc té expressié genética paterna d’aquesta

regio.
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Objectiu especific 2: Extreure ADN de placenta d’embarassos normals.

e S’han extret els gens implicats en la PWS a través d’un llarg procés que consisteix en
obtenir ADN de mostres de placenta (extraccié d’ADN), passar la cadena doble a una
sola cadena on les citosines de les CpGs metilades es converteixen en uracils
(bisulfitacio) i, per altim, fer varies copies de la regié de PWS de la cadena i passant

els uracils a timines.

Objectiu especific 3: Identificar la metilaci6 de I’ADN dels gens implicats en la PWS
mitjancant epiTYPER.

e Els gens implicats en la PWS s’han identificat per epiTYPER, un metode que es porta

a terme al CEGEN (Centro Nacional de Genotipado) que consisteix en una

transcripcio de I’ADN obtingut de la PCR, fragmentar aquest ARN pels punts on hi

ha uracils i mesurar la massa molecular dels trossos per aixi obtenir un percentatge de

metilacioé de cada CpG.

Per tant, la hipotesi plantejada: “Diferéncies en els nivells de metilacié placentaria materna
dels gens implicats en la PWS poden condicionar ’aparicié d’obesitat infantil i trastorns de

creixement en poblacié normal.” no es pot rebutjar.
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1.GLOSSARI

o gk~ wnhE

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Locus: Lloc on es troba un determinat gen.

Cromosomes somatics: Tots aquells cromosomes de cél-lules no sexuals (gametes).
Al-lel: Cada una de les formes representatives que pot tenir un gen.

Cel-lula eucariota: Cél-lula que té I’ADN delimitat dins un nucli.

Cel-lula procariota: Cel-lula que t€¢ I’ADN dispers pel citoplasma.

Cromatina: Filament d'’ADN associat a histones per a ser més condensat i formar
Cromosomes.

Histones: Proteines sobre les quals s’enrotlla I'ADN formant la cromatina.

Traduccio: Procés on es passa una cadena d’ARN a un péptid. Préviament hi ha hagut
una transcripcio on es passa I'ADN a ARN.

Polipéptid: Cadena d’aminoacids. Diverses cadenes de polipeptids formen una
proteina.

Grup fosfat: 16 constituit de fosfor i oxigen. La seva formula és PO3~.

Enzim: Substrat format per proteines, el qual catalitza (accelera) reaccions quimiques.
Desaminar: Separar un grup amino (—NH;) d’un substrat.

Secrecio: Procés d’elaboracid i alliberament d’una substancia.

Neuropéptid: Molécules petites semblants a les proteines que utilitzen les neurones
per comunicar-se entre elles.

Homeostasi energética: Procés biologic el qual consisteix a controlar la ingesta de
nutrients (entrada d’energia) i la despesa d’energia.

Insulina: Hormona encarregada de fer arribar als teixits la glucosa de la sang com a
font d’energia.

Diabetis tipus Il: Malaltia que es caracteritza per tenir alts nivells de sucre en sang
(glucémia) a causa de la incapacitat del cos de produir o utilitzar la insulina
correctament. Es dona en adults.

Hipotalem: Part del cervell que té un gran nombre de nuclis, cada un amb una funcio
diferent.

Glandula pituitaria: Glandula que es troba a la base del crani i connecta amb
I'hipotalem.

Delecié: Mutacid genética que consisteix en la manca d’una seqiiéncia de nucleotids
d’un cromosoma.

Transcripcid: Procés pel qual es passa d’una cadena d’ADN a una d’ARN.
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2.PROTOCOLS DE LABORATORI
EXTRACCIO D’ADN

*Posar bany a 552C abans de comencar.

1) Posar 15 mg de teixit en un eppendorf 1.5ml.

2) Afegir 300l de Cell LysisSolution a 42C.

3) Afegir 2 pl de Proteinase K (stock 20mg/ml), barrejar invertint 25 vegades. El teixit s’ha de
desenganxar bé del fons del tub, fer un cop sec si cal.

4) Incubar O/N a 55°C.

*Posar bany a 372C abans de comencar.

5) Afegirl.5ul de RNase A guardada en la nevera (stock 20mg/ml -el del kit Puregeneseria
4mg/ml-), barrejar invertint 25 vegades.

6) Incubar 20min a 37°C.

7) Refredar 1min a 4°C.

8) Afegir 100ul de ProteinPrecipitationSolution i vortex 20sec (vortejar cada 2-3 mostres).

9) f) 16000g, 10min. Reposar en gel per solidificar lipids.

10) En un tub net afegir el SBNT.

11) Posar-hi 300ul d’Isopropanol i invertir uns 50 cops cada tub just posat I'isopropanol.

12) 7)) 16000g, 1min.

13) Descartar el SBNT amb molta cura i assecar el pellet amb el tub invertit. *Compte que el
pellet quedi al tub!

14) Afegir 300ul EtOH 70% i invertir per netejar el pellet.

15) ©2)16000g, 1min.

16) Descartar el SBNT, assecar el tub invertit durant 15min. Aproximadament. Si no queda sec
del tot treure les gotes restants amb la pipeta.

17) Afegir 25ul de la DNA HydrationSolution. Si el pellet és molt dens afegir una mica més de 25
ul.

18) Resuspendre’l 659C durant 1h.

19) En agitacié a 200rpm, RT O/N.

20) Mesurar absorbancia al nanodrop.
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BISULFITACIO
21) Preparar 1ug de DNA en 20ul totals (en aigua MilliQ RNAse free a -202C) en tubs de 0.2 ml

de tap pla o placa 96p.
22) Preparar el CT-conversionreagent: (*ES SENSIBLE A LA LLUM, utilitzar immediatament!!).Un

cop restituit dura 1 mes aproximadament a -202C.
1) Afegir al tub de CT conversionreagent(cada tub 10 mostres):
e 900ul d’aigua (Mili-Q RNAse free)
e 300ul M-dilution buffer

e 50l M-dissolving buffer

2) Barrejarivortex freqient durant 10min.

IMantenir les mostres

tapades amb paper de plata
fing nac 2

23) Preparar M-Wash buffer:

1) Afegir 96ml etanol 100% als 24 ml de wash buffer concentrate.

24) Posar 130ul de a la mostra de DNA. Q ;

25) Desaminar a 502C O/N (triga 16,5 h) al termociclador PCR System 2700 (user: ju, programa:

bisulf)
98°C 5min
95°C 30sec
50°C 60min}
4°C 0

26) Reposar en gel 10 min, retolar les columnes i els tubs.
27) Posar 600ul de ala columna.

28) Afegir els 150l de mostra a la columna, tapar i invertir varies vegades.
29) f) 16000g, 30sec i descartar el liquid.

30) Afegir 100pl

31) f) 16000g, 30sec i descartar el liquid.

32) Desulfonatar afegint 200l

33) Reposar 15-20min a RT tapat de la llum.

34) )16000g, 30sec.

35) Afegir 200ul

36) 7 )16000g, 30sec. Descartar el liquid.

37) Afegir 200l

38) r)16000g, 30sec. Descartar el liquid.

39) r)l6000g, 30sec per assecar.

40) Eluir el DNA:

a. Transferir la columna a un eppi d’1.5ml.
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b. Afegir 15ul d’
c. r) 16000g, 30sec. Guardar a 42C (menys de 2 dies) o a -802C per llarga durada (i
aliquotar).

41) Quantificar com a RNA al Nanodrop.
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REACCIO EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

1) Prepararla PCR mix.

Volum per mostra

DNA bisulfitat (5ng/ul) 4uL
MiliQ water 2.84uL
10x Hot Star Buffer lpL
dNTP (25mM) 0.08uL
Fw primer (2uM) lpL
Rv primer (2uM) luL
Hot star Polymerase 0.08uL

2) Repartir 6pl de mix per mostra + 4 pl de DNA bisulfitat.

3) Afegir un blanc amb aigua enlloc de DNA bisulfitat.

4) Correr PCR al termociclador(Aprox 2h):

4 cycles

4 cycles

38
cycles

PCR program:
PEDI_optimBS-PCR
952 15 min
952 20s
652 30s
722 60s
952 20s
582 30s
722 60s
952 20s
aTeC 30s
722 60s
722 3 min
152 oo

5) Correr gel agarosa 1.5%:

i!Afegir per ultim la polimerasa,
fer vortex i spin.

Annealing T
PW_IC1

53°C
PW IC2

-2.25g agarosa + 150 ml TBE + 6ul Midori Green (afegir un cop dissolta I'agarosa i

refredada sota I'aixeta)

-Carregar 0.5ul producte PCR + 4.5 pl d’aigua miliQ + 1 pl loading buffer (6x)

-Carregar 10pl marcador DNA ladder.

-Coérrer 120V durant 45 min
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3.DISSENYS DE PLAQUES
BISULFITACIO

Taula 5. Placa mare de la bisulfitacio.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
110 259 342 390 510 602 741 808
156 264 344 396 518 649 755 834
164 272 346 417 525 671 757 838
198 294 353 425 540 680 759 880
204 305 359 450 544 713 766 816
221 312 364 468 563 717 767
248 320 366 480 581 726 775
251 321 369 483 585 738 788

Nota: Taula que mostra el nimero de cada mostra d’ADN amb un volum de 20 pl i a una

T O N moQO W >

concentracio de 50 ng/ul. (Font: cedit pels investigadors de I’IdIBGi)

Taula 6. Volums d’ADN i d’aigua perqué cada mostra de la placa mare de la PCR tingui un
volum de 20 ul i una concentraci6 de 50 ng/ul.

Num estudi [DNA]ng/ul 1ug DNA Volum fins 20uL

110 516,7 19 18,1
156 542,7 1,8 18,2
164 888,79 11 18,9
198 483,51 2,1 17,9
204 468,4 2,1 17,9
221 393,57 25 17,5
248 559,8 1,8 18,2
251 178,2 5,6 14,4
259 968,42 1,0 19,0
264 238,81 4,2 15,8
272 1624,58 0,6 19,4
294 397 25 17,5
305 4779 21 17,9
312 359,9 2,8 17,2
320 538,6 19 18,1
321 660,1 1,5 18,5
342 4093 24 17,6
344 1041,28 1,0 19,0
346 619,45 1,6 18,4
353 443,71 2,3 17,7
359 332 3,0 17,0
364 234,98 43 15,7
366 549,4 1,8 18,2
369 643,2 1,6 18,4
390 432,3 23 17,7
396 531,2 19 18,1
417 206,93 48 15,2
425 1457,29 0,7 19,3
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450
468
480
483
510
518
525
540
544
563
581
585
602
649
671
680
713
717
726
738
741
755
757
759
766
767
775
788
808
834
838
880
816

192,9
466,34
462,6
691,8
381,6
673,2
728,2
1244,17
777,3
953,87
856
715,6
478,14
752,4
739,56
397,12
305,6
751,44
507,15
329,7
342,79
468,75
477,1
626,59
547,6
1177,4
310,1
247,79
780,68
402
1038,84
922,37
1036,93

5,2
2,1
2,2
1,4
2,6
1,5
1,4
0,8
13
1,0
1,2
1,4
2,1
1,3
1,4
2,5
3,3
1,3
2,0
3,0
2,9
2,1
2,1
1,6
1,8
0,8
3,2
4,0
1,3
2,5
1,0
11
1,0

14,8
17,9
17,8
18,6
17,4
18,5
18,6
19,2
18,7
19,0
18,8
18,6
17,9
18,7
18,6
17,5
16,7
18,7
18,0
17,0
17,1
17,9
17,9
18,4
18,2
19,2
16,8
16,0
18,7
17,5
19,0
18,9
19,0

(Font: cedida pels investigadors de 1’IdIBGt)
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OPTIMITZACIO DE “PRIMERS”

Taula 7. Placa de I’optimitzacié de “primers”.

1 2 3 4 5 6 9 10 11 12
Neg Neg Neg | Neg Neg | Neg

A cont | cont cont | cont | cont | cont
B bl bl bl bl bl bl
C b2 b2 b2 b2 b2 b2
D b3 b3 b3 b3 b3 b3
E 1 1
F 2 2
G
H

53 53 55 55 55 55 57 57 57 57 59 59
Nota: Taula que mostra la temperatura a la qual es sotmet cada columna de 1’optimitzacio de

la zona IC1 (vermell) i IC2 (groc). (Font: cedida pels investigadors de 1’IdIBGi)

REACCIO EN CADENA DE LA POLIMERASA

Taula 8. Placa mare de la PCR.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Nota: Placa base amb 20 ul de DNA bisulfitat a 5 ng/ul. (Font: cedida pels investigadors de
I’IdIBGi)
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Taula 9. Volums de BS ADN i d’aigua perqué cada mostra de la placa mare de la PCR tingui

un volum de 20 ul i una concentracié de 5 ng/ul.

Num estudiConcentracié [bDNA]Volum per a 5ng bDNAVolum Aigua

110 107,71 0,9 19,1
156 38,04 2,6 17,4
164 37,48 2,7 17,3
198 77,95 1,3 18,7
204 24,55 4,1 15,9
221 30,72 3,3 16,7
248 28,25 3,5 16,5
251 126,86 0,8 19,2
259 12,75 7,8 12,2
264 44,58 2,2 17,8
272 34,81 2,9 17,1
294 52,09 1,9 18,1
305 21,09 4,7 15,3
312 23,97 4,2 15,8
320 43,67 2,3 17,7
321 70,16 1,4 18,6
342 93,22 1,1 18,9
344 50 2,0 18,0
346 32,32 3,1 16,9
353 63,9 1,6 18,4
359 174,88 0,6 19,4
364 59,26 1,7 18,3
366 25,18 4,0 16,0
369 78,29 1,3 18,7
390 18,92 5,3 14,7
396 10,96 9,1 10,9
417 47,6 2,1 17,9
425 39,21 2,6 17,4
450 734,27 0,1 19,9
468 61,3 1,6 18,4
480 28,24 3,5 16,5
483 31,23 3,2 16,8
510 167,32 0,6 19,4
518 26,45 3,8 16,2
525 117,36 0,9 19,1
540 30,53 3,3 16,7
544 59,57 1,7 18,3
563 30,17 3,3 16,7
581 63,26 1,6 18,4
585 103,23 1,0 19,0
602 54,66 1,8 18,2
649 28,48 3,5 16,5
671 39,09 2,6 17,4
680 77,31 1,3 18,7
713 47,22 2,1 17,9
717 47,09 2,1 17,9
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726 60,55 1,7 18,3
738 31,42 3,2 16,8
741 119,74 0,8 19,2
755 56,03 1,8 18,2
757 38,79 2,6 17,4
759 67,77 1,5 18,5
766 215,55 0,5 19,5
767 39,97 2,5 17,5
775 166,94 0,6 19,4
788 65,48 1,5 18,5
808 59,09 1,7 18,3
834 37,32 2,7 17,3
838 67,38 1,5 18,5
880 41,41 2,4 17,6
816 31,87 31 16,9

(Font: cedida pels investigadors de 1’IdIBGt)

Taula 10. Placa filla 1 PCR.

PLACA
1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
110 | 110 | 110 | 259 | 259 | 259 | 342 | 342 | 342 | 390 | 390 | 390
156 | 156 | 156 | 264 | 264 | 264 | 344 | 344 | 344 | 396 | 396 | 396
164 | 164 | 164 | 272 | 272 | 272 | 346 | 346 | 346 | 417 | 417 | 417
198 | 198 | 198 | 294 | 294 | 294 | 353 | 353 | 353 | 425 | 425 | 425
204 | 204 | 204 | 305 | 305 | 305 | 359 | 359 | 359 | 450 | 450 | 450
221 | 221 | 221 | 312 | 312 | 312 | 364 | 364 | 364 | 468 | 468 | 468
248 | 248 | 248 | 320 | 320 | 320 | 366 | 366 | 366 | 480 | 480 | 480
H 251 | 251 | 251 | 321 | 321 | 321 | 369 | 369 | 369 Aigua
Nota: Placa amb tres repeticions de cada mostra bisulfitada de la placa mare. (Font: cedida

O m m O O @™ >

pels investigadors de I’IdIBGi)

78



“Posant els punts sobre les “i”. Epigenetica i obestitat infantil”

Donald Irvine Roca

Taula 11. Placa filla 2 PCR.

PLACA
2

1 5 6 7 8 10 11 12
A 483 483 483 585 585 585 738 738 738 788 788 788
B 510 510 510 602 602 602 741 741 741 808 808 808
c 518 518 518 649 649 649 755 755 755 834 834 834
D 525 525 525 671 671 671 757 757 757 838 838 838
E 540 540 540 680 680 680 759 759 759 880 880 880
F 544 544 544 713 713 713 766 766 766 816 816 816
G 563 563 563 717 717 717 767 767 767
H 581 581 581 726 726 726 775 775 775 Aigua

Nota: Placa amb tres repeticions de cada mostra bisulfitada de la placa mare. (Font: cedida

pels investigadors de I’IdIBGi)

4. TAULES DE RESULTATS

Taula 12. Resultats de la quantificacié d’ADN.

EXTRACCIO D’ADN
NUm estudi [DNA]ng/ul
110 516,7
156 542,7
164 888,79
198 483,51
204 468,4
248 559,8
251 178,2
259 968,42
264 264,3
272 1624,58
294 397
305 477,9
312 359,9
320 538,6
321 660,1
342 409,3
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359 332
366 549,4
369 643,2
390 432,3
396 531,2
417 381,2
450 1929
468 466,34
480 462,6
483 691,8
510 381,6
518 673,2
525 728,2
540 124417
544 777,3
563 953,87

Nota: Concentraci6 en ng/ul de cada mostra. (Font: cedida pels investigadors de 1’IdIBGi)

BISULFITACIO
Taula 13. Resultats de la quantificacio les primeres i segones bisulfitacions.
Primera Repeticid Repeticié |Repeticio
Namero d'estudi Quantificacié A260/280 |A260/230 |Quantificacié A260/280 |A260/230
110 107,71 2,25 1,84
156 38,04 2,11 1,9
164 37,48 2,12 3,26
198 77,95 2,24 2,42
204 24,55 2,34 1,35
221 30,72 2,13 1,89
248 28,25 2,06 2,24
251 126,86 2,13 1,95
259 10,7 2,1 0,26 12,75 1,89 2,05
264 44,58 2,17 1,58
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272 34,81 2,29 3,67
294 3,9 1,81 1,63 52,09 2,24 3,15
305 21,09 2,34 2,11
312 23,97 2,3 2,12
320 43,67 2,26 3,13
321 15,86 2,2 2,2 70,16 2,21 2,72
342 93,22 2,31 3,13
344 50 2,33 3,25
346 32,32 2,38 2,65
353 63,9 2,35 3,01
359 174,88 2,31 3,3
364 59,26 2,11 1,05
366 25,18 2,23 2,89
369 78,29 2,29 1,63
390 18,92 2,6 0,86
396 10,96 2,62 0,94
417 47,6 2,28 3,17
425 39,21 2,17 1,14
450 734,27 2,36 2,94
468 61,3 2,32 3,16
480 28,24 2,26 2,81
483 31,23 2,31 3,58
510 167,32 2,31 3,1
518 26,45 2,29 1,43
525 117,36 2,32 3,22
540 30,53 2,28 3,32
544 0,55 10,58 -0,37 59,57 2,17 2,33
563 30,17 2,4 1,89
581 63,26 2,26 2,82
585 103,23 2,28 3,3
602 54,66 2,29 2,88

81



“Posant els punts sobre les

I

i”. Epigenetica i obestitat infantil”

Donald Irvine Roca

649 28,48 2,28 2,48
671 39,09 2,11 1,8
680 77,31 2,27 2,65
713 47,22 2,33 3,24
717 47,09 2,36 3,81
726 60,55 2,37 3,64
738 31,42 2,16 3,57
741 119,74 2,34 3,3
755 56,03 2,25 3,46
757 38,79 2,34 3,84
759 67,77 2,27 3,46
766 215,55 2,31 3,3
767 39,97 2,26 3,28
775 166,94 2,3 3,03
788 65,48 2,3 3,59
808 59,09 2,17 2,33
816 31,87 2,65 1,12
834 37,32 2,21 3,56
838 67,38 2,3 3,48
880 41,41 2,36 3,47

Nota: Concentracid, puresa A269/280 1 A260/230. Els nombres vermells volen dir que s’ha

repetit la bisulfitacié d’aquella mostra. (Font: cedida pels investigadors de 1’IdIBGi)
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