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CAPíTOL 2 
 

ANÀLISI DEL GEN PSAP EN PACIENTS DE LA MALALTIA 
DE GAUCHER 

 
 



 



Resultats 

2.1. Anàlisi de mutacions en el gen PSAP en un pacient de la malaltia de 

Gaucher 

 

Fins al moment només s’han descrit tres pacients de la malaltia de Gaucher amb 

mutacions en el gen de la prosaposina (PSAP) i no en el gen de la glucocerebrosidasa (GBA). En 

dos casos d’aquests només s’havia identificat una de les dues mutacions responsables de la 

malaltia (Rafi i col., 1993; Schnabel i col., 1991). 

Nosaltres disposàvem de la mostra d’un d’aquests dos pacients. Aquest pacient era 

portador de la mutació p.C382G, que es troba dins del domini de la saposina C. En aquest 

treball es presenta com es va identificar la segona mutació d’aquest pacient, la mutació 

p.Q430X. Aquesta mutació es troba en el domini de la saposina D i molt probablement produeix 

una deficiència de totes les saposines per NMD. És la primera mutació descrita en el domini de la 

saposina D. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Referència del treball publicat: 

A mutation within the saposin D domain in a Gaucher disease patient with normal 

glucocerebrosidase activity. Human Genetics (2005) 117: 275-277. 
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Resultats (Dades Suplementàries) 

Dades suplementàries: 

2.2. Anàlisi del gen de la prosaposina (PSAP) en pacients candidats a ser 

deficients en Saposina C. 

Un dels objectius d’aquesta tesi era trobar pacients de la malaltia de Gaucher com a 

conseqüència d’una deficiència de la saposina-C. Així, a més del pacient que ja s’havia descrit 

com a portador d’una mutació en el gen de la PSAP (capítol 2.1.), vam analitzar les mostres 

procedents de dos pacients més que eren candidats a ser portadors de mutacions en el gen de 

la PSAP. Aquests pacients tenien un fenotip que semblava Gaucher tipus I, però tenien una 

activitat glucocerebrosidasa normal en l’anàlisi in vitro. 

Tot i que no es van trobar mutacions en el gen de la PSAP en aquests dos pacients, l’anàlisi 

complet del gen va permetre identificar dos polimorfismes nous del tipus SNPs en aquest gen, un 

en la regió promotora i l’altre en l’intró 12. 

 

2.2.1. Individus analitzats 

El pacient 1 es el pacient descrit en el capítol 2.1. Per a l’anàlisi de DNA es va utilitzar la 

mostra de la mare del pacient (SAP1m). El pacient 2 presentava hepatoesplenomegalia i 

hemorràgies gastrointestinals, i en l’aspirat de medul·la òssia apareixien un nombre baix de 

cèl·lules Gaucher. La pacient 3 presentava hepatoesplenomegalia i pancitopènia, i en l’aspirat 

de medul·la òssia s’observaven cèl·lules d’emmagatzematge lipídic.  

La caracterització bioquímica dels pacients es va realitzar a l’Institut de Bioquímica Clínica 

(Barcelona). Els tres pacients tenien una activitat glucocerebrosidasa in vitro normal. A més, en 

els pacients 2 i 3, les activitats esfingomielinasa, β-galactosidasa, i β-hexosaminidasa eren també 

normals en els fibroblasts en cultiu. Per al pacient 3 també es va descartar la malaltia de 

Niemann-Pick tipus C en base a la tinció filipina. 

Els DNAs d’individus control es van obtenir a partir de mostres de voluntaris del 

departament de Genètica de la Universitat de Barcelona i del banc de sang de l’Hospital de la 

Vall d’Hebron, Barcelona.  

 

2.2.2. Mètodes utilitzats 

Extracció de DNA: el DNA genomic es va preparar a partir de fibroblasts dels pacients 

utilitzant el  Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega). 

Amplificació per PCR i seqüenciació: El gen de la PSAP es va analitzar per amplificació per 

PCR i posterior seqüenciació de la regió promotora i dels seus 15 exons. Per la reacció de PCR es 

va fer utilitzant 1 U Taq DNA Polymerase (Promega), 10 pmols de cada primer (descrits en el 
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Resultats (Dades Suplementàries) 

capítol 2.1), 1.5 mM MgCl2, 200 µM dNTPs, i 100 ng de DNA genòmic en el buffer recomanat. Les 

condicions de la reacció van ser: desnaturalització inicial a 94ºC durant 2 min, 35 cicles de 

desnaturalització a 94ºC durant 40s i 30s d’anellament a 59-60ºC, amb una extensió final de 5 

min a 72ºC. 

Els fragments de PCR amplificats van ser purificats amb el GFX™ PCR DNA and Gel Band 

purification Kit (Amersham Pharmacia Biotech). Les reaccions de seqüencia es van fer amb el 

BigDye Terminator Cycle Sequencing v2.0 kit (PE Applied Biosystems, UK) i es van analitzar amb 

un ABI PRISM 3700 DNA analyzer (PE Applied Biosystems, UK). 

Anàlisis de restricció: Els  SNPs de l’intró 12 i de la regió promotora es van confirmar per PCR 

i digestió amb els enzims AccII (3h at 60ºC) i TaqI (2h at 65ºC) respectivament. Els productes de 

digestió es van separar per electroforesi en un gel d’agarosa al 2.5%. 

Extracció d’RNA i RT-PCR: Per al pacient 3, es va aïllar l’RNA total a partir dels fibrobalsts 

cultivats amb el QIAshredder™ homogenizer (Qiagen) i el RNeasy Mini Kit (Qiagen). La 

transcripció reversa es va fer amb 200 U M-MLV Reverse Transcriptase, Rnase H Minus, Point 

Mutant (Promega), 1 µg d’RNA total, i 1 µg d’oligo-dT (1h a 42ºC, 10 min a 70ºC). 

Es va amplificar un fragment de cDNA que incloia des de l’exó 8 al 14 (els dominis SAP-C i 

SAP-D) utilitzant els primers SAPdownF (5’-ACTCTGGTCCCCGCCAAAGT-3’) i SAPdownR (5’-

CCAATGCTGTGGTTTTGCC-3’). Les condicions de PCR van ser: desnaturalització inicial a 94ºC 

durant 2 min, 35 cicles de desnaturalització a 94ºC durant 40s, 1min d’anellament a 55ºC, i una 

extensió a 68ºC durant 90s, amb una extensió final de 5 min a 68ºC. 

 

2.2.3. Resultats 

Es va analitzar DNA genòmic procedent dels pacients 2 i 3, i de la mare de l’1, per la falta 

de mostra d’aquest. Es van seqüenciar 17 fragments de PCR que cobrien la regió codificant, 

incloent els limits exó/intró, i la regió promotora.  

Figura 1. Seqüència del polimorfisme de la 
regió promotora en la mare del pacient 1 
(SAP1m) i en un individu control. 

En la mare del pacient 1 es va trobar la mutació 

p.Q430X (descrita en el capítol 2.1), causant de la 

malaltia de Gaucher juntament amb la p.C382G 

(descrita per Rafi et al., 1993). En els altres dos 

pacients no es va poder identificar cap mutació 

causant de la malaltia. 

La seqüenciació del gen de la PSAP en els tres 

pacients va permetre, a més, trobar dos nous SNPs: un 

en la regió promotora i l’altre en l’intró 12, 

concretament en la posició +5. 
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El polimorfisme en el promotor és una transició T→C, 130 nt a 5’ del codó d’iniciació ATG 

(posició 682 de l’entrada del Genbank AF057307). La variant menys freqüent, l’al·lel C, es va 

trobar en homozigosi en la mare del pacient 1 (Figura 1). Les freqüencies al·lèliques calculades a 

partir de 42 cromosomes d’individus control d’orígen espanyol no relacionats era de 90.5% (38 

cromosomes) per l’al·lel T i 9.5% (4 cromosomes) per l’al·lel C, sense incloure els cromosomes de 

la mare del pacient 1. Aquestes dades indicaven que era una variant rara no patogènica. 

La segona variant en la seqüència, identificada en el pacient 3, es va trobar a la posició 

+5 de l’intró 12 (IVS12+5G>A). El pacient era heterozigot per aquesta variant. Per analitzar si 

aquesta variant intrònica era una mutació patogènica, vam estudiar els seus possibles efectes 

en l’splicing del gen de la PSAP. Es va aïllar l’RNA total del pacient 3 i es va realitzar una RT-PCR 

amplificant un fragment que incloia els 

dominis de la SAP-C i la SAP-D, que 

posteriorment va ser seqüenciat. Es va obtenir 

una banda de la mida esperada (787 nt) que 

corresponia a la seqüència normal, i no es va 

trobar cap producte adicional (Figura 2). Es 

van genotipar per aquest canvi nucleotídic 

48 cromosomes d’individus control no 

relacionats, i es van trobar 7 cromosomes 

amb l’al·lel A i 41 amb l’al·lel G, donant unes 

freqüències al·lèliques del 15% i del 85% per la 

A i la G respectivament. 

Figura 2. Seqüència del mRNA i DNA genòmic 
del pacient 3, on es veu que la mutació no 
afecta al splicing. 

Vam aplicar el mètode descrit per Shapiro and Senapathy (1987) de predicció d’splicing 

per avaluar la probabilitat de que es donés l’splicing aberrant, calculant el valor consens (CV, 

‘consensus values’). El CV reflecteix la similaritat entre un possible lloc d’splicing i la seqüència 

consens. El valor obtingut per la seqüència mutada era més baix (68.25) que el de la seqüència 

normal (82.66).  

Tot i el valor del CV, les dades experimentals suggerien que no es donava un splicing 

anormal en aquest pacient. 
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