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RESUM

La mort sobtada cardiaca (MSC), com el seu nom indica, transcorre quan el cor deixa de bategar
de forma inesperada, impedint que la sang pugui arribar al cervell i als altres organs. Aixi
doncs, el pacient pot morir en qliestio de segons, ja que en moltes ocasions la MSC és el primer
simptoma d’una malaltia que no ha estat diagnosticada a temps. Algunes vegades, pero, els
pacients tenen simptomes previs, com ara sincopes o electrocardiogrames irregulars. D’aquesta
manera, quan a algun pacient se li detecta una arritmia, la qual cosa podria acabar provocant-li
la MSC, se li recomana que, a més d’un diagnostic clinic, es faci unes proves genétiques per

detectar si té alguna mutacio en algun dels gens que codifiquen pels canals ionics cardiacs.

Aixi doncs, la hipotesi d’aquest treball ha estat que bona part de les arritmies s6n causades per
una mutacié en un o més gens dels canals ionics cardiacs. Per aquest motiu, els objectius
d’aquesta recerca s’han centrat en ampliar i consolidar els coneixements del cor i, més
especificament, de la genética cardiovascular. D’aquesta manera, realitzant el marc tedric s’ha
adquirit la informaci6 necessaria per a poder dur a terme la part practica, que ha consistit en
sequenciar els genomes de tres pacients als quals se’ls havia diagnosticat una arritmia per veure

si tenien alguna mutacié en algun dels gens que codifiquen pels canals ionics cardiacs.

A partir d’aqui s’han analitzat les dades obtingudes 1 finalment s’han pogut validar aquelles
mutacions que es considerava que podien haver estat les causants de les canalopaties,
confirmant aixi la hipotesi del treball. No obstant, cal recordar que el fet que aquestes
mutacions s’hagin confirmat no significa necessariament que siguin les causants de les
arritmies, sind que és el més probable. Per acabar de confirmar els resultats, doncs, caldria

estudiar més a fons els casos fent la segregacié familiar o estudis funcionals.
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RESUMEN

La muerte subita cardiaca (MSC), como su nombre indica, se produce cuando el corazén deja
de latir de forma inesperada, impidiendo que la sangre pueda llegar al cerebro y los demas
organos. Asi pues, el paciente puede morir en cuestion de segundos, ya que en muchas
ocasiones la MSC es el primer sintoma de una enfermedad que no ha sido diagnosticada a
tiempo. Algunas veces, sin embargo, los pacientes tienen sintomas previos, como por ejemplo
sincopes o electrocardiogramas irregulares. De este modo, cuando a algun paciente se le detecta
una arritmia, lo que podria acabar provocandole la MSC, se le recomienda que se haga unas
pruebas genéticas para detectar si tiene alguna mutacion en alguno de los genes que codifican

para los canales ionicos cardiacos.

Asi pues, la hipotesis de este trabajo ha sido que buena parte de las arritmias son causadas por
una mutacién en uno o mas genes de los canales iénicos cardiacos. Por este motivo, los
objetivos de esta investigacion se han centrado en ampliar y consolidar los conocimientos del
corazon y, mas especificamente, de la genética cardiovascular. De este modo, realizando el
marco tedrico se ha adquirido la informacion necesaria para poder llevar a cabo la parte
practica, que ha consistido en secuenciar los genomas de tres pacientes a los cuales se les habia
diagnosticado una arritmia para ver si tenian alguna mutacion en alguno de los genes que

codifican para los canales idnicos cardiacos.

A partir de aqui se han analizado los datos obtenidos y finalmente se han podido validar
aquellas mutaciones que se consideraba que podian haber sido las causantes de las canalopatias,
confirmando asi la hipotesis inicial del trabajo. No obstante, cabe recordar que el hecho de que
estas mutaciones se hayan confirmado no significa necesariamente que sean las causantes de
las arritmias, sino que es lo méas probable. Asi pues, para terminar de confirmar los resultados
habria que estudiar mas a fondo los casos haciendo la segregacion familiar o estudios

funcionales.
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ABSTRACT

Sudden cardiac death (SCD), as its name suggests, occurs when the heart stops beating
unexpectedly, preventing blood from reaching the brain and other organs. Consequently, the
patient can die in a matter of seconds, considering the fact that the SCD is sometimes the first
symptom of a disease that has not been detected in time. Sometimes, however, patients have
previous symptoms, such as syncope or irregular electrocardiograms. Thus, when an
arrhythmia, which could end up causing SCD, is detected, it is recommended to perform
genetic tests to determine whether the patient has any mutations in any of the genes encoding

the cardiac ion channels.

Therefore, the hypothesis of this project has been that a good part of the arrhythmias are caused
by a mutation in one or more genes of the cardiac ion channels. For this reason, the objectives
of this research have focused on expanding and consolidating the knowledge of the heart and,
more specifically, of cardiovascular genetics. In this way, while carrying out the theoretical
part, the necessary information has been acquired in order to be able to carry out the practical
part, which has consisted of sequencing the genomes of three patients who had been diagnosed
arrhythmias to see if they had any mutations in any of the genes encoding the cardiac ion

channels.

From here, the data obtained were analyzed and it was finally possible to validate those
mutations that were considered to may have caused the channelopathies, thus confirming this
project’s hypothesis. However, it should be noted that the fact that these mutations have been
confirmed does not necessarily mean that they are the cause of the arrhythmias, even if it’s
extremely likely. In order to confirm the results, then, it would be necessary to study more

deeply each case by doing family segregation or functional studies.
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INTRODUCCIO

MOTIVACIO

Fins a I’altim moment no vaig saber ben bé quin tema escollir per al Treball de Recerca. Tenia
clar que el volia fer sobre genetica, pero al tractar-se d’un camp tan ampli no sabia en qué
centrar-me. Uns dies abans d’entregar 1’eleccid del tema, pero, ens van fer una xerrada virtual
sobre el DNA a I’institut i van mencionar la genética forense. Després de fer una breu recerca
sobre el tema, 1 sobretot gracies a 1’ajuda de la meva tutora, vaig seleccionar aquest tema. Al
principi no ho veia gens clar, perqué no tenia gaire coneixement d’aquest ambit i em semblava
molt complicat. Aix0, pero, també em va motivar a voler tirar endavant el treball per veure si
n’era capag, a banda del fet que crec que és una gran oportunitat per adquirir coneixement, no

només d’una manera teorica, sind també sobre el funcionament d’un laboratori.

HIPOTESI

La pregunta de recerca és: “Es possible que una mutacio6 en algun dels gens que codifiquen per

als canals ionics cardiacs sigui la causant d’una arritmia?”

La hipotesi principal és que, efectivament, una bona part de les arritmies s6n causades per una
mutacio en un o més gens que codifiquen per a proteines dels canals ionics cardiacs, fet que

genera un defecte electric cardiac.

OBJECTIUS

TEORICS

- Ampliar els coneixements de genetica i, especialment, de genetica cardiovascular.
- Entendre I’estructura i el funcionament del cor, aixi com les malalties cardiovasculars.
- Distingir els diferents gens que poden causar malalties cardiovasculars.

- Concixer les diferents maneres que hi ha de seqiienciar el genoma i el procés que s’utilitza.



Paula Bosch Masanas La mort sobtada cardiaca

PRACTICS

- Observar com es seqiiencia el genoma en un laboratori i com s’analitzen les dades
obtingudes per detectar la causa de mort del pacient.
- Analitzar les dades obtingudes al laboratori per detectar els gens que poden haver causat la

mort sobtada cardiaca.

METODOLOGIA

Per a realitzar el marc teoric d’aquest treball s’han consultat diversos llibres, pagines web,
articles i tesis doctorals escrites per Helena Riur6 i Olallo Sanchez-Molero. Pel que fa al marc
practic, s’ha fet una estada a I’Institut d’Investigacié6 Biomedica de Girona durant 1’estiu, que
també ha proporcionat informacio utilitzada en aquest treball. La metodologia per a la

realitzacié del marc practic, pero, es desenvolupa més detalladament a partir de la pagina 38.

10
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MARC TEORIC

1. EL COR

El cor és I’0rgan muscular encarregat de bombar sang a la resta del cos. T¢é forma de con invertit
i la mida aproximada d’un puny (Taylor, T., 2020). Es el centre del sistema circulatori, i es
troba a la part central de la cavitat toracica, lleugerament desplagat cap a I’esquerra, darrera

I’estérnum i enmig dels pulmons (National Heart, Lung and Blood Institute, 2011).

1.1. MORFOLOGIA

El cor es troba dins la cavitat pericardica, que esta plena de liquid i envoltada pel pericardi, una
membrana que produeix un fluid serds que actua com a lubricant i evita la friccié del cor amb
els organs del voltant quan batega. El pericardi també serveix per mantenir el cor en la seva
posicid i per preservar un espai buit per tal que el cor pugui expandir-se quan esta ple. Esta
format per dues capes: una capa visceral que cobreix I’exterior del cor i una capa parietal que

forma un sac al voltant de la cavitat pericardica (Taylor, T., 2020).

La paret del cor esta formada per tres capes: 1’epicardi, el miocardi i I’endocardi (Taylor, T.,

2020; Figura 1):

- L’epicardi, conegut també com a pericardi visceral, és la capa externa de la paret del cor.

Aixi doncs, la seva funcio és lubricar 1 protegir 1’exterior d’aquest organ.

- El miocardi és la capa situada entre 1’epicardi i ’endocardi. Conté el teixit muscular
cardiac 1, com que és I’encarregat de bombar la sang a la resta del cos, €s el responsable de

la majoria del gruix i massa de la paret del cor.

- L’endocardi és una membrana d’endoteli que recobreix internament les cavitats del cor i
s’encarrega d’evitar que la sang s’enganxi a I’interior d’aquest organ 1 formi coaguls que

podrien resultar mortals per a I’individu.

11
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Figura 1: Les diferents capes que recobreixen el cor (Font: Venkatesan, S.).

El cor esta format per quatre cavitats buides envoltades de musculs i altres teixits cardiacs. Les
dues cavitats superiors s’anomenen auricules, i les dues inferiors, ventricles. Els ventricles son
els responsables de bombar la sang a la resta del cos, motiu pel qual sén més grans i estan
envoltats de parets musculars més gruixudes que les auricules, que son les encarregades de
rebre la sang i per tant son més petites. Aixi doncs, els ventricles estan connectats a les artéries,
que s’emporten la sang del cor, mentre que les auricules estan connectades a les venes, que son
les que porten la sang al cor (Figura 2). D’aquesta manera, les artéries i les venes son les que

uneixen el cor amb la resta del sistema circulatori.

El costat dret i el costat esquerre del cor estan separats per una paret anomenada septe. El costat
dret del cor s’ocupa de bombar sang als pulmons, mentre que el costat esquerre bomba sang a
tota la resta del cos. Es per aquest motiu que les cavitats del costat dret son més petites i tenen
menys miocardi que les que es troben al costat esquerre (Taylor, T., 2020). A més, les auricules
també tenen la paret més fina perqué només bomben sang fins els ventricles, mentre que aquests

tenen el miocardi més gruixut perqué bomben sang fins als pulmons i tota la resta del cos.

Les valvules cardiaques controlen el flux de sang perque es mogui en la direccio correcta, i
eviten que la sang flueixi en sentit contrari i retrocedeixi. El cor consta de quatre valvules, que

es poden classificar en dos tipus (Taylor, T., 2020).

- Les valvules auriculoventriculars estan situades al mig del cor, i la seva funcié és
permetre el flux de sang des de les auricules fins als ventricles i evitar que es produeixi a

la inversa. La valvula auriculoventricular situada al costat esquerre del cor s’anomena

12
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valvula bicuspide o mitral, mentre que la valvula tricispide es situa al costat dret del cor.
Aquestes dues valvules, com el seu nom indica, estan formades per dues i tres cuspides,
respectivament. Les cuspides tenen la funcié de separar-se per permetre el pas de la sang i

ajuntar-se per impedir-ne el retorn.

- Les valvules semilunars, anomenades aixi per la forma de lluna creixent de les seves tres
cuspides, estan situades entre els ventricles i les arteries, i SGn més petites que les valvules
auriculoventriculars. La valvula semilunar del costat dret del cor és la valvula pulmonar,
que impedeix el retorn de la sang del tronc pulmonar fins el ventricle dret. La valvula
semilunar del costat esquerre del cor és la valvula aortica, que impedeix que la sang de

I’artéria aorta retorni al ventricle esquerre.

Auricula derecha

Valvula adrtica

Vilvula

pulmonar Vilvula mitral

Ventriculo
izquierdo

Valvula
tricispide

Flujo
sanguineo
a través del
corazon

Ventriculo
derecho

Figura 2: Estructura del cor (Font: National Heart, Blood, and Lungs Institute).

1.2. FISIOLOGIA

El cicle cardiac consta de tres fases, i inclou tots els esdeveniments que tenen lloc durant un
batec del cor (Taylor, T., 2020; Figura 3):

- Durant la primera fase, anomenada diastole o fase de relaxacio, les cel-lules del teixit
cardiac es relaxen i permeten que els ventricles s’emplenin fins un 70-75% de la seva
capacitat, ja que només s’emplenaran completament durant la sistole auricular. Aixo és

possible perque les valvules auriculoventriculars es mantenen obertes durant tota aquesta

13
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fase per permetre el pas de la sang fins als ventricles, mentre que les valvules semilunars

romanen tancades per evitar que la sang surti abans d’hora.

- Durant la sistole auricular, les auricules es contrauen i bomben la sang cap als ventricles.
Perqué aix0 sigui possible, les valvules auriculoventriculars es mantenen obertes i les
valvules semilunars romanen tancades. Com que les auricules son molt més petites que els
ventricles, durant aquesta fase només emplenen un 25-30% dels ventricles (el que faltava

per acabar d’omplir-10s), que romanen en diastole.

- Durant la sistole ventricular, els ventricles es contrauen per bombar la sang cap a les
arteries aorta i pulmonar. La pressio dels ventricles provoca que les valvules semilunars
s’obrin i les auriculoventriculars es tanquin per tal que la sang pugui fluir des dels ventricles

fins les artéries.

Valvules Valvules Valvules semilunars

semilunars :‘emllgnars obertes
tancades ancades

Entrada
desang

Valvules

Valvules y
auriculo-

auriculo- . auriculo-
ventriculars ventriculars ventriculars i

A obertes SISTOLE SISTOLE
obertes DIASTOLE AURICULAR tancades VENTRICULAR

Figura 3: Les tres fases del cicle cardiac (Font: Aula 2005).

LA CIRCULACIO

Al costat dret del cor, la sang desoxigenada dels teixits del cos flueix a través de les venes cava
superior i inferior fins a 1’auricula dreta. Llavors, la sang es bomba al ventricle dret, que es
contreu i envia sang a través de ’artéria pulmonar fins als pulmons, on aquests afegeixen
oxigen a la sang. Al costat esquerre del cos, la sang oxigenada dels pulmons flueix a través de
les venes pulmonars fins a ’auricula esquerra. A continuacio, la sang es mou fins al ventricle
esquerre, que es contreu i, a través de ’artéria aorta, envia sang des del cor a la resta del cos

per alimentar les cél-lules i els teixits (Taylor, T., 2020; Figura 4).
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Figura 4: El sistema circulatori (Font: Aula 2005).

1.3. ACTIVITAT ELECTRICA

El mascul cardiac té la capacitat de generar impulsos electrics que estimulen els batecs del cor,
de manera que, mitjancant el sistema de conducci6 cardiac, aquest pot establir el seu propi
ritme i, al mateix temps, mantenir i coordinar aquest ritme a la resta de les seves estructures
(Taylor, T., 2020). Aixi doncs, amb cada batec un senyal eléctric viatja des de la part superior

del cor fins a la part inferior.

Primerament, el senyal comenca en les anomenades cél-lules de marcapassos, que es troben en
el nodul sinoauricular (SA) en la paret de ’auricula dreta. A continuacio, el senyal eléctric
viatja a traves de les auricules, fent que bombin sang als ventricles, i després descendeix fins
arribar a un grup de cel-lules de marcapassos anomenat nodul auriculoventricular (AV), ubicat
entre les auricules i els ventricles. Aqui, el senyal disminueix lleugerament, fet que permet que
els ventricles acabin d’emplenar-se de sang. Seguidament, el nodul AV transmet el senyal a
través del feix de His, un filament de teixit conductor que es divideix en ramificacions dretes i
esquerres (fibres de Purkinje) per tal de poder portar el senyal fins les parets dels dos ventricles.

D’aquesta manera s’estimulen les cél-lules musculars cardiaques, que es contrauen i bomben
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sang fora del cor. Finalment, els ventricles es relaxen i el proces del batec del cor comenca de

nou al nodul sinoauricular.

1.4. POTENCIAL D’ACCIO CARDIAC

En aquest apartat s’explicara el potencial d’accid cardiac (PAC) i les diferents fases d’aquest,
aixi com els principals ions i canals que hi estan involucrats (Riurd, H., 2014 i Sanchez-Molero,
0., 2017):

Els canals ionics cardiacs son proteines integrals transmembrana que regulen el pas d’ions de
la membrana plasmatica i dels organuls de la cél-lula a favor del gradient de concentracié i del
gradient electroquimic, generant d’aquesta manera un corrent ionic. Aixi doncs, el potencial
d’acci6 cardiac ¢€s el senyal eléctric que viatja al llarg de la membrana d’una cél-lula, i es

divideix en cinc fases (Figura 5):

- Fase 0 o fase de despolaritzacid: s’inicia per una obertura rapida dels canals de Na™. El
corrent de sodi que es produeix com a conseqliéncia provoca que la membrana es

despolaritzi i passi de -90mV a +40mV.

- Fase 1 o repolaritzaci6 parcial de la membrana: just després de la despolaritzacid, la
cel-lula es repolaritza a causa de la inactivacio dels canals de Na* i I’obertura dels canals

de K* (que provoguen un corrent de sortida de K*).

- Fase 2 o repolaritzacié lenta: es produeix per 1’obertura dels canals de Ca®" (i la
conseqiient entrada de Ca?*). A causa de la prévia obertura dels canals de K*, el potencial

d’acci6 comenca a disminuir lentament retornant a la seva linia basal.

- Fase 3 o fase de repolaritzaci6 rapida tardana: disminueix el PAC pel tancament dels

canals de Ca%* i ’obertura dels canals de K*.

- Fase 4 o fase de repos: la cél-lula recupera el seu potencial de repos (uns -90mV). Tot i
aixi, té un excés de sodi, per la qual cosa la bomba de sodi i potassi! bomba Na* a ’exterior

de la cél-lula per tal de restablir el gradient inicial.

! Bomba de sodi i potassi (Na* - K*): Proteina transmembrana que bomba Na* cap a I’exterior i K* cap a I’interior.
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Figura 5: Esquema de les diferents fases del PAC amb els corrents i0nics d’entrada i sortida de la membrana cel-lular (Font: Riuro, H.,
2014).

1.5. ELECTROCARDIOGRAMA

L’electrocardiograma (ECG) és una prova senzilla i1 indolora que detecta 1 registra I’activitat
electrica del cor. Es realitza col-locant electrodes en determinades zones del cos del pacient,
mitjangant els quals s’observa 1’activitat electrica en un paper quadriculat, en el qual 1’eix
vertical representa el voltatge o altura (mm) i 1’eix horitzontal el temps (s). Els quadrats petits
mesuren 1 mm i els grans 5 mm. D’aquesta manera, un quadrat petit representa un interval de

0,04 segons, i un quadrat gran representa un interval de 0,20 segons (Cabrera, L., 2015).

L’ECG presenta com a punt de referencia I’anomenada linia basal o linia isoeléctrica, que és
la linia horitzontal que s’observa entre cada batec (Azcona, L., 2009). D’aquesta manera, els
batecs cardiacs queden representats en I’ECG per les diferents oscil-lacions de la linia basal
(ones, segments i intervals), de manera que es crea una imatge caracteristica que es va repetint

regularment al llarg del paper.

Fonamentalment, ’ECG s’utilitza per detectar trastorns del ritme cardiac (arritmies) i
diagnosticar malalties causades per una aportacio insuficient de sang al cor (infart de miocardi
1 angina de pit). També permet diferenciar el ritme normal del cor (ritme sinusal) d’una

taquicardia? o una bradicardia®, i pot utilitzar-se per diagnosticar bloquejos cardiacs causats per

2 Taquicardia: Ritme cardiac anormalment rapid (entre 100 i 300 batecs per minut).
3 Bradicardia: Ritme cardiac anormalment lent (menys de 55 batecs per minut).
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una interrupcio en la transmissié de I’impuls eléctric durant el seu recorregut pel sistema de

conduccio (Azcona, L., 2009).

Llegint I’electrocardiograma d’esquerra a dreta, s’observen els segiients periodes (Cabrera, L.,

2015; My EKG, 2021; Azcona, L., 2009; Figura 6):

- OnaP: és la primera ona del cicle cardiac i representa la despolaritzacié auricular, és a dir,
quan les auricules es contrauen i envien sang cap als ventricles. La seva part inicial
correspon a la despolaritzacido de 1’auricula dreta 1 la seva part final a la de 1’auricula
esquerra. Sol ser ascendent i lleugerament arrodonida, i en condicions normals té una

durada maxima de 0,10 segons i una amplitud maxima de 0,25 mV.

- Segment PR: és el tram de la linia isoeléctrica que es troba entre el final de I’ona P i I’inici
del complex QRS. Durant aquest periode, les auricules s’acaben de buidar i la velocitat de
la transmissid del senyal eléctric disminueix just abans que comenci la contraccio

ventricular.

- Complex QRS: esta format per les ones Q, R i S, que representen la despolaritzacio
ventricular, és a dir, quan els ventricles es contrauen i bomben la sang. Normalment, les
ones Q 1 S son negatives (descendents), mentre que 1’ona R és positiva (ascendent). El

complex QRS té una durada mitjana d’entre 0,04 1 0,11 segons.

- Segment ST: és el tram de la linia basal que es troba entre el final del complex QRS i I’inici
de I’ona T. Representa ’inici de la repolaritzacié ventricular i correspon a la fase 2 del

PAC.

- Ona T: representa la repolaritzacié ventricular, quan el cor es troba en un periode de
relaxacio després d’haver expulsat la sang que es trobava en els ventricles. Normalment és
ascendent, lleugerament arrodonida i de menor amplitud que el complex QRS. No ha de

durar més de 0,12 segons.

- Ona U: només es veu en alguns casos, i es creu que esta relacionada amb la repolaritzacié

tardana dels ventricles.
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L’electrocardiograma també pot interpretar-se dividint-lo en dos intervals (My EKG, 2021;

Figura 6):

- Interval PR: és el temps que transcorre entre 1’inici de ’ona P i I’inici del complex QRS.
Representa la despolaritzacio auricular i la propagacio de I’ona de despolaritzacio fins el

nodul auriculoventricular. T¢é una durada d’entre 0,12 1 0,20 segons.

- Interval QT: és ¢l temps que transcorre entre 1’inici del complex QRS i ¢l final de I’ona
T. Representa la despolaritzacio i repolaritzacié dels ventricles, és a dir, la sistole

ventricular.

Onda Segmento  Complejo Segmento Onda Onda
P PR QRS 5T T u

i

WVOLTAJE

[ — ] intervalo

TIEMPO = Seg

Figura 6: Divisio dels segments i intervals de I’electrocardiograma (Font: Rodriguez, M.).

1.6. MORT SOBTADA CARDIACA

La mort sobtada cardiaca (MSC) és aquella que es produeix de forma rapida i inesperada durant
la primera hora des de I’inici dels simptomes. Es dona freqiientment en persones que
aparentment no tenen cap problema de salut, fet que li atorga un gran interes forense (Sanchez-
Molero, O., 2017). La MSC transcorre quan el cor deixa de bategar sobtadament i impedeix
que la sang rica en oxigen pugui arribar al cervell i als altres organs, per la qual cosa el pacient

pot morir en questié de minuts si no rep tractament immediatament (Texas Heart Institute,

2016).

La MSC afecta unes 30.000 persones a I’any només a Espanya i la seva maxima incideéncia és

en pacients que tenen entre 35 i 45 anys, tot i que també és forca comuna en nadons de fins a 6
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mesos d’edat (Brugada, J., 2013). En la majoria de casos de MSC, el primer simptoma és una
sincope, que es produeix quan el cor deixa de bategar. Algunes persones també poden sentir

un mareig just abans de desmaiar-se, i d’altres no tenen cap simptoma fins la MSC.

Es important no confondre un atac de cor amb la MSC. En un atac de cor es redueix o es deté
completament la circulacio de la sang en una part del cor, fet que provoca la mort del muascul

cardiac. En canvi, en la MSC el cor deixa de bategar.

Com que la MSC es produeix sense adverténcia i de forma molt rapida, en la majoria dels casos
no es pot diagnosticar. Tot i aixi, hi ha diverses proves mediques que poden determinar si els
pacients presenten risc de patir una MSC, com ara I’electrocardiograma, 1’ecocardiografia®, el

cateterisme cardiac®, la ventriculografia isotopica® i la ressonancia magnética cardiaca’.

La principal causa de la MSC és la malaltia de les arteries coronaries, responsable del 80% de
totes les morts sobtades cardiaques en adults (Brugada, J., 2013). Altres causes de la MSC son
algunes arritmies com la taquicardia ventricular, la fibril-lacié ventricular i la bradicardia,
provocades per trastorns hereditaris que causen un defecte en la conductivitat eléctrica del cor
(les canalopaties, que son les responsables d’entre un 5 i un 10% de les MSC; i les
cardiomiopaties, que ho son d’entre un 10 1 un 15%). Aquest treball es centrara en aquells
pacients susceptibles de patir una MSC a causa d’una canalopatia o d’una cardiomiopatia,

motiu pel qual s’exposen a continuacio.

1.7. CANALOPATIES

Les canalopaties son arritmies poc comunes, congeénites i hereditaries causades per una mutacio
genetica en una 0 més proteines situades als canals ionics de la membrana cel-lular cardiaca.
Afecten majoritariament els canals de sodi, potassi i calci, i son les responsables d’entre un 5 i
un 10% dels casos de MSC (Macias, A., Vazquez, A., 2013). Les principals canalopaties son
la sindrome de QT llarg (SQTL), la sindrome de QT curt (SQTC), la taquicardia ventricular

polimorfica catecolaminérgica (TVPC) i la sindrome de Brugada (SBr).

4 Ecocardiografia: Examen no invasiu que utilitza ones sonores per a crear imatges del cor.

5 Cateterisme cardiac: Prova diagnostica invasiva que consisteix en introduir tubs a través dels vasos sanguinis i
el cor per tal d’avaluar ’anatomia i el funcionament d’aquest.

& Ventriculografia isotopica: Estudi que permet determinar com bomba sang el cor i si aquest s’esforga més del
normal.

" Ressonancia magnética cardiaca: Estudi no invasiu que permet obtenir una imatge detallada del cor, incloses les
cavitats i les valvules.
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SINDROME DE QT LLARG

La SQTL és una malaltia del sistema de conduccidé cardiac que afecta el procés de
repolaritzacié ventricular, de manera que es pot observar en I’electrocardiograma en forma
d’un allargament de I’interval QT (Sanchez-Molero, O., 2017). Aquest allargament incrementa
el risc de patir torsade de pointes, un tipus d’arritmia. Quan es dona aquest cas, el cor és incapa¢
de bombar suficient sang oxigenada a la resta del cos, sobretot al cervell. També podria ser que
la torsade de pointes portés a la fibril-lacio ventricular, un altre tipus d’arritmia que causa
contraccions rapides i incontrolades en les fibres musculars dels ventricles, per la qual cosa el
cor tampoc podria bombar suficient sang oxigenada a la resta del cos. En els casos més extrems,

la torsade de pointes podria conduir a la mort (Texas Heart Institute, 2016).

La sindrome de QT llarg és forca rara i normalment és congenita (85% dels casos), tot i que
també pot ser causada per algunes medicines, un ictus o altres malalties neurologiques. Té un
patrd d’heréncia autosomica dominant i esta provocada per una perdua de funcio dels corrents
repolaritzants o per un augment dels corrents despolaritzants del PAC (Sanchez-Molero, O.,
2017).

SINDROME DE QT CURT

La SQTC és una canalopatia cardiaca d’heréncia autosomica dominant que es caracteritza per
un interval QT curt que pot donar lloc a arritmies i fins i tot a la MSC. Esta associada sobretot
a la fibril-laci6 auricular, tot i que també es relaciona amb la ventricular. Contrariament a la
SQTL, la SQTC esta provocada per un guany de la funcié dels canals de potassi cardiacs, fet
que pot conduir a una perdua de la funcié dels canals de calci (Sanchez-Molero, O., 2017).

TAQUICARDIA VENTRICULAR POLIMORFICA
CATECOLAMINERGICA

La TVPC és una malaltia cardiaca hereditaria caracteritzada per una taquicardia que es
desencadena en situacions d’emocié o exercici intens, i que pot arribar a provocar la MSC. Les
arritmies son causades per un control inadequat del nivell de calci en el medi intern cel-lular
(ITACA, 2017).
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Aquesta malaltia té€ principalment un patr6 d’heréncia autosomica dominant amb una elevada
penetrancia (Sanchez-Molero, O., 2017). Els pacients afectats no tenen cap malaltia cardiaca
estructural i mostren un ECG normal en repos. Aixi doncs, la TVPC es pot detectar Gnicament
mitjancant un test d’esfor¢ i una monitoritzacié continua de I’ECG. Els simptomes d’aquesta
malaltia solen aparéixer per primer cop entre els 7 i els 12 anys, i 30% dels pacients afectats

pateixen una MSC abans dels 30 anys.

SINDROME DE BRUGADA

La SBr és un trastorn genétic poc comu del sistema eléctric cardiac. Les persones que la
pateixen neixen amb ella, ja que té un patré6 d’heréncia autosomica dominant, tot i que
generalment no en tenen consciéncia fins als 30 o 40 anys (Texas Heart Institute, 2016). Els
unics simptomes de la SBr sén les sincopes, les arritmies o palpitacions i la MSC. El diagnostic
de la malaltia es fa a través d’un ECG, on sovint s’observa una elevacio6 del segment ST seguida
d’una ona T negativa, tot i que a vegades els pacients presenten un ECG aparentment normal.
També es poden realitzar estudis electrofisiologics quan s’observa una anomalia en I’ECG pero

el pacient no presenta simptomes.

La SBr és causada per un defecte en un dels canals ionics cardiacs, normalment una mutacio al
gen SCN5A, que codifica per al canal de sodi cardiac (Sdnchez-Molero, O., 2017). Aquest
defecte pot provocar fibril-lacié ventricular, de manera que pot comportar la MSC.

Sindrome de Brugada

SCN5A

KCNH2K 1.1 1, Sindrome de QT largo
KCNQ1K 7.1 |,
&S Na 1.5 . 4

K
A

KCNJ2 Kir2.1

Taquicardia Ventricular
Polimérfica Catecolaminérgica Sindrome de QT corto

Figura 7: Esquema de les causes de les principals canalopaties en relaci6 al PAC (Font: Riur6, H., 2014).
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1.8. CARDIOMIOPATIES

Les cardiomiopaties o miocardiopaties son malalties estructurals del miocardi que provoquen
I’augment de la mida del cor o fan que les seves parets siguin més rigides o gruixudes.
D’aquesta manera, debiliten aquest organ i redueixen la seva capacitat per a bombar sang a la
resta del cos i mantenir una activitat eléctrica normal. Aix0 pot comportar arritmies,
insuficiencia cardiaca i fins i tot la MSC (NHLBI, 2021). Les cardiomiopaties tenen

generalment un patr6 d’heréncia autosomica dominant (Sanchez-Molero, O., 2017).

MIOCARDIOPATIA HIPERTROFICA

La miocardiopatia hipertrofica (MCH) és un trastorn que esta caracteritzat per I'engrossiment
dels ventricles o del septe sense una rad aparent. Les arees que augmenten la seva mida creen
estrenyiments i blocatges en els ventricles, dificultant aixi el bombeig de la sang. La MCH
també pot enrigidir els ventricles i causar canvis en la valvula mitral i les cel-lules del teixit
cardiac. Aquesta malaltia afecta 1 de cada 500 persones, sense importar 1’edat ni el sexe, i pot

ser detectada mitjancant un electrocardiograma (NHLBI, 2021).

MIOCARDIOPATIA DILATADA

La miocardiopatia dilatada (MCD) €s un trastorn provocat per 1’engrossiment 1 la debilitacio
dels ventricles. Normalment comenca al ventricle esquerre i amb el temps es va estenent fins
al dret. Aquesta malaltia d’heréncia autosomica dominant afecta 1 de cada 2500 individus,
principalment nens i joves, i pot ser detectada mitjangant un electrocardiograma (Sanchez-
Molero, O., 2017). La MCD condueix a la debilitacio i posterior mal funcionament de les
cambres del cor, motiu pel qual el miocardi ha de treballar més per a poder bombar la sang, fet
que, amb el temps, pot arribar a provocar que el cor no pugui bombar sang efectivament. La
miocardiopatia dilatada pot comportar insuficiéncia cardiaca, la malaltia de la valvula cardiaca,

arritmia i la formaci6 de coaguls de sang al cor (NHLBI, 2021).

MIOCARDIOPATIA ARRITMOGENICA

La miocardiopatia arritmogenica (MA) és una miocardiopatia poc comuna que consisteix en el
reemplacament del teixit muscular per teixit fibroadip6s (NHLBI, 2021). Es produeix

principalment al ventricle dret, pero en la majoria de casos també afecta el ventricle esquerre.
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Aixo provoca interrupcions en ’activitat eléctrica del cor i causa arritmies, sincopes i, en alguns
casos, la MSC. La miocardiopatia arritmogenica afecta 1 de cada 2500 o 5000 individus,
principalment homes, joves i atletes, i té un patré d’heréncia autosomica dominant (Sanchez-

Molero, O., 2017).
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2. GENETICA

2.1. 1’ACID DESOXIRIBONUCLEIC

El DNA o acid desoxiribonucleic és la molécula que conté la informaci6 genética en gairebé
tots els éssers vius. Esta format per dues cadenes de nucledtids enrotllades entre si formant una
doble helix. Cada nucleotid esta format per una desoxiribosa, un grup fosfat i una base
nitrogenada, que pot ser una adenina (A), una timina (T), una guanina (G) o una citosina (C).
L’A ila G son bases puriques, mentre que la T i la C son bases pirimidiniques. L’ordre en qué
estan situades aquestes bases al llarg de la cadena és el que codifica les instruccions per a la

formacio de proteines i molecules de RNA (Jimeno, A. et al., 2016).

Els polimers de nucleotids presenten dos extrems, I’extrem 5’ i I’extrem 3°. Els acids nucleics
sempre se sintetitzen des de I’extrem 5 cap a ’extrem 3’, ja que no hi ha cap enzim que
possibiliti afegir nucleotids a I’extrem 5’ mentre que si que n’hi ha que permeten afegir-ne a

’extrem 3°.

En la doble helix, les dues cadenes de nucleotids se situen amb les bases nitrogenades
enfrontades i unides mitjangant enllagos pont d’hidrogen. L’adenina sempre s uneix a la seva
base complementaria, la timina, mitjangant dos ponts d’hidrogen, mentre que entre la citosina

1 la seva base complementaria, la guanina, s’estableixen tres ponts d’hidrogen.

Puentes de hidrogeno

Pentosa

Bases nitrogenadas

Fosfato J

Figura 8: Estructura de la doble hélix de DNA (Font: Ramos, M., 2016).

Segons el model de la doble helix elaborat per Watson i Crick el 1953, les dues cadenes del
DNA soOn antiparal-leles i complementaries, estan enrotllades de forma plectonimica i
constitueixen una estructura dextrogira. La doble hélix del DNA és molt estable en estat natural

25



Paula Bosch Masanas La mort sobtada cardiaca

gracies als ponts d’hidrogen que es formen entre les bases complementaries i als enllagos de
Van der Waals que s’estableixen entre els grups hidrofobs d’aquestes, pero si s’escalfa a uns
100°C, es produeix la desnaturalitzacié del DNA, és a dir, els ponts d’hidrogen es trenquen i
els dos filaments de la doble helix se separen. Si posteriorment es manté el DNA desnaturalitzat
a 65°C, els dos filaments tornen a unir-se, procés anomenat renaturalitzacié (Jimeno, A. et al.,
2016).

En les cel-lules eucariotes, el DNA es troba principalment en el nucli, pero també es pot trobar
en els mitocondris i els cloroplasts. Com que el DNA en forma de filament no cabria al nucli,
s’empaqueta sobre les histones formant fibres de cromatina i posteriorment cromosomes, que

son el nivell maxim d’empaquetament.

2.2. LACID RIBONUCLEIC

L’RNA o acid ribonucleic esta constituit per nucleotids de ribosa units en sentit 5> — 3°,
combinant les bases adenina, guanina, citosina i uracil. Aixi doncs, la base complementaria de
I’adenina és 1’uracil, enlloc de la timina. A diferéncia del DNA, ’'RNA és monocatenari, i en
les cel-lules eucariotes se’n troba entre 5 i 10 vegades més. La seva funcid és sintetitzar les

proteines seguint la informacié continguda en el DNA (Jimeno, A. et al., 2016).

Hi ha molts tipus d’RNA, pero els principals son I’RNA de transferéncia (RNAt), que té la
funcié de transportar aminoacids especifics fins als ribosomes; I’RNA missatger (RNAm), que
copia la informacié continguda en el DNA i la duu fins als ribosomes; i ’'RNA ribosomic

(RNATr), que constitueix els ribosomes, lloc on es porta a terme la sintesi de proteines.

2.3. TRANSCRIPCIO

La transcripcio €s la primera fase de 1’expressid genica, en la qual la informaci6 continguda en
els gens és utilitzada per a sintetitzar les proteines. El seu objectiu és copiar la seqliencia de

DNA d’un gen en forma d’RNAm mitjancant la complementarietat de bases.
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La transcripcio d’un gen té quatre fases (Khan Academy, 2021):

1. Iniciacio: ’RNA polimerasa® s’uneix al DNA del gen que s’ha de transcriure en una regié
anomenada promotor (diferent per a cada gen), que indica a ’'RNA polimerasa on ha de

comencar la transcripcio.

2. Elongacio: és la fase en la qual es sintetitza la cadena d’RNAmM. Per a cada nucleotid en la
cadena de DNA, I’RNA polimerasa afegeix un nucleotid complementari d’RNA. D’aquesta
manera, el resultat és una cadena d’RNAmM quasi identica a la plantilla de DNA, tot i que
substituint les bases timina per bases uracil i les desoxiriboses per riboses.

3. Finalitzacio: la transcripcio finalitza quan I'RNA polimerasa arriba a la sequencia
TTATTT del DNA. Després, I’enzim poli-A-polimerasa afegeix a I’extrem final 3’
I’anomenada cua de poli-A, formada per uns 200 ribonucleotids d’adenina, i la cadena

transcrita s’allibera de I’RNA polimerasa (Jimeno, A. et al., 2016).

4. Maduracio: la cadena formada anteriorment s’anomena preRNAm, i conté segments amb
informacid, denominats exons, alternats amb altres segments sense informacid, anomenats
introns. Aixi doncs, es suprimeixen els introns i s’ajunten els exons formant la cadena
d’RNAmM final. Aquest procés s’anomena maduracid, té lloc al nucli i la duu a terme la

ribonucleoproteina petita nuclear (RNPpn).

2.4. TRADUCCIO

La cadena d’RNAm es trasllada als ribosomes, on es duu a terme la traduccio. Aquests
llegeixen la seqiiencia de nucleotids de ’'RNAmM per triplets de nucleotids anomenats codons.
Cada codo codifica per a un dels 20 aminoacids que constitueixen proteines, i a mesura que el

ribosoma llegeix la sequéncia de codons va unint aminoacids fins a formar una nova proteina.

Amb les quatre bases nitrogenades (A, U, C i G) es poden formar un total de 64 combinacions
de codons; 61 corresponen a aminoacids i 3 indiquen la fi de la sintesi proteica. Al codi genétic

hi ha determinats quins codons codifiquen per a cada aminoacid (Figura 9).

8 RNA polimerasa: Principal enzim implicat en la transcripcié. La seva funcio és sintetitzar una cadena d’RNA
mitjancant la complementarietat de bases.
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Figura 9: Codi genetic en el qual s’indiquen tots els codons que es poden formar combinant els quatre nucleotids i per a quin aminoacid

codifica cada un.

Els codons son llegits per ’'RNAt, que actua com un “adaptador” entre la informacié que porta
I’RNAm i els aminoacids que es van col-locant per a formar la proteina. Cada RNAt té una
sequiencia denominada anticodd que s’aparella amb el codd d’RNAm complementari, de

manera que es va constituint una cadena polipeptidica.
La seqiiencia de nucleotids d’RNAm comenca a llegir-se a partir del codé AUG, que també

codifica per I’aminoacid metionina, 1 finalitza quan es troba un cod6 UAA, UAG o UGA,

denominats stop.
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3. MUTACIONS | POLIMORFISMES

Les mutacions son alteracions a 1’atzar del material genétic. Tot i que normalment comporten
un aspecte negatiu per a 1’individu, son positives per a 1’especie, ja que aporten variabilitat a la
poblaci6. D’aquesta manera, si es produeix un canvi en 1’entorn i les noves condicions son
perjudicials per a una especie, I’existéncia d’individus mutants permet que alguns puguin

adaptar-se a aquestes condicions i I’espécie no s’extingeixi (Jimeno, A. et al., 2016).

Les mutacions que tenen lloc a les cél-lules somatiques s’anomenen mutacions somatiques i, a
no ser que les converteixin en cel-lules cancerigenes, tenen poca importancia, ja que es poden
substituir per altres cél-lules o poden donar lloc a una colonia de cél-lules mutants. En canvi,
les mutacions que tenen lloc a les cél-lules reproductores i que s’anomenen mutacions
germinals tenen una gran importancia, ja que poden passar a la descendéncia provocant aixi

que totes les cel-lules del nou organisme presentin la mutacio.

3.1. MUTACIONS GENIQUES

Existeixen tres tipus de mutacions segons la llargada del DNA que resulta afectat: les
genomiques, les cromosomiques i les géniques. Les mutacions genomiques son aquelles en qué
s’altera el nombre de cromosomes d’un individu, mentre que en les mutacions cromosomiques
es veu afectada la seqiiéncia de gens d’un cromosoma. Aquest treball, pero, es centrara en les

mutacions geniques.

Les mutacions geéniques son alteracions en la seqiiencia de nucleotids d’un gen, i es poden

classificar en dos tipus:

- Mutacions per substitucio de bases: es canvia una base per una altra. Es diferencien en
dos grups: les transicions, quan es substitueix una base purica per una altra, 0 una
pirimidinica per una altra; i les transversions, quan es substitueix una base purica per una
pirimidinica 0 a la inversa. Les mutacions per substitucié de bases, com que només
provoquen I’alteracidé d’un triplet, no solen ser perjudicials, a no ser que canviin

I’aminoacid que es codifica o que indiquin un triplet d’aturada.

- Mutacions per perdua o insercié de nucleotids (delecions o addicions): com que el

missatge geneétic es llegeix de tres en tres, les delecions i les addicions provoquen un
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corriment en 1’ordre de lectura, i a no ser que es compensin entre Si, alteren tots els triplets

seglients, de manera que comporten conseqliéncies greus.

3.2. POLIMORFISMES

Els polimorfismes s6n mutacions géniques que apareixen com a minim en un 1% de la poblacio
i que no son la causa directa de cap patologia (Torrades, S., 2002). El tipus més comu de
polimorfisme implica la variacié d’un sol parell de bases, pero també pot implicar llargs trams
de DNA. Aquests canvis, si es produeixen en regions codificants del DNA, s’anomenen
polimorfismes genics, i provoquen canvis en el fenotip. En canvi, si es produeixen en regions
no codificants del DNA, s’anomenen polimorfismes genétics, i poden tenir una funcio
reguladora o Unicament estructural. Aixi doncs, el polimorfisme podria definir-se com
I’existéncia simultania de diversos al-lels per a un determinat locus, i és el causant de la

variabilitat genética en les especies.

3.3. MUTACIONS PATOGENIQUES

Com s’ha explicat anteriorment, no totes les mutacions resulten perjudicials per als individus.
Algunes mutacions, les anomenades benignes o neutrals, no tenen cap conseqliencia greu en
I’individu afectat. D’altra banda, les mutacions patogéniques son aquelles que causen una
predisposicio de I’individu a patir una malaltia, de manera que 1’acabara desenvolupant amb

quasi total seguretat.

Hi ha diversos factors que condicionen la patogenicitat d’una mutacio: com s’ha explicat en
’apartat 3.1, algunes mutacions només modifiquen un nucleotid (substitucié de bases), mentre
que d’altres alteren tota la seqiiencia del DNA (delecions o addicions). Un altre factor a tenir
en compte és on es localitza la variant genética: les que es troben en una de les regions
codificants del genoma s’anomenen variants codificants patogéniques, mentre que les que es

troben en regions reguladores es denominen variants reguladores (Fundacién Mencia, 2018).

Per saber si una mutacié €és patogénica o no s’utilitzen softwares com el PROVEAN, el
PolyPhen-2 i ’MT. Aquests prediuen 1’efecte que pot tenir una substitucié d’un aminoacid o

una insercio o delecid d’un nucleotid en ’estructura i el funcionament de la proteina. Aixi
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doncs, en base a aquestes prediccions, aquests programes qualifiqguen la mutacié com a

patogénica, benigna o incerta.

Les prediccions d’aquests softwares, pero, no son suficients per a determinar la patogenicitat

d’una mutacié. De fet, hi ha tot un Ilistat de criteris a tenir en compte abans de decidir si una

mutacid és potencialment patogenica o no. Aquests son els Standards and guidelines for the

interpretation of sequence variants: a joint consensus recommendation of the American

College of Medical Genetics and Genomics and the Association for Molecular Pathology
(Richards, S. et al., 2015; Figura 10).

Benign Pathogenic
Strong Supporting Supporting Moderate Strong Very strong
Population MAF is t00 high for Prevalence in
data disorder BA1/BS1 OR affecteds statistically
observation in controls increased over
inconsistent with controls PS4
disease penetrance BS2
Computational Muitiple lines of Same amino acid Predicted null
and predictive change as an variant in a gene
data established where LOF isa
pathogenic variant known
PS1 mechanism of
disease
PVS1
In- repeat
n BP3
F Well blished Mutat oot Well-established
data functional studies show functional studies
no deleterious effect show a deleterious
BS3 effect PS3
Nonsegregation gation with
Segregation with disease BS4 in multiple
data [—3
De novo De novo {paternity and
data maternity confirmed)
PS2
Allelic data Observed in trans with
a dominant variant BP2
Observed in cis with a
pathogenic variant BP2
Other Reputable source w/out
database shared data = benign BP6
Found in case with
Other data an alternate cause

BPS

Figura 10: Criteris de I’ACMG per a classificar les mutacions com a patogéniques o benignes

(Font: Richards, S.).
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4, SEQUENCIACIO GENOMICA

4.1. EL GENOMA HUMA

El genoma és el conjunt de gens d’un organisme, per la qual cosa el genoma huma podria
definir-se com el conjunt de seqiiéncies de DNA que caracteritzen a 1’espécie humana. El
genoma nuclear d’un individu esta format per 23 parells de cromosomes, dels quals 22 son

autosomes i 1 parell sén els cromosomes sexuals (Sanchez-Molero, O., 2017).

La informacio genetica esta codificada en unitats basiques, fisiques i funcionals de 1’heréncia
anomenades gens. Els gens estan localitzats en regions especifiques dels cromosomes
anomenades locus. Com que els organismes diploides tenim dos jocs de cromosomes (un
provinent de la mare i I’altre del pare), la seqiliencia dels gens pot ser idéntica o pot variar
lleugerament. A les diverses formes que pot presentar un gen en un locus determinat se’ls
anomena al-lels. Aixi doncs, cada un dels al-lels prové d’un progenitor. Si un individu presenta
dos al-lels iguals en un mateix locus se I’anomena homozigot, mentre que si presenta dos al-lels
diferents és denominat heterozigot. En resum, les caracteristiques dels individus venen

determinades per les diverses formes que poden presentar les seqiiéncies dels diferents al-lels.

4.2. REACCIO EN CADENA DE LA POLIMERASA

La reaccid en cadena de la polimerasa o Polymerase Chain Reaction (PCR) és una técnica que
permet crear nombroses copies d’un segment especific del DNA in vitro. Inicialment, es
necessita un DNA-polimerasa termoresistent anomenat Taq polimerasa, que no s’altera encara
que s’arribi a la temperatura necessaria per a desnaturalitzar el DNA. També és necessari el
DNA diana, aixi com els quatre tipus de desoxiribonucleotids trifosfats i dos segments de DNA
monocatenari complementaris dels dos extrems del DNA diana, els anomenats primers
(Jimeno, A, et al., 2016; Khan Academy, 2021).

Primer de tot, es reuneixen tots els materials en un tub, i a continuacid es segueixen una serie

de passos que permeten que es sintetitzi el DNA:

1. Desnaturalitzacio: la reacci6 s’escalfa a 96°C per a separar les dues cadenes del DNA

inicial.
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2. Aparellament: la reaccio es refreda a uns 60°C perque els primers es puguin associar a

una de les dues cadenes del DNA.

3. Extensid: s’augmenta la temperatura fins a 72°C perque el Taq polimerasa pugui sintetitzar
la cadena complementaria del conjunt fent-lo servir de motlle, de manera que es formi un
DNA de doble helix.

Tot aquest procés s’anomena primer cicle, i es sol repetir entre 25 i 30 vegades (2-4 hores,
depenent de la llargada de la seqiiéncia de DNA que s’estigui copiant). Cada vegada que es
repeteix, s’obtenen el doble de copies, de manera que en el segon cicle s’obtenen quatre dobles

helixs, en el tercer vuit i aixi successivament.

Actualment, la PCR es fa en un aparell anomenat termociclador (PCR Thermal Cyclers from
Applied Biosystems), i els resultats es solen comprovar utilitzant la técnica d’electroforesi, en
la qual els fragments de DNA son transportats a través d’un gel gracies a I’accié d’un camp

electric, de manera que es separen segons la mida.

4.3. SEQUENCIACIO DE DNA

La sequenciacio de DNA ¢és el procés que s’utilitza per determinar 1’ordre dels nucleotids en
un fragment de DNA. S’utilitza per varis motius, i un d’ells és detectar mutacions que puguin
causar malalties. En aquest apartat s’explicaran dos métodes de seqiienciacio: el métode Sanger

i la sequienciacié de nova generacio.

METODE SANGER

També anomenat “M¢etode de terminacié de la cadena per dideoxinucleotids”, el métode Sanger
consisteix en realitzar nombroses copies d’una regié del DNA d’un maxim de 800 parells de
bases (Jimeno, A., et al., 2016). Per a realitzar-lo, es preparen quatre tubs amb copies de la
cadena de DNA que es vol seqiienciar, I’enzim DNA polimerasa, un primer i els quatre
nucleotids del DNA (dATP, dTTP, dCTP i dGTP). Seguidament, s’hi afegeixen també els
quatre dideoxinucleotids (ddNTPs) marcats cada un amb un pigment fluorescent diferent. Els
ddNTPs s’utilitzen perqué en el carboni 3’ presenten un radical -H en comptes d’un radical
-OH, de manera que un cop s’uneix un ddNTP a una cadena ja no s’hi pot afegir cap altre

nucleotid i finalitza la sintesi.
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En primer lloc, cal escalfar i desnaturalitzar el DNA, ja que només s’utilitzara una de les dues
cadenes. A continuacid, el DNA es refreda perqué el primer pugui unir-s’hi, i es torna a escalfar
perque el DNA polimerasa pugui sintetitzar nou DNA a partir del primer. EI DNA polimerasa
afegira nucledtids a la cadena fins que aleatoriament toqui un ddNTP i la cadena finalitzi.
Aquest proces es repeteix diverses vegades, de manera que amb quasi total seguretat s’haura
afegit un ddNTP a cada posicié del DNA (Khan Academy, 2021).

Quan la reaccio s’acaba, el producte es sotmet a una electroforesi. Els fragments curts son
rapids, mentre que els llargs es mouen més lentament. Com que els diferents ddNTP han estat
marcats amb diferents pigments fluorescents, mitjangant un detector de fluorescencia es van
captant els diferents colors dels fragments a mesura que van passant (de petit a gran). La
informacid obtinguda es recull en un ordinador i es genera un cromatograma que mostra els
pics de cada color, a partir del qual es pot reconstruir la seqiiencia del fragment de DNA (Figura
11).

/ [ ”v’
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392 420 448 476 504 532

728

700

588 672

560

Figura 11: Cromatograma que s’obté un cop finalitzada la seqiienciacié per Sanger (Font: Imatge propia realitzada a 'IDIBGI).

SEQUENCIACIO DE NOVA GENERACIO

Les técniques de seqlienciacié de nova generacié son noves maneres de seqienciar el DNA a
gran escala que n’augmenten la velocitat i en redueixen el cost. N’hi ha de molt diverses, pero
totes tenen un conjunt de caracteristiques que les diferencien del métode Sanger, com ara que
es produeixen un gran nombre de reaccions més petites al mateix temps, de manera que els
resultats estan llestos més rapidament, 1 que es poden realitzar amb fragments més curts, d’entre
50 i 700 nucleotids de longitud (Khan Academy, 2021). Un dels aparells de seqlienciaci6 de
nova generacio és el MiSeq™ System (Illumina), en el qual es poden seqiienciar diversos gens
de forma simultania i posteriorment analitzar les dades obtingudes. La técnica utilitzada per a

la sequenciacié amb el MiSeq es desenvolupa més endavant en el marc practic.
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4.4. GENETICA DE LES CANALOPATIES I LES
CARDIOMIOPATIES

En els darrers anys, els avengos en el camp de la genética han tingut un gran impacte en 1’estudi
de la MSC, ja que han permes identificar els gens que causen les diverses malalties que acaben
provocant la MSC. Entre aquestes, s’hi troben les canalopaties i cardiomiopaties, que s’han
explicat en els apartats 1.7 i 1.8, respectivament. Les canalopaties estan associades a mutacions
en els gens que codifiquen per als canals ionics encarregats de regular el flux d’ions a través
de la membrana dels cardiomiocits i de generar el PAC (tal com s’ha explicat al punt 1.4),
mentre que les cardiomiopaties estan associades a mutacions en els gens que codifiquen per a
les proteines implicades en I’estructura dels cardiomiocits i en la generacio i la transmissio de
la forga contractil del cor. Aixi doncs, la Taula 1 recull els diferents gens relacionats amb
aquestes arritmies, les proteines per a les quals codifiquen i la malaltia a la qual ha estat
associada un defecte en la funcid d’aquests. Aquests son els gens que es seqlienciaran

mitjancant el MiSeq al marc practic.

CODIFIQUEN PER A GENS

KCNQ1, KCNH2, KCNE1, KCNEZ2,

CANAL DE POTASSI KCNJ2, KCNJ5

CANAL DE SODI SCN5A, SCN4B
SQTL

CANAL DE CALCI CACNALC, RYR2

PROTEINES QUE

INTERACCIONEN AMB ELS ANK2, émai’ gﬁ\l_/f/'lZSNTAl'
CANALS IONICS ’
CANAL DE POTASSI KCNH2, KCNQ1, KCNJ2

SQTC

CANAL DE CALCI CACNALC, CACNB2, CACNA2D1
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CANAL DE POTASSI

RECEPTOR DE RIANODINA RYR2
ISOFORMA DE LA
L CALSECUESTRINA CARDIACA CASQ2
ASSOCIATS A CORRENTS DE CALML, TRDN, KCNJ2
CALCI
SCN1B, SCN2B, SCN3B, SCN5A,
CANAL DE SODI SCN10A, GPD1L, MOG1,
RANGRF, SLMAP, FGF12, PKP2
CACNAI1C, CACNB2B,
CANAL DE CALCI CACNA2D1, TRPM4
SBr

KCND3, KCNE1, KCNES, KCNES5,
KCNJ8, HCN4, ABCC9

ALTRES GENS

HAY2, SEMA3A, PXDNL, IRXT,
DPPX

MIOCARDIOPATIA
HIPERTROFICA

PROTEINES SARCOM ERIQUES
CITOESQUELETIQUES

CSRP3, TCAP, MOYZ2, VLC, TTN

PROTEINES SARCOM ERIQUES
CONTRACTILS

ACTC1, ACTN2, MYH6, MYH?7,
MYBPC3, MYL2, MYL3, TNNC1,
TNNI3, TNNT2, TPM1, NEXN

PROTEINES NO
SARCOMERIQUES

CASQ2, JPH2, PLN, PRKAG2,

GLA, LAMP2, FHL1, TTR, GAA,

PTPN11, PDLIM3, FXN, CAV3,
MYLK2, TAZ, CRYAB

MIOCARDIOPATIA
DILATADA

PROTEINES NUCLEARS

LMNA, EMD

PROTEINES SARCOMERIQUES
CITOESQUELETIQUES

TTN, ACTN2, LDB3, DES, DMD,
CSRP3, VCL

PROTEINES DESMOSOMIQUES

DSC2, DSG2, DSP

PROTEINES SARCOMERIQUES
CONTRACTILS

MYHG6, MYH7, MYBPC3, TNNT2,
TNNC1, TPM1, ACTC1, MYOZ1

ALTRES PROTEINES

SCN5A, PLN, TAZ, ANKRD1,
ABCC9, BAG3, LAMP2, EYA4,
TMPO, PSEN1, PSEN2, SGCD,

CAV3, CRYAB, RMB20
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MIOCARDIOPATIA
ARRITMOGENICA

PROTEINES DESMOSOMIQUES
ARMADILLO

PKP2, JUP

PROTEINES DESMOSOMIQUES
D'UNIO TRANSMEMBRANA,
ANCLATGE | RELACIONADES

DSG2, DSC2, DSP

ALTRES PROTEINES

SCN54, DES, RYR2, TGFJ3,
TMEM43, PLN, LMNA, CTNNA3,
TTN

Taula 1: Classificacio dels gens que han estat relacionats amb les canalopaties i les cardiomiopaties més comunes.
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MARC PRACTIC

1. PLANTEJAMENT DE LA RECERCA

Tal com s’ha explicat en el marc tedric, un elevat percentatge de les morts sobtades cardiaques
son causades per un defecte genetic. Com que la MSC és, en molts casos, el primer simptoma
de la malaltia, es planteja que possiblement una part dels casos poden haver estat causats per

un problema cardiac genétic.

Per tal de poder assolir els objectius marcats per aquesta recerca, s’ha realitzat la part practica
a I’Institut d’Investigaciéo Biomedica de Girona del 28 de juny al 27 de juliol. La finalitat de la
investigacié que s’ha dut a terme és analitzar les dades proporcionades pel centre per a
determinar si algun dels individus als quals se’ls havia diagnosticat una canalopatia presentava

alguna mutaci6 en un o més gens codificants per als canals ionics cardiacs.
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2. METODOLOGIA

2.1. SEQUENCIA DE PROCESSOS DUTS A TERME AL LABORATORI

Primer de tot, es reben al laboratori mostres de teixits o de sang extretes dels pacients que hagin
patit la mort sobtada cardiaca. Seguidament, es realitza 1’extraccié del DNA, que sera el
material del qual es partira durant els passos posteriors. Un cop feta I’extraccio, s’avalua la

quantitat i la integritat d’aquest DNA per saber de quant material disposem i quina qualitat té.

A continuacid, de cada mostra es prepara una llibreria de DNA, cadascuna de les quals conté
147 regions del genoma (147 gens associats a la mort sobtada cardiaca). A partir d’aqui les
mostres ja es poden comencar a seqienciar a la plataforma MiSeq, la qual genera uns arxius
informatics on s’indiquen totes les mutacions trobades a cada una de les mostres. Aquestes
dades s’analitzen amb I’ajuda de diversos softwares per a decidir amb quina probabilitat poden

arribar a ser perjudicials per a I’individu a nivell fenotipic.

Posteriorment, es validen les mutacions que tenen més possibilitats de ser les causants d’una
patologia mitjancant un altre metode de seqtienciacid, la sequenciacié Sanger. Com gue ja se
sap quins son els gens d’interés, només cal amplificar aquestes regions per PCR. A continuacio,
s’utilitza la teécnica Exosap per purificar I’amplificacié obtinguda i la técnica de reaccio de
sequenciacio per a poder sequienciar el DNA de cadena senzilla. Tot aixo es faamb uns aparells
anomenats termocicladors. Els resultats de la seqiienciacio s’analitzen comparant-los amb la
segueéncia consens. Segons si els resultats coincideixen, es valida o no la mutacié anteriorment

trobada amb el MiSeq.

Finalment es genera un informe que es fara arribar a un cardioleg, el qual juntament amb un
assessor genetic explicara al pacient els resultats trobats al laboratori. La feina de I’assessor és

explicar les consequiéencies dels resultats als familiars.

Si aquests ho volen, a continuacio es podra estudiar la segregacid familiar extraient el seu DNA
1 tornant a utilitzar el metode Sanger seqiienciant el mateix gen al qual s’ha trobat la mutacio
probablement causal. Si el cas és interessant, també es podran realitzar estudis funcionals de
les mutacions, en els quals primer s’estudiaran ’estructura i la funci6 de les proteines, més

endavant la funcio de les cél-lules cardiaques i finalment es realitzaran proves en éssers vius.

39



Paula Bosch Masanas La mort sobtada cardiaca

2.2. PROTOCOLS | PROCEDIMENTS PER DUR A TERME AQUESTS
PROCESSOS

A continuaci6 s’explicaran els diversos protocols i procediments que s’han dut a terme per a la

realitzacié de la part practica.

2.2.1. PROTOCOL EXTRACCIO DE DNA

En aquest apartat s’explicara el procés que es realitza per a I’extraccio de DNA en sang. Per a
I’extraccio de mostres de 3ml de sang s’utilitza el kit Chemagic DNA blood3k drying
VD0900422 (PerkinElmer). Les mostres de sang de partida es guarden a la cambra freda un
maxim de 48 hores o es congelen a -20°C. Si sobra mostra després de 1’extraccio se’n congelara

1,5 ml a -20°C durant minim 1 any.

Per a ’extraccié de DNA s’utilitza un robot anomenat Chemagic™ MSM (PerkinElmer). En
aquest es col-loquen diversos racks a cada posicid, de manera que la maquina va treballant
seguint I’ordre de les posicions. A la posicid 1 es col-loquen les tips (el nombre de tips depen
del nombre de mostres). A la posicio 2 es col-loquen tubs de 50 ml que contenen entre 2,51 4
ml de mostra, 15 pul de Protease i 5 ml de Lysis Buffer 1. Cada tub ha d’estar identificat amb el
nom que se li haura assignat a cada mostra. A la posicid 3 es col-loguen tubs de 50 ml que
contenen 5 ml de Wash Buffer 3, i el mateix amb les posicions 4, 5 i 6 amb els Wash Buffer 4,
51 6, respectivament. Finalment, a la posicio 7 es col-loquen tubs de 4 ml amb 300 ul d’Elution
Buffer 7. S’introdueix el protocol Chemagic DNA blood3k drying VD0900422 i s’inicia la lisi.

Quan aquesta finalitza, la maquina es para i cal afegir a la posicio 2 un rack amb tubs en
cadascun dels quals s’aboquen 360 pl de Magnetic Beads® i 13 ml de Binding Buffer 2. Llavors
es torna a engegar el robot perqué finalitzi del tot el programa. Un cop acabat, es col-loquen
els tubs que han quedat a la posicio 7 en un suport amb imants. Quan les beads ja s’han separat,
i amb compte de no tocar-les, es traspassa el liquid en uns nous tubs ja etiquetats amb el codi

de cada mostra.

Aquest procés també es pot realitzar amb mostres d’1 ml de sang o amb saliva, depenent del

tipus i la quantitat de mostra que arribi al laboratori.

9 Beads: Boletes metal-liques que s’aboquen a les mostres, de manera que quan la placa es col-loca prop d’uns
imants es senten atretes cap a ells emportant-se les restes de DNA.
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Després de I’extraccié del DNA cal comprovar que la mostra extreta tingui la concentracioé i la
qualitat suficient per a poder sequenciar-lo. Per a fer-ho, s’utilitza 1’espectrofotometre
Nanodrop (ThermoFisher Scientific), on la concentracié es mesura en nanograms/microlitre

(ng/ul) i la puresa en dos rangs d’absorbancia (260/280 nm i 260/230 nm, Taula 2).

Concentracio
Ndmero de mostra [ng/ul] 260/280 1,70-2,00 260/230 1,20-2,50
1 159,4 1,87 2,16
2 184,2 1,80 1,94
3 245,0 1,89 2,38
4 433,6 1,86 2,18
5 293,2 1,93 2,22
6 4946 1,99 2,28
7 187,5 1,96 2,17
8 41,1 1,80 1,40
9 26,1 1,74 1,27
10 45,2 1,79 1,44
11 12,1 1,72 1,65
12 362,8 1,75 2,15

Taula 2: Concentracions i ratios de puresa de diverses mostres que es van analitzar amb el Nanodrop.

2.2.2. PROTOCOL SEQUENCIACIO MISEQ

Com s’ha explicat anteriorment en el marc teoric, en els darrers anys s’han desenvolupat
meétodes de seqlienciacié massiva, com ara la sequienciacid mitjancant el MiSeq. Abans de

poder sequenciar el DNA, pero, és necessari dur a terme els segiients passos:

1. Dilucio de la mostra mare

Es mesura la concentracid de la mostra mare amb el Qubit BR (Invitrogen)*® i posteriorment es

dilueix amb aigua fins assolir una concentracié d’entre 25 i 40 ng/pl en un volum de 115 pl.

10 Qubit BR (Invitrogen): Fluorometre que s’utilitza per mesurar la concentracion de DNA, RNA i proteines.
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2. Fragmentacio del DNA amb Bioruptor® Pico (Diagenode)

Es col-loquen un maxim de 12 mostres en el suport, que s’introdueix a I’aparell, on es realitzen

34 cicles. A cada cicle I’aparell treballara 30 segons i a continuacio6 reposara 30 segons més.

3. 2100 Bioanalyzer (Agilent) o TapeStation 4200 System (Agilent)

Un cop fragmentat el DNA, les mostres es passen pel Bioanalyzer o la TapeStation, que
mostren uns electroferogrames amb pics d’entre 150 i 200 pb. Si alguna mostra no assoleix
aquest grau de fragmentacio, es posa al Bioruptor durant 4 o 5 cicles més fins que estigui
suficientment fragmentada.
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Figura 12: Exemples dels grafics creats pel Bioanalyzer mostrant la longitud dels fragments del DNA (A: 168 pb; B: 156 pb)
(Font: IDIBGI).
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4. Purificacié de les mostres fragmentades

Per a purificar les mostres fragmentades s’aboquen 180pL de beads a cada pou (el nombre de
pous depén del nombre de mostres), on posteriorment s’hi afegeixen els 100 pul de DNA
fragmentat (cada mostra al seu respectiu pou). Amb 1’ajuda de la pipeta es barregen bé els dos
components, i seguidament es deixa reposar la mescla durant 5 minuts a temperatura ambient.
Un cop passat aquest temps, la placa es col-loca en el suport magnétic 1 s’espera fins que la
solucio quedi clara. Llavors es retira la solucié no imantada amb una pipeta, vigilant de no
retirar també les beads. S’afegeixen 200 pl d’etanol 70% també vigilant de no tocar les beads,
1 al cap d’un minut es retira. Es repeteix aquest procés una altra vegada, 1 posteriorment es
deixa la placa al termobloc a 37°C per acabar de retirar 1’etanol que hagi pogut quedar-hi. A
continuacio s’afegeixen 50 pl d’aigua nuclease-free a cada mostra, aquesta vegada intentant
que totes les beads quedin en suspensio. Es segella la placa amb un film transparent, es posa a
la centrifugadora i s’espera uns minuts a que les beads i el DNA se separin. A continuacio, es
torna a posar la placa al suport magnetic fins que la solucié quedi completament clara (sense
les beads, que quedaran a les parets atretes pels imants), moment en el qual aquesta es retira i

es col-loca en una nova placa.

5. Reparacio dels extrems

Durant tot aquest pas és important que tant les mostres com la placa en la qual es treballa
estiguin en gel. Primer de tot cal preparar una mix amb els seguients reactius: 35,2 ul d’aigua
nuclease-free, 10 ul de 10x End Repair Buffer, 1,6 pul de dNTP Mix, 1 pl de T4 DNA polimerase,
2 ul de Klenow DNA polimerase i 2,2 pl de T4 PNK (aquests son els volums necessaris per una
sola mostra). A continuaci6 s’aboquen 52 pl de la mix i 48 pl de DNA a cada pou (el nombre
de pous dependra del nombre de mostres). Es segella la placa amb un film d’alumini, es
centrifuga durant uns quants segons i es posa al termociclador, on es selecciona el programa
“Reparacio d’extrems”, que consisteix en una incubacid de 30 minuts a 20°C. Quan finalitza el
programa, cal repetir tot el pas de purificacio pero utilitzant 30 ul d’aigua nuclease-free enlloc
de 50 pl.

6. Adenilaci6 de I’extrem 3’ dels fragments de DNA

Durant aquest pas també cal treballar en gel en tot moment. En aquest cas, cal preparar la

seguent mix: 11 pl d’aigua nuclease-free, 5 pl de 10x Klenow Polymerase Buffer, 1 pl de dATP
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i 3 pl d’Exo(-) Klenow (aquests son els volums necessaris per una sola mostra). A continuacio
s’aboquen 20 pl de la mix i 30 pl de DNA a cada pou (el nombre de pous dependra del nombre
de mostres). Es segella la placa amb un paper d’alumini, es centrifuga durant uns quants segons
i es posa al termociclador, on es selecciona el programa “Adenilacié”, que consisteix en una
incubacio de 30 minuts a 37°C. Quan finalitza el programa, cal repetir una altra vegada el pas

de purificacid, pero aquesta vegada utilitzant 90 ul de beads i 15 pl d’aigua nuclease-free.

7. Lligacio dels adaptadors especifics

Durant aquest pas també és important treballar en gel en tot moment. Primer de tot, es prepara
una mix amb els segiients reactius: 15,5 pl d’aigua nuclease-free, 10 ul de 5X T4 DNA Ligase
Buffer, 10 ul de SureSelect Adaptor Oligo Mix i 1,5 pl de T4 DNA lligasa (aquests son els
volums necessaris per una sola mostra). A continuaci6 s’aboquen 37 pl de la mix i 13 pl de
DNA a cada pou (el nombre de pous dependra del nombre de mostres). Es segella la placa amb
un film d’alumini, es centrifuga durant uns quants segons i es posa al termociclador, on es
selecciona el programa “Lligacié adaptadors™, que consisteix en una incubacié de 15 minuts a
20°C. Quan finalitza el programa, cal repetir una altra vegada el pas de purificaci, pero aquesta

vegada utilitzant 90 pl de beads i 30 pl d’aigua nuclease-free.

8. Amplificaci6 de la llibreria amb els adaptadors

En aquest pas també cal treballar en gel. EIl primer que cal fer és preparar una mix amb els
seglents reactius: 21 pl d’aigua nuclease-free, 1,25 pl de SureSelect primer, 1,25 pl de
SureSelect Indexing Pre-Capture PCR Reverse Primer, 10 pl de 5x Herculase Il Rxn Buffer,
0,5 pl de 100mM dNTP Mix i 1 pl de Herculase Il Fusion DNA Polymerase (aquests son els
volums necessaris per una sola mostra). A continuacio s’aboquen 35 pl de la mix i 15 pl de
DNA a cada pou (el nombre de pous dependra del nombre de mostres). Es important remarcar
que, com que només utilitzen 15 pl de cada mostra, els 15 pl s’han de guardar per si es
necessitessin més endavant. Es segella la placa amb un film d’alumini, es centrifuga durant uns
quants segons 1 es posa al termociclador, on es selecciona el programa “Amplificacié 1”. Un
cop acaba el programa, es repeteix el pas de purificacio amb 90 pl de beads i 30 pl d’aigua

nuclease-free.
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9. Mesura de la concentracié de DNA amb el Qubit

Abans de continuar amb el protocol, es mesuren les mostres amb el Qubit BR per comprovar
que les concentracions de les mostres siguin superiors a 10 ng/pl. Si alguna d’elles fos inferior
a aquesta quantitat, caldria tornar a fer el pas anterior amb els 15 pl que han sobrat després de

la lligacio dels adaptadors i unir-les en un sol tub.

10. Evaporacio

Abans del seguent pas, la hibridacié de les mostres, cal evaporar totes les mostres. Es
col-loguen destapades al concentrador durant 50 minuts a 45°C i posteriorment s’hidraten amb
3,4 pl d’aigua nuclease-free. Cal deixar-les tota la nit a la nevera abans de poder prosseguir

amb el seguent pas.

11. Hibridacio de la llibreria

Per a la hibridacio de la llibreria cal preparar una mix amb els seguents reactius: 6,63 ul de
SureSelect Hyb#1, 0,27 pl de SureSelect Hyb#2, 2,65 pl de SureSelect Hyb#3 (-20°C) i 3,45 pl
de SureSelect Hyb#4 (aquests son els volums necessaris per una sola mostra). En un altre tub
cal preparar la seglient mix: 2,5 ul de SureSelect Indexing Block #1, 2,5 ul de SureSelect Block
#2 1 0’6 ul de SureSelect Indexing Block #3 (aquests son els volums necessaris per una sola
mostra). Un cop preparada la mix, cal posar-ne 5,6 pl a cada pou necessari, juntament amb 3,4
pl de la mix preparada anteriorment (és important que aquest procés es realitzi en gel). Un cop
barrejades les dues mixes, es segella la placa amb un film d’alumini, es posa a la centrifugadora
durant uns quants segons i seguidament es col-loca al termociclador, on es selecciona el

programa “Hibridacio Llibreria”.

Mentre aquesta placa esta al termociclador, es prepara la segiient mix: 5,4 ul d’aigua nuclease-
free, 0,6 pl de RNasa Block, 13 pl de Hybridation buffer mix i 1 ul de Llibreria de Captura
(aquests son els volums necessaris per una sola mostra). Quan el programa del termociclador
finalitzi, cal afegir 20 pl d’aquesta mix a cada pou (sempre procurant que la placa es mantingui
a 65°C) i segellar la placa rapidament amb 2 films d’alumini per evitar que el contingut

s’evapori. Cal deixar la placa 24 hores a 65°C al termociclador.
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12. Preparacio de les beads magnetiques amb estreptavidina

En un tub cal abocar 30 pl de beads magneétiques i 200 ul de SureSelect Binding Buffer per a
cada mostra que es tingui. La mescla es passa pel vortex i a continuacio es col-loca el tub en
un imant per tal que les beads es sentin atretes cap a ell. Un cop la barreja quedi clara, s’elimina
el sobrenedant i a continuacio es retira el tub de I’imant. Sense retirar les beads del tub, es

tornen a abocar 200 pl de SureSelect Binding Buffer i es repeteix el procés dues vegades mes.

13. Selecci6 amb SureSelect

Primer de tot, es posen 600 ul de SureSelect Wash Buffer 2 a cada pou d’una placa (el nombre
de pous dependra del nombre de mostres) i es deixa la placa al termociclador a 65°C. A
continuacio s’agafen les beads que s’han netejat en el pas anterior i se’n dipositen 200 pl a
cada pou de la placa que hem preparat en la “Hibridacié de la llibreria”. Es tapa la placa amb
un film transparent, s’agita durant 30 minuts a 1200 rpm i es centrifuga durant uns quants
segons. Es col‘loca la placa en un suport magnétic i s’espera fins que les beads es separin.
S’elimina el sobrenedant i es retira la placa de I’imant. Encara amb les beads a la placa,
s’aboquen 200 pl de SureSelect Wash Buffer 1 a cada pou i es deixen incubar les mostres durant
15 minuts a temperatura ambient. Es col-loca la placa en el suport magnétic i s’espera fins que
les beads es separin. S’elimina el sobrenedant i es retira la placa de I’imant. Es posen 200 pl
del SureSelect Wash Buffer 2 que s’havia deixat al termociclador a cada pou, es segella la placa
amb un film transparent i es deixa incubar durant 10 minuts a 65°C al termociclador. Un cop
passats els 10 minuts, es col-loca la placa en el suport magnétic i s’espera a que les beads es
separin. S’elimina el sobrenedant i es retira la placa de I’imant. Es repeteix la neteja amb el
SureSelect Wash Buffer 1 dues vegades més. Finalment, s’aboquen 30 pl d’aigua nuclease-free

a cada pou i es deixa la placa en gel fins que es necessiti.

14. Amplificacio de la llibreria capturada per afegir els indexs

Es prepara una mix amb els segiients reactius: 18,5 ul d’aigua nuclease-free, 10 pl de 5X
Herculase 1l Reaction Buffer, 0,5 pl de 200mM dNTP mix, 1 pl de Herculase Il Fusion DNA
Polymerase, 1 pl de SureSelect ILM Indexing Post Capture Forward PCR Primer i 5 pl de
PCR Primer Index. Es posen 36 pl de la mix a cada pou (el nombre de pous dependra del
nombre de mostres) i s’afegeixen també 14 pl de les mostres de DNA que s’havien separat en

el pas anterior (juntament amb les beads). A continuacio es posa la placa al termociclador i es
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selecciona el programa “Amplificacié 2”. Un cop acabat el programa es col-loca la placa a
I’imant i es separa el sobrenedant. A continuacio, es repetira el procés que hem realitzat al pas
4 (“Purificacio de les mostres fragmentades™) pero utilitzant 90 pl de beads i substituint el
DNA fragmentat pel sobrenedant que hem separat en el pas anterior. Seguidament es tornen a
suspendre les beads purificades en aigua nuclease-free. El volum d’aigua nuclease-free
dependra de la concentracid de cada mostra en el pas 9 (“Mesura de la concentracié de DNA
amb el Qubit”).

A continuacié caldra analitzar la mida dels fragments de DNA amb el Bioanalyzer o la
TapeStation. Si tot ha sortit bé, el pic sera d’entre 300 i 400 pb. Finalment, només faltara passar
les mostres pel MiSeq i esperar els resultats.

El protocol que s’ha explicat en aquest apartat és el de 3 pg, que és el que s’utilitza en la majoria
dels casos. En cas que no es tingués suficient mostra, pero, es podria realitzar un protocol

semblant en el qual només s’utilitzen 200 ng.

2.2.3. ANALISI DELS RESULTATS DEL MISEQ

Una vegada les mostres han estat seqiienciades al MiSeq s’envien al programa GendiCall
(GendiCall Software from Ferrerincode), que permet identificar les variants genétiques basant-
se en diferents bases de dades (com ara 1000 genomes*!, dbSNP*? i Ensembl*®) i predictors de
patogenicitat de la proteina, com ara el PROVEAN, el PolyPhen-2 i I’MT (Coll, M., 2017),
explicats al marc teoric a I’apartat 4.3. Segons la importancia i la quantitat de criteris que

compleix una mutacio es decideix si ha de ser validada per Sanger o no.

2.2.4. PROTOCOL DE SEQUENCIACIO SANGER

1. PCR

Abans de comencar la seqlienciacié Sanger és important diluir les mostres de DNA a una
concentraci6 d’entre 10 i 20 ng/pl (tal com s’ha explicat anteriorment, la concentracié i la

puresa es mesuren amb el Nanodrop).

111000 genomes: Ampli cataleg de variants genétiques humanes obtingut a partir de 2504 individus de 26
poblacions diferents.

12 dbSNP: Base de dades de polimorfismes de nucleotids simples i altres variants genétiques poc comunes.

13 Ensembl: Navegador on es poden cercar els genomes complets dels organismes vertebrats.
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A continuacié es prepara una PCR-MIX amb 6,25 pl d’aigua nuclease-free, 4,25 ul de
GoTaqG2 Hot Start Colorless Master Mix (-20°C) i 1 pl de Primer mix (-20°C; conté els
primers forward i reverse). Aquests son els volums necessaris per una mostra. Cal tenir en
compte que sempre s’ha de preparar una mostra blanca com a control negatiu de la reaccio. ES
reparteix el volum de la mix necessari a cadascun dels pous d’una placa, i seguidament
s’afegeix a cada pou el primer corresponent (cada exd de cada gen requereix un primer
especific). A continuacio s’afegira 1 pl de la mostra de DNA corresponent a cada pou menys
al blanc, on s’hi afegira aigua nuclease-free. Després de segellar la placa amb un film d’alumini
i posar-la a la centrifugadora per fer baixar tots els reactius, aquesta es col-loca al termociclador

on s’escull el programa d’amplificacié que correspongui.

2. Gel d’agarosa

La técnica de I’electroforesi en gel s’utilitza, entre d’altres, per comprovar que la PCR ha
amplificat correctament. No ¢s imprescindible fer un gel d’agarosa cada vegada que es
sequiencia pel metode Sanger, perd es pot fer si es vol estar segur que tot ha funcionat

correctament.

Primer de tot, es col-loca el gel d’agarosa en una mena de cambra, la qual es connecta per un
extrem a un eléctrode negatiu i per I’altre a un eléctrode positiu. L’extrem del gel on hi ha les
petites ranures on s’hi dipositaran les mostres de DNA (tal i com es pot observar a la Figura
13) es col-loca cap a ’electrode negatiu. A continuacid, es carreguen les mostres de DNA i
s’aplica un corrent eléctric perqué s’arrosseguin a través del gel. Com que els fragments de
DNA tenen carrega negativa, es desplacen en direcci6 a I’eléctrode positiu. D’aquesta manera,
com que tots els fragments de DNA tenen la mateixa carrega per massa, els fragments se
separaran Unicament per la seva mida, i els més petits es desplacaran més rapidament que els
grans (Khan Academy, 2021).

Si el gel es tenyeix amb un pigment que s’adhereix al DNA i un cop finalitzat el procés es
col-loca sota llum ultraviolada, els fragments de DNA brillaran i podrem observar-los. Quan

en una mostra hi ha molts fragments de la mateixa mida es poden veure linies molt ben
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definides, que llavors anomenarem bandes. D’aquesta forma, si comparem les bandes amb el

control negatiu** podrem saber la mida aproximada dels fragments de DNA.

Figura 13: Gel d’agarosa que es va realitzar al laboratori per comprovar que la PCR havia funcionat correctament. A: Pacient 1 RYR2 exd
100; B: Pacient 2 KCNQL1 ex6 13; C: Pacient 3 SCN5A ex0 4. L ultim pou (D), en el qual no s’observa la ratlla blanca que indica la llargada
dels fragments de DNA, és el control negatiu. En la fotografia es pot observar que la PCR ha amplificat correctament totes les mostres

menys la A, en la qual es poden observar dues linies blanques en comptes d’una (Font: Imatge propia realitzada a 'IDIBGI).

3. Reaccid de purificaci6 de la PCR

Per a la reaccio de purificacio s’utilitza un reactiu anomenat ExoSAP-1T PCR Product Cleanup
Reagent (ThermoFisher Scientific). En una nova placa s’aboquen 1 pl d’aquest reactiu i 2,5 pl
de producte de PCR a cada pou necessari. Aquesta placa es segella amb un film d’alumini, es
posa a la centrifuga i seguidament al termociclador (2 minuts a 37°C, 3 minuts a 80°C i després

es deixa refredar a 4°C).

4. Reacci¢ de sequenciacié o BigDye

El primer pas per a la reacci6 de BigDye és fer la seguient mix: 2 ul d’aigua nuclease-free, 1 pl
de BigDye sequencing buffer (4°C) i 0,5 pl de BigDye terminator v3.1 (-20°C) (aquests son els
volums necessaris per una mostra). Un cop feta la mix se’n reparteixen 3,5 ul a cada pou
necessari. A continuacio s’afegeixen 0,5 pl de 3,2 pmol primer* (-20°C, només conté el primer
forward) i 1 pl de DNA motlle (4°C) a cada pou. Un cop s han afegit tots els reactius es segella
la placa amb un film d’alumini, es posa a la centrifuga i després es col-loca al termociclador

on s’ha de seleccionar el programa “BigDye”.

14 Control negatiu: S’utilitza per comprovar que cap soluci6 ha estat contaminada. Aixi doncs, es posa la mix
sense la mostra de DNA i si no surt cap banda és que les mostres no s’han contaminat.
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5. Precipitacio del DNA

Un cop finalitza el programa del termociclador s’afegeixen 80 pl de solucié sodi-acetat-aigua
(4°C) a cada pou, es tapa la placa amb un plastic adhesiu transparent i es deixa a les fosques a
temperatura ambient durant 12 minuts. Quan hagi passat aquest temps es posa la placa a la
centrifuga durant 45 minuts a 12000 rpm. Es llenca el volum de solucio de precipitacid i posem
la placa invertida a la centrifuga (entre la maquina i la placa posem un tall de paper absorbent).
S’engega uns segons la centrifuga i es llenca el paper on hauran quedat les restes de la solucio

de precipitacio. A continuacié es deixa assecar la placa durant 10 minuts a temperatura ambient.

Quan hagin passat els 10 minuts s’aboquen 150 pl d’etanol 70% a cada pou, tornem a tapar la
placa amb el plastic adhesiu transparent i la posem a la centrifuga durant 10 minuts a 12000
rpm. Es llen¢a el volum d’etanol i es torna a repetir el mateix procés d’abans. Quan la placa
s’hagi assecat es posen 10 pl de formamida (-20°C) a cada pou i aquesta es cobreix amb un

septe de silicona. Finalment es deixa uns minuts al termociclador a 95°C.

6. Seqlienciacio del DNA

Es col-loca la placa al sequenciador, que seqlencia les mostres dels pous per columnes. Aixi
doncs, si algun pou esta buit cal omplir-lo amb aigua destil-lada per tal que 1’aparell pugui
funcionar correctament. A partir d’aqui la maquina seqiiencia el gen 1 envia la seqiliencia a

I’ordinador, on podrem validar o no la mutaci6.

50



Paula Bosch Masanas La mort sobtada cardiaca

3. RESULTATS

A continuaci6 s’explicaran els resultats obtinguts després d’analitzar a 3 pacients al laboratori.
Primer s’explicara el diagnostic que es va fer als pacients abans d’enviar la seva mostra al
laboratori, i a continuacié s’explicaran els resultats després de la seqlienciacié de nova

generacid i els resultats de la validacié per Sanger de les mutacions trobades.

3.1. RESULTATS CLINICS

Totes les mostres que arriben al laboratori venen juntament amb el diagnostic que va fer el
metge als pacients, en el qual hi ha indicada I’arritmia que creu que tenen i altra informacié
d’interés com ara els simptomes que té el pacient i que van conduir al metge a deduir la malaltia

diagnosticada.

SEXE EDAT SIMPTOMES ALTRES DIAC‘:GLI?I'\?I%TIC
PACIENT 1 M 10 Sincopes (2) - TVPC
PACIENT 2 F 12 Cansament - SQTL
PACIENT 3 M - Asimptomatic | DAI'®, EEF+16 SBr

Taula 3: Diagnostic que es va realitzar als pacients abans d’enviar les mostres al laboratori.

3.2. RESULTATS DEL MISEQ

Un cop acabada la sequienciacio pel MiSeq, es generen uns fulls de calcul amb totes les dades
obtingudes, que posteriorment s’utilitzen per determinar si cal validar o no la patogenicitat de
la mutacio. Les figures 14, 15 i 16 son exemples dels pacients que vam sequenciar, resumits

amb la informacié més important.

A la primera columna de cada taula s’hi troba indicat el gen que s’ha seqiienciat, mentre que a
la tercera s’informa del numero de cromosoma en el qual es troba aquest gen. A la cinquena

columna es pot veure el nucleotid de referencia, el que correspondria a aquella posicio si no hi

15 DAI (Desfibril-lador Automatic Implantable): Aparell eléctric similar a un marcapassos que té la capacitat
d’estimular les cavitats cardiaques i de detectar i tractar diversos tipus de taquicardies.

16 EEF (Estudi Electrofisiologic): Prova que es realitza inserint un tub molt fi en un vas sanguini que arriba al cor
per tal de registrar la seva activitat eléctrica, identificar I’origen d’una arritmia o determinar el risc que té el pacient
de patir una MSC.
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hagués hagut cap mutacid, mentre que a la sisena hi ha indicada I’alteraci6 que hi ha hagut. A
la setena columna es pot observar 1’ex6 en el qual s’ha produit la mutacio, informacio
necessaria si finalment es decideix validar aquesta mutacio per Sanger. A la quinzena columna
hi ha I’aminoacid de referéncia, el que té la majoria de la poblacid, i a la setzena hi ha I’alteracid
que ha tingut lloc. Finalment, les tres ultimes columnes corresponen a tres predictors de
patogenicitat (el PolyPhen-2, el PROVEAN i el MT), els quals cataloguen cada mutacié com a

patogénica, benigna o neutral.

1 2 3 4 5 [ 7 2 5 10 11
EXON GENOME
GEME IS0FORM CHR VAR POS REF ALT M EXON EXON 5T EXON END STRAND VERSION
CASOZ NM_D01232 chrl 116243877 G A 11 116243862 | 116244047 - hgl3
CAZO2 MK_001232 chrl 11626817, GAA G i.6-7 116268125 | 116268174 - hg13
RYR2 MK_001035 chrl 237881770 C T 7 237381762 | 237881821 + hgl3
RYR2 NM_001035 chrl 237972213 G A 100 237972201 | 237972335 + hgl9
D5GE2 MK_001943 chrld 29126255 C T 15 29125624 | 29126706 + hgl3d
HCM2 NM_001154 chrl3 613495 A G i.6-7 613248 613485 + hgl3
TTH MK_133373 chr2 179623758 C T 44 175623711 | 179623855 - hg13
DEP MNK_004415 chri 7576527 G A 15 JE76527 7576685 + hgl3
DEP MK_004415 chri 7584617 C T 24 7532875 7586111 + hgl3d
12 13 14 15 16 17 18 13
GEME GENOMIC CODE GENE CODE REF AA ALT AA POLYPHEN2 PROVEAN MT
CAasS02 g 11624387754 c.1185C=T Asp Asp . Meutral Paolymarphism_A
CASOZ z.116268178_116265179de| C.738-5_T738-4del : . . . .
RYRZ g.237881770C=T . 10503CT Thr Thr . Meutral Polymoaorphism_A
RYR2 g.237972213G=A c.14311G=A Val lle Probably_damaging Meutral Disease_causing_A
D332 £.231262550=T c.2808C=T Ala Val Probably_damaging | Deleterious Disease_causing
HCMN2 5.613458A=G c.1825+10A=G . B . . Palymaorphism
TTN g.179623758C=T C.102566G=4 Ser Asn Benign Meutral Polymoaorphism_A
DSP 8. 7576527 G=A c 2631G=4 Arg Arg . Meutral Palymarphizm_A
DEP 2.7584617C=T c.7122C=T Thr Thr . Meutral Palymoarphism_»A

Figura 14: Resultats de la seqiienciacid pel MiSeq del Pacient 1.

1 2 3 4 5 ] 7 2 5 10 11
EXON GENOME
GEME ISOFORM CHR VAR POS REF ALT M EXON EXOM ST | EXON END STRAND VERSIOM
KCHH2 Ni_000228 chr? 150848158 A G 2 150842009 | 150648208 - hgl3
KCHNG1 Ni_000218 chrii 2757237 G A 13 2737150 2757284 + hgl9
KCNQ1 NM_000218 chrll 2797214 C T 13 27397190 2797284 + hgls
DEC2 Ni_024422 chrl2 | 28680232 T C 10 28660062 | 28660318 - hgl9
MEXN N_144573 chri 78353973 T C 10 78393967 | 78359164 + hgl9
ANK2 Ni_001148 chrd 114275674 C A L 114274201 | 1142380455 + hgl9
AKAPS MNM_005751 chr? 91652173 A AAAC 14 91652128 | 91652323 + hgzl3
12 13 14 15 16 17 13 15
GEME GEMOMIC CODE GEME CODE REF AA ALT A& POLYPHEM2 FROVEAN MT
KCHH2 2. 150648198850 . 1958T=C Tyr Tyr . Meutral Palymorphism_A
KCNGO1 g. 179723764 C.1633GE=4 Jer Ser . Meutral Palymorphism_A
KChO1 E.2797214C=T .1615C=T Arg Trp Probably_damaging | Deleterious Disease_causing_A
DEC2 g2.23660232T=C . 13504=G Arg Arg . Meutral Polymorphism
MEXN 2.73398978T=C ¢ 1065T=C Asp Azp . Meutral Disease_causing
AMNK2 g-1142796740=4 c. 93004 Sar Arg Probably_damaging Meutral Polymaorphism
AHAPS | 591652179 _91652181dup | c.4004 3006dup Lys LysGIn

Figura 15: Resultats de la seqiienciaci6 pel MiSeq del Pacient 2.
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1 2 3 4 5 B 7 a2 9 10 11
EXON GENOME
GENE IS0FORM CHR WAR POS REF ALT N EXON EXOM ST | EXON END STRAND VERSIONM
SCNSA NM_198056.2 chr3 38663892 C T 4 38663891 | 38663930 - hgl9
KCHAS NN _002234.3 chriz 5155046 G A 1 5153314 5155155 + hgl3
CACNALG NM_018396.4 chrl7 48546346 A AGT i.2-3 48546231 | 48646342 + hgl3
SCNSA NN _198056.2 chra 38622457 T C 17 38622421 | 38622882 hgld
SCMNSA NN _198056.2 chr3 38645420 T C 12 38645203 | 38645574 hgls
SCMHSA NN _198056.2 chr3 38647642 G T i.3-10 38647442 | 38647633 hgl3
RYR2 NN _001035.2 chri 237341350 A 5 61 237341348 | 237841412 + hg13
12 13 14 15 16 17 18 19
GENE GENOMIC CODE GEME CODE REF AA ALT AA POLYPHENZ PROVEAN MT
SCNGA 2.386638920C-T c.A481G=A Glu Lys Probably_damaging | Deleterious Disease_causing
KCNAS 2515504654 c. 173364 Arg Lys Benign MNeutral Polymorphism
CACNALG 2. 48646375_48646376dup C.354+33_354+34dup - - . .
SCNGA £.38622467T=C c.3183A>G Glu Glu Neutral Palymorphism_A
SCNGA £.38645420T=C c 1673A=G Hiz Arg Benizn MNeutral Polymorphism_A
SCNEA £.28547642G>T c.1141-3C=4 - - . . Polymorphism_A
RYRZ £.227841380A>3 C.BET7IA>G Gin Arg Benign Deleterious Polymorphism_A

Figura 16: Resultats de la seqiienciacié pel MiSeq del Pacient 3.

3.3. ANALISI DE LES DADES DEL MISEQ

Com s’ha explicat anteriorment a 1’apartat 2.2.3, es segueixen una série de criteris per a
determinar si una mutacié té prou possibilitats de ser patogenica i aixi decidir si ha de ser

validada per Sanger o no.

Durant la meva estada a I’'IDIBGI vam sequenciar diversos gens de tres pacients diferents. Del
primer pacient vam decidir validar la mutaci6é a I’ex6 100 del gen RYR2, ja que dos dels
predictors de patogenicitat indicaven que podia ser patogenica. Del segon pacient vam validar
la mutacié a I’ex6 13 del gen KCNQ1 perqué tots tres predictors la consideraven patogenica.
Finalment, del tercer pacient vam decidir validar la mutacid a 1’ex6 4 del gen SCN5A, la qual

tots els predictors marcaven com a patogénica.

3.4. VALIDACIO PER SANGER DE LES VARIANTS
POTENCIALMENT PATOGENIQUES

En aquest apartat es mostraran i s’explicaran els resultats de la seqiienciacid Sanger (el protocol

per a realitzar aquesta técnica s ha explicat anteriorment a 1’apartat 2.2.4).

Primer de tot, a la Figura 17 es pot observar el cromatograma que s’ha creat amb la seqiiéncia
de nucleotids del Pacient 1. A la posici6 46 es pot observar com en el mateix lloc hi ha dos pics
de colors diferents, és a dir, el Pacient 1 és heterozigot en aquesta posicid: en el seu genoma,
en un al-lel de la RYR2 hi consta una G (que ¢és la seqiiéncia consens) i en 1’altre una A (per

tant, aquest és ’al-lel mutat). Aquest canvi en I’ex6 100 de la RYR2 valida la mutacio trobada
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préviament a traves del MiSeq, que provocaria el canvi d’una Valina (Val) a una Isoleucina
(lle) modificant aixi la proteina per la qual codificava. Com que la TVPC és una malaltia
autosomica dominant, n’hi ha prou amb qué un dels dos cromosomes estigui mutat perqué es

desenvolupi la canalopatia.

€.14311G>A
p.(Vald771lle)

476 504 532 560 588 872 700 728

Figura 17: Resultats de la seqlienciaci6 per Sanger del Pacient 1 (exé 100 RYR2) (Font: Imatge propia realitzada a I’IDIBGI).

En el cas del Pacient 2, després de seqiienciar I’ex6 13 del gen KCNQL1 es pot apreciar una
mutacié a la posicié 97 (Figura 18). En aquest cromatograma es pot observar tant una C (el
nucleotid consens que hauria d’estar en homozigosi) com una T. Aquest doble pic valida els
resultats del MiSeq i confirma el canvi parcial de les proteines del pacient, ja que es canvia una
Arginina (Arg) per un Triptofan (Trp). Com que la SQTL també té un patrdé d’heréncia
autosomica dominant, aquesta mutacio en heterozigosi és suficient per provocar que el Pacient

2 desenvolupi la malaltia.

250 1023 1056 logs 1122 1155 L188 1221 1254 1287 1320 1353 1386 1418 1452 148
AR A TR R A S R A ETR RN RN R RN RE RN
¢ C ¢ CG G G CCTT C G TG TG I G G G cCeTC T TG G C G T c T
'FI6 ?Ig BIZ BIS BIS 9Il 9l4 9;3' lIUU l[|)3 ll.?ﬁ 199 “.‘2 115 118

€.1615C>A
p.(Arg539Trp)

%%/\Lﬂ \_fl /{“

Figura 18: Resultats de la seqiienciacid per Sanger del Pacient 2 (exd 13 KCNQ1) (Font: Imatge propia realitzada a I'IDIBGI).

o ALl

Finalment, a la Figura 19 es pot observar el cromatograma del Pacient 3, que també presenta

un doble pic seqlienciant tant una G (base consens present a la majoria de la poblacid) com una

54



Paula Bosch Masanas La mort sobtada cardiaca

A (alterada) a la posicié 481 de I’ex6 4 del gen SCN5SA. Aixi doncs, el Pacient 3 és heterozigot
per a aquest caracter, validant el resultat del MiSeq realitzat anteriorment i provocant un canvi
d’aminoacid (un Acid glutamic (Glu) per una Lisina (Lys)) en la proteina p.(Glu161Lys).
Agquesta mutacié concorda amb la clinica, ja que el Pacient 3 presenta la SBr, i al ser una
malaltia autosomica dominant és suficient que un dels dos cromosomes estigui mutat perqué

la persona presenti la malaltia.

c.481G>A
p.(Glul61lLys)

f \ f(m”I A
. /,Iv:rm,lt.,.;_ A _.K___ﬂ N YA ! AJ / g\_..i’_\ }w

2016 2044 2072 2100 2128 2156‘ 2184 2212 2240 2268 2296 2324 2362 2380 2408 2436

Figura 19: Resultats de la seqlienciacid per Sanger del Pacient 3 (exd 4 SCN5A) (Font: Imatge propia realitzada a I’IDIBGI).
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4. DISCUSSIO

En aquest treball s’ha investigat si tres pacients als quals se’ls havia diagnosticat préviament
una arritmia tenien alguna mutacio en els canals ionics cardiacs que pogués ser la causant
d’aquest mal funcionament del cor i que complementeés el diagnostic clinic. Després de realitzar
la investigacio, es pot afirmar que és molt probable que les canalopaties que presenten aquests
pacients siguin causades per una mutacio en algun dels gens que codifiquen per als canals

ionics cardiacs.

Primer de tot, es van sequenciar 147 gens (associats a canalopaties i cardiomiopaties) d’aquests
pacients de forma massiva per intentar identificar una possible mutacié. En el cas del Pacient
1, es van trobar dues possibles mutacions patogéniques, una a I’ex6 100 del gen RYR2 i una
altra a ’ex6 15 del gen DSG2. Com que a aquest pacient se li havia diagnosticat clinicament
una TVPC i el principal gen causant d’aquesta canalopatia és la RYR2, es va decidir validar la
mutacio a I’ex6 100 i descartar (de moment) I’altra. Mitjancant la seqlienciacio Sanger, es va
poder comprovar que efectivament hi havia una mutacié en aquest gen, fet que encaixa amb el
que s’havia explicat préviament al marc teoric, ja que el gen RYR2 és el que codifica pel
receptor de rianodina (un tipus de canal de Ca") i un dels principals causants de la TVPC. Una
mutacio en aquest gen pot provocar una fuga descontrolada de Ca?" durant la diastole i, per
tant, donar lloc a arritmies com ara la TVPC (Rueda, A., 2014). Aixi mateix, seria interessant
validar també la possible mutacié al gen DSG2 i fer estudis funcionals per descobrir com
podrien interaccionar aquestes dues possibles mutacions i quina relacio tindrien amb la clinica

i el futur desenvolupament de la TVPC en aquest pacient.

El Pacient 2 presentava una possible mutacid patogenica a I’ex6 13 del gen KCNQL, i per tant
es va decidir validar-la per Sanger, confirmant aixi el que ja s’havia predit amb els resultats del
MiSeq. El gen KCNQL1 esta relacionat amb la SQTL, ja que codifica per als canals de potassi
cardiacs. D’aquesta manera, una mutacié com la descrita a la proteina pot causar una
disminuci6 de la sortida de corrent de K* durant la fase 3 del PAC i, en conseqtiencia, prolongar

aquest procés (Medeiros-Domingo, A., et al., 2007).

El Pacient 3 presentava una mutacié potencialment patogénica a 1’ex6 4 del gen SCN5A, i es
va validar per Sanger de manera que es va poder confirmar la mutacio. EI gen SCN5A és, sense

cap dubte, el principal causant de la Sindrome de Brugada, ja que una mutacio en aquest i, per
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tant, un canvi en la proteina, pot provocar una reduccié de I’entrada de corrent de Na* (Barajas-
Martinez, H., 2013).

De totes maneres, encara que és molt probable que aquestes tres mutacions siguin les causants
de les malalties diagnosticades, no és del tot segur, ja que podria ser que estiguessin causades
per altres mutacions que no s’han detectat. Per acabar de confirmar-ne la patogenicitat, doncs,
caldria analitzar els familiars que tinguin clinica associada a la malaltia seqtienciant els seus
gens i validant les mutacions. En els casos mes interessants, tambeé es podrien arribar a realitzar

estudis funcionals per tal d’estudiar I’efecte exacte de la mutacio.
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CONCLUSIONS

Un cop finalitzada la recerca es pot afirmar que s’han assolit tots els objectius que s’havien

proposat a I’inici del treball. D’aquesta manera, s’han pogut extreure les segiients conclusions:

Primer de tot, pel que fa als objectius teorics, s’han adquirit tots els coneixements necessaris
per a fer possible la comprensi6 del treball. S’han ampliat i consolidat els coneixements de
genética, aprofundint sobretot en aquells temes que podien resultar més tils per a la part
practica, com ara la reaccio en cadena de la polimerasa i la seqilienciacié de DNA. S’ha pogut
comprendre millor tant I’estructura com el funcionament del cor, fet que ha permes facilitar la
comprensio d’altres conceptes que han anat apareixent posteriorment al llarg del treball. També
s’ha adquirit un coneixement especialment extens de les malalties cardiovasculars, que ha
resultat clau en la realitzacio de la part practica. Tota aquesta recerca ha permes relacionar els
conceptes de genética i els de cardiologia, fet que ha possibilitat la comprensio de 1’origen
genétic de les canalopaties i les cardiomiopaties, aixi com els efectes funcionals que poden

derivar d’una mutacio6 en un dels gens que codifiquen per als canals 10nics cardiacs.

En segon lloc, si bé és cert que s’han pogut con¢ixer i entendre les diferents maneres que hi ha
de sequienciar el genoma i els processos necessaris per a fer-ho, aixo ha estat principalment
gracies a la part practica d’aquest treball, que ha permeés veure més clarament i en primera
persona com es poden seqlenciar diversos gens mitjancant la seqlienciacié Sanger i la

sequenciacié de nova generacio.

En tercer lloc, ja en relacio als objectius practics, ’estada a I’IDIBGI ha permes posar en
practica tot allo que s’havia aprés al marc teoric. No només s’ha observat com es sequiencia el
genoma, sind que s’ha pogut veure el procés complet al qual es sotmeten les mostres des que
arriben al laboratori fins que s’obtenen els resultats finals. Aixi doncs, també s’ha pogut veure
I’extraccio del DNA 1 altres processos menys practics pero igual d’interessants, com 1’analisi
dels resultats. Aixo ha permés apreciar que no tot consisteix en un protocol de laboratori, sind
que el procés pel qual passen les mostres dels pacients ha resultat ser molt més extens i complex

del que s’esperava.

En darrer lloc, s’han pogut analitzar tres pacients als quals se’ls havia diagnosticat préviament

una canalopatia. Després de realitzar I’extraccio del DNA, seqiienciar els 147 gens seleccionats
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a traves del MiSeq i validar les possibles mutacions patogeniques a través del metode Sanger,
s’ha comprovat que la teoria i la realitat efectivament concorden, ja que en tots els pacients
analitzats s’han trobat mutacions que recolzen el diagnostic inicial. Tot i aix0, cal remarcar que
si bé els resultats suggereixen que aquestes son les mutacions responsables de les malalties, en
el camp de la genética es treballa amb probabilitats, per la qual cosa sempre hi ha la possibilitat
que la causa de I’arritmia sigui una altra mutacié que no s’ha detectat. Per aquest motiu caldrien
estudis de segregacio familiar i fins i tot estudis funcionals per acabar d’assegurar els resultats.
No obstant, es podria confirmar la hipotesi que s’havia plantejat a I’inici del treball, segons la
qual es confirma que una part de les arritmies son causades per una mutacié en un 0 més gens

dels canals idnics cardiacs.
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