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PRESENTACIO

El treball que presentem a continuacié és una contribucié als estudis de
diversitat del genoma huma i pretén estudiar la variacié genética existent a nivell
mundial en dues regions del genoma on es troben ubicats dos gens, causants de
malaltia, ben coneguts, el gen CFTR i el gen GBA, en cromosomes d’individus no
afectats. Mutacions en aquest dos gens produeixen la fibrosi quistica en el primer
cas i la malaltia de Gaucher en el segon. La fibrosi quistica és la malaltia
autosomica recessiva més comuna en poblacions d’origen europeu. La malaltia
de Gaucher és la malaltia lisosomica d’acumulacio lipidica més frequent. L’estudi
analitza la variaci6 genética en diferents polimorfismes d’ambdds gens (tant
microsatel-lits com substitucions nucleotidiques) per tal de calcular les freqiiéncies
al-leliqgues i la seva diferent distribucié geografica; reconstrueix els haplotips i
analitza també la seva distribucié geografica; i analitza I'extensio i distribucié
geografica del desequilibri de lligament entre loci. Pel cas de I'estudi del gen GBA,
hem ampliat la regioé cap a 5’ del gen, abastant fins al gen PKLR (gen que codifica
per a la piruvat quinasa). A més a més, pel cas de CFTR, l'estudi pot ajudar a

entendre I'origen de les mutacions més freqlents causants de fibrosi quistica.
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En la introduccié que ve a continuacio descriurem els factors implicats en la
generacio de la diversitat humana i les eines que tenim per a estudiar aquesta
diversitat i seguidament passarem a una descripcio detallada de cadascuna de les
dues regions genomiques que hem analitzat en aquest treball: la regié 7931 i la

regié 1g21.
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1. LA DIVERSITAT HUMANA

La diversitat del genoma huma esta estretament lligada a la seva recent
evolucio. La distribucio de la variacio en la sequéncia del DNA (DeoxyriboNucleic
Acid), a dins i entre les diferents poblacions humanes, és el resultat de diversos
factors evolutius moleculars o gendomics com soén la mutacio, la recombinacié i la
conversio genica; i de factors poblacionals com la deriva, la seleccié i la migracié

gue han operat al llarg de la historia de la nostra espécie.

La mutaci6 és un error en la copia d’'una sequéncia de DNA en cél-lules de
la linia germinal i que és transmesa a la descendencia. Es poden donar
substitucions nucleotidiques, insercions i delecions d’'un o més nucleotids, i
inversions d’'un segment de DNA. La probabilitat que un sol nucleotid muti varia
molt depenent de la zona del genoma i del seu efecte fenotipic, perdo és en
general un procés forca infreqiient, de I'ordre de ~10°° substitucions nucleotidiques

per nucleotid i any.

La recombinacié és lintercanvi reciproc de material genetic que es
produeix en la meiosi per l'entrecreuament entre els diferents cromosomes

homolegs.

La conversio génica, en canvi, suposa l'existencia d’un al-lel donador d’'un
fragment de sequéncia, que no es modifica, i un al-lel acceptor, que si resulta
modificat. En aquest cas l'intercanvi de material genetic no és equitatiu i una de

les variants es perd en la transmissio a la descendencia.

La deriva és un mecanisme basat en I'atzar que té efectes importants si la
poblacié és petita i esta aillada. En aquest tipus de poblacio la transmissio dels
al-lels, d’'una generacio a l'altra, pot variar molt simplement per pur atzar, fent
variar les seves frequiéncies al-léliques. En poblacions grans el seu efecte no és

tan evident, malgrat que també hi pot actuar.
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La seleccié natural, condicionada per la pressi6 ambiental, és el
mecanisme que afavoreix unes variants al-leliques o un genotip en front d'altres
variants que no seran afavorides i per tant la seva probabilitat de passar a la
descendéncia sera menor. La variant afavorida és la que augmentara de
frequencia en la poblacio fins arribar a fixar-se. Aquesta selecci6 positiva s’ha de
diferenciar del que s’anomena seleccid negativa o purificadora, que elimina els
al-lels deleteris de la poblacié (al-lels letals o causants de malaltia). Hi ha un
elevat nombre d’al-lels, perd, que no tenen cap avantatge ni desavantatge
selectiu, constituint el que s’anomena variacio neutra. Cal ressaltar que la selecci6

actua sobre el fenotip i, indirectament, sobre els gens.

La migracié és l'intercanvi d’individus entre diferents poblacions. El seu
efecte sera la disminucié de la diferéncia genetica entre les poblacions que es
barregin. Aquest efecte dependra, pero, de les diferéncies genétiques inicials

entre les poblacions i del nombre d’individus que migrin.

Els patrons de variaci0 observats tant en els cromosomes autosomics i
sexuals (DNA nuclear), com en el DNA mitocondrial sén resultat i alhora reflex
d’aquests factors. Hem de tenir en compte, pero, que la variabilitat observada a
les poblacions humanes actuals és forca petita, segurament degut al fet de ser

una especie molt recent.

1.1. Polimorfismes utilitzats en |'estudi de la diversitat

humana

Hom diu que un locus és polimorfic si dos 0 més al-lels coexisteixen en la
poblaci6 i les frequencies d’almenys dos d’ells sén superiors a I'1%. Trobem
diferents tipus de polimorfismes al DNA, com son els microsatél-lits o STRPs
(Short Tandem Repeat Polymorphisms), minisatel-lits o VNTRs (Variable Number

of Tandem Repeats), substitucions nucleotidiques o SNPs (Single Nucleotide
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Polymorphisms) i polimorfismes d’insercié/delecié d’'un o més nucleotids (com per
exemple insercions polimorfiques de seqiéncies Alu). Aquest treball es centra

especialment en dos tipus: els STRPs i els SNPs.

Els microsatel-lits o STRPs son repeticions en tandem d’una unitat basica
de sequéncia de DNA, d’entre dos i sis nucleotids. En aquest sentit S'Tanomenen
respectivament di-, tri-, tetra-, penta- i hexanucleotids (a partir de 7 nucleotids
passen a anomenar-se VNTRS). Son polimorfismes molt abundants i ampliament
estesos per tot el genoma huma. Hom estima que hi ha un STRP cada 30-60
kilobases (kb) de DNA. EIl polimorfisme consisteix en la variacié del nombre
d’'unitats repetides. En mutar, el microsatel-lit guanya o perd una o més unitats
basiques, essent els guanys o perdues d'una sola repeticié els més frequents
(Brinkmann et al. 1998). Aquest fenomen genera l'alt grau de polimorfisme
observat en molts microsatel-lits. No obstant, és possible que aquesta apreciacié
sigui deguda al procés de descobriment de STRPs en el genoma, que consisteix
sovint en I'ds de sondes amb (CA)io, les quals detectaran els microsatél-lits amb
un nombre més gran de repeticions. | aguests sén precisament els que presenten
una taxa de mutaciéo meés alta (Ellegren, 2000). Per tant, és possible que I'espectre
de variabilitat dels microsatél-lits hagi estat subestimat. Degut a la seva elevada
taxa de mutacio (entre 10°-102 / generaci6, depenent de I'autor; Weber i Wong
1993; Chakraborty et al. 1997; Brinkmann et al. 1998; sabem que la taxa de
mutacio depén de molts factors genétics com nombre inicial de repeticions, tipus i
llargada de la repeticio, puresa de les repeticions...) els microsatél-lits generen
elevada quantitat d’al-lels, fet que facilita els estudis evolutius (Bowcock et al.
1994a; Pérez-Lezaun et al. 1997, entre d’altres) o els estudis de determinades
regions genomiques (Kidd et al. 1998; Tishkoff et al. 2000b, entre d’altres). Un
factor, pero, que pot emmascarar les diferencies evolutives en els microsatél-lits
és I'homoplasia, que es dona quan els diferents al-lels d’un locus son idéntics per
estat perd no per descendencia, degut al propi procés de mutacio i produccié de

nous al-lels.
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Les substitucions nucleotidigues o SNPs sén substitucions d'un sol
nucleotid en la sequéncia del DNA. La seva taxa de mutacid, equivalent a la taxa
de mutacié del genoma en general (~10°) (Li et al. 1996) és menor que la dels
microsatel-lits, essent més estables evolutivament. Molt sovint es poden
considerar fruit d’esdeveniments Unics en I'evolucid, i per tant els al-lels identics
ho s6n per descendéncia. Hi ha heterogeneitat, donada tant pel tipus de

substitucié com pel context, essent el cas més conegut el dels duets CpG.

STRPs i SNPs, a més a més de la seva utilitat pels estudis de la diversitat
humana en el camp evolutiu, sén marcadors molt utilitzats en geneética clinica per
establir un diagnostic a partir d’estudis de segregacio en families i per fer consell

genetic (Casals et al. 1996).

1.1.1. Haplotips

Un haplotip és la combinacié d’al-lels de diversos polimorfismes presents
en un determinat segment de cromosoma. Si aquesta regi6 €s prou petita, la
probabilitat que la recombinacié hi actui és baixa i, per tant, I'haplotip es
transmetra integre a la descendéncia. Els haplotips es poden definir a partir de
qualsevol combinacio de tipus de polimorfismes. Els haplotips, per si mateixos,
s6n alhora un altre tipus de marcador genetic, molt Gtils, per exemple, per a la
reconstruccio de processos migratoris humans o per establir efectes fundadors en
determinades mutacions que produeixen malalties genétiques. La combinacié de
STRPs i SNPs ens permet definir un nucli evolutiu estable d’'SNPs (amb una de
mutacio baixa) on s’ha anat acumulant la variacié dels STRPs (amb alta taxa de
mutacio). Els haplotips més conservats es donen en regions amb baixes taxes de

recombinacio.
En el genoma diploide, la determinacié independent dels genotips per als

diferents polimorfismes no permet d’establir I'haplotip, ja que no proporciona

informacio sobre la fase, és a dir, quin allel es troba a cadascun dels dos

24



INTRODUCCIO

cromosomes homolegs. Cal recorrer al genotipat de nuclis familiars
(preferentment els pares de I'individu) per tal d’escatir quina combinacié d’al-lels
ha heretat de cada progenitor. Altrament, si no es disposa de nuclis familiars (com
sol ser el cas en la majoria d’estudis de genetica de poblacions) cal recérrer a
'estimacid estadistica de les frequéncies haplotipiques a la mostra. Els models
gue es plantegen per a aquesta inferéncia no son resolubles algebraicament, pel
gue cal recérrer a l'algoritme EM Expectation-Maximization) (Dempster et al.
1977; Excoffier i Slatkin 1995; Slatkin i Excoffier 1996) per tal de trobar-ne una
aproximacio numerica. Aquest algoritme, que es troba implementat en diferents
programes, assumint equilibri Hardy-Weinberg a tot els loci implicats, déna les
estimes de maxima versemblanca de les frequencies haplotipiques. Hom ha vist
gue no hi ha diferéncies estadistiques significatives en I'estimacié de frequencies
haplotipiques tant si la fase és coneguda com si no ho és (Tishkoff et al. 2000a),
en casos en que el nombre de loci considerats sigui petit.

L’estimacio de les frequencies haplotipiques ha demostrat ser una valuosa
eina en els estudis de genetica de poblacions en els ultims anys (Tishkoff et al.
1996, 1998; Kidd et al. 1998, entre d’altres).

1.2. Equilibri i desequilibri de lligament

Hom anomena equilibri de lligament la situacié en qué tots els possibles
haplotips o possibles combinacions de diferents al-lels tenen lloc en frequiéncies
gue depenen només de l'associacio a l'atzar de les frequéncies al-leliques
individuals. Per exemple, per a un sistema de dos loci o dos gens (A i B)
dial-lélics (A1, A2; B1, B2) amb unes frequiéncies: p1 = 0.3, p2 = 0.7 (tal que p1+ p2 =
1); g1 = 0.8, g2=0.2 (on també q; + g2 = 1), tenim quatre possibles haplotips (A1B1,
A1B2, AoB1 i A:B»; en general, el nombre maxim d’haplotips és el producte del
nombre d’al-lels de cada locus), que sota equilibri de lligament es trobaran
respectivament a unes frequencies esperades: p1 X qi1, P1 X0z, P2 X1, P2 X g2 (és a
dir: 0.24, 0.06, 0.56 i 0.14).
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El desequilibri de lligament (Linkage Disequilibrium, LD) en canvi, és
l'associacio, no produida per I'atzar, d’al-lels de diferents loci en un cromosoma
concret. En aquest sentit, també és LD I'associacio preferent d’'una mutacio o al-lel
causant de malaltia amb al-lels especifics de loci propers; quan una mutacié
apareix de nou en una poblacié (per nova mutacié o per introduccio a través de la
immigracié en la poblacié d'un portador d’aquell al-lel mutat) necessariament va
acompanyada d’'un background genetic (un haplotip determinat de marcadors
propers). Per recombinacions produides en el pas d’'una generacio a la seglent,
el desequilibri de lligament anira disminuint gradualment. En el desequilibri de
ligament, les frequencies haplotipiques observades s’allunyen de les esperades
sota l'associacio a I'atzar de les frequencies al-leliques individuals. En I'exemple
anterior dels loci A i B, sota LD, les frequencies haplotipiques observades podrien
ser: 0.1, 0.2, 0.7 i 0 que clarament difereixen de les anteriors i si la mostra fos

suficientment gran les diferencies serien significatives.

1.2.1. Factors que afecten el desequilibri de lligament

Diversos factors poblacionals i genomics poden alterar el desequilibri de
lligament; alguns d’aquests factors tendiran a fer-lo minvar, mentre altres el faran

augmentar.

El desequilibri de lligament entre loci, com ja hem comentat, va
desapareixent gradualment al llarg del temps (en generacions) depenent de la
frequencia de recombinacio entre els loci. Aixi, el desequilibri disminuira a mida
gue passin generacions tant més de pressa com més alta sigui la taxa de
recombinacio (Jorde 1995). Un altre factor que pot erosionar desequilibri és la
mutacid, entesa com a modificadora de les frequencies al-léliques de diferents

marcadors lligats (Calafell et al. 2001).

Factors que podem fer augmentar el desequilibri de lligament sén, per

exemple, la deriva, la migracio o la seleccié. En poblacions petites, la deriva pot
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canviar aleatoriament la frequéncia d’alguns haplotips, més enlla de les seves
frequéncies d’equilibri. Aquest fenomen és especialment rellevant quan un
nombre reduit d’individus funden una poblacié. En aquest cas, la poblacio es pot
fundar a partir d'un nombre petit de cromosomes que continguin una
representacio dels haplotips allunyada de I'equilibri simplement per un efecte
aleatori sobre una mostra petita. La migracié implica una barreja de poblacions i
en aquest cas també es genera LD ja que les noves frequencies al-léliques donen
unes frequencies haplotipiques d’equilibri que no es corresponen amb les
frequencies haplotipiques en la poblacié mesclada (per exemple, si tenim dues
poblacions inicials amb unes freqtiéncies haplotipiques 0.24, 0.06, 0.56 i 0.14 en
una poblacio i 0.06, 0.24, 0.14 i 0.56 en l'altre, les frequencies haplotipiques de la
poblacié6 mesclada en igual proporcié seran 0.15, 0.15, 0.35 i 0.35 que no es
corresponen a les frequencies haplotipiques en I'equilibri de la poblacié mesclada:
0.25, 0.25, 0.25 i 0.25). Finalment, la seleccid, en afavorir un determinat al-lel
també pot actuar augmentant el desequilibri de lligament al fer-nos variar les

frequencies al-leliques (Terwilliger et al. 1998; Terwilliger i Weiss 1998).

1.2.2. Mesura del desequilibri de lligament

Hi ha diverses mesures per a quantificar el desequilibri de lligament (D’, D,
d, d, Q, entre d’altres) (Devlin i Risch 1995; Guo 1997) pero el component basic
de totes elles és el coeficient de desequilibri (D) que és la diferéncia entre les
freqlencies haplotipiqgues observades i les esperades. Aquestes mesures pero,
assumeixen I'existencia de només dos al-lels per locus (cas dels SNPs) en casos
de parelles de loci. Aixi doncs:

D = frequiéncies observades — freqliéncies esperades
| per tant, D = 0 correspondra a una situacio d’equilibri de lligament, essent D
depenent de les frequencies al-leliques en la poblacié. La mesura més utilitzada
de totes és una variant de D, el coeficient D’, introduida per Lewontin (1964) que
es defineix com:

D’ =D/ D max
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On Dnax ve determinat pel valor més petit de p1gz2 i p2gi1, €s a dir, min(p1qz , p2Qa)-
D’ pot variar entre —1 i 1, havent-hi LD si és significativament diferent de zero.
Aquest coeficient resulta molt Gtil per comparacions de desequilibri de lligament
entre loci, ja que el seu rang és més independent de les freqlencies al-leliques
(Zapata i Visedo 1995). La seva significacié es pot analitzar amb I'estadistic c?

pero també amb métodes de permutacio.

Pel cas de diversos loci multial-lelics (cas dels STRPs), una mesura
recentment definida (Zhao et al. 1999) és el coeficient x. Aquesta mesura, que
permet també fer comparacions entre poblacions, ens quantifica la desviacié que
trobem sobre la barreja a I'atzar dels diferents al-lels dels diferents loci i en aquest
cas la seva significacié (p) pot ser calculada també amb un test de permutacio.

L’'estima de x ve definida per:

x =2n 1@ M0

ne s g
On nés el nombre d’individus, n és la complexitat (graus de llibertat) del sistema
haplotipic per poblacié, mi s son, respectivament, la mitja i la desviacié standard
de la distribucié de les permutacions i t és I'estadistic observat de la rad de

versemblanca.
1.2.3. Desequilibri de lligament, distancia geneticai poblacio

Si D o D’ difereixen significativament de zero, es correspon a una situacio
de LD. El desequilibri de lligament tendira a ser menor com més allunyats estiguin
dos loci i també disminuira al llarg del temps com a resultat de la recombinacio.
En aquest sentit, el desequilibri de lligament déna una estima de la frequéencia de

recombinacio i per tant, de la distancia fisica que hi ha entre dos loci (Jorde 2000).

Aixi, el desequilibri de lligament és una eina util per a localitzar gens

mendelians causants de malaltia, ja que com més proper estigui un marcador a
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un gen candidat, més probable sera que estiguin en LD el gen i el marcador o
marcadors. A diferencia dels tradicionals estudis de lligament, on estudiant les
recombinacions produides entre dos o0 més loci en families ens permet fer una
aproximacio a la possible zona on es troba un gen, el desequilibri de ligament
incorpora I'efecte de moltes generacions de recombinacions permetent una millor
resolucioé del mapatge genic. El gen CFTR, mutacions en el qual causen la fibrosi
quistica, és un bon exemple de gen localitzat a partir del fort LD que es va
observar entre diferents marcadors i la malaltia (Estivill 1987; Kerem et al. 1989).
Altres gens causants de malaltia localitzats amb analisi de desequilibri de
lligament son el de la malaltia de Huntington (MacDonald et al. 1992), el de la
malaltia de Wilson (Bowcock et al. 1994b) o el gen de 'hemocromatosi (Feder et
al. 1996). De fet, el clonatge posicional es basa en I'existencia de LD entre alguna

variant d’un polimorfisme proper al gen i la variant genética causant de la malaltia.

Per a la cerca de gens per a malalties complexes, on podem tenir I'accid
de diferents gens o de I'ambient, I'analisi genética es fa més dificil i en aquest cas
és important escollir poblacions humanes on hom pugui preveure que el
desequilibri de lligament sigui major. Com que el desequilibri de lligament és un
reflex de les recombinacions passades, poblacions amb diferents histories

demografiques tindran diferents patrons de desequilibri.

En aquest sentit podem diferenciar dos tipus de poblacions: aquelles que al
llarg de la seva historia han mantingut una grandaria efectiva constant i les que,
en un moment donat, van patir una expansié. Les primeres acostumen a ser
poblacions petites i aillades mentre que les segones son poblacions actualment
amb un gran nombre d’individus. La deriva, que afecta a les poblacions petites,
fara, per tant, que augmenti el desequilibri de lligament en aquestes poblacions i
no en les que s’han expandit (Slatkin 1994; Laan i Paabo 1997).

Una altra distincio que hom ha de fer, pero, és si aquesta expansio de la
poblacié ha estat recent o si és una expansié antiga. En el cas de I'expansio

recent si que trobarem un fort desequilibri de lligament entre loci separats per
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diversos centiMorgans (cM) de distancia. Aquest és el cas de la poblacié
finlandesa, que va ser fundada per un petit nombre d’individus ara fa uns 2.000
anys i actualment té més de 5 milions de persones. Un nombre petit de fundadors
augmenta la probabilitat que una mutacié causant de malaltia, associada a un
haplotip concret, fos introduida en la poblacié per un sol individu, i si la fundacio
€s prou recent, la mutacio actualment encara estara associada al mateix haplotip,
ja que les recombinacions encara no hauran trencat el desequilibri de Illigament
existent. En la poblaci6 finlandesa, on més de 30 malalties genétiques (la majoria
d’elles autosomiques recessives) hi son especialment frequents (de la Chapelle i
Wright 1998), el mapatge per LD ha permes de descobrir la localitzaci6 dels gens
causants d’aguestes malalties.

A partir de I'éxit en el mapatge de gens mendelians, en poblacions
recentment expandides a partir de pocs individus, els estudis de cerca de loci
relacionats amb malalties complexes s’han dirigit cap a poblacions petites i
aillades que hagin mantingut una grandaria constant de la poblaci6 i on la deriva
hi ha actuat augmentant el desequilibri de lligament. Aquestes poblacions, també
amb pocs individus fundadors i amb poca barreja d’altres poblacions,
raonablement haurien de tenir menys variabilitat genética i, per tant, també menys
variabilitat en gens que afectin malalties complexes tals com la diabetis, malalties
psiquiatriques, malalties cardiovasculars, etc. Exemples d’aquests aillats genétics
i malalties estudiades sén, entre d’altres, I'asma i la poblacié de l'illa de Tristan da
Cunha (Zamel et al. 1996) o I'esquizofrenia i la poblacié de Palau a la Micronesia
(Myles-Worsley et al. 1999). Estudis recents (Lonjou et al. 1999; Eaves et al.
2000; Jorde et al. 2000) pero, posen en dubte el diferent comportament de les
poblacions aillades genéticament i per tant que realment siguin més utils que la

poblacio general per al mapatge de gens relacionats amb malalties complexes.

1.2.4. Desequilibri de lligament i edat de la poblaci6

D’altra banda, és a les poblacions antigues (com les africanes) on trobem

valors més baixos de desequilibri de lligament per a molts loci estudiats (Kidd et
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al. 1998, 2000; Tishkoff et al. 1996, 1998, entre molts d'altres). Tots aquests
estudis donen suport al model de I'Out of Africa (sortida d’Africa) en I'evolucié dels
humans moderns, amb un marcat efecte fundador associat a la sortida i posterior
expansié fora de I'Africa dels humans moderns ara fa uns 100.000 anys. Tots
aquests estudis troben menys LD a les poblacions sud saharianes que no pas a
les poblacions no africanes, i arriben a la conclusié que un efecte fundador
(després d'un coll d’ampolla) va establir un patr6 de LD, per als loci estudiats, que
s’ha preservat en totes les poblacions no africanes estudiades fins els nostres

dies.

1.2.5. Limit del desequilibri de lligament

Si parlem de distancia genetica (en kb) sén molts els estudis que busquen
el limit del desequilibri de lligament, normalment entre SNPs pero també utilitzant
STRPs, al llarg del genoma, per tal de facilitar la localitzacio de gens per
desequilibri. Kruglyak (1999), basant-se en simulacions per ordinador, prediu que,
a la poblacié general, el desequilibri de lligament no és probable que s’estengui
més enlla de les 3 kb. Ara bé, com que sabem que diferents poblacions amb
diferents histories demografiques tindran diferents limits de desequilibri, aquest
valor pot ser molt variable. Per exemple, Gordon et al. (2000), en la poblacio
afrikaner de Sudafrica, troba un significatiu LD entre loci distants a ~5.000 kb.
Entre aquests dos valors (3 kb i 5.000 kb) se’n troben d’intermitjos, com per
exemple l'estudi de Peterson et al. (1995) que, en poblacié finlandesa, troba

desequilibri de lligament fins a ~1.000 kb.
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2. LA REGIO GENOMICA 7g31: EL GEN CFTR

L'any 1989 va ésser identificat i clonat el gen CFTR (Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator) (Kerem et al. 1989; Riordan et al. 1989;
Rommens et al. 1989), les mutacions en el qual produeixen la fibrosi quistica. El
gen, d'unes 250 kb, compren 27 exons i es troba al bra¢ llarg del cromosoma 7
(7931.2) (Figura 1). La fibrosi quistica és la malaltia autosomica recessiva més
comuna en poblacions d’origen europeu. La seva incidencia, com a terme mitja,

és d’'un cada 2.500 naixements, essent-ne una de cada 25 persones portadora.

Figura 1. Localitzacié cromosomica del gen CFTR

P CFTR

Han estat descrites més de 970 mutacions al gen CFTR que produeixen la
malaltia (Cystic Fibrosis Mutation Data Base). Gairebé el 70% dels cromosomes
mutats (cromosomes CF) porten una delecio de 3 parelles de bases (bp) al codo
508 (mutaci6 DF508). Només quatre altres mutacions (anomenades G542X,
N1303K, G551D i W1282X) tenen frequencies globals en els cromosomes CF
superiors a I'1% (TCFGAC 1994, Estivill et al. 1997). Tal com sera comentat més
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endavant, les frequéncies d’aquestes mutacions varien a les diferents poblacions

europees.

2.1. Clinica de la fibrosi quistica

L’elevada quantitat de mutacions diferents, variacions a nivell de genotip o
heterogeneitat al-lelica, fa que el fenotip CF (Cystic Fibrosis, MIM 219700),
malgrat ser una malaltia monogénica, sigui molt variable entre individus no
emparentats i també dins d’una mateixa familia. El terme fibrosi quistica va ser
introduit per Anderson (1938) en anomenar “fibrosi quistica del pancreas” la
destruccid, produida per la malaltia, de la funcioé exocrina del pancreas.

La forma classica i més comuna de la malaltia afecta el tracte respiratori,
on es presenta amb una obstruccié cronica pulmonar; i el pancrees, produint una
insuficiéncia pancreatica exocrina. També es dona una elevada concentracié de
clor a la suor i infertilitat masculina. Quan es va descriure la fibrosi quistica, el
pronostic de vida dels malalts era de mesos 0 pocs anys, no sobrevivint a la
infancia. Actualment, I'esperanca de vida d’'un pacient als paisos desenvolupats

és d’'uns 40 anys.

Al tracte respiratori, I'acumulacié d’un moc espés per manca d’hidratacio,
obstrueix les vies i fa que es produeixin infeccions recurrents, causades
majoritariament per Pseudomonas aeruginosa i per Staphylococcus aureus
(Welsh et al. 1995). Els primers simptomes sén la tos persistent seguida de
bronquiolitis i bronquitis. La colonitzacié bacteriana es produeix per una
combinacié de l'augment de la viscositat del moc juntament amb una disminucié
en la mobilitat dels cilis de la mucosa, que dificulta la neteja de particules de les
vies aéries, creant un ambient bacteria favorable. P. aeruginosa s’adhereix a les
cél-lules aéries epitelials i és la propia proteina CFTR, en el seu estat normal, la
gue fa de receptor i internalitza via endocitosi els bacteris dins la céel-lula, netejant

aixi les vies aéries i contribuint al mecanisme de defensa de I'hoste (Pier et al.
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1996, Pier 2000) (Figura 2). En absencia de CFTR, P. aeruginosa colonitza les

vies aéries per una internalitzacio defectuosa.

Figura 2. Pseudomonas aeruginosa penetrant a cél-lules traqueals d'un ratoli
infectat. Micrografia electronica feta per GB Pier. MicrobeLibrary.org

Les infeccions respiratories es tornen croniques i de dificil eradicacié un cop
establertes. La patologia respiratoria és la causa de mort més frequent dels

pacients, que acaben patint hipoxemia, hipertensié pulmonar i cor pulmonale.

La insuficiencia pancreatica exocrina provoca una deficiencia d’enzims
pancreatics que causa una mala digestié de greixos i proteines amb un quadre de
distensiéo abdominal i esteatorrea. La mala digestié provoca una malnutricié que

afecta el creixement de l'individu.

Les glandules sudoripares dels pacients tenen una elevada concentracio

de clor, sodi i potassi. EI nombre de glandules és normal, essent el principal
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problema la dificultat per a la reabsorcié de clor. La pell es torna salada, podent

presentar cristalls de sal després d’una forta suada.

Més del 95% dels pacients masculins presenten alteracions als conductes
de Wolff. Els conductes deferents, I'epididim, i les vesicules seminals estan
atrofiats o son absents. Només un 2-3% dels homes afectats son fertils.
L'agenésia congenita de conductes deferents (CBAVD, Congenital Bilateral
Absence of Vas Deferens; MIM 277180), que comporta infertilitat masculina, es
pot donar de forma aillada (deguda a mutacions, normalment en heterozigosi, en
el gen CFTR) o com una manifestacido més de la fibrosi quistica.

A la dona la fertilitat també es pot veure afectada, essent la falta d’ovulacio
o la preséncia d'un moc espés a l'Uter, que impediria la migracié dels

espermatozous, les causes més frequents d’infertilitat.

Simptomes menys comuns son el meconium ileus (MI) del nounat o
obstruccio intestinal que es déna al naixement, diabetis o disfuncié pancreatica
endocrina que cursa amb pancreatitis i alteracions al fetge que poden acabar en
cirrosi. Sembla que el meconium ileus es déna amb l'actuacié sinéergica d'un altre

locus (cystic fibrosis modifier a 19q13) (Zielinski et al. 1999).

El tractament de la fibrosi quistica es centra principalment en la prevencio i
el control de les infeccions respiratories, en millorar la fluidesa de les secrecions i

en millorar la nutricié dels pacients.

2.1.1. Relacio genotip-fenotip

La relacié genotip-fenotip en malalts CF és complexa, especialment en la
patologia pulmonar, malgrat ser una malaltia monogenica. El fenotip CF pot ser
molt variable entre malalts no emparentats, perd també entre malalts
emparentats. Esta ben establert que mutacions als dos al-lels del gen CFTR
causen un fenotip CF. | també que sén els individus homozigots per a la mutacié

DF508 o heterozigots DF508 més una altre mutacié greu (com la G551D o la
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W1282X), els que cursen amb el fenotip classic de fibrosi quistica: obstruccio
pulmonar, deficiencia pancreatica exocrina, infertilitat masculina i una elevada

concentracio de clor a la suor (Mickle i Cutting 2000).
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2.2. Familia de gens transportadors ABC (ATP-Binding

Cassette transporters)

La comparaci6 de la proteina CFTR amb altres de conegudes va demostrar
gran homologia amb els membres de la superfamilia de transportadors ABC,
presents tant a procariotes com a eucariotes. Aquesta superfamilia consta de
P-glicoproteines, de la familia de resistencia a multiples drogues i de proteines
implicades en el transport actiu a través de la membrana cel-lular. El nom de
transportadors ABC es deu al lloc d'uni6 d’ATP (Adenosine TriPhosphate)
altament conservat, que és el tret més caracteristic d’aquesta superfamilia
(Higgins 1992). Altres caracteristiques soén I'existencia de quatre dominis, dos dels
quals son transmembrana i altament hidrofobics (generalment formats per sis
segments transmembranics) i dos més d’hidrofilics situats a la cara citoplasmatica

de la membrana. Aquests dominis sén els llocs d'uni6 de I'ATP.

2.2.1. Estructurade CFTR

El gen CFTR (també conegut com ABCC7) (MIM 602421), és el membre
numero 7 de la sub-familia C de la familia de gens transportadors ABC ATP-
Binding Cassette). Format per 27 exons i un promotor TATA-less, ocupa unes 250
kb al brag llarg del cromosoma 7 a la banda g31.2 (Figura 3). La sequeéncia del
gen és coneguda (Zielenski et al. 1991; Genbank AC000111 i AC0O00061).

El gen produeix un mRNA (nessenger RiboNucleicAcid) de 6,5 kb que
codifica la proteina CFTR (EC 3.6.3.49), de 1.480 aminoacids i un pes molecular
de 168.138 Daltons (Da).

La proteina CFTR esta formada per cinc dominis: dos dominis
transmembranics altament hidrofobics (TMD1 o MSD1 i TMD2 o MSD2),
cadascun format per sis segments transmembrana (TM1 a TM6 pel TMD1 i TM7 a
TM12 pel TMD2); dos dominis intracel-lulars hidrofilics d’'unié a nucleotids (NBD1 i
NBD2), on s’hidrolitza I'ATP; i un domini regulador intracel-lular (R), que conté

residus fosforilables per proteina quinases (en concret per la proteina quinasa A o
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PKA). Cap altre membre conegut de la familia ABC posseeix aquest cinqué

domini R, domini que regula la funcié de CFTR (Higgins 1992).
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Figura 3. Representacio esquematica del gen (a) i de la proteina CFTR (b) i de la seva localitzacio en la membrana cel-lular (c)
CHO indica llocs glicosilats.
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2.3. Funci6 de CFTR

Situat a la membrana apical de les cel-lules epitelials, CFTR és tant un
canal de clor, com també un regulador d’altres canals ionics (Sheppard i Welsh
1999; Schwiebert et al. 1999) (Figura 4). Com a canal conductor de clor, CFTR
esta regulat per cAMP (cyclic AdenosineMonoPhosphate). Diferents estudis
indiguen que els dominis de membrana sén el propi porus del canal i que la
fosforilacid (per part de proteina quinases) de residus especifics al domini
regulador obre el canal després d’hidrolitzar-se 'ATP en els NBD (Sheppard i
Welsh 1999). Com a regulador d’altres canals ionics, CFTR interacciona al mateix
epiteli respiratori amb canals de Na* (EnaC o epithelial Na* channel), regulant-los
negativament; amb altres canals de clor (ORCC o outwardly rectifying CI
channel), regulant-los positivament; i amb canals de K" del teixit renal (ROMK o
renal outer medullary K* channel), modulant la seva sensibilitat a altres membres
de la superfamilia ABC de transportadors (Schwiebert et al. 1999). Alhora, sembla
gue CFTR facilita la sortida d’ATP de la cel-lula.

ROMK : O

Figura 4. Esquema del funcionament i les interaccions de CFTR amb altres
canals ionics en la cél-lula epitelial.
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CFTR es caracteritza per la diferent permeabilitat als anions respecte els
altres canals de clor. Aixi, la sequéncia de permeabilitat en CFTR és: Br 3 CI > T
>F", mentre que als ORCC hi ha més permeabilitat pel I que pel CI (Sheppard i
Welsh 1999).

En individus CF, es troba afectat el transport d’electrolits a través de la
membrana cel-lular degut a un defecte en la proteina CFTR. Aquest transport
anormal causa alteracions en la viscositat del moc que recobreix I'epiteli,

provocant els episodis recurrents d’obstruccié en els organs afectats.

2.4. Mutacions al gen CFTR

Hom ha descrit més de 970 mutacions al gen CFTR, nombre que s’amplia
diariament.

Els exons amb major nombre de mutacions son el 4 (70), 7 (60), 13 (86) i
17b (54), mentre que el nombre minim de mutacions s’ha detectat als exons 6b
(12), 14b (4), 23 (11) i 24 (8) (Cystic Fibrosis Mutation Data Base, dades de febrer
de 2001). Sembla haver-hi una relacio clara entre la llargada de I'ex6 i el nombre
de mutacions que pot acumular, essent els exons més llargs els que n'acumulen
meés (Figura 5). Hi ha zones que son clarament hotspots de mutacié, com son els
dominis intracel-lulars d'uni6 a nucledtids (NBDs) de la proteina CFTR
(Schwiebert et al. 1998). Les mutacions majoritaries (DF508, G542X, G551D,
N1303K i W1282X) estan localitzades entre el NBD1 i el NBD2. Hi trobem també,
per exemple, codons flanquejants que acumulen diverses mutacions (codons 549
a 553 a I'ex6 11, on s’acumulen almenys 13 mutacions, amb el cas particular del
codd 549 on es donen 4 canvis diferents). Aquestes zones corresponen a
vegades amb dinucleotids CpG, com és la posicid 1172 i també les posicions
1789 i 1790 del codo 553 (Morral et al. 1994b), que se sap que sén hotspots de
mutacio (Cooper i Krawczak 1990). Hom pot trobar també diferents substitucions

nucleotidiques per una mateixa base, com per exemple les mutacions R347H (A),
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R347L (T), R347P (C) que corresponen a les 3 substitucions possibles en la
mateixa posicio 1172 (G) del primer domini transmembranic (TMD1) del gen.

123 4 %6 B F 8 3 W0 1112 13 142 14b 15 16 17a 17b 18 19 20 21 22 23 M
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00N YAV AR OO PP T WUIETEREAT sasoene
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IR AR RO A D ORI OO e
EHEET T 0L T [ewese

Amino acid
Yariakion
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AR O 1 YOO AR | o

Hiniinil Joa

MSD1 NBD1 R MSD2 NBD2

Figura 5. Distribucio de mutacions al llarg del gen i la proteina CFTR.

Les linies verticals indiquen la localitzacio de les diferents mutacions agrupades
segons el seu efecte: sentit erroni (Missense), delecié d’aminoacids (AA
deletion), aturada (Nonsense), canvi en la pauta de lectura (Frameshift), efecte
sobre I'eliminacié d’introns (Splice site) i canvis d’aminoacid (Amino acid
variation). ll-lustracié extreta de Zielenski i Tsui (1995).
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2.4.1. Tipus moleculars de mutacio

Les diferents mutacions poden ser agrupades en diferents classes
depenent del seu efecte a nivell molecular (Figura 6). Segons Zielenski (2000), les

classes son les seguents:

Classe I: Sintesi proteica defectuosa.

Les mutacions que pertanyen a aquesta categoria estan associades amb
una falta o defecte en la sintesi de la proteina, produint variants proteiques
anormals (truncades, amb delecions...). Normalment sén mutacions de tipus
nonsense (mutacions d’aturada) com la mutacié G542X, frameshift (canvi de
pauta de lectura degut a delecions o insercions de nucleotids), de splicing (afecten
al procés d’eliminacio dels introns) o de missense (de sentit erroni). El resultat és
'abséncia de CFTR a la membrana apical de les cel-lules epitelials. Els efectes

fenotipics sén severs.

Classe II: Defecte en el processament proteic.

Les mutacions afecten a la correcta maduracioé de la proteina i al transport
cap a la membrana apical. Les variants proteiques produides estan associades
amb fenotips severs. El resultat és també I'abséncia de CFTR a la membrana
apical. La mutacié DF508 pertany a aquest grup. La proteina CFTRDF508 pero, té
activitat residual com a canal de clor, i podria funcionar com a canal ionic un cop
portada a la membrana (Southern 1997). Es per aix0 que la majoria de terapies
géeniques estan encaminades a corregir el processament i facilitar el transport de
la proteina mutada cap a la membrana. Una altra mutacié d’aquest grup, que

afecta el processament, és la N1303K (missense).

Classe lll: Alteracions en la regulacio del canal de clor.
Les proteines mutades es troben correctament situades a la membrana
apical pero sén incapaces de funcionar com a canals. Les mutacions d’aquesta

classe afecten els dominis NBD1 i NBD2, alterant la regulaci6 de CFTR en
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dificultar la unié i posterior hidrolisi d’ATP, necessaria per a l'activacié del canal.
La mutaci6 missense G551D afecta el domini NBD1 i pot afectar també la

regulacié d’altres canals de clor (ORCC).

Classe IV: Conductancia del canal de clor disminuida
Les proteines mutades, situades correctament a la membrana apical, tenen
defectes en la conduccioé del canal de clor. Les mutacions afecten el domini MSD1

que esta implicat en la formacio del propi canal.

Classe V: Reduccio en la sintesi o el transport proteic

SoOn mutacions que redueixen la quantitat normal de la proteina CFTR.
Poden ser mutacions al promotor del gen que en redueixen la transcripcio,
mutacions que produeixen splicing alternatiu, mutacions que causen una
incorrecta maduracié de la proteina, etc... Totes elles produeixen CFTR normal

perd en menys quantitat.

Classe VI: Disminucié en I'estabilitat proteica

La proteina present a la membrana és funcional pero inestable. Son
mutacions nonsense o frameshift que causen una deleci6 a I'extrem C terminal de

CFTR (Haardt et al. 1999). Estan associades amb un fenotip sever.

Normal Classe | Classe I Classe Il Classe IV Classe V

Figura 6. Representacido celllular de les diferents classes de mutacions
(Illustracio extreta de Zielenski i Tsui, 1995).
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2.4.2. Lamutaci6 DF508 i la seva distribucio geografica

La principal mutacié que causa CF és una delecio de 3 bp al cod6 508 de
CFTR (entre els nucleotids 1652 i 1655) que provoca la pérdua d’una fenilalanina
(Phe), a I'exé 10 de la proteina, afectant el domini NBD1 (Kerem et al. 1989;
Riordan et al. 1989; Rommens et al. 1989) i alterant la correcta maduracio de la
proteina i el seu transport cap a la membrana apical. La mutacio és 'anomenada
DF508 i es troba gairebé en el 70% dels cromosomes CF d’arreu del mén (66%
dels 43.849 cromosomes CF analitzats per TCFGAC, 1994) i d’Europa i Nord
Africa (66,8% dels 27.177 cromosomes analitzats per Estivill et al., 1997), malgrat
gue la seva incidéncia varia depenent de la localitzacié geografica, essent la més
baixa la descrita a Tunisia (17,9%) (Messaoud et al. 1996) i la més elevada la
descrita a Dinamarca (86,8%) (Schwartz et al. 1990), en el context europeu. En
general, i degut a una major heterogeneitat mutacional a les poblacions
mediterranies, la frequéncia de la mutacié6 DF508 és menor al sud que al nord
d’Europa, formant un gradient del Sud-Est cap al Nord-Oest (Bertranpetit i Calafell
1996; EWGGCF 1990) (Figura 7). La diversitat de les mutacions causants de CF
varia depenent de la poblacié. En el cas per exemple, de poblacions de l'area
mediterrania trobem una baixa prevalenca de la mutaci6 DF508 i alhora una
elevada heterogeneitat de mutacions. Per exemple, en la poblacié espanyola
s’han caracteritzat el 90% dels cromosomes mutants amb 75 mutacions diferents
(Casals et al. 1997); en canvi, poblacions del nord d’Europa, presenten una menor
heterogeneitat mutacional; per exemple, en la poblaci6 irlandesa el 94% dels

cromosomes mutants s’expliquen amb només 30 mutacions (Hughes et al. 1996).
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2.4.3. Les mutacions G542X, G551D, N1303K i W1282X i la seva
distribuci6 geografica

Altres mutacions, amb frequéncies a nivell mundial entre I'1 i el 2,5%, i
també presents en practicament totes les poblacions estudiades son G542X
(2,4%), G551D (1,6%), N1303K (1,3%) i W1282X (1,2%) (TCFGAC 1994). Estivill
et al. (1997) troben unes freqtiéncies molt similars estudiant només les poblacions
europees i del nord d'Africa: G542X (2,6%), G551D (1,5%), N1303K (1,6%) i
W1282X (1,0%).

La mutacido G542X és un canvi nucleotidic G ® T al cod6 542 (nucleotid
1756) de I'ex6 11 (Kerem et al. 1990) que provoca el canvi d’una glicina (Gly) per
un codd stop en la proteina, al domini NBD1, alterant la sintesi de la proteina. La
mutacié és present a la majoria de poblacions europees perdo es troba a
freqiencies més elevades a la Mediterrania (Figura 8). La freqiiéncia maxima es
doéna a les llles Balears (16,7%) (Estivill et al. 1997).

La mutacié G551D és un canvi nucleotidic G ® A al codd 551 (nucleotid
1784) també de I'ex6 11 (Cutting et al. 1990) que provoca el canvi aminoacidic
glicina (Gly) ® aspartic (Asp), afectant el domini NBD1 de la proteina i alterant la
regulacié del canal de clor. La mutacié és comuna al nord-oest i centre d’Europa
(Figura 9), amb frequiencies que varien des de 6,9% a Irlanda a 1,2% a Alemanya
(Estivill et al. 1997).

La mutacio N1303K és un canvi nucleotidic C® G al coddé 1303 (nucleotid
4041) de I'exé 21 (Osborne et al. 1991) que provoca el canvi aminoacidic:
asparagina (Asn) ® lisina (Lys) en la proteina, al domini NBD2, afectant el
correcte processament de la mateixa. La mutacié es troba en la majoria dels
paisos mediterranis (Figura 10), essent la freqiencia a Tunisia la més elevada
(17,2%) (Estivill et al. 1997).
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La mutacio W1282X és un canvi nucleotidic G ® A al codd 1282 (nucleotid
3978) de I'ex0 20 (Vidaud et al. 1990) que provoca el canvi d'un triptofan (Trp) per
un codo stop en la proteina, afectant el domini NBD2. La mutacié és comuna a
tota la conca mediterrania (Figura 11) (Estivill et al. 1997), essent la principal
mutacio (60%) descrita entre els jueus asquenasites, on s’associa amb un fenotip
sever (Shoshani et al. 1992).
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2.4.4. Altres mutacions menys frequents

Altres 21 mutacions es troben a freqiiéncies globals entre 0,1% i 0,9%,

pero la seva distribucié és variable i la majoria estan restringides a determinades
zones geografiques (TCFGAC 1994, Estivill et al. 1997) (Taula 1). La resta de

mutacions descrites tenen frequéencies globals inferiors, malgrat que poden

presentar frequencies més elevades en determinades regions.

Mutacio Frequénciarelativa Mutacio Frequéncia relativa
(%) (%)
1717-1G® A 0,83 R347P 0,20
R553X 0,75 A455E 0,20
621+1G® T 0,54 R560T 0,18
R1162X 0,51 R334W 0,16
2183AA® G 0,36 3849+10kbC® T 0,15
R117H 0,29 3659delC 0,14
394delTT 0,23 1078delT 0,13
DI507 0,23 711+1G® T 0,11
1898+1G® A 0,22 2789+5G® A 0,11
G85E 0,21 S549N* 0,10
2184delA* 0,10

Taula 1. Mutacions al gen CFTR que es troben a frequéncies entre 0,1-0,9% a la
poblacié europea i mundial. Dades extretes d’Estivill et al. (1997), excepte (*):

TCFGAC (1994)
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25. Per que la CF és una malaltia tan freqient?

Avantatge dels heterozigots

Amb una frequéncia al-lelica del 2% (q = 0,02) i una incidéncia d’'un cada
2.500 naixements, la fibrosi quistica és la malaltia autosomica recessiva més
comuna en les poblacions dorigen europeu. Una de cada 25 persones €s
portadora d'un al-llel mutant. | d’'aguests al-lels mutants, gairebé el 70%
corresponen a la mutaci6 DF508. Durant els ultims anys, I'explicaci6 meés
acceptada per I'elevada freqiencia de la fibrosi quistica en la poblacié d'origen
europeu ha estat aquella que postula un avantatge selectiu dels individus
heterozigots (Bertranpetit i Calafell 1996). Aquest avantatge s’ha intentat
relacionar especialment amb un efecte protector contra malalties infeccioses com
el colera (Gabriel et al. 1994) o la febre tifoidea (Pier et al. 1998, Pier 2000); pero
també amb la tuberculosi (Meindl 1987), la sifilis (Hollander 1982), o la grip (Shier
1979); i fins i tot amb una patologia respiratoria com I'asma (Schroeder et al.
1995), encara que altres estudis no han trobat en aquest cas cap associacio
(Mennie et al. 1995).

En la fibrosi quistica, a part d’alteracions en el transport ionic en les
cél-lules epitelials pulmonars, de les glandules sudoripares i del pancreas, hom
troba també alterat el transport d’ions clor en les cel-lules epitelials intestinals; de
forma que l'intesti dels individus malalts no secreta clor després d’estar exposat a
toxines de bacteris com Vibrio cholerae, agent causant del colera, com passaria a
l'intesti d’individus sans, provocant diarrees (Romeo et al. 1989). La diarrea és
causada per una disminucié en I'absorcié de sodi o per un augment en la secrecié
de clor. Aixi doncs, la fibrosi quistica pot tenir un efecte protector en contra de les
toxines diarreiques, disminuint la secrecié de fluids, i per tant evitant la
deshidratacio, mitjancant la CFTR intestinal (Guggino 1994, 1999). Si els
heterozigots secretessin menys clor com a resposta a enterotoxines, resultarien
individus sans resistents a diarrees bacterianes. Ara bé, el Vibrio cholerae, que és
endémic a 'india, no va apareixer a Europa fins I'any 1832, i per tant aquest sol

agent no ha pogut ser la causa de I'elevada freqiencia de la malaltia (Bertanpetit i
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Calafell, 1996). L'observacié directa de [lactivitat CFTR en heterozigots
(Hogenauer et al. 2000) ha trobat nivells semblants als dels individus no portadors
de mutacions a CFTR, i, per tant, contradiu la hipotesi d’un avantatge dels
heterozigots enfront les diarrees bacterianes.

D’altra banda, sembla que CFTR és el receptor de les cel-lules epitelials
gastrointestinals per Salmonella typhi, agent causant de la febre tifoidea (Pier et
al. 1998; Pier 1999; Pier 2000). Una disminucié dels nivells de CFTR en els
individus heterozigots pot ser la causa d’'una menor susceptibilitat a aquesta
malaltia. La resistencia a la febre tifoidea pot haver seleccionat I'al-lel CFTRDF508

a una elevada frequiéncia en determinades poblacions.

2.6. Origen de les mutacions més freqients

Actualment, sén ja a prop de 70 els polimorfismes descrits en les regions
codificants del gen CFTR i uns 55 els descrits en les no codificants (Cystic
Fibrosis Mutation Data Base, dades de febrer de 2001). Entre aquests
polimorfismes la gran majoria sén substitucions d’'un sol nucleotid (SNPs), pero
també hi ha alguns microsatél-lits (STRPs). Aquests dos tipus de marcadors
poden ser utilitzats per estudiar I'origen, I'evolucié i la possible recurrencia de
determinades mutacions. Els STRPs, amb la seva elevada variabilitat, faciliten els
estudis evolutius, mentre que els SNPs consten d'alllels molt més estables
evolutivament. Totes les possibles combinacions de diferents tipus de
polimorfismes es considera que son haplotips si estan fisicament prou propers en
el cromosoma com per passar a la segient generacié com una unitat (Kidd i Kidd
1996). Existeix una forta associacié (desequilibri de lligament) entre mutacions i
determinats haplotips de microsatél-lits, suggerint un origen Unic per a tots els
cromosomes que porten la mateixa mutacio.

Cal remarcar que els termes emprats en genética medica de mutacio
(variant genética que provoca malaltia) i polimorfisme (variant neutra, normalment
a alta freqiiencia) no sén tan clarament diferenciats en el cas de la CF (ni en la

majoria d’altres casos).
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2.6.1. Edat de les principals mutacions CF

Morral et al. (1993, 1994a) i Estivill et al. (1994) varen estimar I'edat de la
mutaciéo DF508 en ~2.600 generacions o el que és el mateix, uns 52.000 anys
mitjancant I'analisi de la variabilitat de tres microsatel-lits intragénics (IVS8CA,
IVS17bTA i IVS17bCA) en cromosomes DF508, assumint una determinada taxa
de mutacié dels mateixos i un determinat nombre de mutacions (el minim
possible) per construir I'arbre de maxima parsimonia pels haplotips dels STRPs.
Kaplan et al. (1994) va questionar aquesta estima (i va ser respost, Estivill et al.,
1994) i, suposant una major taxa de mutacié per als microsatel-lits i un menor
nombre de mutacions per llinatge en I'arbre de maxima parsimonia dels haplotips
dels tres microsatel-lits, va donar una edat molt menor (~17.000 anys), edat més
propera a I'estimada per Slatkin i Rannala (1997), a partir també de la variabilitat
dels microsatel-lits, de ~10.000 anys i a I'estimada anys abans per Serre et al.
(1990), a partir d’estudis de desequilibri de lligament amb marcadors del gen, que
donava una edat entre 3.000 i 6.000 anys.

Morral et al. (1993), a partir també de la variabilitat dels mateixos tres
STRPs en cromosomes mutants, van estimar I'edat de les mutacions G542X i

N1303K, en ~34.000 i ~35.000 anys respectivament.

2.6.2. Haplotips per cromosomes mutants | per cromosomes

normals

Morral et al. (1996) analitzaren cromosomes normals i cromosomes
portadors de mutacions (94 mutacions diferents), d’origen europeu, per diferents
polimorfismes, SNPs i STRPs, estudiant la variacio de frequéencies haplotipiques
entre ells. Els marcadors escollits eren J44, IVS6aGATT, T854 i TUB20 com a
dialél-lics i IVS8CA, IVS17bTA i IVS17bCA com a STRPs. L’evolucido dels
cromosomes CFTR ve marcada primer per I'haplotip definit pels marcadors
dialél-lics, establint un nucli on es van acumulant els canvis als STRPs. Aixi es

veu que la mutaci6 DF508 és més freqlient en I'haplotip 1-6-23-1-31-13-2 (J44-
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IVS6aGATT-IVS8CA-T854-IVS17bTA-IVS17bCA-TUB20), per la qual cosa
s’assumeix que aquest és I'haplotip on s’origina DF508. ElI mateix haplotip, i amb
una petita variant (amb l'al-lel 33 a IVS17bTA), 1-6-23-1-31/33-13-2 és també on
van sorgir les mutacions G542X i N1303K, haplotip que només es troba en un
1,4% dels cromosomes normals de les poblacions europees actuals. L’elevat
nombre d’haplotips per STRPs associats a aquestes tres mutacions suggereix que
sén les mutacions més antigues de totes. Pel que fa a aquests haplotips, només
pels STRPs (IVS8CA-IVS17bTA-IVS17bCA), respecte la mutaciéo DF508, els més
frequents son: 23-31/32-13 i 17-31/32-13 (Morral et al. 1994a); la barra (/) indica
gue per a IVS17bTA, els al-lels 31 i 32 es troben a frequéencies altes i semblants.
Respecte la mutacié G542X els haplotips més frequents sén 23-33/32-13 i 23-33-
14; i respecte la mutaci6 N1303K son 23/22/24-31-13 i 23-30-13 (Morral et al.
1996).

Les altres dues mutacions més frequents (G551D i W1282X) es troben
associades cadascuna a un haplotip forca diferent respecte als anteriors pel que
fa als SNPs; entre elles, difereixen només en una repeticié en un STRP. Sén 1-7-
16-2-7-17-1 per a G551D i 1-7-17-2-7-17-1 per a W1282X. (Morral et al. 1996).

En els cromosomes normals, I'haplotip per marcadors dialel-lics (J44-
IVS6aGATT-T854-TUB20) més frequient trobat en poblacié europea és 2-7-1-2
(55,4%), i dels 39 haplotips per STRPs (IVS8CA-IVS17bTA-IVS17bCA) diferents
gue es troben associats a aquest haplotip, els més frequents son 16-31-13 (14%) i
16-30-13 (13,5%) (Morral et al. 1996).

2.6.3. Poblacio d’origen de les mutacions DF508, G542X i N1303K

Morral et al. (1994a) van postular el sorgiment de la mutacié DF508 en una
poblacié diferent de les poblacions europees actuals i la seva primera introduccio
a Europa durant el Paleolitic, a partir de fa 40.000 anys. Una segona entrada
durant el Neolitic hauria augmentat les frequéncies de la mutacié i també les
frequencies dels haplotips que porten I'al-lel 17, enlloc del 23, pel microsatel-lit
IVS8CA al Centre i Nord d’Europa.
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Serre et al. (1990), en canvi, va postular un origen de la mutacié DF508 a
I'Orient Mitja i una posterior expansié cap a tot Europa durant el Neolitic, ara fa
entre 3.000 i 6.000 anys.

Les mutacions G542X i N1303K, originades sobre el mateix haplotip que la
mutacié DF508 (1-6-23-1-31/33-13-2), s’haurien expandit per Europa també amb
el Paleolitic, probablement al mateix temps (Estivill i Morral 1996). D’altra banda,
la mutaci6 G542X té una frequéncia més elevada a les costes mediterranies,
suggerint una segona entrada d’aquesta mutacié, deguda potser a les migracions
fenicies ara fa uns 3.000 anys (Casals et al. 1993). Tanmateix, s’'ignora quin fou
impacte demografic d’aquesta migracio i la seva capacitat d’incidir sobre el pool
genic de les zones que I'acolliren.

Essent un avantatge selectiu dels individus heterozigots la principal causa
de l'elevada frequéncia de la fibrosi quistica en la poblacié europea, I'expansié
d'unes determinades mutacions i no d'altres seria degut a un efecte fundador

d’aquestes mutacions més comunes (Estivill i Morral 1996).
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Figura 7. Distribucié geografica de la mutacié DF508 a Europa i nord d’Africa. L’escala de grisos indica (en %) la freqiiéncia de
la mutacié. Els punts vermells representen les poblacions de les quals es tenen dades. Només s’han inclos les poblacions de
les quals es disposava de més de 20 cromosomes. Les dades sén d’una recopilacio feta per Oscar Lao, basant-se en dades
bibliografiques (Estivill et al. (1997), entre d’altres).
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Figura 8. Distribuci6 geografica de la mutacié G542X a Europa i nord d’Africa. L’escala de grisos indica (en %) la freqiiéncia de
la mutacié. Els punts vermells representen les poblacions de les quals es tenen dades. Només s’han inclos les poblacions de
les quals es disposava de més de 20 cromosomes. Les dades sén d’una recopilacio feta per Oscar Lao, basant-se en dades
bibliografiques (Estivill et al. (1997), entre d’altres).
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Figura 9. Distribuci6 geografica de la mutacié G551D a Europa i nord d’Africa. L’escala de grisos indica (en %) la freqiiéncia de
la mutacié. Els punts vermells representen les poblacions de les quals es tenen dades. Només s’han inclos les poblacions de
les quals es disposava de més de 20 cromosomes. Les dades sén d’una recopilacio feta per Oscar Lao, basant-se en dades
bibliografiques (Estivill et al. (1997), entre d’altres).
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Figura 10. Distribucié geografica de la mutacié N1303K a Europa i nord d’Africa. L'escala de grisos indica (en %) la frequéncia
de la mutacio. Els punts vermells representen les poblacions de les quals es tenen dades. Només s’han inclos les poblacions de
les quals es disposava de més de 20 cromosomes. Les dades son d’una recopilacié feta per Oscar Lao, basant-se en dades

bibliografiques (Estivill et al. (1997), entre d’altres).
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Figura 11. Distribucié geografica de la mutacié W1282X a Europa i nord d’Africa. L’escala de grisos indica (en %) la frequéncia
de la mutacio. Els punts vermells representen les poblacions de les quals es tenen dades. Només s’han inclos les poblacions de
les quals es disposava de més de 20 cromosomes. Les dades sén d’una recopilacio feta per Oscar Lao, basant-se en dades

bibliografiques (Estivill et al. (1997), entre d’altres).
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3. LA REGIO GENOMICA 1g21: ELS GENS GBA | PKLR

Separats per ~70 kb trobem, al bra¢ llarg del cromosoma 1 (1921), dos
gens, les mutacions dels quals causen dues malalties autosomiques recessives:
el gen GBA (Glucosidase, beta; acid), mutacions en el qual causen la malaltia de
Gaucher, per una deficiencia de I'enzim RR-glucocerebrosidasa; i el gen PKLR
(Pyruvate kinase L/R), mutacions en el qual causen una deficiéncia de I'enzim
piruvat quinasa, produint I'anémia hemolitica hereditaria 0 HNSHA (Hereditary

NonSpherocytic Hemolytic Anemia) (Figura 12).
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Figura 12. Localitzacié cromosomica dels gens GBA i PKLR
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3.1. Altres gens alaregio genomica 1921

A més a més dels gens GBA i PKLR, n’hi ha d'altres de coneguts en
aquesta rica regioé en gens funcionals (Winfield et al. 1997; Vos et al. 1995) i estan

representats a la Figura 13.

PKLR CLK2 COTEL _psMTX _ MTX MUC1_
PROPINI GBA psGBA THBS3 -100kb

5’

Figura 13. Representacié esquematica dels gens localitzats a la regié 1g21. La
zona representada abasta aproximadament unes 100 kb. (PKLR: piruvat quinasa,
CLK2: proteina quinasa, PROPIN1 o SCAMP3: proteina secretora-portadora de
membrana 3; COTEL1 o C10RF2; GBA: glucocerebrosidasa; psMTX: pseudogéen
de la metaxina; psGBA: pseudogén de la glucocerebrosidasa; MTX: metaxina;
THBS3: trombospondina 3; MUC1: mucina epitelial polimorfica.

Una duplicacié a la regio, ara fa uns 40 milions d’anys, va donar lloc al
pseudogen de la glucocerebrosidasa (psGBA) i al pseudogén de la metaxina
(psMTX) (Winfield et al. 1997).

3.2. Laregidé GBA

L'any 1985 va ser clonat el gen GBA (Glucosidase, beta; acid) (Sorge et al.
1985a), les mutacions en el qual causen la malaltia de Gaucher. El gen, d’'unes
7,6 kb, consta d’onze exons i es troba al bra¢ llarg del cromosoma 1 (1g21). La
malaltia de Gaucher és la malaltia lisosomica d’acumulacio lipidica més frequent,
amb una elevada prevalenca entre els jueus asquenasites (1/1.000). A 16 kb en
direccié 3’ del gen funcional es troba un pseudogen psGBA) amb una elevada
homologia (96%) (Zimran et al. 1990). S’han descrit ja més de 130 mutacions

(Human Gene Mutation Database: GBA) que produeixen la malaltia de Gaucher,
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essent les més frequents les mutacions anomenades N370S, L444P, 84GG i
IVS2+1 (Charrow et al. 2000).

3.2.1. Clinica de la malaltia de Gaucher

L'any 1882, Phillipe Charles Ernest Gaucher (Figura 14), en la seva tesi
doctoral, va descriure per primera vegada les manifestacions cliniques del que
després es va anomenar malaltia de Gaucher. Hom calcula en ~80.000 les

persones afectades a tot el mon per aquesta malaltia (Brady et al. 1994).

Figura 14. P. C. E. Gaucher (1854-1918)

Les manifestacions cliniques de la malaltia sébn molt heterogenies. Els trets
més caracteristics son: aparicié d’hepatomegalia i esplenomegalia (augment de la
mida del fetge i de la melsa), anémia i trombopénia (disminucié del nombre
d’eritrocits i de plaquetes, respectivament), degeneracions o0ssies i, en una
minoria de pacients, es produeix una degeneracié progressiva del sistema nervios
central.

L’afectacio dels diferents organs i teixits es produeix per una acumulacié
lipidica (de glucocerebrosid) a linterior dels lisosomes dels macrofags. Els
principals organs afectats son aquells on trobem normalment elevada quantitat de
macrofags, com son el fetge, la melsa i la medul-la oOssia. La substitucio

progressiva de les ceél-lules normals per macrofags carregats de lipids (anomenats
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cel-lules de Gaucher) provoca un augment en la mida del fetge i la melsa i

compromet la produccié d’eritrocits i plaquetes a la medul-la 0ssia (Figura 15).
Clinicament, la malaltia de Gaucher es classifica en tres tipus depenent de

'abséncia (Tipus 1) o presencia i gravetat (Tipus 2 i 3) de les alteracions al

sistema nervids central (Beutler i Grabowski 1995).

Malaltia de Gaucher Tipus 1 (MIM 230800)

Es la forma més comuna de la malaltia. El sistema nervios central no esta
afectat (forma no neuropatica). L’edat d’aparicio de la malaltia pot variar des de la
infantesa fins a I'edat adulta. A pesar de I'elevada heterogeneitat clinica que hi ha
entre els pacients, els simptomes predominants son: hepatomegalia i
esplenomegalia, alteracions oOssies (deformacions, fractures), anémia |
trombopénia. La supervivéncia és variable, des de pocs anys (~ 6) fins a més de
80 anys.

Es present en tots els grups eétnics (~1/60.000-1/360.000), perd és

especialment prevalent entre els jueus asquenasites (~1/1.000) (Grabowski 1997).

Figura 15. Cél-lules de Gaucher a la medul-la dssia. (Tinci6 cel-lular realitzada per
Karoly Balogh)
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Malaltia de Gaucher Tipus 2 (MIM 230900)

Es la forma més greu de la malaltia, amb afectacié del sistema nervios
central (forma neuropatica aguda), a part de les alteracions al fetge
(hepatomegalia) i la melsa (esplenomegalia). Les anormalitats al moviment de I'ull
son sovint les primeres manifestacions de la malaltia, amb I'aparicié d’estrabisme
bilateral fixat o apraxia oculomotora. La majoria d’'infants amb aquest tipus de
malaltia moren abans dels dos anys d’edat. La incidéncia pero, a pesar d’estar
present a tots els grups étnics, és molt baixa (~ 1/500.000) (Grabowski 1997).

Malaltia de Gaucher Tipus 3 (MIM 231000)

La gravetat d’aquest tipus de malaltia de Gaucher és intermédia a la dels
tipus 1 i 2, amb una incidéencia a la poblacié general ~1/100.000 naixements
(Grabowski 1997). Hi ha afectacio del fetge i de la melsa (hepatomegalia i
esplenomegalia) i també presenta simptomes neurologics similars als que es
donen al tipus 2 (forma neuropatica sub-aguda), encara que aquests sén menys
greus i apareixen més tard en la infantesa, permetent la supervivencia fins a I'edat
adulta. Igual que en el tipus 2, les alteracions oculomotores solen ser els primers
simptomes.

El prototip d’aquest tipus és una forma que es troba a elevada frequéencia
en una zona del nord de Suécia (provincia de Norrbotten), anomenada tipus de
Norrbottnia, on tots els malalts tenen la mateixa mutacié en el gen de la b-

glucocerebrosidasa (Dahl et al. 1990).
El principal tractament que hi ha actualment per a la malaltia de Gaucher, i

gue en millora molts dels simptomes, és la terapia de substitucié enzimatica, és a

dir, 'administraci6 de b-glucocerebrosidasa modificada dirigida als macrofags.
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3.2.1.1. Relaci6 genotip-fenotip

La malaltia de Gaucher es manifesta de forma diferent en individus amb
diferent genotip, pero també es pot manifestar de forma diferent en individus amb
el mateix genotip. Els genotips més estudiats afecten les mutacions més frequents
en les diferents poblacions. En aquest sentit, hi ha una clara associacié entre la
presencia de la mutacio N370S i el tipus 1 de la malaltia (Strasberg et al. 1994).
Aquesta mutacio en homozigosi (N370S/N370S) representa el fenotip més lleu de
la malaltia i només 1/3 dels homozigots la desenvolupen (Beutler et al. 1993).
D’altra banda, els al-lels recombinants (al-lels que provenen de la sequéncia del
pseudogén i normalment agrupen més d’'una mutacié) en homozigosi o juntament
amb un al-lel L444P, son particularment prevalents entre els pacients amb el tipus
2 de la malaltia (Tayebi et al. 1998). | una homozigositat per a la mutacié L444P
indica normalment el tipus 3 (Dahl et al. 1990; Ida et al. 1999). Casos més
concrets, com la presencia en homozigosi de la mutaci6 D409H provoca una
variant de la malaltia de Gaucher (Gaucher-like disease; MIM 231005) amb
calcificacions cardiovasculars (Chabas et al. 1995). De fet la correlacié genotip-

fenotip, tot i tractant-se d’una malaltia monogenica, és complexa.
3.2.2. Estructura del gen GBA

Localitzat al cromosoma 1, a la banda 1921, el gen GBA té
aproximadament 7,6 kb i conté 11 exons i 10 introns (Figura 16) al costat d’'un
promotor amb caixes TATA-like i CAAT-like. La seqliéncia del gen és coneguda
(Horowitz et al. 1989, Beutler et al. 1992b; GenBank J03059) i hi trobem diverses

insercions de sequéncies Alu (elements genetics mobils, Batzer et al. 1996).

—I-I--H -I—I--I—-I—HI—

2 Au 34 Al 6 Au 7 Au 8 9 10 11

Figura 16. Representacio esquemética del gen GBA. Les caixes blaves
representen els exons i les caixes ratllades roses son insercions de sequencies
Alu.
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El gen produeix un mRNA de 2,6 kb que codifica per I'enzim b-
glucocerebrosidasa (EC 3.2.1.45), proteina de 497 aminoacids i uns 65 kDa. Hom
ha detectat mRNAs de diferents mides, deguts probablement a la utilitzacié de
llocs alternatius d’splicing (Reiner et al. 1988) o a la presencia de mRNA del
pseudogén de GBA (Sorge et al. 1990).

3.2.3.Estructura del pseudogén GBA (psGBA)

Situat a 16 kb en direccio 3’ del gen funcional (Zimran et al. 1990) hom
troba el seu pseudogén. De sequéncia també coneguda (Horowitz et al. 1989,
GenBank J03060), conserva una gran homologia amb el gen (96%). Conté 11
exons i 10 introns pero la mida global és més petita (unes 5,7 kb) degut a la falta
de les sequéncies Alu presents al gen (només en té una) (Horowitz et al. 1989) i a
diferents delecions (la més gran és una de 55 bp a I'exd 9) (Figura 17). El
pseudogen es transcriu (Sorge et al. 1990) pero no es tradueix a proteina, degut a

diverses mutacions que impossibiliten la sintesi de I'enzim funcional.

—I-I--II -I—I--I—-I—IHI—

Alu 8 9 10 11

Figura 17. Representacié esquematica del pseudogen GBA. Les caixes blaves
representen els exons i la caixa ratllada rosa és una insercié de sequéncia Alu.
Les discontinuitats representen els fragments que li manquen en comparacié al
gen GBA.

3.2.4. Funci6 de GBA

El gen GBA codifica I'enzim b-glucocerebrosidasa o acid b-glucosidasa (EC
3.2.1.45), hidrolasa lisosomica, que catalitza la seglient reaccio:

Glucocerebrosid (o glucosilceramida) ® Glucosa + Ceramida

L’enzim b-glucocerebrosidasa necessita d'una proteina activadora

anomenada saposina C o SAP-C. Aquesta reacci6 es dbéna a linterior dels
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lisosomes dels macrofags en el procés del catabolisme cel-llular. EI mal
funcionament de I'enzim provoca l'acumulacié del substrat de la reaccié
(glucocerebrosid) en els lisosomes dels macrofags, afectant principalment els

teixits on hi s6n abundants, com el fetge, la melsa i la medul-la 0ssia.

3.2.5.LasaposinaC

La malaltia de Gaucher també pot ser causada per una deficiencia en
saposina C, proteina activadora de la b-glucocerebrosidasa. Es una proteina de
baix pes molecular (només té 80 aminoacids) que s’uneix a I'enzim facilitant la
degradacio del substrat. Aquesta proteina esta codificada pel gen prosaposina
(PSAP) localitzat al cromosoma 10, a la banda g21-22 (Gauvrieli-Rorman et al.
1992). L’'abséncia de saposina C activa aboleix completament I'activitat de la b-
glucocerebrosidasa, produint el fenotip caracteristic de la malaltia de Gaucher
(Horowitz i Zimran 1994).

Altres proteines descrites, una mala funcié de les quals també pot ser
responsable de la malaltia de Gaucher, s6n les proteines encarregades del
transport de la b-glucocerebrosidasa als lisosomes (LAMP, Lysosome-Associated

Membrane Proteins) (Zimmer et al. 1999).

3.2.6. Mutacions al gen GBA

Més de 130 mutacions causants de la malaltia de Gaucher han estat

descrites fins el dia d’avui (Human Gene Mutation Database: GBA).

Segons la seva base molecular, les mutacions poden ser substitucions
nucleotidiqgues que provoquen canvis d’aminoacid, mutacions sense sentit,
aparici6 de codons stop, alteracions en el procés de splicing; insercions o
delecions que impliquen canvis en la pauta de lectura; i reordenacions entre el

gen funcional i el pseudogen per processos de recombinacioé o conversié genica
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gue normalment originen al-lels complexos, és a dir, que contenen diverses

mutacions.

Segons els seus efectes fenotipics, les mutacions es poden dividir en
tres grups: mutacions letals, severes i lleus. Les mutacions letals s6n aquelles que
impedeixen la formacié de I'enzim (mutaci6 84GG i mutacié IVS2 + 1); es
consideren letals perque no s’han trobat mai en homozigosi; les mutacions
severes poden produir enzim, pero aquest sol ésser poc estable i normalment van
lligades amb els tipus neuropatics de la malaltia (Tipus 2 o 3) (mutacio L444P); les
mutacions lleus estan només associades amb el Tipus 1 (forma no neuropatica)
de la malaltia (mutacio N370S) (Beutler i Gelbart 1998).

3.2.6.1. Lamutacié N370S o0 1226G

Es la mutacié més prevalent en els malalts Gaucher. La mutacié N370S és
una substitucioé nucleotidica A ® G (nucleotid 5841 a I'exd 9 del gen; numeracio
genomica segons la sequencia del gen de Horowitz et al., 1989), a I'aminoacid
370 de I'enzim, que provoca el canvi aminoacidic Asparagina (Asn) ® Serina
(Ser) (Tsuji et al. 1988). La mutacié s’anomena també 1226G segons el nimero
corresponent en el cDNA (complementary DNA) (Genbank M11080, comencant la

numeracié a partir de la A del primer codd d’iniciacio).

3.2.6.2. La mutaci6 L444P o 1448C

La mutacio L444P és un canvi nucleotidic T ® C (nucleotid 6433 a I'ex6 10
del gen) a I'aminoacid numero 444 de I'enzim, que provoca el canvi aminoacidic
Leucina (Leu) ® Prolina (Pro) (Tsuji et al. 1987). La mutacié s’anomena també
1448C segons el numero corresponent en el cDNA. El nucleotid “C” en aquesta

posicié correspon al nucleotid present en la sequiéncia del pseudogen.
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3.2.6.3. La mutaci6 84GG

La mutaciéo 84GG és una insercié d’'un sol nucleotid (una G) en la posicio
1035 del DNA genomic o 84 del cDNA en I'exdé 2 del gen, que provoca el
trencament en la pauta de lectura, acabant prematurament la proteina (Beutler et
al. 1991).

3.2.6.4. Lamutaci6 IVS2 +1

La mutacidé IVS2 + 1 és un canvi nucleotidic g ® a (nucleotid 1067 a l'intrd
2 del gen; els nucleodtids sén en minUscula per la seva localitzaci6 intronica) que
provoca alteracions en el procés de splicing produint un mRNA aberrant (Beutler
et al. 1992a). El nucleotid “a” en aquesta posicio correspon al nucleotid present en

la sequiencia del pseudogeén.

3.2.6.5. Altres mutacions puntuals

Altres mutacions també prevalents en la poblacié de malalts Gaucher son:
la mutacié D409H, implicada en la variant de la malaltia de Gaucher (Gaucher-like
disease); les mutacions A456P i V460V, presents en els al-lels recombinants; i les
mutacions anomenades V394L, R463C i R496H, entre moltes altres mutacions
(fins a més de 100 mutacions puntuals existents al gen GBA) que sén molt menys

comunes (Horowitz i Zimran 1994; Horowitz et al. 1998).

3.2.6.6. Al-lels complexos o recombinants

La presencia del pseudogen molt a prop del gen funcional (situat a 16 kb)
provoca I'aparicié de mutacions al gen causades per la transferencia de fragments
de la sequiéncia del pseudogén cap al gen mitjancant processos de recombinacié
(ja sigui homologa o desigual) o conversié genica. S’'anomenen al-lels complexos
perqué normalment consten de diversos canvis nucleotidics respecte la seqiiencia
normal. EIs més comuns son els anomenats RecNcil i RecTL, pero son bastants

més els descrits (Martinez-Arias et al. 2001). RecNcil consta de tres canvis a I'ex6
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10 del gen: L444P, A456P i V460V. RecTL consta dels tres canvis anteriors més
D409H a I'ex6 9 (Eyal et al. 1990; Latham et al. 1990).

3.2.6.7. Distribucio poblacional de les mutacions més frequents

La malaltia de Gaucher és especialment prevalent entre els jueus
asquenasites, amb una frequencia al-lelica del 3,5% i una incidencia de ~1/1.000
del tipus 1 de la malaltia. L’'espectre de mutacions de la malaltia de Gaucher és
molt diferent entre els jueus asquenasites i la poblacié general on la malaltia és
més rara.

Els jueus asquenasites representen aproximadament el 80% de la poblacio
jueva mundial, estimada en uns 13-14 milions de persones. El terme asquenasita
és la paraula hebrea per designar als alemanys. Sén els jueus que el segle IX
migraren des de I'actual Israel cap a la vora del Rhin i des d'alla (segle XIV) es
desplacaren cap a les actuals Polonia, Lituania, Bielorussia, Ucraina i RUssia.
Actualment la gran majoria viuen als Estats Units, a I'antiga Unié Soviética i a
Israel (Motulsky 1995).

Entre els jueus asquenasites, nomeés quatre mutacions expliquen el 89-
97% dels casos (Beutler et al. 1992a; Beutler et al. 1993; Horowitz i Zimran 1994,
Horowitz et al. 1998). Les mutacions son: N370S, 84GG, L444P i IVS2+1. La
mutacié N370S representa aproximadament el 70-75% dels al-lels mutats, essent
la mutacio més comuna. La segona mutacié més frequent és la 84GG amb un 12-
15%. Les mutacions L444P i IVS2+1 representen respectivament un 4% i un 3%
entre els malalts asquenasites. Altres mutacions prevalents en aquesta poblacié
son: V394L (3%), RecTL (2-3%), R496H (1-2%). Entre un 4% i un 10% soén

mutacions encara desconegudes (Horowitz i Zimran 1994; Horowitz et al. 1998).

En la poblacié general no jueva, I'heterogeneitat al-lélica és més alta. La
principal mutacido causant de la malaltia de Gaucher és la mutacié L444P,
representant un 31-40% dels al-lels mutats. En segon lloc tenim la mutacié N370S
amb un 23-27% dels al-lels. Altres mutacions a més baixa frequéncia sén: RecNci
(8%), D409H (1-5%), R463C (1-4%), RecTL (1-3%), 84GG, IVS2+1 i A456P (1%).
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Entre un 23-24% son mutacions desconegudes (Horowitz i Zimran 1994; Horowitz
et al. 1998).

Dues poblacions ben estudiades i que representen casos especials son la
poblacié japonesa (lwasawa et al. 1997; Ida et al. 1998, 1999) i la poblacié del
Nord de Suecia (provincia de Norrbotten) (Dahl et al. 1990, 1993). En ambdds
casos la mutacié predominant es la mutacié L444P.

A la poblaci6 japonesa, hom no ha trobat fins ara la mutacié N370S. La
mutacio predominant és la L444P (41%), seguida de la mutacio F213I (14%). Les
mutacions desconegudes comprenen el 16% del nombre total d’al-lels estudiats.
En aquesta poblacié, la correlacié genotip-fenotip €s molt complexa, havent-se
descrit casos on la mutacié L444P, tant en homozigosi com en heterozigosi, dona
simptomes neurologics i no neurologics (Eto i Ida 1999).

A lapoblacio del Nord de Suecia, on tots els pacients son homozigots per
la mutacié L444P, aquesta s’hauria expandit a partir d'un al-lel fundador i un
posterior creixement de la poblacié en condicions d’aillament genetic (Dahl et al.
1990, 1993).

3.2.7. Malaltia de Gaucher i avantatge dels heterozigots en la

poblaci6 jueva

La malaltia de Gaucher no és I'inica malaltia especialment prevalent als
jueus asquenasites. Entre d’altres, sén especialment freqients la malaltia de Tay
Sachs i la malaltia de Niemann-Pick, dues malalties també d’acumulacié de lipids
als lisosomes (Motulsky 1995). Hom ha postulat que la historia de la poblacié
asquenasita, amb dramatiques expansions i contraccions de poblacié, hauria
afavorit a la deriva genética com a causa major de l'elevada frequéencia de
determinades malalties (Risch et al. 1995). Altres autors pero, postulen que seria
algun avantatge dels individus heterozigots el que explicaria la seva elevada
freqlencia en l'actualitat. Kannai et al. (1994), per exemple, intenten relacionar
una possible resistencia a la tuberculosi com l'avantatge selectiu dels individus

heterozigots, sense obtenir, pero, resultats concloents en aguest sentit. Donat que
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diferents mutacions han assolit una elevada frequiéncia i que també dues altres
malalties lisosomals s6n comunes en la poblacid jueva, l'avantatge dels
heterozigots sembla ser I'explicacié més probable: en algun moment de la historia
jueva, una deficiéncia parcial en algun enzim del metabolisme glicolipidic hauria
estat avantatjosa (Beutler 1995; Boas 2000). Peleg et al. (1998) suggereixen que
portadors de dues malalties (Gaucher i Tay Sachs) no tindrien cap avantatge
evolutiu extra sobre els portadors d’una sola de les malalties. Boas (2000) a partir
de simulacions matematiques conclou que la deriva sola no podria haver
aconseguit les frequéncies actuals de la mutacié6 N370S, essent necessaria un

avantatge selectiu per aguesta mutacio en la poblacié asquenasita.

3.2.8. Polimorfismes i haplotips al gen GBA

Beutler et al. (1992b) varen descriure dotze polimorfismes distribuits al llarg
del gen GBA: una insercié/delecio i onze substitucions nucleotidiques (una d’elles
amb tres variants nucleotidiques). Tots aquests polimorfismes es trobaven en fort
desequilibri de lligament: dels 6144 haplotips diferents possibles (2!* x 3) varen
trobar només dos haplotips majoritaris (designats com a haplotip + i haplotip -),
tant en poblacié normal no africana com en individus amb la malaltia de Gaucher
(Taula 2); en poblacié africana varen descriure un tercer haplotip (anomenat
Africa) que només diferia de I'haplotip majoritari — en una posicié nucleotidica; un
guart haplotip minoritari, trobat en poblacié europea, diferia només de I'haplotip +
en una posicid nucleotidica. L'existencia de dos haplotips majoritaris no es pot
explicar amb l'aparicié a l'atzar de n mutacions (12 en aquest cas) sobre la
sequéncia del gen. El nombre minim d’haplotips que hauriem de trobar si n
mutacions ocorren seqgiencialment i tots els haplotips queden retinguts és n + 1, si
no s’han produit recombinacions. Altres polimorfismes en el gen (tres SNPs com a

minim) han estat descrits per altres autors (Martinez-Arias et al., en premsa).
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-802 -725 -614 2128 2834 3297 3747 3854 3931 4644 5135 6144

+ a C c a c g g t g del c g
- g t t g g a g c a a a a
Africa ¢ t t g a a g c a a a a
Rar a C c a c g a t g del c g

Taula 2. Polimorfismes i haplotips en el gen GBA descrits per Beutler et al.
(1992b). La numeracido de les posicions nucleotidiques del gen és segons
Horowitz et al. (1989). Els haplotips + i — es poden designar també Pv1.1+ i
Pv1.1- basant-se en la posicié 3931 segons Sorge et al. (1985b).

Les frequencies haplotipiques varien segons la poblacié analitzada. En
poblacions occidentals s’han descrit frequencies geniques de I'haplotip — de ~0,65
i de I'haplotip + de ~0,35. Mentre que a les poblacions orientals les frequéencies

estan invertides: ~0,25 per I'haplotip — i ~0,75 per I'haplotip + (Glenn et al. 1994).

3.2.9. Origen de les mutacions més frequents

Les mutacions més prevalents en poblacié jueva causants de la malaltia de
Gaucher es troben associades amb un determinat background haplotipic. Aixi, les
mutacions N370S (al-lel G en la posici6é 1226 del cDNA) i IVS2 + 1 (al-lel a en el
nucleotid genomic 1067) es troben sempre sobre un haplotip -, mentre que la
mutacié 84GG (insercio d’'una G en la posicié 84 del cDNA) es troba associada a
'haplotip +. Aquest fet és compatible amb un origen Unic per a aquestes
mutacions (Beutler 1993). Diaz et al. (1999, 2000) mitjancant analisis de lligament
i de desequilibri de lligament estimen l'origen de la mutacié N370S en uns 800-
1000 anys (segles XI-XIIl) en una poblacié europea no jueva d’on hauria passat
als jueus asquenasites.

La mutacio de distribucié mundial L444P (al-lel C en la posiciéo 1448 del
cDNA), en canvi, la trobem associada a ambdos haplotips, indicant I'existencia de
mutacions recurrents en aquesta posicio (Beutler 1995). Recordem que l'al-lel C

en aquesta posicié correspon al nucleotid present en la sequéncia del pseudogen
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de GBA, el qual pot haver passat al gen per processos de recombinacié o

conversio genica (Martinez-Arias et al. 2001).

3.3. El gen PKLR

L'any 1987 va ser clonat el gen PKLR (Pyruvate kinase L/R) (Tani et al.
1987), mutacions en el qual produeixen una deficiencia de piruvat quinasa (PK:
Pyruvate kinase), que és alhora la causa més comuna de I'anemia hemolitica
hereditaria (HNSHA: Hereditary nonspherocytic hemolytic anemia). El gen, d’unes
8,4 kb, consta de 12 exons i es troba al bra¢ llarg del cromosoma 1 (1g21). A 71
kb de distancia, en direccié 3’, trobem el gen GBA (Demina et al. 1998). Hom ha
descrit ja més de 120 mutacions (Human Gene Mutation Database: PKLR; Zanella
i Bianchi 2000) causants de la deficiencia de PK, essent la mutacié més freqtient
'anomenada G1529A.

3.3.1. Clinicade la deficiencia de piruvat quinasa

La deficiéencia de PK (MIM 266200) és la causa més comuna de I'anemia
hemolitica hereditaria o HNSHA, sindrome que es caracteritza per un
escurcament en la vida mitjana dels eritrocits donant lloc a anémia. La gravetat de
'anémia és molt variable, des d’asimptomatica fins als casos més greus on els
eritrocits son practicament inexistents i la supervivencia depen d’una transfusio
sanguinia. Igual que en d’altres anémies, degudes a altres enzimopaties,
apareixen els simptomes caracteristics de processos hemolitics cronics com
ictericia, esplenomegalia i un augment en la incidencia de calculs biliars (Tanaka i
Paglia 1995; Zanella i Bianchi 2000).

La prevalenca de la deficiencia de PK és estimada en 51 casos per milié en

poblacié caucasoide (Beutler i Gelbart 2000). La seva distribucié geografica

sembla ser mundial, malgrat que la seva prevalenca en moltes regions és
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desconeguda. Des que va ser detectat el primer cas I'any 1961 se n’han descrit
poc més de 400 casos (Zanella i Bianchi, 2000).

3.3.2. Estructurade PKLR

Localitzat al cromosoma 1, a la banda 1921, el gen PKLR té
aproximadament 8 kb (8.409 nucleotids) i conté 12 exons i 11 introns (Figura 18).
El primer i el segon ex0 sbn transcrits especificament per dos promotors diferents
especifics de teixit, donant lloc a dos tipus de mRNA i posteriorment a dos
isoenzims (PK tipus R i PK tipus L), expressats respectivament als eritrocits (PK-
R) i als hepatocits (PK-L). La sequéncia del gen és coneguda (Lenzner et al.
1997; GenBank U47654) aixi com la sequencia d'ambdds cDNAs (Tipus R i Tipus
L) (Kanno et al. 1991; Tani et al. 1988; Baronciani i Beutler 1993; GenBank
AB015983 i M15465). La PK-R (EC 2.7.1.40) és un isoenzim de 574 aminoacids i
uns 62 kDa, mentre que la PK-L (EC 2.7.1.40) té 543 aminoacids i uns 60 kDa.
Existeixen a més a més dues formes de la PK-R, R i Ry, que representen les
formes presents als eritrocits immadurs (reticulocits) i madurs respectivament.

Dos isoenzims meés, PK-M; i PK-M,, presents en altres teixits (PK-M1 a
muscul estriat i cervell; PK-M2 a teixit fetal, leucocits, plaguetes, pulmé, melsa,
ronyo i teixit adipds) sén producte de splicing alternatiu en un gen diferent,

anomenat PKM, localitzat en el cromosoma 15, a la banda g22.

s—H-- —H-H H- -

1R 2|_ 3 Alu 7 8 Alu 9 10 Alu 11 Aw

Figura 18. Representacié esquematica del gen PKLR. Les caixes blaves

representen els exons i les caixes ratllades roses son insercions de sequéencies
Alu. 1R és el primer ex6 del cDNA d’eritrocit i 2L és el primer exd del cDNA de
fetge.
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3.3.3. Funcio de PKLR

La funcié de la piruvat quinasa és catalitzar la formaci6 de piruvat i ATP a
partir de fosfoenolpiruvat (PEP) i ADP en la glucolisi anaerdbica (degradacio dels
gllcids, en el citoplasma cel-lular, que t¢ com a funcié obtenir energia per a
incorporar acid fosforic en forma d'ATP). L’enzim necessita magnesi (Mg?®") i
potassi (K*) per a la seva correcta activitat.

Als eritrocits, en la deficiencia de PK, augmenten els nivells intracel-lulars
dels metabolits de la via glucolitica anteriors al PEP, especialment els de 2,3-DPG
(2,3-difosfoglicerat). Els nivells elevats de 2,3-DPG poden inhibir altres enzims de
la mateixa via glucolitica, com I'hexoquinasa o la fosfofructoquinasa, i també
inhibiria el pas cap a la via oxidativa de degradacié glucolitica (via de les
pentoses), contribuint a I'anemia hemolitica. Al mateix temps disminueix la
concentracio d’ATP, que altera la permeabilitat de la membrana, contribuint a una
progressiva deshidratacio cel-lular, iniciant una prematura destruccio dels eritrocits
(Tanaka i Paglia 1995).

3.3.4. Mutacions al gen PKLR i distribuci6 geografica

Hom ha descrit ja més de 120 mutacions al gen PKLR (Human Gene
Mutation Database: PKLR; Zanella i Bianchi 2000) que inclouen mutacions
missense, nonsense, d’splicing, delecions i insercions. Sén les mutacions del gen
PKLR, que afecten als isoenzims R i L, les que estan implicades en I'anémia
hemolitica hereditaria per deficit de PK. El gen PKM, localitzat en un altre
cromosoma, no esta afectat en 'THNSHA per déficit de PK (Beutler i Baronciani
1996).

Hom anomena les mutacions a partir de la seqtiéncia del cDNA del tipus R,
a partir de la A del codd d’iniciaci6 ATG com a numero 1. A partir d’aqui, hom

numera els aminoacids a partir de la primera metionina de I'enzim de tipus R.
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Malgrat que la majoria de les mutacions només s’han trobat una vegada,
per algunes d'elles existeix una clara distribuci6 geografica i predileccid
poblacional. La mutacié G1529A és majoritaria en poblacié d’origen europeu,
on representa entre el 40-45% del total de mutacions (Baronciani et al. 1995;
Lenzner et al. 1997). Es una substitucié nucleotidica G ® A, a I'ex6 11 del gen,
gue implica un canvi d’'aminoacid Arg ® GIn, a la posicido 510 de I'enzim. La
segona mutacio més frequent en poblacié europea és la C1456T (11% del total)
(Lenzner et al. 1997), una altra substitucio nucleotidica C ® T, també a I'exd 11
del gen, que implica el canvi de I'aminoacid en posicio 486 de I'enzim, Arg ® Trp.
A la poblaci6 d’origen asiatic, I'espectre de mutacions sembla ser ben diferent,
no havent-se trobat la mutacié G1529A en cap pacient japones (Baronciani et al.
1995) i essent la mutacié més comuna la C1468T (substitucié nucleotidicaC ® T,
també a I'exd 11 del gen, que implica el canvi de I'aminoacid en posicié 490 de
'enzim, Arg ® Trp) (Zanella i Bianchi, 2000). En poblaci6é gitana hom ha descrit
una de les mutacions conegudes més greus del gen PKLR: una delecié de 182

nucleotids a I'ex6 11 (Baronciani i Beutler 1995).

3.3.5. Polimorfismes, haplotips i mutacions associades al gen
PKLR

Son diversos els polimorfismes descrits al gen PKLR (Lenzner et al. 1997,
Kugler et al. 2000) i inclouen fins al moment tres SNPs, un microsatel-lit i una
sequencia de poli-Ts (T,) amb dos al-lels descrits. Ja Glenn et al. (1994) analitzant
un SNP del gen GBA i un SNP del gen PKLR en varies poblacions varen trobar
gue ambdods polimorfismes (i per extensié ambdos gens) estaven fortament lligats,
ampliant els haplotips descrits pel gen GBA (haplotips + i -) al gen PKLR. Aquest
analisi es va confirmar amb treballs posteriors d’altres autors (Demina et al. 1998;
Rockah et al. 1998) que varen trobar un fort desequilibri de lligament entre les
mutacions més comunes del gen GBA i determinats al-lels en polimorfismes del
gen PKLR. Han estat descrits també (Lenzner et al. 1997; Kugler et al. 2000) els

haplotips (pels polimorfismes de PKLR) associats amb les principals mutacions
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causants de la deficiéncia de PK i es veu que cada mutacio es troba associada,
en general, a un haplotip concret, fet compatible amb un origen Unic de les

mutacions.
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OBJECTIUS

Els objectius del present treball han estat:

1. Descriure les frequencies al-léliques en poblacions humanes de tot el mén de
marcadors intragénics coneguts per CFTR i per GBA-PKLR. Es d’especial
interes (en el cas de CFTR) la descripcio de la variacié existent en un nou
microsatel-lit (IVS1CA), ja que fins al moment s6n molt poques les dades
poblacionals que hi ha del mateix. A partir dels mateixos marcadors,

reconstruir-ne els haplotips i descriure’n la seva distribucié geografica.

2. Analitzar el desequilibri de lligament, entre loci, existent a cadascuna de les
dues regions (CFTR i GBA-PKLR) i intentar entendre els factors genomics i
poblacionals que hi contribueixen. Pel cas del gen GBA (i per extensio la regio
GBA-PKLR), és dificil d’entendre el fort desequilibri de lligament que hi ha
descrit en poblacions d’origen europeu; es pot pensar que l'existencia de
només dos haplotips majoritaris, per un conjunt de dotze marcadors, pot ser
deguda a raons poblacionals per un pur problema de la mostra analitzada i, en
aguest cas, sera interessant analitzar aquesta regidé genomica en poblacions
de tot el mon. Aportar noves eines metodologiques en l'estudi del LD en

haplotips complexos.

3. Coneixent el background haplotipic, en el gen CFTR, de les mutacions més
importants causants de fibrosi quistica (background que sabem que és diferent
al dels cromosomes no portadors de mutacions); cercar i descriure la seva
distribucié geografica actual a nivell mundial, pot permetre reconstruir i
entendre la historia de les mutacions i de la propia malaltia, és a dir, els seus
origens i la seva dispersio. De fet un objectiu inicial era trobar alguna poblacio
no europea on els haplotips CF estiguessin presents entre els cromosomes

normals per tal d’inferir el lloc d’origen de les mutacions CF.
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1. POBLACIONS ESTUDIADES

Per a tenir una bona representacid mundial, s’han estudiat un total de 18
poblacions humanes, que cobreixen tots els continents. Les poblacions
estudiades son les seglents:

Poblacions de I'Africa sud sahariana: Dues mostres de pigmeus (els mbuti i els

biaka) i una mostra de poblacié tanzana; els pigmeus mbuti sén del NE de I'antic
Zaire, concretament d’una zona selvatica anomenada Ituri; els pigmeus biaka s6n
del poble Bagandu, al SO de la Republica Central Africana; i els tanzans son
d’'Ifakara, al districte Kilombero de la regi6 Morogoro al SE de Tanzania. Poblacié

del nord d'Africa: els sahrauis, del Sahara Occidental, perd actualment localitzats

en diversos camps de refugiats al sud d’Algeria. Poblacions de I'Orient Mitja:

drusos i jueus iemenites. Els drusos, que son una comunitat islamica, de Galilea,
al nord d’Israel; i els jueus iemenites que s6n immigrants del lemen a lIsrael.

Poblacions europees: bascos de la provincia de Gipuzkoa, dins del Pais Basc

espanyol; catalans de les comarques gironines de Catalunya, en territori
espanyol; finlandesos que no fossin d’origen suec, de Finlandia; russos del
districte Zuevsky al NE de Moscu, a Russia; i la poblacio adygei, del nord del

Caucas, a la regido de Krasnodar, al SE de RuUssia. Poblacions asiatiques:

kazakhs del poble Aktasty, a la vall del Kegen, a la regié Almaty del Kazakhstan,
a I'Asia central; iacuts de la RepuUblica Autdnoma de lacUtia de Russia, a I'est de
Sibéria; xinesos Han, étnia majoritaria de la Xina, del sud de la Xina, perd que
viuen a la badia de San Francisco, als Estats Units; i japonesos també de l'area

de San Francisco. Poblaci6 de l'area del Pacific: els nasioi melanesis, de

Bougainville a les llles Salomon, a Melanésia. | finalment les poblacions
americanes: els indis maia, de I'estat de Campeche al Yucatan, Méxic; i els surui

de Rond6nia al SO de '’Amazonia, al Brasil.

Per a una part del treball s’han inclos en la mostra dos goril-les Gorilla

gorilla), un orangutan (Pongo pygmaeus) i tres ximpanzés (Pan troglodytes).
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1.1. Origen i obtenci6 del DNA de les diferents

poblacions

La major part de les mostres (mbuti, biaka, drusos, iemenites, finlandesos,
russos, adygei, iacuts, xinesos, japonesos, nasioi, maia i surui) provenen de linies
cel-lulars de limfoblasts mantingudes al laboratori de J. R. Kidd i K. K. Kidd, a la
Universitat de Yale. Les mostres de sahrauis, bascos i catalans formen part de la
col-lecci6 de mostres del laboratori de J. Bertranpetit i han estat recollides per
membres de I'equip. La mostra de tanzans prové de la Unitat d’Epidemiologia i
Bioestadistica de I'Hospital Clinic de Barcelona, cedida per C. Menéndez. La
mostra de kazakhs va ser recollida per membres del Departament d’Antropologia
de la Universitat de Bolonya i cedida per D. Pettener. Les mostres de primats no

humans son del zoologic de Barcelona.

El DNA de les mostres de sahrauis, bascos i catalans s’ha obtingut a partir
de mostres de sang extretes amb vacutainers de 5 ml que contenien citrat sodic.
El DNA de la mostra de tanzans s’ha obtingut a partir de pel-let d’eritrocits de
mostres de cordd umbilical. En tots els casos I'extraccio de DNA es realitza
mitjangant un metode estandard d’extraccié amb fenol i cloroform (Sambrook et al.
1989), a partir de la lisi dels limfocits i posterior digestié de les céel-lules amb
proteinasa K, en preséncia d’'EDTA i SDS (aquest darrer com a detergent), per tal
d’eliminar les proteines. EI DNA aixi extret es precipita seguidament amb etanol.

Per tal de determinar la quantitat de DNA obtinguda per a cada mostra es
va mesurar l'absorbancia en un espetrofotometre a 260 nm (una unitat
d’absorbancia a 260 nm equival a 50 ng/m de DNA de doble cadena) i es va
calcular la relacio d’absorbancies a 260 nm i 280 nm (D.O.z60/ D.O.250) per tal de
determinar la relacié d’acids nucleics i de proteines a cada mostra. El valor optim
es troba al voltant de 1,8 (un valor inferior indica contaminacié de proteines o
restes de fenol). Per ultim, les mostres es van dissoldre a 100 ng/m com a solucio

de treball.
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2. ANALISI DE MICROSATEL-LITS (STRPs) I
SUBSTITUCIONS NUCLEOTIDIQUES (SNPs)

Els métodes emprats per l'analisi dels dos tipus de marcadors estan
descrits en els corresponents apartats dels capitols de Resultats. En aquest
apartat només es pretén fer una sintesi dels marcadors utilitzats en les regions

genomiques estudiades (Taula 3).

Regi6 Localitzaci6 Locus Tipus Nombre Poblacions
cromosomica marcador d’al-lels analitzades

CFTR 7qg31.2 IVS1CA STRP 17 1-18

IVS6aGATT STRP 5 1-18

IVS8CA STRP 12 1-18

T854 SNP 2 1-18

IVS17bTA STRP 36 1-18

TUB20 SNP 2 1-18
PKLR 1g21 PKLR(ATT), STRP 12 1-11, 13-18
PKLR1705 c/a SNP 2 1-11, 13-18

GBA 1921 GBA2834 g/c/a SNP 3 1-3
GBA3931 a/g SNP 2 1-11, 13-18

GBA5135 a/c SNP 2 1-3
GBA6144 alg SNP 2 1-11, 13-18

Taula 3. Marcadors emprats i regio genomica on es localitzen. Dins de cada regio
es troben ordenats segons l'ordre 5’-3’ en que es troben al gen. S’indiquen també
les poblacions on s’ha analitzat cada polimorfisme (1: Biaka; 2: Mbuti; 3: Tanzans;
4: Sahrauis; 5: Drusos; 6: lemenites; 7: Bascos; 8: Catalans; 9: Finlandesos; 10:
Russos; 11: Adygei; 12: Kazakhs; 13: lacuts; 14: Xinesos; 15: Japonesos; 16:
Nasioi; 17: Maia; 18: Surui)
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3. ANALISI ESTADISTICA DE LES DADES

Els tractaments estadistics utilitzats es troben detallats també en els

corresponents apartats, de materials i métodes, dels capitols de Resultats (Capitol

| a Capitol IV).
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