Resultats

4. SOUTHERN BLOT DE LA FILAMINA C

A la figura 11 veiem el resultat del Southern Blot per estudiar la regi6 no
traduida posterior a 1’ex6 48 de la Filamina C, que conté 11 repeticions de nucleotids
AC (veure Figura 12) . Per tal de poder esbrinar si existia una expansio de repeticions
tipica d’entitats neurodegeneratives com la Distrofia miotonica congénita 1 la
oculofaringea i en relacid, en alguns casos, amb el fenomen de I’anticipacio, podent
afectar al processament, estabilitat i vida mitja de ’ARN, es va procedir a hibridar I’
ADN genomic en la regié 3° del gen de la Filamina C (al final del fragment 29 de PCR,
després de 1’ex6 48) on es troba 1’esmentada regié amb una sonda generada per PCR. Es
mostren els resultats amb els enzims de restriccido Nae 11 Nco I en el pacient 34 i en
I’individu control 43. En el cas de I’enzim Nae 1 esperariem una banda d’unes 1,7 Kb.
No veiem aquesta banda ni a control ni a pacient, apareixent una banda comu perd de
tamany molt més gran. Probablement la digesti6 no es va produir correctament. La
banda inferior lleugerament més petita que es veu al pacient podria ser una
inespecificitat 1 en tot cas, si estiguessim davant una expansio, el que hauriem de trobar
a un individu afecte seria una banda diferencial de major tamany. En quant a 1’enzim
Ncol obtenim la banda del tamany esperat (1,9 Kb) tant a control com pacient. Aixi, tot
1 que un enzim no arribés a funcionar correctament, sembla que, a partir del resultat amb

Nco 1, podem dir que no sembla haver-hi una expansio en aquesta regio.

+—1,9Kb

Control (43) Pacient (34) Control (43) Pacient (34)

Nae [ Nco [

Figura 11: Southern Blot de la regio6 de repeticions AC posterior a 1’ex6 48 de la Filamina C.
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Figura 12: Seqiiencia I’ADN genomic de la Filamina C (N° d’accés a GenBank: AF252549). En
lletres majtscules i subratllades es detallen les parts exoniques. En negreta apareixen els 2 encebadors
utilitzats per produir la sonda utilitzada pel Southern Blot (F28F entre els exons 451461 T1R a la regi6 3’

UTR). En vermell es pot distingir la repeticio ac.
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S. NORTHERN BLOT DE LA FILAMINA C

Es va valorar el nivell d’expressio de la Filamina C en individus afectes respecte
dels sans, tot hibridant ’ARN total amb una sonda de cADN. Com a control de
normalitzaci6 es va hibridar el mateix filtre amb una sonda de ciclofilina A. L’assaig es
va realitzar amb mostres dels individus del pedigri n°s 1 (IV-5), 29 (IV-1), 30 (IV-3) 1
31 (V-1) i de 4 controls externs sans. En el moment d’obtenir les biopsies es
considerava que tots quatre individus de la familia eren afectes, comprovant-se després
d’examens clinics posteriors que nomeés ho eren realment els individus 29 i1 31, servint
finalment els individus 1 1 30 com a controls interns. Tot i1 aixi, a la figura 13 es pot
observar que no hi han diferéncies significatives d’expressié entre individus afectes i

sans.

I I 1 4 5 & 7 B

L @& s Fisming
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0.24 1.26 1.23 0.31
0.67 0.55 1.7 0.69

Figura 13 : Northern Blot de la Filamina C i de ciclofilina A com a control per normalitzar. Als
carrers 1 a 4 es mostra el resultat de 4 individus controls sans externs i als carrers 5 a 8 el resultat de 4
individus del nostre pedigri (pacients 1, 30, 31 1 29). A la part inferior s’indiquen els valors relatius de

densitometria.
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6. _ESTUDI_D’UNA REGIO RICA EN_G/C. COMPROVACIO DE LA
PRESENCIA D’EXPANSIONS/REDUCCIONS

Es va tractar d’esbrinar si podia existir un canvi en la seqiiéncia nucleotidica
codificant a partir d’una mutacié tipus splicing, doncs tot observant la seqiiéncia de
I’ADN genomic, hi han certes zones introniques repetitives de G 1 C susceptibles de
patir expansions o reduccions i que podrien afectar 1’ splicing. Un cop amplificat el
cADN de la Filamina C en un individu control extern i en I’individu afecte n° 31 (V-1)
entre els exons 21 1 24 (producte de 659 pb) es va trobar la banda esperada en tots dos 1
a més una banda extra més petita en I’individu afecte (veure Figura 14). Un cop
retallades i clonades les bandes de 1’individu control i les de I’individu afecte, aquestes
es van seqiienciar i les bandes esperades de 659 pb van donar la seqiiéncia normal perd
la banda més petita adicional que apareixia en l’individu afecte va resultar ser una
inespecificitat, doncs al fer una analisi de BLAST la seqiiéncia no tenia cap semblanga
amb la del fragment de la Filamina C amplificat. A la Figura 15 es mostra la seqiiéncia
genomica de la Filamina C entre els exons 21 i1 24, amb les regions introniques riques en

G/C.

C 31

Figura 14: Amplificacio del cADN de la Filamina C. El control C presenta la banda esperada de

659 pb i ’individu afecte 31 presenta aquesta banda i una més petita.
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Figura 15: Regid de la Filamina C rica en G/C estudiada per comprovar la preséncia d’errors d’

el cADN. En majuscules i subratllats

apareixen els exons i en minuscules les regions introniques amb diverses seqiiéncies G/C repetitives.
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