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De les mutacions causades per recombinacions entre el gen GBA i el
pseudogen

El gen GBA i el seu pseudogen (GBAP) tenen un elevat grau d'identitat nucleotidica, que
és del 96%. Agquesta gran homologia entre ells ha dificultat el diagndstic molecular de les
mutacions causants de la malaltia de Gaucher. El diagndstic mutacional es realitza mitjancant
I'amplificacié per PCR i posterior seqUenciacidé. Es necessari el disseny d'uns encebadors

especifics per al gen GBA, per evitar I'amplificacié del pseudogen.

A més de la dificultat que comporta la preséncia del pseudogen pel que fa al diagnostic
molecular, el pseudogen pot ser la causa d'aparicié de mutacions en el gen. Degut a I'elevada
homologia entre el gen GBA i el GBAP i també a la poca distancia que els separa (només 16 kb),
les mutacions que es froben en el pseudogén poden incorporar-se al gen per mecanismes de
conversid genica o d'entrecreuament desigual, donant com a resultat el que es coneix com a

allels Rec o allels complexos.

Els primers allels Rec es van descriure I'any 1990 i van ser el RecNcil i el RecTL (Eyal i col.,
1990). Inicialment aquests allels es van descriure com allels complexos que contenien els
diversos canvis presents en el pseudogen: L444P, A456P i V460V, en el cas de I'allel RecNcil, i
aquests mateixos canvis més el D40%9H, en el cas de I'allel RecTL. Aquests alilels es van definir
també com a gens ‘lepore’-like (referint-se a I'allel recombinant del gen de la B-globina
anomenat Lepore), ja que estaven formats per una regid 5' del gen funcional i una 3' del

pseudogeén (Strasbergi col., 1994).

Des del moment que es van descriure aquests allels es va posar de manifest que
previament s'havien produit errors de diagnostic. Per exemple es va comprovar que alguns
pacients diagnosticats inicialment com homozigots per a la mutacid L444P realment eren

heterozigots per a aquesta mutacié i en I'altre allel eren portadors d'un d'aquests allels Rec.

Aquests errors de diagnostic eren deguts a la tecnica utilitzada per a detectar les
mutacions. Com que era necessari utilitzar encebadors especifics del gen per amplificar la regié
gendomica d'interés, els allels Rec no es podien amplificar ja que part de la seqlencia

corresponia al pseudogéen.

Tot i que els allels RecNcil i RecTL son els més freqUents, posteriorment s’han descrit altres
allels causants de la malaltia de Gaucher deguts a recombinacions entre el gen i el pseudogen.
La majoria dels allels complexos s’han generat per entrecreuaments desiguals o conversions
geniques que afecten la regid 3' del gen GBA. Sembla ser que en aquesta regié les
recombinacions sén més freqUents, probablement pel fet que és la regid més homologa entre el
geni el pseudogén. Perd en alguns pocs casos la recombinacié que ha generat I'al lel complex
s'ha produit en la regié 5 del gen. Tots aquests allels son dificils de detectar, ja que han
incorporat seqiencies del pseudogéen des del punt on s'ha produit I'entrecreuament, i per tant,

des d'aquest punt els encebadors especifics de gen tampoc amplificarien.
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Quan I'entrecreuament s'ha produit en la regié 5 del gen, l'allel ha incorporat
practicament tota la seqUéncia del pseudogen i es pot confondre amb una delecié completa

del gen.

Un exemple d'aquest tipus d'errors és el cas del pacient caracteritzat en aquest treball
que va ser diagnosticat erroneament com a homozigot per a la mutacié N370S. Perd la clinica
que presentava era massa greu per a tenir aquest genotip. En analitzar mostres dels pares es va

observar que només el pare era portador per a la mutacié N370S.

Combinant diferents técniques, de Southern blot, PCRs i seqUenciacié hem pogut
caracteritzar I'allel mutant Rec(int-2) (Cormand i col., 2000). Fins al moment I'aldel complex
descrit amb el punt d'entrecreuament més a 5' era l'allel RecA (Reissner i col., 1998), que el
presentava a l'intré 3. En el cas del pacient analitzat vam poder descriure un nou allel complex
amb la recombinacio situada entre el final de lintrd 2 i linici de I'exé 3 del geni el lloc homoleg

del seu pseudogeén. Es I'al fel Rec amb la recombinacié més a 5' descrit fins el moment.

En la figura D.1 es presenta |'actualitzacié dels allels Rec que s’han descrit com a resultat
de recombinacions entre el gen i pseudogen. Com es pot veure, la majoria d'aldels complexos
impliquen una recombinacid en la zona 3' del gen, a partir de I'intré 8. Des de la publicacio, a
I'any 2000, del nostre tfreball s'"han descrit dos nous alilels Rec (Miocic i col., 2005; Zhao i col.,
2003). El lloc on s’ha produit I'entrecreuament en tots dos allels esta situat més a 3' del descrit

per nosaltres (Cormand i col., 2000).

Figura D.1. Alels Rec descrits causats per recombinacions entre el gen GBA i GBAP responsables
de la malaltia de Gaucher. Les fletxes marquen el lloc de I'entrecreuament. Si hi ha doble
entrecreuament en la regié del gen es marca amb les dues fletxes i la linea que abarca la regié
recombinada. En vermell es marca la mutacié Rec del capitol 1.1 i en blau les noves mutacions
Rec des de la publicacidé del treball (Cormand i col., 2000).

Aquestes dades ens demostren que les recombinacions entre el gen i el pseudogen es
poden donar en diferents llocs d’'aquests, confrariament al que es pensava en principi, quan
només s'havien trobat recombinacions que afectaven la regié 3' del gen. Tot i aixi, la major
homologia entre el gen i el pseudogen en la regid 3' facilitaria aquestes recombinacions

desiguals i faria que fossin més freqlents en aquesta regid.
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De la mutacio RecNcil

Com s'ha explicat anteriorment, la majoria d'allels Rec descrits es formen per
recombinacions en la regié 3' del gen GBA, probablement per la major homologia entre aquest
i el GBAP en aquesta regid. Perd una altra dada que va ajudar a explicar aixd va ser la
descripcié en la regid propera al gen GBA i GBAP del gen de la MTX i el seu pseudogen MTXP. La
presencia dels gens MTX i MTXP es va proposar com un factor que encara afavoriria més la
generacié d'allels Rec, per que es podrien donar enfrecreuaments entre el gen MTX i MTXP que

podrien afectar també al gen GBA (Tayebii col., 2000).

Un d'aquests allels generats per recombinacions en la regidé 3' del GBA és I'allel RecNcil,
que és l'aldel complex més freqUent, tot i que en la majoria de poblacions la freqiéncia
d'aguest l'allel és molt baixa. En la poblacié espanyola representa el 2.8% de les mutacions
totals (Cormand i col., 1998a). Perd en estudis previs fets en poblacié argentina s'havia vist que la
freqUencia d'aquesta mutacid era més elevada que en altres poblacions (21%) (Cormand i col.,
1998b). Per aquest motiu vam andalitzar el mecanisme mutacional que havia generat la mutacié

RecNcil en poblacié argentina i també espanyola.

La mutacié RecNcil s'havia caracteritzat per la presencia en l'allel de tres canvis (L444P,
A456P i V460V) que sén presents en la seqUencia del pseudogén, és a dir, que d'alguna manera
s'ha substituit una regid del gen per la seva homologa del pseudogéen. Aquesta substitucid

s'hauria pogut donar per mecanismes de conversid génica o per enfrecreuaments desiguals.

En el nostre cas, per caracteritzar els allels Rec vam analitzar mostres d'individus que
havien estat diagnosticats com a portadors de la mutacid L444P. Aquests individus eren

candidats a ser portadors d'un a el RecNcil.
Per analitzar el mecanisme que havia generat I'al lel RecNcil vam utilitzar tres métodes:

x  Amplificacié per PCR i seqUenciacié de I'exd 10, que ens permetia veure quins
individus eren portadors només de la mutacié L444P o dels tres canvis de I'allel

RecNcil.

% Southern blot amb I'enzim Sspl, que ens permetia veure reordenaments genomics

que s'haguéessin generat.

x  Andlisi del polimorfisme ITG6.2 (Lau i col., 1999), que ens donava informacié dels
reordenaments gendmics a partir del nUmero d'al-els d'aquest polimorfisme que es
tfrobaven. L'avantatge d'utilitzar I'andlisi d'aquest polimorfisme era que es
necessitava menys quantitat de mostra, i en individus dels que disposdvem de poc
material ens va permetre veure si tenien reordenaments genomics en la regié sense

realitzar el Southern.

En la figura D.2 es mostra I'estructura de la regié gendmica andalitzada, la situacié del
gen GBA i el pseudogen GBAP i del gen MTX i el pseudogen MTXP, la posicié de les dianes de

I'enzim Sspl (utilitzat en el Southern blot), i del polimorfisme ITG6.2.
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Sspl Sspl Sspl Sspl

. GBAP
| X

Figura D.2. Regié genomica analitzada,on trobem el gen GBA i el pseudogen GBAP
(en blau), i el gen MTX i el pseudogén MTXP (en vermell). Es mostren també la posicid
de les dianes Sspl i del polimorfisme ITG6.2.

Segons el mecanisme que ha generat la mutacid RecNcil en cada cas es van obtenir
diferents patrons de Southern i es van poder observar diferents nombres de I'allel ITGé6.2:
conversid géenica (patré 17.1 kb -12.4 kb, que corresponen a la banda del gen i la del
pseudogen; 2 allels ITG6.2) i per entrecreuament desigual dos patrons diferents (17.1 kb -15.9 kb
-12.4 kb i 17.1 kb-13.9 kb -12.4 kb, on a més de les bandes del gen i pseudogén trobem una
banda extra que correspon al gen de fusid o a la duplicacié que s'ha generat; frobem també 3
allels ITG6.2 o 1 allel respectivament). En la figura D.3 es mostra I'esquema dels possibles

reordenaments

L444P A456P V460V

=

A. conversio génica —‘—-

B1/B2. entrecreuament desigual que genera gen fusié

13.9 kb ) 13.9 kb

C. entrecreuament desigual que genera duplicacié génica

17.1 kb - 15.6 kb = 12.4 kb

Figura D.3. Reestructuracions genomiques generades pels diferents mecanismes. Podem trobar 3 patrons
diferents (A, Bi C) generats per conversié genica o enfrecreuament desigual.
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A més dels Southern blot amb I'enzim Sspl i I'andlisi del polimorfisme ITG6.2, per trobar el
punt on s’havia donat I'entrecreuament es van dissenyar PCRs que ens permetessin amplificar i
seqgUenciar aquestes regions on s'havien produit els entrecreuaments. Es van utilitzar encebadors
especifics del gen o del pseudogéen (tant de GBA com de MTX), depenent del reordenament
que ens interessés analitzar. Aixi podiem amplificar el gen de fusié format o la duplicacié genica

generada. En la figura D.4 es mostra les regions amplificades.

B1/B2. Entrecreuament a nivell de GBA o de MTX amb gen de fusio

C. Entrecreuament a nivell de MTX amb duplicacié génica

-

Figura D.4. Regions amplificades per PCR que ens van permetre identificar el lloc d’entrecreuament. Amb X es
marca el lloc on vam determinar que s'havia produit I'entrecreuament. Es mostren també els encebadors
utilitzats ().

Amb tota aquesta informacié hem pogut relacionar els diferents patrons de Southern, els
resultats de ITG6.2 i la informacié de les regions amplificades per PCR i seqUenciades, amb el

mecanisme que ha generat els diferents al dels complexos:
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P

Estructura A (patrd 17.1-12.4 / 2 alfels ITG6.2): aquest resultat el frobem en cromosomes
controls, perd també en individus que tenen les tres mutacions. En aquest cas les

mutacions haurien passat del pseudogén al gen per un mecanisme de conversid genica.

Aquests al‘lels, tot i ser allels complexos perque son portadors de diferents canvis, a nivell
gendomic no tenen cap reordenament. Possiblement per aquest mecanisme és com han

passat al gen moltes de les mutacions que es troben al pseudogen.

Estructura B1/B2 (patrd 17.1-13.9-12. / 1 allel ITG6.2): aquest tipus d'allel és el resultat d'una

recombinacié entre el gen i el pseudogen amb la qual es produeix una delecié que inclou
la regid 3' del gen fins la 3' del pseudogen (aproximadament unes 20 kb), per qixd es perd
1 allel de ITG6.2. S'obté un gen de fusid, que en el Southern déna una banda de 13.9 kb,

format per practicament tot el gen menys la regié 3' que és del pseudogen.

Aquest patrd el trobem tant en individus que tenen les tres mutacions com en individus
gue només tenen la L444P. En aquest Ultim cas I'entrecreuament s'hauria produit més a 3’
d’on es troben les tres mutacions en el pseudogén i per aixd no les trobem. La L444P es
podia haver donat per conversi® genica o per un dalfre mecanisme mutacional

(independent del pseudogen, mutacid recurrent).

Els allels d'aquest patrd serien els equivalents a altres allels complexos descrits, com el
Rec(int-2) (allel Rec descrit en el capitol 1.1), perd amb el punt de recombinacid en la
zona 3' del gen. Depenent d'on es produeixi aquesta recombinacid trobarem unes
mutacions o altres en el gen, que serdn totes les que hi ha en el pseudogen a partir del
punt de la recombinacioé fins a 3'. Si s'ha produit, com en el pacient A48, en I'intrd 9 serd

portador de les tfres mutacions que caracteritzen els al lels RecNcil.

De totes maneres son més freqlents els allels Rec de la regié 3'. Aixd podria ser perqué és
en aquesta zona on el gen i el pseudogen sén més semblants. A més, és en aquesta zona
on s'encavalguen les seqUéncies del gen i pseudogen de GBA i amb el gen i pseudogen
de la metaxina (MTX i MTXP), que sén també molt semblants, és a dir, que és una regid
molt gran amb una alta homologia de seqUéncia que pot afavorir els entrecreuaments

desiguals.

En alguns casos la recombinacié que ha generat el gen de fusid s'hauria produit a nivell
de MTX. Aquests aliels els podem amplificar mitjancant una PCR, utilitzant un encebador
especific del gen GBA i un especific del gen MTX. Aixi podem detectar allels complexos
generats per una recombinacid produida entre la regié 3' del gen GBA i el gen MTX. En el
cas que la recombinacié s'hagués produit a nivell de MTX el fenotip patoldgic el causaria
l'altfra mutacié que frobem el gen GBA, sigui la L444P o les mutacions que caracteritzen

I'al {el RecNcil.
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Estructura C (patrd 17.1-15.6-12.4 |/ 3 allels [TG6.2): aquest aldel complex és també
consequencia d'un entrecreuament desigual. De fet, és el cas reciproc del que origina la
estructura B2. Perd en aquest cas es produeix una gran insercié (unes 25 kb) que inclou la
regid entre el gen i el pseudogeén, per aixd es guanya un allel de I'NTGé6.2, obtenint una
duplicacidé, que en el Southern té un tamany de 15.6 kb, formada per prdcticament tot el

pseudogen menys la regidé 3' que és del gen.

Aquest patré I'nem frobat en cromosomes que tenen només la mutacid L444P, en
cromosomes que tenen els tres canvis i en cromosomes confrols (no eren portadors de
cap mutacid). En aquest cas no depéen del punt on s'ha donat la recombinacid, perqué
tinguin la mutacié que tinguin la frobem en el gen i no en la duplicacié que es genera, és
a dir, que serien fendmens independents la recombinacié i la mutacié que porten en el

gen.

Ja s’havia descrit la preséncia d'aquests alels en controls. En un estudi fet es van analitzar
per Southern blot amb I'enzim Sspl individus controls i es van trobar un 3.5% de cromosomes
que portaven aquest tipus d'al el (Tayebi i col., 2000), que de fet és la mateixa freqlencia
que troben d'aquests al lels, que es consideren alels RecNcil, en les poblacions de malalts

analitzades. En el nostre cas vam trobar 1 cromosoma de 86 cromosomes analitzats (1,2%).

En aqguest cas el lloc on s’ha produit la recombinacid és entre el geni el pseudogén de la

metaxina.

La presencia de reordenaments en cromosomes d'individus controls fa pensar que
possiblement no causen cap patologia, tant si és a nivell de GBA com a nivell de MTX. El
fenotip patologic el causaria la mutacid que detectem en el gen GBA del mateix
cromosoma. El gen de la metaxina per la posicid gendmica que ocupa es veuria afectat
pels entrecreuaments que es donéssin a nivell de GBA. Perd també si es produeixen

entrecreuaments a nivell de MTX afectarien al gen GBA.

S'ha volgut relacionar la presencia d'un reordenament amb un fenotip amb Parkinson
(Tayebi i col., 2001), justificant que el gen de la MTX estda relacionat amb transport de
proteines a la mitocondria i en els malalts de parkinson aquesta funcié estd alterada. Perd

aquesta associacié no s'ha pogut demostrar.
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Del gen de la prosaposina (PSAP)

Fins al moment, només s'han descrit 14 mutacions en el gen de la PSAP responsables de
diferents malalties (figura D.5). Sis d’'elles, localitzades en el domini de la Saposina B, causen
leucodistrofia metacromatica (MLD), ja que la saposina B estimula la hidrdlisi del grup sulfat del
sulfatid per I' Arisulfatasa A (Henseler i col., 1996; Holtschmidt i col., 1991; Kretz i col., 1990; Regis i

col., 1999; Wrobe i col., 2000; Zhang i col., 1990). Aquestes mutacions s’han trobat en homozigosi.

p.Q430X
p.C315S
ML
E MAV ¢.207dITGT ¢.577(-1)G>T c.803delg | P-C382G
p.C241S csazp
p.T217I °
pN215K  c.778(-2015)C>A
p.N215H
SAP A SAPC SAPD

Figura D.5. Mutacions descrites en el gen de la PSAP.

Dues altres mutacions, trobades també en homozigosi, estdn associades a una deficiencia
combinada de totes les saposines. Una d'aguestes mutacions és la descrita en el codd
d'iniciacié ATG, gue impedeix la formacid del polipeptid prosaposina, el precursor de totes les
saposines (Schnabel i col., 1992). L'altra mutacid, una delecid d'1 parell de bases en el domini
SAP-B, produeix una degradacié del mRNA, segurament per un mecanisme de degradacié del
MRNA, conegut com a NMD (‘nonsense-mediated decay’). Aquesta mutacié es va trobar en la

mare d'un pacient, que era homozigot per aquesta mutacié (Hulkova i col., 2001).

La darrera mutacid descrita ha estat una delecié del triplet TGT en el domini de la
Saposina A (Spiegel i col., 2005). Aquesta mutacid es troba en homozigosi en el pacient

produint-li la malaltia de Krabbe.

S'han descrit tres pacients amb mutacions en el domini de la saposina C associades a la
malaltia de Gaucher (Rafii col., 1993; Schnabel i col., 1991; Amsallem i col., 2005). Aixd concorda
amb el fet que la saposina C és I'activador de la glucocerebrosidasa. El darrer pacient descrit
(Amsallem i col., 2005) té una mutacid en el domini de la SAP C, p.C315S, i una segona mutacié
en la meteonina de l'inici (p.M1V), que afecta al tot el gen. Els dos primers pacients tenen
cadascun d’ells dues mutacions diferents que afecten el mateix codd, la p.C382G ila p.C382F, i
la segona mutacié estava encara per identificar fins al moment. En aquest treball presentem la

identificacid de la segona mutacié d'un d'aquests pacients.

Aquest pacient va heretar la mutacié p.C382G del seu pare. La mutacié materna

s'esperava que fos també en el domini de la saposina C, perquée era un pacient diagnosticat
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com a malalt de Gaucher. Pero no es va identificar cap canvi en els exons 10 11 del gen de la

PSAP, que sén els que codifiquen per a la saposina C.

El segUent pas va ser la seqUenciacid de la regidé promotora, perqué s’havia descrit
préeviament que la mare d'aquest individu tenia la meitat de mRNA i cixo feia pensar que en la
regid promotora hi pogués haver un canvi que no deixes que el gen es transcribis. Perd no vam

trobar cap mutacié patogenica en aquesta regid.

Finalment, la seqUenciacié de la regié codificant sencera ens va permetre trobar una
transici6 C>T en la posicid 1288 del cDNA (c.1288C>T), donant lloc a un codd de parada
prematur en I'exd 12 (p.Q430X). Aguest exd correspon al domini de la saposina D, on no s'ha
descrit cap mutacid fins ara. En principi no s'esperaria que una mutacié en la saposina D causes
la malaltia de Gaucher. Perd la presencia d'un codd de parada prematura podria portar a la

degradacio del mRNA per un mecanisme de NMD.

S'"ha demostrat que els codons de parada prematura (PTC, ‘premature termination
codon’) han d'estar com a minim a 50 nucledtids a 5' de la Ultima unié exé-exd del gen per a
desencadenar el procés de NMD (Nagy i Maquat, 1998). El PTC generat per la mutacié p.Q430X
compleix aquest requisit. Encara que no disposdvem de mostra per demostrar el NMD,
I'observacié que el mRNA de la PSAP en fibroblasts de la mare del malalt estava reduit al 50%,

analitzat mitjancant un Northern blot (Rafii col., 1993), recolza aguesta hipotesi.

A més a més del pacient on vam frobar la mutacié en el gen de la PSAP, vam analitzar
dos pacients més que eren candidats a ser portadors de mutacions en el gen de la PSAP.
Aqguests pacients tenien un fenotip que semblava Gaucher tipus |, perd tenien una activitat
glucocerebrosidasa normal, cosa que feia pensar que les mutacions causants de la malaltia
podien estar en el gen PSAP. Després de seqUenciar tot el gen no es va identificar cap mutacid
en aqgavuests pacients causant de la malaltia. No obstant, en un d'aquests pacients vam

identificar una nova variant polimorfica en la posicid IVS12+5G>A.

Vam analitzar aquest polimorfisme perquée s'havia descrit que el canvi en la posicié +5 de
la zona donadora d'splicing d'una G per una A podia ser una mutacion patogenica
(Danckwardt i col., 2002; Baralle etal., 2003; Diaz-Font i col., 2005). El fet de que aquest canvi no
produis cap efecte a nivell de mRNA i que el frobéssim també en cromosomes d'individus

control, confirmava que no es tractava d'una variant patogenica.

S'han descrit pocs casos de pacients amb mutacions en el gen de la PSAP. Només s’han
descrit 14 mutacions en 12 pacients, i cadascuna s’ha trobat en un cas. En el cas de Gaucher
només s'han descrit fres mutacions en el domini de la saposina C (C315S, C382F i C382G), les tres

en les cisteines que es troben conservades en cadascun dels dominis SAPs.
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De la terapia génica

La terdpia génica es va dissenyar amb la
intencié que fos la correccid permanent del
defecte en les malalties monogéniques,
mitjancant la fransferdncia del gen normal

corresponent.

L'esforc que s'ha invertit en aquest camp
es veu amb el gran nombre de assajos clinics que
s’han desenvolupat. Com es pot comprovar en la
taula D.1, s’han desenvolupat quasi 600 protocols
de transferancia genica per a Us terapeutic, entre
els quals en trobem 3 per a la malaltiac de
Gaucher. En un d’aquests protocols s"han ufilitzat
retrovirus aconseguint mantenir I'expressié del
gen de la glucocerebrosidasa exdgen durant 3

mesos (Dunbari col., 1998).

Basicament, els vectors classics utilitzats han
estat retrovirus i adenovirus. Perd aquests vectors
han generat diferents problemes en la seva
aplicacid. Els retrovirus poden produir problemes
en integrar-se a t'atzar en el genoma, com es va
descriure en el cas d'un noi tractat per a una
immunodeficiéncia combinada severa lligada al
cromosoma X (SCID-X1) que va desenvolupar una
leucemia (Hacein-Bey-Abina i col., 2003). En el

cas dels adenovirus, un dels principals probemes

Trial type Total *

Marking 41
Nontherapeutic 6
Therapy 590
Infectious discase 41
Human immunodeficiency virus 38
Other viral disease 3
Monogenic diseases 50

Cystic fibrosis

Severe combined immunodeficiency
Hemophilia

Fanconi anemia

Alpha-l-antitrypsin deficiency
Canavan disease

Chronic granulomatous disease

Gaucher disease
Othery

Other diseases
Peripheral artery discase
Coronary artery discase
Eve disorders
Arthritis
Arterial restenosis
Ulcer
Renal disease
Othert
Cancer (therapeutic approach)
Immunotherapy/in vivo transduction
Immunotherapy/in vitro transduction
Pro-drug/HSV-TK and ganciclovir
Tumor suppressor gene
Vector-cell directed lvsis
Chemoprotection
Oncogene downregulation
Antisense
Other§

Total gene transfer protocols

N _ IS
o o L LS M OT Oy LS

Taula D.1. Profocols que existeixen
trnsferancia génica (taula de (Raper, 2005).

de

que planteja es que es pot desencadenar una resposta immune, com es va descriure en el cas

d'un pacient fractat per la deficiencia d'ornitin transcarbamilasa (OTCD), que va morir com a

consequéncia d‘aquesta resposta immune (Raper i col., 2003). Perd el principal problema és

que el gen exdgen es deixa d'expressar, s'acaba silenciant.

Amb I'objectiu de solucionar aquests problemes es continua freballant molt en aquest

camp, sobretot en la millora de la transferéncia génica, del disseny del vector i de les noves

aplicacions terapéutiques. Actualment s'estant utilitzant nous vectors, com son els lentivirus i AAV

(‘adeno-associated virus'). No obstant, també s’'estan desenvolupant altres tecniques no virals

que permetin ser utilitzades com a eina terapéutica.

En el nostre cas, vam utilitzar métodes no virals, com sén els quimeraplasts i les tecniques

de RNAIi, com a possible estrategia terapetica per a la malaltia de Gaucher.
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Dels quimeraplasts com a eina de terapia genica

La primera vegada que es va parlar de quimeraplasts i la seva possible utilitzacié com a
eina de terdpia génica va ser I'any 1996 (Yoon i col., 1996), on es describien els quimeraplasts
com a molecules que eren capaces de corregir un gen mutat transfectat en célules en cultiu.
El mateix any, en un article publicat a Science, el mateix grup descrivia la utilitzacid dels

quimeraplasts per corregir una mutacié causant d'anemia falcemica (Cole-Strauss i col., 1996).

A partir d'aguell moment els quimeraplasts es van comencgar a utilitzar en el camp de la
terdpia génica, com a correctors de mutacions en diferents malalties (Lii col., 2001; Rando i col.,
2000). També es van aplicar en el camp de la genética de plantes, per generar resisténcia a
herbicides (Beetham i col., 1999; Zhu i col., 1999), qixi com també es van utilitzar com a agents
mutagenics, és a dir, utilitzaven el quimeraplasts per infroduir una mutacié en un punt concret

(Ellis i col., 2001; Graham i Dickson, 2002).

En aguell moment, que va ser quan es va comencgar aquest freball, la utilitzacié dels
quimeraplasts semblava una técnica amb un gran potencial terapéutic. Es per aixd que ens
vam plantejar utilitzar-los en el nostre cas. L'objectiu era corregir les mutacions causants de la
malaltia de Gaucher. En el cas de la malaltia de Gaucher aquesta tecnica podia ser molt Util, ja
que unes pogues mutacions son les responsables de la majoria de casos de la malaltia. Per
exemple, en el cas de la poblacidé espanyola, només amb 3 mutacions, que sén la N370S, L444P i

la D40%H, s'expliquen més del 70% dels al{els Gaucher.

Una altra avantatge és que per evitar la patologia no cal tenir un 100% de I'activitat de
I'enzim. De fet, molts individus homozigots per la mutacid N370S se sap que poden ser
assimptomatics. Aixd permet que encara que la eficiencia de correccid sigui baixa pot ser

suficient per corregir el problema enzimatic.

Vam pensar que la mutacid que seria més adequada per intentar la correccié podria ser
la L444P, perque en el cas de la poblacid espanyola era la segona més freqient (22.7% dels
allels). Tot i que la N370S és la més prevalent ens semblava que corregir la L444P era més Ufil,
pergue la N370S esta associada a fenotips més lleus mentre que la presencia de la L444P dona

fenotips greus.

Aixi, vam decidir fer I'assaig de correccid en fibroblasts d'un pacient que era homozigot
per la mutacid L444P. El fet que les célilules fossin homozigotes per la mutacié ens facilitava la
feina, en quant a la deteccid de la correccid, és a dir, per baixa que fos la eficiencia de

correccidé havia de ser més facil detectar-la en un homozigot, que en individus heterozigots.

Tot i que vam aconseguir introduir els quimeraplasts i que aquests arribéssin al nucli del
fibroblasts (ho vam comprovar utilitzant un quimeraplast fluorescent) no aconseguiem detectar
correccié de la mutacid. Haviem analitzat quin era el minim de correccid que es podia detectar
utilitzant amplificacié per PCR i digestio, i haviem comprovat que detectadvem a partir d'un 3%

de preséncia de I'allel normal. Aixd volia dir que, si tfeniem correccid, havia de ser menor d'un
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3%, ja que no la detectavem. Fins aquell moment s'havien descrit eficiencies de correccid

d'entre un 20-40 % en animals in vivo (Kren i col., 1998; Rando i col., 2000), i entre un 11-35 % en

cultius celulars, que era el nostre cas (Yoon i col., 1996) (Tagalakis i col., 2001). En la taula D.2 es

presenten alguns exemples d'utilitzacid dels quimeraplasts i les eficiencies de correccid descrites.

Gene Syndrome

System used Conversion rate

quoted (%)

Alkaline phosphatase

CHO cells 30

(3" globin Sickle cell anaemia Lymphoblastoid cells
Alkaline phosphatase Hepatoma cells 11
Factor IX Haemophilia B Rat, in vivo 40
Kanamycin-resistance Cell-free extract 0.1
UGTIAL Crigler—Najjar syndrome Gunn rat, in vivo 20
Acetolactate synthase Herbicide resistance Tobacco
Maize
Tyrosinase Albinism Mouse, in vivo
Dystrophin DMD mdx mouse, In Vivo 20
GRMD dog, in vivo
Apolipoprotein E Atherosclerosis CHO cells 35

Taula D.2. Diferents exemples d'aplicacio dels quimeraplasts i les eficiencies de correccié obtingudes en
cada cas. En blau es marca els exemples on s’han utilitzat en célules i en vermell on s’han utilitzat in vivo
(figura adaptada de Graham i Dickson, 2002).

Vam pensar que un dels motius pels que no havia funcionat la correccid podia ser que les

céeldules que estavem utilitzant no eren les adequades per obtenir freqUiéncies elevades de

correccid. Per comprovar-ho vam decidir utilitzar un metode de correccid in vitro descrit, on es

corregia una mutacié incorporada en un plasmid utilitzant I'extracte proteic de les céelules que

es volien provar (Cole-Strauss i col., 1999). Concretament, s'intentava corregir una mutacié en el

gen de resisténcia a la kanamicina incorporada en un pldsmid, que permetia discriminar les

pEKSm4021
B164 bp

Wild-type: TTC GGC TADIGAC TGG

Mlutant: — G —_
Canverted: (@
TECGCGogavaagoegATECTgacocoguguawT
T Kand 02 1C ™
T T
TCGOEC CUTATTCCGO TADGACTSGGOACAAT

Figura D.6. Esquema del plasmid utilitzat
per fer I'assaig de correccid in vitro i la
seqUéncia de la regié amb la mutacid,
la WT i la corregida.

céllules corregides de les que no ho havien estat,

perque les primeres creixien en medi amb kanamicina.

Es podia diferenciar el plamid corregit del WT
perqgue el nucledtid mutat es substituia, no pel WT que
era una T, sind per una C, que permetia que la
proteina funcionés igualment. Aixi per seqUéncia es

podia distingir el plasmid corregit (Figura D.é).

Aquest assaig s'havia descrit que funcionava
amb céllules hepdtiques, amb una eficiencia de
correccié del 0.1%. Tot i que era una correccidé baixa
permetia posar de manifest faciiment el resultat, per la
preséncia d'unes poques colonies en plagues amb
kanamicina per cada 1000 que apareixien en plagues

amb ampicilina. Per qixd vam utilitzar també, a més de
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fibroblasts, una linia celular hepatica (HepG2) com a control positiu de I'experiment.

Perd tampoc vam aconseguir cap resultat positiu amb aquest experiment. Les poques
colonies obtingudes en kanamicina normalment eren contaminacions, que no vam poder

arribar a seqlenciar mai per comprovar la correccio.

En aquest moment va aparéixer un article en la revista Science posant en dubte els
resultats positius de correccid que s'havien obtingut durant aquests 6 anys (Taubes, 2002). Els
autors remarcaven que la majoria d'articles que s’havien publicat eren del mateix grup, o de
grups que coldaboraven o havien anat a redlitzar els experiments en el laboratori on havien
descrit la técnica. Posaven en dubte la repetitivitat dels experiments, ja que a més a més, la
revista havia entrevistat a uns 30 grups que havien treballat amb quimeraplasts i cap havia

obtingut resultats positius.

Tot qixd concordava amb els nostres resultats negatius. A partir d'aguest moment es van
publicar altres articles amb resultats negatius on havien utilitzat quimeraplasts, a més del nostre
(Manzano i col., 2003; Ruiter i col., 2003; Tagalakis i col., 2005).
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De I'RNAi com a eina de terapia génica

Fins al moment s’han utilitzat les t&écniques de RNAI per inhibir I'expressié de diferents gens,
tant exdgens com endogens. En aquest treball s'han utilitzat per inhibir I'expressié del gen GCS,
com a possible estratégia alternativa per a la terdpia genica. De fet, la inhibicié del enzim GCS
ja s'estd aplicant com a terdpia, utilitzant inhibidors de I'enzim, exactament el NB-DNJ. Es la base

de la terdpia de reduccid de substrat.

El fet que la inhibicié de I'enzim GCS s’estigui aplicant com a terdpia i estigui donant bons
resultats reforcava la utilitzacié de la interferencia d'RNA per inhibir I'expressié del gen GCS i que

aixd pugués ser aplicat terapeuticament.

La primera aproximacié va ser la inhibicié del gen GCS utilitzant siRNAs, bdsicament
perque ens permetia provar diferents seqléncies diana sobre les que actuar i decidir llavors
quina era la millor. Vam dissenyar i sintetitzar quatre siRNAs diferents situats en quatre exons
diferents del gen que vam anomenar siRNAT11 (en I'exd 2), siRNA34 (en I'exd 4), siRNA48 (en I'exd
6) i sSiRNA68 (en I'exd 8).

La selleccié de les quatre seqUéncies diana es va fer seguint les regles que s’havien
descrit fins al moment (Elbashir i col., 2002). Els criteris que es van tenir en compte van ser: la
posiciéd de la seqléncia diana en el cDNA (no es van utilitzar seqUéncies situades en les regions
5'UTR o 3'UTR), el percentatge de nucleotids GC en la segléncia (s'havia descrit que el
contingut de GC havia de ser al voltant del 50%) i que I'estructura de les seqUencies s'aproximin
a I'estructura 5'-AA-(19nt)-UU-3'.

Un altre factor a tenir en compte en el disseny dels siRNAs era la posicid de la seqUencia
diana en el context de I'estructura secundadria del RNA. En principi, si aquesta seqUéncia es
trobava en una regid on I'estructura era un loop, afavoria la unid del siRNA al RNA, millorant la
seva eficiencia d'inhibicié.

La estratégia que vam seguir va ser transfectar céldules Hela, on previament haviem
confirmat que el gen GCS s’expressava a uns nivells facilment detectables, amb els diferents
siRNAs. Vam provar diferents reactius com a vehicles de transferéncia, determinant que la

lipofectamina era el producte que ens donava millors resultats.

Dels quatre siRNAs sintetitzats, amb dos vam aconseguiar reduir I'expressid del gen GCS: el
SIRNATT i el siRNA68. Aquests dos siRNAs, a més de cumplir les regles descrites anteriorment,
també tenien com a seqUéncies diana regions que adoptaven una estructura secunddria en

forma de loop.

L'expressid del gen GCS la vam quantificar primer a nivell de mRNA. Per fer-ho, vam
utilitzar la Real Time PCR. Tot i que aquesta técnica ens va permetre identificar quins dels siRNAs
funcionaven, el problema que ens plantejava era que obteniem una gran variabilitat en els
resultats. Per aquest motiu vam realitzar RT-PCRs semiquantitatives, per confirmar amb un alire

métode els resultats obtinguts amb la Real Time PCR.
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Aquestes tecniques ens van permetre veure no només que els siRNAs 11 i 68 eren capagos
de reduir I'expressid del gen GCS, sind també que el siRNA11 era capac de fer-ho més
eficientment, perqué amb concentracions menors d'aquest siRNA ja obteniem reduccions en
I'expressid del gen. Aguesta dada es va tenir en compte, perque ens insteressava utilitzar la
minima quantitat possible de siRNA, ja que esta descrit que concentracions elevades de siRNAs

poden produir una inhibicié inespecifica (Jackson i col., 2003).

Per aquest motiu vam continuar treballant només amb el siRNA11. Per comprovar I'efecte
del siRNA11 a nivell de proteina, vam realitzar un assaig d’'activitat in vitro de I'enzim GCS.

Segons els resultats obtinguts en aquest assaig també aconseguiem reduir I'activitat de I'enzim.

Mitjangant els siRNAs vam aconseguir disminuir I'expressidé del gen GCS. No era convenient
que I'expressid s'anul{és totalment, perqué la inhibicié total de la GCS podria ser perjudicial.
Com ja s’ha descrit, els GSLs sén necessaris in vivo per al correcte desenvolupament i, a més, la
inhibicié total d'aquest enzim podria ser perjudicial per I'excés de ceramida que es podria

acumular.

Se sap que la ceramida estd relacionada amb processos d'apoptosi (Hannun i Luberto,
2000), tot i aixd en els cultius celulars on haviem inhibit la GCS les celules creixien normalment i
no es veia un augment d'apoptosi. Aquests resultats eren coherents amb el que ja s’havia
descrit que en culfius celdulars semblava que els GSLs no eren necessaris, o almenys que les

céllules amb la GCS inhibida (o anullada) no morien (Yamashita i col., 1999).

També vam provar d'inhibir I'expressid del gen GCS utilitzant shRNAs, és a dir, siRNAs
transcrits a partir de la seqUencia introduida en un pldasmid. L'avantatge de fer servir els ShRNAs
és que es poden selleccionar les céllules transfectades, ja que el plasmidi conté un gen
selleccionable, assegurant que totes les cellules han rebut el shRNA, i que la inhibicié del gen
d'interés es pot mantenir durant tot el temps que convingui. En canvi, amb els siRNAs a partir del

tercer dia des de la tranfeccid la inhibicié es va perdent.

Vam generar els shRNAs que corresponien als siRNAs 11 i 68, que eren els que ens havien
funcionat. Amb els shRNAs no aconseguiem una inhibicié tan elevada com amb els siRNAs. Aixd
podria ser degut a que el plasmid utilitzat no funciones bé o perqué en aquest cas i amb les
céllules utilitzades els siRNAs siguin més eficacos que els shRNAs. En aquest sentit, Bantounas i
col., (2004) han descrit que |'eficiencia dels siRNAs i sShRNAs depen del tipus cellular i, en concret,

en célules Hela ells obtenen inhibicidé de I'expressid utilitzant siRNAs perd no shRNAs.

Pensant en una futura aplicacidé en un model animal ens interessava posar a punt la
inhibicié de GCS en ratoli. En ratoli, el gen que codifica aquesta proteina és I'Ugcg. Comparant
la seqUencia del gen humdad i del gen de ratoli vam veure que la seqiéncia diana per al siRNA68

era identica en els dos gens.

Vam transfectar les céllules RAW264.7 i WEHI-3B, ambdues linies celulars de macrofags
de ratoli, amb el siRNA68. Utilitzant la Real Time PCR vam veure que aquest siRNA era capc de

reduir I'expressié del gen Ugcg perd només en les céllules RAW264.7. Tot i utilitzar el mateix siRNA
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per inhibir el mateix gen, en les cellules WEHI-3B no observavem cap efecte. Aixd podria ser
causat per una menor eficiencia de fransfeccid en aquestes cellules o per una una diferent

capacitat del siRNA d'inhibir el gen en aquestes celules.

També vam transfectar les céllules amb el ShRNA68, perd vam obtenir resultats similars als

obtinguts en céllules Hela.

El fet que aquestes cellules fossin macrofags de ratoli ens permetia disposar de celules
on se sap que I'acumul de glucosilceramida és major. Aixi doncs, potser es podien utilitzar per
visudlitzar I'acumul de glucosilceramida en els lisosomes i la seva posterior desaparicié un cop
fractades amb el ShRNA48.

Com s’havia descrit préviament, en aquest tipus cellular es podia detectar I'acumul de
glucosilceramida, generat per la inhibicié de la glucocerebrosidasa per epoxid-pgconduritol
(CBE), utilitzant técniques de microscopia electronica (Platt i col., 1994a; Platt i col., 1994b). Ens
vam plantejar redlitzar aquest experiment per veure si podiem generar aquest acumul en les
cellules RAW264.7 tractant-les amb CBE i revertir I'acumul transfectant-les amb el siRNA6S, i
detectar-ho amb el microscopi electronic de fransmissié. Pero, malauradament, aquesta

técnica no ens va ser Util per quantificar aquest acumul o la seva reduccid.

Pensant en la seva possible aplicacié com a terdpia, tot i que els resultats obtinguts sén
preliminars, el fet d'haver posat a punt la inhibicié de I'enzim en céllules de ratoli ens permetria
provar-ho en animals model. L'avantatge d'utilitzar la inhibicié de la GCS com a terdpia permet

que es pogués aplicar en altres esfingolipidosi.

Pel que fa a I'administracié dels siRNAs o shRNAs per al tractament d’aquestes malalties,
darrerament s'estan provant diferents metodes en animals model per diferents malalties. Entre
d'altres, s'estd estudiant I'administracid de siRNAs en el cervell (Thakker i col., 2005), que podria

ser molt Util en el cas de malalts d'esfingolipidosis amb neurodegeneracio.

Darrerament s'han aprovat els primers assajos clinics utilitzant siRNAs en malalts d'’AMD
(Whelan, 2005; Check, 2005). Aquest fet obre un nou cami en I'aplicacié d'una terdpia génica

basada en I'utilitzacié de la interferéncia de RNA.
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De la malaltia de Gaucher i la feina presentada en aquesta tesi

La feina realitzada en aquesta tesi ens ha permeées posar de manifest que la malaltia de
Gaucher, tot i ser una malaltia monogénica, no és una malaltia senzilla. La caracteritzacié de
mutacions en el gen de la PSAP, aixi com la caracteritzacié dels allels Rec ens demostra que la

malaltia estd influenciada per altres gens directa o indirectament.

Les mutacions descrites en el gen de la PSAP indiquen que aquest gen estd directament
relacionat amb la malaltia. De fet, no només amb la malaltia de Gaucher sind en moltes
malalfies lisosomals. Aquest gen ja no s’analitza en pacients de la malaltia de Gaucher que ja
han estat genotipats amb mutacions en el gen GBA. Pero, és possible que variacions en el gen
PSAP puguéssin afectar al fenotip de la malaltia. Hi podrien haver canvis en la PSAP que influissin
en la seva funcid afectant aixi el fenotip que manifesta el malalt. Possiblement canvis que
afectessin la PSAP, tot i que no I'anul léssin totalment, podrien fer que alguna de les saposines, o
en concret la saposina C per a la malaltia de Gaucher, tinguéssin una afinitat diferent per

I'enzim que estan activant.

D'altra banda, les SAPs podrien tenir altres funcions o activar alires enzims que podrien

afectar també el fenotip de la malaltia.

A més del gen de la PSAP, que afectaria directament al fenotip de la malaltia, hi haurien
altres gens implicats, com seria el gen de la MTX, que en pacients portadors d'allels Rec podria
estar alterat. Aquest gen també podria afectar al fenotip de la malaltia. No obstant, tot i que
s'ha intentat relacionar amb la presencia de la malaltia de Parkinson en pacients de la malaltia
de Gaucher, no s'ha pogut establir una associacidé total. Si que se sap que en malalts de
Gaucher hi ha una freqiéncia molt elevada de Parkinson (Goker-Alpan i col., 2004; Sidransky,
2005). Podriem dir que el fet de ser portador d'una mutacié causant de la malaltia de Gaucher
és un factor de risc. Perd la causa concreta de perqué aquesta freqiéncia és més elevada no

s'ha pogut establir.

Un altre factor a tenir en compte seria el nivell d'expressié o activitat que cada individu
pogués tenir dels diferents enzims de la via de sintesi dels glicoesfingolipids, o concretament en

el cas de Gaucher, de I'enzim GCS responsable de la formacid de glucosilceramida.

Els gens que codifiquen aquests enzims podrien influir en la gran varietat fenotipica de la
malaltia de Gaucher, i encara hi poden haver molts factors més que influeixin en el fenotip. De
fet, la causa directa de la patologia encara no és coneix. Es proposa que part de la
glucosilceramida acumulada podria sortir del lisosoma i actuar sobre I'nomeostasi del Ca
(Korkotian i col., 1999) o activar la formacié de fosfatidilcolina (Bodennec i col., 2002). La
interaccid de la GlcCer amb diferents vies bioquimiques podria també influir en les variacions

fenotipiques de la malaltia.
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L'altre fema que s'analitza en aquest tesi és la utilitzacid de diferents técniques com a
possible estratégia alternativa de terdpia génica per a la malaltia de Gaucher. El fet que no
s'hagi pogut aplicar una terdpia génica convencional amb éxit, no només en aquesta malaltia

sind en general, ha fet que s'estiguin desenvolupant noves alternatives.

La utilitzacid de quimeraplasts no va donar reultats satisfactoris, i per aixd vam
desenvolupar una altra aproximacié basada en la inhibicid per RNAI. Aquesta estrategia si ha
donat resultats positius a nivell de cultius cellulars, i es podria comparar a la utilfzada en la

terdpia actual de reduccid de substrat, en la que s'inhibeix I'enzim GCS amb NB-DNJ.
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