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Introduccio

SALUT | MALALTIA A LES POBLACIONS HUMANES

La malaltia ha acompanyat a l'home al llarg del seu viatge evolutiu fins a
lactualitat. Des de les primeres etapes del llinatge que ens separa dels nostres
"parents” vius més propers, ximpanzés i bonobos, diferents evidencies en les restes
fossils mostren la presencia de malalties. Per exemple, son abundants els casos
d’hipoplasies durant el desenvolupament, i inclis s’han documentat casos de
periodontitis en restes d’Australopithecus africanus (Ripamonti, 1988). Aixi, la
malaltia ha estat una experieéncia habitual en la vida de les poblacions humanes,
passades i actuals, que ha influit en la seva ecologia i en la seva demografia. Com a
causa de mortalitat (o causant de diferéencies en la capacitat de deixar
descendencia) dels seus individus, la malaltia ha estat un dels factors moduladors
del patrimoni genetic de lespécie humana a través, sobretot, duna pressio
selectiva sobre les caracteristiques que eren avantatjoses (o desavantatjoses)

davant uns condicionaments ambientals determinats.

En una concepci6 més amplia, la malaltia no és sind un tipus més de variacié
fenotipica, manifestada en un conjunt de caracteristiques patologiques. Aquest
fenotip, com qualsevol altre, ve determinat per una component ambiental i una de
genetica. Aixi mateix, les complexes interaccions entre totes dues components al
llarg del desenvolupament de l’individu, U'atzar i diferents aspectes del nostre

passat evolutiu han anat modulant i influint la seva variacio.

Com a especie animal amb una aparicid relativament recent en el planeta
(100.000-200.000 anys abans del present), és remarcable la rapida expansioé per una
extensio geografica practicament global. Aquesta rapida expansié ha portat 'home
a colonitzar ambients diversos entre si en molts aspectes: geologics, climatologics,
ecologics, ... Entre els exemples classics d'adaptacié a 'ambient es troba la variacio
latitudinal que presenta la pigmentacié de la pell en un gradient directament

relacionat amb la intensitat de la radiacio solar.

Aquesta odissea per tots els continents ha travessat algunes etapes que han suposat
un canvi important. Aixi, per exemple, el desenvolupament de lagricultura i la
ramaderia ha influit notoriament en el transcurs de la nostra historia com a
especie. La revolucio neolitica va comportar importants explosions demografiques i
grans moviments migratoris. La domesticacio d'animals va comportar l'aparicié de

noves malalties i la modificacio de la dieta de les poblacions humanes.
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Variacio en les NOS en poblacions humanes

La persistencia lactasica és un bon exemple d'adaptacio al canvi de dieta per part
de les poblacions humanes (Myles et al., 2005). En la majoria de poblacions
humanes, aixi com en la resta de mamifers, la capacitat per digerir lactosa decreix
després del deslletament matern per la caiguda dels nivells de l'enzim lactasa a
lintesti prim. Tot i aixi, hi ha individus adults que mantenen l'activitat lactasa de
forma permanent encara que passin periodes llargs de temps sense consumir llet.
Aquesta persistencia lactasica es distribueix geograficament de forma molt
particular. Es molt prevalent (>70%) en poblacions d'origen europeu i en certes
poblacions africanes amb una economia de pastoreig molt important (tuareg, tutsis,
bejas, ...); mostra freqiiencies intermitges (30-70%) a la Mediterrania, a ['Orient
Mitja i a certes zones d'Asia; i és poc fregiilent a América, Pacific i en moltes
poblacions sud-saharianes i asiatiques (veure figura |.1). A partir d'una analisi
introduint filogenies genetiques i culturals, Holden i Mace (1997) van establir que la
major part de la varianca en els nivells de persisténcia lactasica era atribuible al
pastoreig com a activitat productiva important. Aixi, pobles veins com hutus i tutsis
(tristament famosos per d'altres motius) arriben a mostrar nivells completament
oposats de persisténcia pel seu diferent tipus d'economia (basicament agricola i

ramadera, respectivament).
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Figura I.1. Freqiiéncia de l'al-lel de persisténcia a la lactasa (LCT*P) en diferents poblacions

(marcat en gris fosc). Modificat a partir de la informacié de Swallow i Hollox (2000).
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Introduccio

Ja en temps historics, grans moviments migratoris han posat en contacte poblacions
que havien estat separades entre si durant un llarg periode de temps. L'era de les
grans expedicions geografiques i els imperis colonials conseqiients van crear fluxos
migratoris a gran distancia i van barrejar, en diferent grau segons cada cas
particular, les poblacions autoctones, les provinents de les metropolis europees i,
en alguns casos, els contingents d'esclaus portats daltres continents. Aquests
moviments han evidenciat l'adaptacié que les poblacions havien fet al seu entorn
amb exemples com l'elevada incidéncia de melanoma en individus d'origen europeu
residents a Australia (per un "deficit" de pigmentacid) i la de raquitisme en poblacié
afroamericana d'Estats Units (per un "excés" de pigmentacio, unit molts cops a una
pitjor situacid social). Paral-lelament a aquests fluxes, diferents malalties
infeccioses anteriorment acotades geograficament s'estenen per diferents parts del

planeta i fins a l'actualitat constitueixen la principal causa de mortalitat humana.

MALALTIES INFECCIOSES | DIVERSITAT GENETICA

Entre l'espectre possible de malalties, les infeccioses han estat les principals
causants de mortalitat en les poblacions humanes en aquest viatge en el temps i
lespai. Al llarg del temps, canvis en el clima, en la demografia humana, en la
concentracio d'individus en grans nuclis i en les interaccions entre hoste i malaltia

han anat alterant el panorama de malalties infeccioses.

Considerant els organismes responsables d'aquesta malaltia com a factors de
pressio selectiva que poden influir en l'éxit reproductiu, poden observar-se genotips
individuals que han estat seleccionats per la seva eficacia davant de possibles
infeccions. D'aquesta manera, alguns aspectes de la diversitat genética humana
actual han estat determinats per malalties que han estat actuant en temps

prehistorics i historics.

El cas més evident és el que exemplifica la malaria. La infeccio per protozous del
genere Plasmodium (amb quatre especies, P. falciparum la més important, P.
vivax, P. ovale i P. malariae) és encara actualment una de les malalties infeccioses

més important del planeta. Segons les dades de U’OMS, l’any 2002 van morir

1.272.393 persones per malaria a tot el mon (http://www.who.int). La prevalenca
endémica de malalties monogeniques com la talassemia o l'anémia falciforme en

certes arees geografiques va evidenciar una certa correlaci6 amb larea de
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Variacio en les NOS en poblacions humanes

distribucié de la malaria. En determinades zones, al-lels associats amb certes
patologies hematologiques s’han mantingut en equilibri en la poblaci6 amb unes
freqiieéncies relativament elevades (Kwiatkowski, 2005). En el cas de variants
al-leliques protectores davant la infeccio per malaria i que no comporten cap tipus
de patologia per si mateixes, aquestes s'han observat amb freqiiencies properes a la
fixacié en certes poblacions amb paludisme endemic (per exemple, l'al-lel FY*O del

locus Duffy en moltes poblacions sud-saharianes).

En algunes regions mediterranies com el Delta de U'Ebre o la costa de Sardenya, la
malaria no va ser erradicada fins a principis del segle XX, i en tota la conca ha estat
una malaltia infecciosa important al llarg de la historia. Cal recordar, per exemple,
la mort de Dante Alighieri a Ravenna (a prop de Bologna) l'any 1321, o la de Marti el
Jove, rei de Sicilia i fill de Marti | 'Huma, a Sardenya l’any 1409, tots dos per

paludisme.

A l'actualitat, encara van apareixent indicis d'altres marcadors genétics implicats
en la proteccié davant de la malaria. Gens tals com la sintasa 2 d’oxid nitric (NOS2)
o el receptor de LDL (LDL-R) sén objecte d'estudi per mostrar-se implicats en el
procés d'infecci6 per Plasmodium, alguns amb variants polimorfiques que
protegeixen de la malaltia i/o produeixen una menor severitat. La substituciéo G-
954C al promotor del gen NOS2, per exemple, confereix una certa resisténcia a la
malaria i ha estat detectada com a polimorfica en poblacido africana i
afroamericana, pero inexistent en poblacions amerindies i d'origen europeu (Kun et
al., 1998; Martin et al., 1999). Tot i aixi, zones europees mediterranies com
Sardenya o el Sud de la Peninsula Ibérica, amb un historial destacable de malaria,
han presentat aquesta substitucid amb freqiiencies al voltant del 20% (Falchi,
2004).

MALALTIES COMPLEXES | DIVERSITAT GENETICA

Malgrat que les malalties infeccioses han estat les principals causes de mortalitat al
llarg de la historia evolutiva de les poblacions humanes, aquest panorama ha
canviat en les anomenades societats occidentals. A finals del segle XIX i principis
del segle XX els patrons demografics de moltes societats humanes han canviat. Les
millores en les condicions de vida, en l’alimentacio, en sanitat, descensos en la

mortalitat infantil, aixi com les politiques de control de la natalitat han portat

18



Introduccio

aquestes poblacions al que s’ha anomenat transicié demografica. Aquesta transicio
ha canviat substancialment la demografia de les societats industrialitzades,

especialment en la distribucio per edats de les poblacions.

L’envelliment d’aquestes societats, juntament amb el control a que les malalties
infeccioses han estat sotmeses (especialment amb el descobriment i la difusio dels
antibiotics a partir de mitjans del segle XX) ha conduit a canvis en la mortalitat i
morbiditat en una transici6 epidemiologica. Com a il-lustracié, només cal
comparar les 10 causes principals de mortalitat als Estats Units d’Ameérica els anys
1900 i 1990 (taula I.1). Mentre que a principis del segle XX les malalties infeccioses
eren les principals causants de la mortalitat, noranta anys més tard les principals
causes passaven a ser malalties no infeccioses classicament relacionades amb
’edat: aterosclerotiques, cerebrovasculars, neoplasiques, pulmonars croniques,

neurologiques, ...

Moltes d’aquestes malalties tenen una component ambiental important relacionada
amb el tipus de vida de U'individu afectat (consum de tabac, factors dietétics o
inactivitat fisica, entre d’altres) que han fet que de vegades siguin anomenades
“malalties de la civilitzaci6é”. Malgrat aquesta component ambiental, ha estat
demostrada una base genéetica important en patologies aterotrombotiques com
Uinfart de miocardi (Grant, 2003), en el cancer de mama (Locatelli et al., 2004) o
en diabetes de tipus 2 (Shaw et al., 1999).

1900 1990
1 Pneumonia (tot tipus) i grip Malalties coronaries
2 Tuberculosi (tot tipus) Neoplasies malignes
3 Diarrea, enteritis i Ulceres intestinals  Traumatismes i accidents
4  Malalties coronaries Malaltia cerebrovascular
5 Lesions intracranials d’origen vascular Malaltia pulmonar obstructiva cronica
6  Nefritis (tot tipus) Pneumonia (tot tipus) i grip
7  Accidents (tot tipus) Diabetes mellitus
8 Cancer i altres tumors malignes Suicidi
9 Senilitat Homicidis i execucions
10 Difteria SIDA

Taula I.1. Principals causes de mortalitat als EUA els anys 1900 i 1990. Extret de Gerstman
(2003).
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Variacio en les NOS en poblacions humanes

Rapidament sorgeix una pregunta: com pot ser que la seleccid natural no hagi
actuat sobre aquestes variants aparentment perjudicials? D’una banda, cal recordar
que aquestes malalties acostumen a tenir, excepte en casos molt concrets com la
hipercolesteroléemia familiar, una edat d’aparici6 a la que la majoria d’individus de
la poblacio6 ja han exercit la seva capacitat reproductora. Aixi, aquestes variants de
susceptibilitat genetica han estat transmeses a la seglient generacié abans que la
malaltia aparegui en U’individu que n’és portador, convertint-les en “invisibles” per

la seleccio natural.

A més, han sorgit algunes teories que suposen un caracter adaptatiu d’algunes
d’aquestes variants en el que s’ha anomenat teoria dels genotips estalviadors (de
'angles thrifty genotypes), desenvolupada per Neel (1962) a partir de U'estudi de la
incidencia de diabetes en el indis Pima americans. Segons aquesta hipotesi,
aquestes variants aconseguirien aprofitar al maxim els recursos energétics dels
aliments en ambients en els que aquests recursos no eren constants i hi havia una
alternanca de periodes amb aliment relativament abundant amb d’altres de fam.
Aquesta és la situacid nutricional que se suposa predominant durant, com a minim,

el Paleolitic.

Quan aquesta “paleodieta” va canviar, aquestes variants van perdre el seu
avantatge i actualment, amb l’augment de U’esperanca de vida i una alimentacio
rica en greixos i en hidrats de carboni refinats, han provocat un fort augment de
patologies com la diabetes i l’aterosclerosi per un suposat excés “d’aprofitament”

dels recursos alimentaris.

Aquesta teoria ha de fer-nos reflexionar sobre el caracter positiu o negatiu atorgat
a determinades variants genetiques. Els condicionaments ambientals poden canviar
al llarg del temps i determinar que les variants que ahir eren beneficioses avui

puguin ser considerades perjudicials.
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APROXIMACIONS A LES BASES GENETIQUES DE LES
MALALTIES COMPLEXES

Amb la revolucié que van suposar als anys 1970 i 1980, les innovacions en les
tecniques de biologia molecular, van aparéixer en serie els treballs que
identificaven els gens responsables de determinades malalties genetiques més o
menys rares, que es produien de forma endémica a determinades poblacions
humanes (generalment, d'origen europeu, per un clar enfocament etnocentric de la
recerca). Aixi, malalties que seguien un patréo mendelia clar, com la fibrosi quistica
o la corea de Huntington, van tenir identificats els gens involucrats en els fenotips

patologics classicament coneguts.

Com a conseqiiencia d'aquest exit inicial, les esperances de la recerca es van dirigir
cap a la determinacio dels factors genétics involucrats en malalties complexes com
la diabetes, les malalties cardiovasculars, diferents tipus de tumors, ... Moltes
d'aquestes malalties mostraven una component hereditaria important i les seves
incidencies a nivell poblacional son molt més elevades que en aquelles que
segueixen un patr6 mendelia simple. La determinacié d'aquests factors genétics
sha demostrat molt més dificil del que les previsions indicaven, potser de forma

massa optimista.

Aquestes malalties, a més de tenir una component genética i ambiental
heterogenia es caracteritzen per ser malalties comunes. El terme “comu” té una
doble implicacié: primer, que la malaltia és prevalent, i segon, que té una amplia
dispersid. Aquestes caracteristiques de freqliencia i distribucio poden ser possibles
si els al-lels de susceptibilitat per la malaltia eren prevalents en la poblacio
ancestral de la humanitat actual i van ser distribuits amb la dispersio cap a la resta
del planeta, que ha originat les poblacions actuals. Aquesta hipotesi del common
disease:common variant (Reich i Lander, 2001) ha resultat molt atractiva perque
suggereix que ’heterogeneitat genetica subjacent a la susceptibilitat a la malaltia

podria ser relativament petita.

Com a alternativa a aquesta hipotesi, JK Pritchard (2001) va desenvolupar el model
de variants rares, en qué postula que les variants poc freqiients serien els factors
genetics associats a les malalties complexes. Aquest model es basa en certes
assumpcions sobre les taxes de mutacid i la grandaria efectiva de la poblacio

ancestral que, tot i ser plausibles, poden no ser certes.
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Variacio en les NOS en poblacions humanes

Un primer enfocament per detectar aquestes variants de susceptibilitat genetica ha
estat a partir d'estudis de lligament en pedigrees amb families que manifestaven la
malaltia amb un patré6 dherencia bastant senzill. Aquesta aproximacio
metodologica ha permés la identificaci6 de gens involucrats en subdivisions
concretes, i poc frequents, del fenotip de la malaltia. En general, els mecanismes
moleculars detectats en gens com les presenilines (associades a l'Alzheimer a edat
temprana) o UABC1 (associat a la hipercolesterolémia familiar) només

contribueixen a explicar una petita part dels casos.

Daltres estudis han decidit estudiar els fonaments de malalties complexes en
poblacions concretes, generalment petites, aillades o amb un efecte fundador clar.
Aquests estudis pretenen reduir tant U’heterogeneitat genética com l'ambiental.
Aixi, poblacions com els finesos, els sards o els islandesos han estat en el punt de

mira d'aquesta aproximacié metodologica.

El cas més curids és, potser, el dlslandia. L'empresa deCODE Genetics ha reunit
més de 100.000 mostres d’individus islandesos (més de la meitat de la poblacié
adulta), ha reconstruit les seves genealogies i les ha creuat amb els historials
clinics disponibles per tots ells. Amb aquest enfocament, intenta identificar regions
genomiques involucrades en diferents malalties complexes (en ’actualitat son unes
deu, des d’esquizofrénia fins a diferents malalties cardiovasculars). Com a exemple
es pot observar la figura 1.2, on s’ha reconstruit la genealogia de 102 pacients

islandesos afectats per asma.

La utilitzaci6 de poblacions relativament aillades i amb un efecte fundador
important pretén augmentar en la mostra el grau de desequilibri de lligament entre
els marcadors analitzats i el locus directament associat a la malaltia. Aquest
enfocament, realitzat per exemple en poblacions sardes i fineses, ha aportat
resultats contradictoris sobre la seva utilitat en els estudis de lligament i

d’associacio (Eaves et al., 1998; Eaves et al., 2000)

L'aproximacié més habitual, pero, ha estat la realitzacié d'estudis d'associacid, ja
sigui a partir d'un disseny cas-control o a partir d'un disseny basat en families (a

partir de mostres de parelles de germans o de families nuclears).
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Figura 1.2. Cent dos pacients islandesos afectats per asma veuen com la seva genealogia
conflueix en una parella fundadora nascuda a mitjans del segle XVII. Extret de

http://www.decode.com.

ESTUDIS D'ASSOCIACIO

Com a estudis per detectar les bases genetiques de malalties complexes, els estudis
d'associacié s’han mostrat més Utils que els estudis de lligament en pedigrees. Amb
tamanys mostrals més petits aconsegueixen més poder per detectar associacions
(Risch i Merikangas, 1996). A més, els estudis d’associacid presenten una
sensibilitat molt superior per detectar gens de susceptibilitat per a una malaltia
complexa, especialment quan el risc relatiu associat al genotip de susceptibilitat és
petit (Greenberg i Doneshka, 1996).

Mentre que els estudis de lligament pretenen identificar regions cromosomiques
que puguin estar implicades en la malaltia estudiada, els estudis d’associacid es
basen en ’aproximacié de gens candidats (candidate genes). L’analisi de gens

candidats es fonamenta en l’estudi de polimorfismes en gens identificats que
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codifiquen per productes implicats en vies metaboliques que, en cas de ser
alterades, poden participar en ’aparicié de la malaltia. Aixi, per exemple, el gen
d’un enzim involucrat en el metabolisme de les lipoproteines podria ser un gen
candidat per estudiar malalties d’origen aterosclerotic, o un d’involucrat en la

reparacio del DNA podria ser un gen candidat per determinats tipus de cancer.

L’analisi d’associacio tracta d’establir una co-ocurréncia entre un al-lel d’un
polimorfisme determinat i la malaltia. Tot i trobar una relacio estadistica, les
explicacions genétiques que justifiquin aquesta relacid poden ser diferents.
L’explicacio més simple és que el marcador analitzat proporcioni per si mateix un
risc augmentat (o disminuit) per la malaltia, encara que molts cops només indica la
presencia d’un locus involucrat en la malaltia que presenta desequilibri de
lligament amb el marcador analitzat. A més, d’altres explicacions son possibles: el
marcador pot estar interaccionant epistaticament amb un segon locus, o
’associacié detectada pot ser falsa per errors en la mostra, en la definicié de la

malaltia o per la preséncia de factors interferidors.

L'aproximacié més senzilla son els estudis d’associacié cas/control. Aquests estudis
comparen les freqliencies d'al-lels o genotips entre una mostra d'individus afectats
(casos) i una de no afectats per la malaltia (controls). Diferéncies significatives
entre les mostres estarien indicant la implicacié com a factor de risc o com a factor
protector de l'al-lel o genotip analitzat. El principal inconvenient d'aquests estudis
son els possibles problemes d'estratificacié de la poblacié. Si la poblacié en la que
estem recollint les mostres cas i control esta subdividida en grups que difereixen en
la freqiiencia del marcador o en la incidéncia de la malaltia, les associacions
detectades poden ser erronies. A més, existeix el problema de la definicio de la
majoria de malalties complexes, ja que és impossible saber si una persona
aparentment sana (susceptible de ser inclosa en la mostra control) esta

desenvolupant la malaltia de forma assimptomatica.

Com a complement dels estudis cas/control, a finals dels anys 80 i principis dels 90
van desenvolupar-se els estudis d’associacié basats en families. Aquests estudis
empren controls emparentats geneticament amb els individus cas per evitar els

problemes d’estratificacié que poden afectar els estudis cas/control.

La primera aproximacié a aquest disseny mostral va ser la d’incloure als germans
dels casos, tenint en compte la concordanca o no del fenotip de la malaltia entre

els germans. Més endavant es van comencar a utilitzar mostres de families nuclears
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(Uindividu afectat i els dos pares) i es comparava les freqiiéncies dels al-lels dels
fills afectats (els transmessos pels progenitors) amb les dels no transmessos pels
pares. Aquesta metodologia es basa en el fet demostrat de que els al-lels no
transmessos son equivalents a les freqiiencies poblacionals (Rubinstein et al.,
1981). Tot i que es segueixen utilitzant aquestes aproximacions, el test que més
habitualment s’utilitza en estudis d’associacid basats en families és el test de

desequilibri de la transmissié (TDT).

TEST DE DESEQUILIBRI DE LA TRANSMISSIO (TDT)

Aquest test estadistic va ser desenvolupat per Spielman i col-laboradors (1993) i
només utilitza la informacié aportada pels pares heterozigots. En aquest test
s’analitza les vegades (tw;) que un pare heterozigot per un al.lel determinat M,
transmet aquest al.lel a un descendent afectat en comparacio amb les vegades (twx)
que no es transmet aquest al.lel, sino un de diferent (M,). A partir d aquestes
dades, es calcula el desequilibri en la transmissié d "un al.lel determinat d "un locus

mitjancant | expressio:

(tm1- tm)?

TDT =
tmit tux

que presenta una distribucié x> amb 1 grau de llibertat.

La freqiiencia de la transmissidé paterna d'un al-lel determinat al fill malalt és
comparada amb la freqliencia de la seva abséncia de transmissio. Si L al:lel
analitzat es transmet significativament més sovint del que és esperat sota el model
mendelia, aquest al-lel (o algun altre estretament lligat) pot predisposar per a la
malaltia. Si ’associacié es produeix per un deficit de transmissions de [’al-lel
analitzat, aquest (o un altre en desequilibri de lligament) pot constituir un factor

de proteccio enfront la malaltia.

La primera forma descrita del TDT només permetia analitzar marcadors bial-lelics,
pero0 més endavant s han fet adaptacions que permeten |'Us de marcadors
altament polimorfics. Sham i Curtis (1995) van dissenyar ’ampliacié del TDT per
marcadors multial-lélics i, posteriorment, s’han presentat noves aproximacions al
test TDT que permeten l’analisi de multiples marcadors lligats, considerant els
haplotips com al-lels d"un marcador (Clayton i Jones, 1999), i la reconstruccié dels

genotips dels progenitors absents, per probabilitats, amb la informacié dels altres
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membres de la familia (Clayton, 1999). Totes aquestes modificacions del test TDT
han estat implementades al programa TRANSMIT, dissenyat pel Dr. David Clayton,
del Cambridge Institute for Medical Research (http://www-

gene.cimr.cam.ac.uk/clayton/).
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POBLAMENT HUMA DE LA MEDITERRANIA

La variabilitat humana actual en general, i la variabilitat genetica en particular, ha
estat modulada per factors molt diferents. D'una banda, i tal com hem vist al
capitol anterior, diferents factors de pressio selectiva, com poden ser les malalties,
’ambient climatic, la dieta, etc., han anat influint en aquest patrimoni genetic al
llarg del temps i de la geografia. A més, la variabilitat presentada per les diferents
poblacions humanes actuals ha estat afectada per les seves histories
demografiques. Migracions, expansions o processos d'aillament han contribuit a la
diversitat genéetica actual dels grups humans. La comprensié d’aquests processos
del passat pot ajudar-nos a entendre la distribucio geografica que trobem en

aquesta diversitat.

Aquest capitol pretén fer una breu referencia a la historia i als estudis de genetica
de poblacions humanes de la regié mediterrania, per tal de contextualitzar les
analisis poblacionals realitzades en aquest treball. Aquesta aproximacié sha
realitzat amb un especial emfasi a la vessant Occidental d'aquesta area geografica,

que és la que inclou les mostres humanes analitzades en el present treball.

MARC HISTORIC

La mar Mediterrania i la seva zona d'influencia han estat el marc de nombrosos
esdeveniments poblacionals remarcables. Grans moviments demografics associats a
revolucions tecnologiques i a la formacié de grans civilitzacions han tingut lloc en
aquesta regidé i han deixat el seu rastre en larqueologia, pero també en el

patrimoni genetic de les poblacions actuals.

El Neolitic pot considerar-se com el primer gran esdeveniment migratori de la
historia més recent de les poblacions euroasiatiques actuals. Va comencar fa uns
10000 anys al Proxim Orient i d'alla es va anar estenent per la resta del planeta,
arribant a Europa fa uns 7000-8000 anys. L'expansio del Neolitic en aquest
continent es va fer, molt probablement, tant per via terrestre com maritima. Aixi,
per exemple, trobem la rapida difusio de tecniques com la ceramica gravada

cardial des de les costes de lAdriatic fins a Portugal al llarg de la costa
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mediterrania. A la riba sud, al Nord d'Africa les restes d'aquesta época també

inclouen ceramica gravada, pero amb daltres tecniques.

Posteriorment a lagricultura i la ramaderia, apareixen les tecnologies de l'Us de
metalls. El Calcolitic o Edat del Coure s'inicia al Proxim Orient fa 5000-5500 anys
amb el treball del coure i lor. A Europa, s'estén primer per Valaquia i Bulgaria i,
més tard, es tornen a detectar contactes poblacionals per via maritima que
s'evidencien en les restes trobades a Italia, Corsega, Sardenya i Sud d'Espanya. Cal
destacar, dins del Calcolitic, laparici6 del moviment megalitic que es
caracteritzava per les construccions amb grans blocs de pedra i del que es troben
restes arreu de la Mediterrania (les Illes Balears, Corsega, Nord d'Africa i, inclus,
Orient Mitja).

L'Edat del Bronze s'inicia fa uns 4500 anys a Orient Mitja. L'illa de Creta juga un
paper fonamental en la dispersi6 daquesta tecnologia cap a tota [Europa
Occidental, paper que posteriorment assumeix Micenes, quan Creta perd la seva
hegemonia. Es en aquesta época en la que es comencen a detectar importants
fluxos de comerc al llarg de tota la Mediterrania, tant de recursos agricoles com
miners. A les illes de la Mediterrania Occidental apareixen poblats fortificats amb
torres de planta circular com els talaiots de Mallorca, els nuraghes de Sardenya o
les torres megalitiques de Corsega, totes elles entre 2300 i 3500 anys abans del
present. Paral-lelament, al Centre i Nord d'Europa, incloent la part nord de la
Peninsula Iberica, es desenvolupa la cultura dels Camps dUrnes, associada a

l'expansid dels pobles protoceltes.

Cap al 1200 a.C., la caiguda de l'imperi micenic, que havia dominat la Mediterrania
Oriental, permet lapogeu dels fenicis. Els fenicis, organitzats en ciutats-estat
independents com Tir, Sidon, Arados o Biblos, controlen el comer¢c a tota la
Mediterrania fins a la seva caiguda davant la influencia assiria durant els segles VIII-
VI a.C. Cartago, fundada al Nord d’Africa l'any 814 a.C. per habitants de Tir, passa
a controlar 'Oest de la Mediterrania amb una xarxa de ports comercials estesos pel
Sud de la Peninsula Ibérica, les Balears, Sardenya, Corsega, Sicilia i el Nord
d'Africa.

L’Edat del Ferro a Europa comenca fa uns 2800 anys com a heréencia de les cultures
de camps d’urnes, amb abundants restes a Bosnia, Croacia, Alemanya i Nord de la

Peninsula Ibérica. Es en aquesta edat on trobem l’expansid dels pobles genets
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(escites, cimeris i tracis) a la zona central i oriental del continent europeu, i els

primers indicis de la cultura ibera a la Peninsula Ibérica (cap al s. VIl a.C.).

L’anomenada segona Edat del Ferro sorgeix a Europa a partir del 450 a.C. associat
a les invasions de pobles celtes indoeuropeus que sorgeixen del Sud d’Alemanya.
Aquestes invasions, produides en diferents onades, s’estenen fins a la Peninsula

Italica, Franca, els Balcans i la Peninsula Iberica.

Aquest és el context historic i poblacional que ens descriuen les restes
arqueologiques, i a partir d’aquest moment apareixen les primeres croniques

escrites, una nova font d’informacio sobre els pobles i la seva posterior historia.

Circumscrivint-nos més detalladament al cas de la Mediterrania Occidental, les
dades disponibles semblen indicar que la Peninsula Ibéerica estava habitada
principalment per dos pobles: celtes i ibers. Els ibers estaven influenciats pel
contacte amb fenicis, grecs i cartaginesos, i es situaven al llarg de la costa
mediterrania de la Peninsula Ibérica, arribant en el seu esplendor (al s. VI a.C.) fins
al Llenguadoc. Els celtes tenien una clara influéncia indoeuropea i habitaven el
centre i nord peninsulars. Dels contactes entre tots dos grups, van aparéixer els

celtibers, amb elements de les dues cultures anteriors.

En aquesta época, al Nord d’Africa es troben societats que havien quedat
relativament aillades de la resta del continent africa per la formacio del desert del
Sahara fa uns 3000-4000 anys. Aquest aillament, obviament, no va ser complert i
s’evidencien contactes amb ’Africa Sud-sahariana a través de les rutes per la costa
i pels oasis. Per ’extrem nord, diferents moviments posen en contacte poblacions
de les dues ribes de la Mediterrania que s’accentuen amb |’hegemonia maritima

que exerceixen primer els fenicis i més endavant els cartaginesos.

L’any 750 a.C. es funda Roma, que amb la seva progressiva expansio arriba
controlar un vast imperi organitzat al voltant d’aquest mar (Mare Nostrum). Amb la
derrota dels cartaginesos a les guerres puniques, Ulmperi Roma controla
rapidament la Mediterrania Occidental i s’expansiona cap a la riba oriental i el

Centre i Nord d’Europa (figura I.3)
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Figura 1.3. Extensié de [’lmperi Roma. En color clar es mostra [’extensié maxima de
Uimperi  (corresponent al periode 98-117 d.C.). Modificat a partir de
http://www.theart.com.br.

La caiguda de UImperi Roma d’Occident va anar associada a les invasions de
pobles germanics. Aquests pobles son originaris del Nord d’Alemanya i Dinamarca
i, en diferents onades, substitueixen les restes de U'Imperi Roma per regnes
germanics independents. Aixi, per exemple, llombards, ostrogots i hugonots
instal:len regnes a la Peninsula Italica. Els vandals controlen algunes de les grans
illes de la Mediterrania Occidental i, l’any 409, atravessen la Peninsula Ibeérica i
instal-len un regne vandal al Nord d’Africa (del 429 al 507 d.C.). Darrera els
vandals, els visigots penetren a la Peninsula Ibérica ’any 416 d.C. i hi instal-len un

regnat relativament estable fins a la invasio arab.

La invasi6 arab del Nord d’Africa i de la Peninsula Ibérica ha estat un dels Gltims
grans esdeveniments migratoris que pot haver contribuit a la configuracié genética
actual dels pobles de la Mediterrania Occidental. Hi ha indicis de ’existencia de
grups de cultura arab al desert de Siria i de la Peninsula Arabiga al s. IX a.C. que
posteriorment es van estendre cap a Egipte i Mesopotamia, tot i que la gran
expansio d’aquest poble no es produeix fins al sorgiment de U’Islam com a religio.
L’any 632 d.C., mor Mahoma deixant un imperi que domina tota la Peninsula
Arabiga i d’alla s’expandeix cap al Nord d’Africa, conquerint el Magrib berber entre
el 647 i el 700 d.C. Entre els anys 711 i 713, controla la practica totalitat de la
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Peninsula Ibérica (amb l’excepcid de les serres cantabres i del Pirineu Occidental) i

instal-len un emirat dependent de la cort de Damasc.

Aquesta dominacié arab de la Peninsula és protagonitzada per unes élits arabs que
comanden un contingent de tropes formades fonamentalment per berbers
islamitzats, que arriben a exercir la seva hegemonia en algunes zones de la
Peninsula fins I’any 1492. Durant aquest periode de més de 750 anys, comparteixen
el mateix territori els anteriors habitants d’heréncia romana i visigotica amb grups
d’arabs i berbers. Els primers conformaven la majoria de la poblacio i alguns van
islamitzar-se (muladis), mentre que molts van continuar sent cristians (mossarabs).
A aquests grups cal afegir grups de jueus (nombrosos des de l’época visigotica) i

petits grups de soldats i esclaus d’origen sud-saharia.

Els contactes entre banda i banda de U’estret de Gibraltar van anar-se succeint,
amb diferents expansions des del Nord d’Africa com la dels Almoravides (s. Xl) i la
dels Almohades (s. XII). A més, també cal destacar les invasions sarraines que, des
del Nord d'Africa, van controlar bona part de la mar Mediterrania, arribant a
conquerir territoris de la Italia peninsular, Corsega i Sardenya durant els segles IX i
X.

GENI‘ETICA‘ DE POBLACIONS HUMANES A LA
MEDITERRANIA

Aquest és el marc en el que es situa el poblament huma de la Mediterrania a partir
de les informacions que han estat aportades per arqueolegs i historiadors. La
biologia, i en concret la genetica de poblacions humanes, poden aportar noves
dades que ajudin a explicar com va poder succeir aquest poblament. Les expansions
culturals i les conquestes territorials, eren processos de substitucié cultural o de
substitucid demografica? Com han estat d’intensos, a nivell genétic, aquests
contactes poblacionals? Malgrat que els primers estudis de genetica de poblacions
humanes ja van comencar a analitzar la Mediterrania com una regi6 d’especial
interés antropologic, a ’actualitat continuen havent-hi moltes preguntes encara

per respondre.

D’una banda, encara continua oberta la discussié sobre com es va produir la difusio
de la tecnologia del Neolitic. A U’actualitat, hi ha dos models principals que
intenten explicar aquest procés: la difusio demica i la difusié cultural. El model de

difusio démica considera que l’expansio del Neolitic es va produir en migracions
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progressives de grups agricultors des del Proxim Orient que van substituir els grups
preexistents. D’altra banda, la difusié cultural postula que Uintercanvi i
assimilacio de les noves tecnologies entre grups veins va ser el principal vehicle de

difusio, sense moviments substancials de poblacions.

L’any 1994, Cavalli-Sforza i col-laboradors van analitzar la variacid6 de marcadors
classics com els grups sanguinis o els enzims eritrocitaris, juntament amb datacions
arqueologiques dels principals jaciments neolitics i van postular que |’expansio del
Neolitic s’havia produit segons el model anomenat de difusio démica. L’aparicio de
posteriors estudis realitzats sobre els llinatges del DNA mitocondrial (mtDNA) i del
cromosoma Y han aportat resultats contradictoris sobre quin pot haver estat el
model més plausible depenent de com s’analitzen les dades i quines son les
assumpcions que es realitzen (com a exemples, Torroni et al., 2001; Richards,
2003; Semino et al., 2000). Molt probablement, l’onada neolitica es va produir per
algun tipus de model intermig en qué la substitucio poblacional va ser més intensa
al sud-est i centre d’Europa i la difusié cultural més important a Uextrem

occidental.

Al Nord d’Africa, també s’ha debatut com s’ha donat aquest procés de neolitzacio.
Segons la majoria d’estudis, la difusid6 del Neolitic es va donar en un procés
paral-lel al detectat a la riba nord del Mediterrani en quée els moviments
poblacionals des del Proxim Orient potser van ser importants en la part més
oriental, pero0 més aviat escassos a l’extrem occidental, on la difusidé cultural
hauria estat el principal factor d’expansié (Bosch et al., 1997; Flores et al., 2000;
Esteban et al., 2004). Aquests resultats, juntament amb d’altres estudis semblen
indicar una relativa discontinuitat genetica entre les poblacions del nord-oest
africa (Marroc, Algéria i Tunissia) i les del nord-est (Libia i Egipte) que podria
relacionar-se amb la invasio arab del s.VIl d.C. (Harich et al., 2002; Bosch et
al.,2000). Aixi, aquesta islamitzacié del Magrib hauria estat fonamentalment

cultural a ’extrem occidental i més demografica a l’extrem oriental.

Un altre tema d’ampli debat cientific és el del grau de flux génic a través de
I’estret de Gibraltar. A nivell geografic, és evident que el Nord d’Africa es troba
situat en paral-lel a dues potencials barreres geografiques: el Mediterrani al nord i

el desert del Sahara al sud. Al llarg de la historia, han estat nombrosos els
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moviments humans que han mostrat la permeabilitat d’aquestes possibles barreres,

pero fins a quin punt aquests contactes han deixat la seva empremta genética?

D’una banda, els estudis genetics basats en marcadors classics van concloure que
les afinitats genétiques entre el nord i el sud de U'estret eren baixes (Bosch et al.,
1997; Harich et al., 2002), mentre que els basats en el sistema HLA i en el mtDNA
semblen advocar per un pool comu entre les poblacions de la Peninsula Iberica i
grups berbers del Magrib (lzaabel et al., 1998; Arnaiz-Villena et al., 2002; Plaza et
al., 2003).

Cal destacar que aquesta presencia/absencia destacable de flux génic a través de
Uestret de Gibraltar va alternant-se en diferents estudis, tot i que alguns d’ells
utilitzen el mateix tipus de marcadors. Aixi, per exemple, l’analisi d’haplotips
Alu/STR al locus CD4 ha revelat un flux genic important des de poblacions sud-
saharianes al Nord d’Africa, perd les conclussions sobre el fluxe a través de ’estret
difereixen entre els estudis (Flores et al., 2000; Esteban et al., 2004). Un altre
exemple és ’aportat per dos estudis que analitzen bateries de polimorfismes Alu
en poblacions nord-africanes i iberiques, i que extreuen conclussions relativament
oposades sobre la permeabilitat de l’estret tal com pot veure’s resumit en la figura
I.4 (Comas et al., 2000; Gonzalez-Pérez et al., 2003). Mentre que els resultats de
Comas i col-laboradors indiquen U’existéncia d’una barrera genética consistent a
Uestret de Gibraltar, 'estudi de Gonzalez-Pérez et al. no detecta aquesta barrera i
troba una major consistencia amb un patréo de diferenciacido per distancia

geografica.

Figura 1.4. Analisi de barreres genétiques al Mediterrani Occidental a partir de la
determinacié d’una serie de polimorfismes Alu. Modificat a partir de Comas et al., 2000 (a)
i de Gonzdlez-Pérez et al., 2003 (b).
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Els estudis de genetica de poblacions humanes s’han caracteritzat també per una
analisi detinguda de certes poblacions que han mostrat una variabilitat genética
peculiar. Aquestes poblacions solen correspondre a grups amb una historia
particular que ha propiciat [’accio de processos d’aillament i deriva genéetica (com
els exemples tipics dels bascos o els saami). D’entre aquests aillats poblacionals val
la pena destacar el cas dels sards. Les primeres restes documentant preséncia
humana a Sardenya han estat datades en gairebé 9000 anys. Pobles de cultura
nuragica van habitar Uilla i els contactes costaners van anar-se establint amb grecs,
fenicis i cartaginesos. L’ocupacié de Sardenya per U'Imperi Roma (238 a.C.) va
forcar el desplacament de part dels seus habitants cap a les zones muntanyoses de
I’interior de Uilla, on el control de I’imperi mai va estabilitzar-se. Es aquesta regid
interior la que, encara en ’actualitat, s’ha conservat més aillada tant lingiiistica

com geneticament (Francalacci et al., 2003).

Existeix un marcat aillament de les poblacions sardes, que s’ha evidenciat en
nombrosos estudis de genética de poblacions (Morelli et al., 2000; Francalacci et
al., 2003), motiu pel qual també ha estat una poblacio d’interés en U'estudi de
malalties complexes (Eaves et al., 2000; Angius et al., 2001). Tot i aquest
aillament, també s’han detectat evidencies que indiquen contactes amb poblacions

de la Peninsula Ibérica (Cao et al., 1989).
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CARDIOPATIA ISQUEMICA

L’espectre de malalties complexes que afecten els grups humans abarca un immens
ventall de patologies diferents, que impliquen alhora un gran nombre de sistemes
fisiologics diferents. D’entre les més importants, tant pel nombre de patologies
diferents que inclouen com per la importancia poblacional que tenen, destaquen
les malalties cardiovasculars o malalties del sistema circulatori i dins d’aquestes,

destaca la cardiopatia isquéemica.

DEFINICIO DE LA MALALTIA

La cardiopatia isquemica (CAl) és una malaltia que s’inclou en les “malalties del
sistema circulatori” tal com recull la 10* Revisio de la Classificacio Internacional de
Malalties, en la versi6 de U’any 2003 (consultable online a ’adreca
http://www3.who.int/icd/vol1htm2003/fr-icd.htm). Les malalties del sistema

circulatori corresponen a la categoria IX dins de la classificacio i agrupa una gran
quantitat de patologies diferents categoritzades pels codis 100 a 199. D’aquests
codis, les cardiopaties isquemiques (en anglés, ischaemic heart diseases)
corresponen els codis 120 a 125. En la classificacio6 del MedDRA 8.0 (Medical
Dictionary for Regulatory Activities), la CAl és classificada amb el LLT 10023024
dins del gran grup dels “trastorns cardiacs” (SOC primari 10007541)

Aquesta patologia té un origen aterosclerotic, que afecta les artéries coronaries.
Aquest procés, segons els vasos que afecti pot produir diferents manifestacions
cliniques (figura 1.5). Si les afectades son artéries periferiques o [’aorta, estarem
davant d’una malaltia vascular periferica, i si s’afecten artéries carotides,
cerebrals o basilars, es produira una malaltia cerebrovascular isquemica

(comunment coneguda com embolia).

L’aterosclerosi es defineix com una lesié de arbre arterial localitzat, en gran
part, dins de la capa intima de la paret arterial. En aquesta lesio participen
diversos tipus cel-lulars (entre els que cal destacar macrofags reclutats del corrent
circulatori i cel-lules musculars llises provinents de la capa mitja del vas), acimuls
de lipids, diferents macromol:-lécules i elements generats en els processos de

necrosi cel-lular que es produeixen a la lesio. No s’han de confondre els termes
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aterosclerosi (del grec atero = lipids i sclero = dur) i arteriosclerosi (del grec
arterio = artéria i sclero = dur), encara que molt sovint siguin emprats
indiferentment. Arteriosclerosi és un terme que inclou totes aquelles lesions en que
es produeix un engruiximent de la paret vascular, indiferentment de quin sigui el
causant d’aquest engruiximent. Aixi, ’aterosclerosi no és sin0 un tipus
d’arteriosclerosi consistent en una coberta de teixit conjuntiu en 'interior de la
qual proliferen cél-lules musculars llises. El prefixe atero s’utilitza per destacar la

presencia d’acumuls lipidics i productes de necrosi.

e [nfart de miocardi

o Cardiopatia

isquemica
» Malaltia (CAI) .
MALALTIES arterial ) ) ® Angor inestable
CARDIOVASCULARS . ® Angina de pit
D’ ORIGEN coronaria
ATEROSCLEROTIC ® Angor estable

o Malaltia vascular periferica

¢ Malaltia cerebrovascular isquémica

Figura 1.5. Classificacié de les malalties d’origen aterosclerdtic.

La cardiopatia isquémica (CAl) es defineix estrictament com la isquémia del
miocardi, és a dir, la mancanca (total o parcial) d aport d oxigen a la musculatura
que constitueix el miocardi. Aquesta alteracio és provocada per una disminuci6 del
fluxe sanguini a les arteries coronaries i sol ser la conseqiiencia de lesions
aterosclerotiques, encara que, rarament, també pot estar causada per espasme o
arteritis de les mateixes artéries. L infart agut de miocardi i l "angina de pit son les

dues manifestacions cliniques principals de la CAI.

Infart de miocardi és el nom que rep la necrosi aguda del miocardi d origen
isquemic i que generalment esta causada per | obstruccio trombotica d "una arteria
coronaria. El quadre clinic es caracteritza per:

e Dolor, similar al de | angina de pit, pero de més intensitat i duracio, no

manté correlacié amb | extensid de la necrosi i no respon a | administracio
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de nitroglicerina sublingual. Sol venir acompanyat per nausees, vomits,
sudoracio freda, sensacié de mort imminent, angunia i debilitat.

e Necrosi isquémica del miocardi. La zona necrotitzada pot abarcar tot
l"espessor de la paret (infart transmural) o pot estar limitat al terc o meitat
interna de la paret (infart subendocardic o no transmural).

e Oclusi6 de L arteria coronaria que irriga la zona infartada mitjancant un
trombe fresc de 2 a 3 cm de diametre. Aquest trombe es troba adherit a una
lesio ateromatosa obstructiva que mostra lesions agudes com fissuracio,
trencament de | “intima i hemorragies.

e Preséncia d un quart soroll en | auscultacié acompanyat per una davallada
de la intensitat dels altres sorolls.

e Alteracions a | electrocardiograma, que afecten al segment ST i a les ones
Q.

e Increment dels nivells plasmatics d enzims alliberats al torrent circulatori
per la zona del miocardi afectada per la necrosi. Entre aquests enzims
destaquen la creatinquinasa (CK), la transaminasa glutamicoxalacética
(ASAT) i la deshidrogenasa lactica (LDH).

Durant els primers dies es poden presentar una serie de complicacions que fan que
l"infart de miocardi presenti una mortalitat d "entre el 20 i el 50% (complicacions
eléctriques i mecaniques, insuficiéncia cardiaca, trencament del miocardi,
aneurisme o dilatacié circumscrita a la zona necrotica). En els 6 mesos posteriors a
l"infart la mortalitat és del 10%, estabilitzant-se posteriorment fins a un 3 a 4%
anual. L evolucié a llarg plac depén del grau de disfuncié ventricular, nombre

d’artéries afectades i presencia d arritmies ventriculars greus.

El terme angina de pit designa un concepte exclussivament clinic definit per les
sensacions de dolor, opresio o malestar toracic que es poden atribuir a una
isquémia transitoria del miocardi. Aquesta pot venir causada per un increment en
el consum d’oxigen per part del miocardi d un individu, afectat per lesions
aterosclerotiques prévies, com a conseqiiencia d una emocié intensa o de la
realitzacié d un esforc fisic que comporta un increment de la pressio arterial o del
ritme cardiac. Els trets necessaris per diagnosticar aquesta patologia es resumeixen
en:

e Presencia de dolor a la regio retrosternal o bé en tota la part anterior del

torax que es pot irradiar cap als bracos, coll o mandibula i que, fins i tot,
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pot localitzar-se Unicament a aquestes Ultimes zones o als canells; pot tenir
una durada de 1-30 minuts. Aquest dolor sol desapareixer al finalitzar
"activitat que el va provocar o per | administraci6 de nitroglicerina
sublingual en situacié de repos.

e Freqlient aparici6 d'un tercer i quart sorolls en L auscultacié i
desdoblament del segon soroll, podent aparéixer els anomenats bufs
sistolics d “insuficiéncia mitral.

e Alteracions de | electrocardiograma que afecten al segment ST. En absencia
de dolor quasi la meitat dels pacients presenten electrocardiogrames
normals.

¢ Resultats positius en proves d"esforc i proves isotopiques.

e Presencia d alguna estenosi en el tronc comul o en alguna de les arteries
coronaries. Aquesta estenosi ha d’ ésser de més del 50% per considerar-se

clinicament significativa.

Donada la multiplicitat de formes sota les quals pot presentar-se i evolucionar
"angina de pit, el seu diagnostic pot ser concretat en base a | evolucio del dolor

en el temps. Aixi, [’angina pot ser estable (o cronica) o inestable (o evolutiva).

L angina de pit és la forma inicial més freqlient de la cardiopatia coronaria (45%
dels afectats), li segueixen | infart de miocardi en un 42% i la mort subita en un
13%.

FISIOPATOLOGIA

En el desenvolupament i progressid de les lesions aterosclerotiques es pot apreciar
"entrada continua de monocits/macrofags en la lesio, aixi com proliferacio de
macrofags i cel-lules musculars llises. Paralel-lament, aquest darrer tipus cel-lular
genera una extensa matriu de teixit conjuntiu fibrés. A més, s observa diposit
intracel-lular i extracel-lular de lipids, especialment en forma de colesterol lliure i
esterificat. Aquest proces té lloc, sobretot, a les arteries de calibre mitja, com les
coronaries, carotides, renals, basilars, cerebrals i també a | aorta, aixi com a les

arteries iliaques i femorals.

S han elaborat diverses hipotesis per explicar aquest conjunt de fenomens i, per
tant, l'origen de la malaltia. En L actualitat la hipotesi més acceptada és

l"anomenada hipotesi de resposta a lesio. Aquesta hipotesi va ser formulada per
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Ross i Glomset (1973) i es fonamentava en qué alguna forma de lesié en l'endoteli
arterial jugava un paper fonamental en el desenvolupament de L aterosclerosi.
Aquesta hipotesi, la idea central de la qual ja havia estat formulada per Virchow

(1856), ha patit en els darrers 20 anys nombroses modificacions.

L endoteli és la capa de | arteria que sembla jugar un paper més important en
"inici del procés aterosclerotic. Aquest epiteli especialitzat revesteix | interior
dels vasos sanguinis i té funcions molt importants:
a) manté |'equilibri dinamic trombosi-antitrombosi podent segregar
antiagregants plaquetaris i molecules que inhibeixen les cascades de
coagulacio o desencadenar una resposta protrombotica activa;
b) impedeix | adhesié de leucocits i trombocits;
c) constitueix una barrera de permeabilitat que controla lintercanvi de
substancies entre la sang i els teixits;
d) controla el to arterial mitjancant la formaci6 de substancies
vasodilatadores o vasoconstrictores, com oxid nitric (NO), prostaciclina o
endotelina;
e) sintetitza i segrega citoquines i molecules estimulants i inhibidores del
creixement cel-lular;
f) intervé en la formacio i manteniment del col-lagen i del proteoglica que

formen la membrana basal sobre la que descansen les cél-lules endotelials.

L'any 1987, Mora i col-laboradors van demostrar que tots els factors de risc
coneguts per a | aterosclerosi afecten de forma directa o indirecta tant les
cel-lules endotelials com les cel-lules de muscul llis de les capes intima i mitja
arterials. Aixi, i segons la hipotesi de resposta a lesio, en el desenvolupament
d’una lesio aterosclerotica tindrien lloc de manera consecutiva els segiients

processos fisiologics (resumits en la figura 1.6):

1. Lesio en l'endoteli vascular. En determinades circumstancies pot produir-se
una lesio a l'endoteli, caracteritzada per la formacié d una mono o bicapa de
plaquetes sense arribar a constituir un trombe. Aquestes lesions tendeixen a
produir-se en les bifurcacions i en les vies del fluxe de sortida, que son els
llocs on la turbuléncia és maxima, i es veuen estimulades per determinats
factors metabolics (hiperlipidemia), mecanics (hipertensid), immunologics

(immunocomplexes) o quimics (monoxid de carboni).
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2. Acumul de lipids i monocits per sota de | endoteli. La lesio inicial provoca
un increment de la permeabilitat de la paret arterial als lipids i diverses
proteines plasmatiques (p. ex. albumina, fibrinogen i Apo B), aixi com un
augment en | adhesio i permeabilitat de monadcits i limfocits T circulants. El
transport de LDLs a través de l'endoteli augmenta, patint una gran part
delles modificacions per oxidacio o glicosilacio (especialment en situacions
de glucémia elevada com la diabetes). Aquests dos processos contribueixen a
la formacio de radicals lliures a partir de les LDLs donant lloc a LDLox, que
tenen efecte toxic i possiblement lesionin | "endoteli i les cel-lules musculars
llises adjacents. Aquest fet provoca una resposta inflamatoria que inicia
| "adherencia d'agregats de monocits i limfocits que migren cap a | "interior de
la paret arterial. Aquesta adhesio i migracio és possible perque les LDLox
indueixen a les cel-lules endotelials a expresar molécules d adhesio a
leucocits. D'altres molecules quimiotactiques i adhesives son produides per les
plaquetes que s havien dipositat en la lesio arterial en agregar-se i formar

microtrombes.

3. Resposta inflamatoria i proliferacio cel-lular. Els monocits que han entrat a
dins de la lesio s activen a macrofags i expressen gens de citoquines i
molécules estimuladores i inhibidores del creixement (PDGF, IL-1, TNF-a,
etc.). Aquestes substancies poden estimular a les cél-lules de muascul llis a
canviar de fenotip passant a ser cel-lules que migrin i proliferin. A més, els
macrofags actuen com a cél-lules depuradores endocitant LDLox a través de
receptors de LDLox o receptors scavenger, transformant-se en cél-lules

escumoses amb un alt contingut lipidic intracel-lular.

4. Resposta fibroproliferativa. La concentracié de cel-lules pot anar creixent
amb el temps. Els macrofags, que han estat endocitant LDLox i restes
derivades de la mort cel-lular, poden retornar al torrent sanguini per tal
d’eliminar, en els centres del sistema mononuclear fagocitic, tot el material
fagocitat. Aquest retorn al torrent circulatori el fan entre les cel-lules
endotelials suprajacents podent provocar la formacié de trombes murals per
agregacio plaquetaria, quan es déna en branques i bifurcacions amb fluxe
sanguini irregular. Aquestes plaquetes poden arribar a trencar el macrofag i
alliberar el seu contingut al torrent sanguini. A més, en produir molécules
d'adhesio per intentar reparar la lesio, poden establir xarxes intercel-lulars

enllacant macrofags, limfocits T, cel-lules de musculatura llisa i cel-lules
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endotelials. Aquesta resposta inflamatoria especialitzada i cronica pot
estabilitzar-se, i fins i tot reduir-se, si s'eliminen els agents nocius o

intervenen factors protectors que inverteixin el procés inflamatori.

Si la inflamacio persisteix i provoca un efecte toxic en l'artéria, sobretot quan
intervenen cronicament factors genetics o ambientals de risc, es genera una
resposta fibroproliferativa per recobrir la lesid, que esdevé fibrosa. Malgrat
que la resposta inflamatoria i fibroproliferativa esta dissenyada per protegir (i
en molts casos pot estabilitzar la lesid), pot culminar en una lesio oclusiva

amb conseqiiencies cliniques desastroses.
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Figura 1.6. Evolucio d'una placa d'aterosclerosi. Modificat a partir de Libby (2002).
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FACTORS DE RISC

Un factor de risc és qualsevol caracteristica o tret mesurable d un individu que
prediu la probabilitat individual de manifestar clinicament una malaltia. La CAIl és
una malaltia complexa en la que, conceptualment, podem considerar dos grans

grups de factors de risc: els factors ambientals i els factors geneétics.

A partir dels anys cinquanta es van iniciar una serie d estudis epidemiologics de
gran abast per tal de quantificar el paper real que jugaven els factors de risc en la
malaltia i quantificar la magnitud del seu efecte sobre la mortalitat. D entre
aquests grans estudis, cal destacar el Framingham Study (Kannel et al.1988), el
Seven Countries Study (Keys et al. 1986) i el MONICA (WHO-MONICA, 1988).

Els factors ambientals es troben molt millor clarificats que no pas els geneétics.
Només en el cas de patologies hereditaries que influeixen clarament en el
desenvolupament de la CAl es pot parlar de gens causants (per exemple la
hipercolesterolémia familiar). Malgrat tot, en la majoria dels casos es desconeix la
base genetica del risc i el possible mecanisme d actuacié. Probablement el risc
genetic es deu a la interaccido de molts gens, i dels seus productes, alguns d’ells

encara per descobrir (com a revisio, consulteu Grant (2003)).

Una altra aproximacié a la classificacio dels factors de risc té en compte la
capacitat de poder modificar-los i d’aquesta manera poder atenuar les
manifestacions cliniques de la CAl. Aquest enfocament, emprat sobretot en les
politiques de prevencio, classifica els factors en potencialment modificables i no

modificables (edat, sexe i antecedents familiars).

A continuacid es descriuen els principals factors de risc per la CAl, en funcié de la

seva importancia relativa associada al desenvolupament de la malaltia:

1. Edat. La incidencia en la CAl comenca a augmentar als 35-44 anys en homes i als
45-54 en dones. A partir d aquest moment, va incrementant progressivament al

llarg de tota la vida (Kannel et al., 1988).

2. Sexe. El sexe masculi presenta una major predisposicié clara per la CAl. Aquest
fet s atribueix al suposat paper protector dels estrogens, i explicaria la desaparicio
de les diferencies sexuals quan les dones han entrat en la menopausa. A Espanya el

risc relatiu s aproxima a 3.
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3. Antecedents familiars. Es un indicador indirecte dels factors genétics implicats
en la malaltia. Un historial familiar de cardiopatia isquémica, especialment en

edats precoces, és un element important de prediccio del risc.

4. Tabaquisme. L habit de fumar incrementa el risc de patir qualsevol de les
manifestacions cliniques de la CAl excepte | angina de pit. Aquest risc es dona tant
en homes com en dones i augmenta en funcio de la quantitat de cigarrets fumats
(fins a 4,8 en homes i 7 en dones). En dones, el risc relatiu augmenta fins a 39 si, a
més, prenen anticonceptius orals. El mecanisme proposat per aquesta associacio és
divers ja que fumar disminueix el nivell d"HDL-C i augmenta | agregabilitat
plaquetaria i la carboxihemoglobina, entre d altres factors. Aquest efecte

reverteix en deixar | "habit de fumar.

5. Dieta. La relacio dieta-CAl ve donada directament per la relacié que hi ha entre
dieta i nivells de colesterol plasmatics en les seves diferents formes (encara que el
50% de la variabilitat en els nivells de colesterol té component hereditaria). Els
components de la dieta que més influeixen en els lipids plasmatics son: els acids
grassos (diferenciant entre saturats, mono i poliinsaturats) i | alcohol (Keys et al.
1986; Hegsted i Ausmann, 1988).

6.- Estrés. S"ha establert una associacié entre la CAl i L estres entés com un estat
psiquic mantingut en el temps de tensio nerviosa i ansietat. Dins de la complexitat
que suposa la definicié i mesura d"aquest factor, s han establert riscs relatius de 2
(per malalties coronaries) i de 3 (per angina de pit) en dones amb personalitat de
tipus “A”, entesa aquesta com agressivitat, ambicid, competitivitat i sensacio

d"urgencia (Haynes et al., 1980).

7. Anticonceptius orals. Els anticonceptius orals augmenten 2-3 cops el risc de
patir CAl, pero aquest risc augmenta molt més si la dona és fumadora, hipertensa o

té nivells elevats de colesterol.

8. Hipertensio. La hipertensid és un factor risc clau per la CAl, i encara més per la
malaltia cerebrovascular, amb un risc relatiu de 2,56. El motiu causal se suposa que
és la hiperplasia de la musculatura vascular llisa i les lesions induides a les cél.lules
endotelials (Lusis et al., 2004).

9. Colesterol en sérum. Tal com s ha dit, el 50% de la variabilitat interindividual
en els nivells de colesterol plasmatic té causes genétiques. L altre 50% ve donat

per causes ambientals (basicament dieta, tabaquisme i estres). Tanmateix, s ha de
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tenir en compte la reparticié d "aquest colesterol en les dos principals lipoproteines
que el porten: LDL i HDL. Aixi, mentre que | 'HDL-C correlaciona negativament amb
la CAl, L'LDL-C ho fa de manera positiva. Aquests dos parametres son independents

entre si i venen influenciats per d"altres factors tant genétics com ambientals.

10. Triglicerids. Donada la variabilitat al llarg del dia que hi ha en els nivells de
triglicérids circulants en serum, no hi ha resultats definitius sobre una possible
associacio. Hi ha estudis que indiquen associacié positiva només en dones (per

exemple | estudi Framingham) i d "altres ho postulen pels dos sexes.

11. Homocisteina. La variacié normal en els nivells plasmatics d aquest aminoacid
ha estat relacionada amb la CAl (Stampfer et al., 1992). La hiperhomocisteinémia

és un factor de risc facil de controlar ja que |"administracio de folat la redueix.

12. Diabetes. La malaltia cardiovascular és la major causa de mortalitat en
diabétics. Encara que no s ha provat que una reduccio del nivell de glicémia per si
sola disminueixi el risc, cal controlar aquest parametre en els individus afectats per
aquest transtorn conjuntament amb altres factors de risc amb els que es troba
interrelacionat metabolicament com ara | obesitat, els nivells de lipids sanguinis i
la pressio arterial que fan que la diabetes mellitus es trobi associada a un excés de

risc per la CAI.

13. Obesitat. Sembla ser que |’ obesitat, entesa com un sobrepes de més del 20%,
confereix un risc relatiu proper a 2 per la CAl. El que no esta clar és si el sobrepes
n"és el motiu o, per altra banda, ho sén certes anomalies metaboliques associades
(diabetes, hipertensid, dislipemies, ...). El que si és evident és que | obesitat

suposa una sobrecarrega hemodinamica pel cor.
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MORTALITAT PER CAI

Actualment, les malalties del sistema cardiovascular sén una de les primeres causes
de mortalitat a nivell mundial (WHO Mortality Database:

http://www3.who.int/whosis/menu.cfm?path=mort). L’any 2002, aquestes

patologies van provocar 16.7 milions de defuncions (un 29.34% del total). Aquesta
mortalitat assoleix freqliencies més elevades encara en els paisos desenvolupats.
En el cas del continent europeu, per exemple, van ser 4.9 milions (un 51.5% del

total de defuncions).

D’aquest gran espectre que suposa la categoria de “malalties cardiovasculars”, les
malalties isquémiques del cor (CAl) van suposar més de 7 milions de defuncions a

tot el mén ’any 2002.

La mortalitat per la CAl no es distribueix uniformement a nivell mundial. D’una
banda, les diferéncies entre paisos desenvolupats i subdesenvolupats marquen, fins
a cert punt, una distinci6 en els patrons de mortalitat, principalment per
diferéncies en ’esperanca de vida i en la distribucié per edats. A més d’aquestes
diferencies, dues zones del moén resalten pels seus baixos valors respecte d’altres.
Es tracta dels paisos de la zona Mediterrania (Franca, Espanya, Italia i Grécia) i els
paisos del centre-Est d Asia (Xina, Corea del Sud i Japd). Les taxes de mortalitat
per malaltia coronaria expressades en niumero de defuncions/100.000 habitants per
l"any 2002 es mostren a la taula I.2. Encara que no es disposa de les taxes de
mortalitat estandaritzades (expressades en funcié d’una poblacié estandard), que
son les que permeten comparacions directes entre paisos, es poden observar unes

diferéncies regionals en aquesta mortalitat.

Cal destacar les baixes taxes de mortalitat sobretot en paisos asiatics com Japo,
Xina i Corea del Sud (tots tres estats amb taxes clarament inferiors a 100).
Aquestes diferencies son dificilment atribuibles al nivell de desenvolupament del
pais, sobretot en el cas de Japo i Corea, i s’han proposat factors dietétics per
explicar-les. El Japd, per exemple, és un gran consumidor de peix, aliment
especialment ric en acids grassos w-3, que tenen un demostrat efecte protector per
’aterosclerosi. La Xina, per la seva banda, presenta un nivell de consum d’acids

grassos saturats dels més baixos del mon.

Mentre que la majoria d’estats centre i nord-europeus presenten taxes de

mortalitat per malaltia coronaria al voltant de 200, els paisos europeus
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mediterranis presenten taxes properes a 100 (excepte Italia i Grécia, que presenten
valors intermitjos). També s’han proposat explicacions nutricionals per explicar
aquestes incidéncies més baixes. La dieta mediterrania i el consum d’oli d’oliva
(amb elevat contingut d’acids grassos monoinsaturats) explicarien, en part,
aquestes diferéncies tot i que caldria explicar ’anomenada paradoxa francesa
(Franca té una dieta més semblant a la del centre d’Europa i consumeix poc oli

d’oliva).

Aquests valors baixos es confirmen a ’altra riba del Mediterrani (a Algéria i Marroc)
i en la majoria d’estats de I’Africa Sudsahariana. Encara que la manca de taxes
estandaritzades de mortalitat no permet establir comparacions, sembla ser que
aquests paisos presenten una menor mortalitat per aquestes malalties (Muna,
1993).

PAis TAXA Pais TAXA

Espanya 109.86 Estats Units 196.76
Italia 161.66 Alemanya 209.57
Grécia 153.37 Regne Unit 204.05
Franca 77.08 Xina 58.12
Portugal 108.74 Japod 70.75
Marroc 99.54 Corea del Sud 33.34
Algéria 47.81 Camerun 60.04

Taula 1.2. Taxes brutes de mortalitat per malaltia coronaria a diferents paisos [’any 2002.

La taxa de mortalitat esta expressada com a numero de defuncions per 100000 habitants.

Aixi doncs, la dieta sembla jugar un paper important en el desenvolupament de
’aterosclerosi, tal com s’exposa en [’apartat de factors de risc per a la CAl. També
és cert que aquesta variable per si sola no explica totes les diferéncies poblacionals
existents i els factors genétics tenen també un gran interés a nivell poblacional. Es
probable ’existéncia de diferents backgrounds genetics protectors en determinats
grups poblacionals que es superposin a les diferencies ambientals. Les taxes de
mortalitat cardiovascular de grups d’emigrants de poblacions de “baix risc” a
poblacions d’“alt risc” augmenten amb el canvi ambiental i dietetic, pero no

arriben a assolir els nivells de la poblacio receptora (Fuster et al., 1997).
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HERETABILITAT DE LA CAl

La cardiopatia isquemica presenta grans dificultats per a | analisi genéetica ja que
és una malaltia complexa, amb multiples components genetics i ambientals. A
diferents nivells de regulacid, cal presuposar la intervenci6 de molts gens,
interaccions gen-gen, fenomens de penetranca incomplerta, interaccions gen-

ambient i heterogeneitat génica que encara compliquen més la seva analisi.

L heretabilitat de la CAl ha estat demostrada mitjancant estudis de bessons,
estudis de segregacio en families i estudis de risc relatiu en immigrants. En relacio
a la CAl, els principals estudis de bessons realitzats han estat els portat a terme en
els registres del Danish Twin Registry i del Swedish Twin Registry (Harvald i Hauge,
1970; Marenberg, 1992). En aquests dos estudis es pot apreciar una major
concordanca per CAl entre bessons monozigotics que entre bessons dizigotics.
Aquestes diferencies, que son estadisticament significatives, son d una major
magnitud com abans es manifesti la malaltia i es mostren superiors en dones,
suggerint que en aquestes els factors genétics son més importants. Malgrat tot, no
tots els estudis d aquest tipus han enregistrat aquestes diferéncies. Es el cas del
NHLBI Twin Study (Reed et al, 1991), on la diferéncia entre ambdos tipus de
bessons només apareixia en considerar individus amb risc extremadament alt o
baix, limitant a aquests extrems de la incidencia la determinaci6 genetica de la
malaltia. Per tal de corregir la possible sobreestimacié de les influéncies
genetiques es van realitzar estudis d "adopcié de bessons en els que es comparaven
bessons criats conjuntament i criats per separat. Un estudi d aquest tipus, el
Swedish Adoption/Twin Study of Aging (Pedersen et al. 1991), va trobar
correlacions genetiques similars a les citades, constatant de nou que les
concordances entre bessons eren més elevades en grups més joves (de 52 a 65 anys)

que en els més grans (de 66 a 86 anys).

En els estudis de segregacio familiar s aprecia que la CAl apareix amb major
freqliencia en unes families que en altres (existeix una agregacié familiar), pero no
segueix un patro d heréncia definit que pugui predir la seva aparicio (Sing i Moll,
1990). Molts estudis han corroborat | augment del risc relatiu en familiars
d’afectats per la CAl, especialment en els casos d aparicié prematura. En base a
aquest tipus d estudis, | heretabilitat per a la CAl s ha pogut estimar en un 60 -
70% (Goldbourt et al, 1994).
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Una participacié genéetica en | etiologia de la malatia ha estat demostrada pels
estudis de risc relatiu en immigrants, en observar que els col:-lectius d immigrants
mostren taxes d incidéncia de CAl similars a les del pais d origen dels individus
malgrat haver estat vivint sota les condicions de vida (nutricionals, economiques i

socials) del pais receptor durant molts anys (Groen et al. 1968; Fuster et al., 1997).
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OXID NiTRIC

L'oxid nitric (NO) és un metabolit gasés amb una solubilitat en medi aquos similar a
la de l'oxigen. Actua com a segon missatger cel-lular en solucions fisiologiques amb
un espectre d'activitats molt ampli. Endogenament, és produit per la sintasa de
l'oxid nitric (NOS), que en l'espécie humana presenta tres isoformes, codificades

per gens diferents.

No va ser fins als anys 80 que es va descobrir que les cel-lules de mamifer
sintetitzaven de forma endogena NO (lgnarro, 1989a), i de llavors enca s'ha anat
identificant un ventall de funcions i mecanismes de regulacio diferents que van fer
que molts equips de tot el mon es centressin en el seu estudi. Fins i tot la revista

Science la va fer sortir en portada amb el titol de "Molecula de l'any 1992".

Aquesta diversitat de rols pot ser exercida gracies a les particulars caracteristiques

moleculars que presenta. Al seu orbital 2p-m antienllacant, presenta un electrd

desaparellat que li dona certes propietats de radical lliure (la nomenclatura NO és

emprada moltes vegades). Aquesta caracteristica li permet participar en reaccions
de transferencia d'electrons amb determinades molécules que presenten electrons
desaparellats (com ara els radicals lliures). A més, la seva neutralitat de carrega li

possibilita la difusio lliure en medi aquos i a través de membranes cel-lulars.

Aquest electré desaparellat fa que les transferéncies d'electrons en que participa
puguin ser tant cedint aquest electr6 com acceptant-ne un altre d'una altra
molécula. Els ions formats a partir de loxidacié (NO* o catid nitrosonium) o
reduccio (NO o anid nitrosil) tenen un ampli ventall de molecules diana amb les
que poden reaccionar (Stamler et al, 1992). Aixi, les reaccions i les funcions
biologiques del NO han de ser estudiades a partir de la integracio de les propietats i

reactivitats dels tres estats redox del NO.

Les funcions biologiques del NO, aixi com les molécules que li sén diana, poden ser
classificades en efectes directes i indirectes. Els efectes directes son aquells
resultants de les reaccions directes entre el NO i moléecules biologiques concretes,
mentre que els indirectes seran aquells resultants de les reaccions de RNOS
(reactive nitrogen oxide species) derivades de l'autooxidacié del NO amb diverses
dianes biologiques. L'avantatge de fer aquesta classificacio és que la cinética de

'autooxidacio del NO queda limitada a situacions en quée hi hagi concentracions de
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NO molt elevades. Aixi, a concentracions baixes de NO predominaran els efectes
directes i a concentracions elevades predominaran els indirectes. Es consideren
concentracions baixes en el rang de nanomolar i concentracions elevades a escala
de micromolar ( Weyrich et al., 1994; Joshi et al., 1999).

Es important aquesta distincié entre concentracions baixes i elevades perque de les
tres isoformes d'enzim NOS, dues son constitutives (NOS1 i NOS3) i produeixen
concentracions baixes de NO, i laltra és induible (NOS2) i produeix concentracions

elevades de NO en determinades circumstancies.
Els efectes directes son principalment dos:

e Reacci6 amb metalls. L'oxid nitric pot reaccionar amb alguns metalls de

transicio per formar compostos nitrosilats. Proteines que contenen grups hemo
(com la guanilat ciclasa o el citocrom Pgsp) i certs factors de transcripcié (com
NF-kB, c-fos 0 b-jun), que contenen dits de zinc per interaccionar amb el DNA,
son dianes del NO i poden veure estimulada o inhibida la seva activitat.

A més, el NO reacciona amb l'oxihemoglobina per formar metahemoglobina, en
una reaccio que es considera clau per regular els nivells de NO a nivell del

torrent circulatori.

e Reaccions amb radicals lliures. Com que disposa d'un electro desaparellat, el NO

reacciona rapidament amb daltres espéecies reactives com lhidroxil, el
superoxid o diferents tipus de peroxids. Els compostos resultants d'aquestes
reaccions acostumen a ser molecules oxidants menys reactives que els radicals
lliures dels que provenen. Aixi, el NO actua com a mecanisme de detoxificacid

d'espécies reactives.

D'altra banda, quan les concentracions de NO sén molt més elevades, es produeix
l'oxidacié d'aquest NO per formar RNOS. Un dels principals productes d'aquesta

oxidacio aerobica és el peroxinitrit (OONO").

Aquests productes son els que produeixen els efectes indirectes, consistents molts
cops en la inhibicié de diferents gens. L'afinitat d'aquests productes d'oxidacio per
formar complexes S-nitrosotiol fa que les proteines que contenen zones riques en
grups tiol siguin dianes apropiades. La DNA alquiltransferasa, per exemple, conté
un grup tiol al seu centre actiu i la seva activitat disminueix quan és exposada a les
RNOS (Laval i Wink, 1994).

50



Introduccio

Les proteines que tenen zones riques en grups tiol i metalls (com les que tenen dits
de zinc o les metal-lotioneines) son especialment sensibles a l'accié de les RNOS.
Aquestes formen complexes S-nitrosotiol i afecten lestructura de la proteina,

trencant, per exemple, els dits de zinc (fig. 1.7).

NO + O,

i SNO

RNOS SH
\ + Zn%*

SNO

A 4

SH

Fig. I.7. Efecte del NO en proteines amb dits de zinc.

Aquest gran potencial de reactivitat tant del NO com dels seus derivats, juntament
amb lexisténcia de tres sintases diferents que el produeixen, fa que l'oxid nitric
jugui un paper molt destacat en nombrosos sistemes biologics: cardiovascular,
immunitari, neurotransmissio, aparell excretor, ... A més, aquestes tres sintases
regulen la seva transcripcid i traduccio de forma diferent i s'expressen de forma
diferent en diferents teixits, fent que el rang d'activitats possibles i de vies de

regulacio d'aquestes activitats sigui encara més ampli i complex.

D'altra banda, aquest paper regulador pot desencadenar processos fisiopatologics.
Davant determinats estimuls com la presencia de bacteris gramnegatius,
endotoxines o citoquines proinflamatories, pot produir-se una sobreproduccio de
NO, mediada principalment per la sintasa induible. Aquesta sobreproduccié acaba
produint una hipotensié per vasodilatacido cronica, malfuncionament general i,

inclus, la mort per shock septic (Burgner et al., 1999).
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OXID NIiTRIC | SISTEMA CARDIOVASCULAR

El 1867, sir Lauder Brunter va introduir en medicina l'Us del nitrat d'amil pel
tractament simptomatic de langina de pit. Tretze anys més tard, Murrel va
introduir la nitroglicerina com a medicament per la mateixa patologia. Tots dos
compostos, juntament amb d'altres derivats com el nitroprussiat sodic, shan anat
usant com a part de la terapia de l'angina de pit fins als nostres dies, en que s'usen

habitualment pastilles de nitroglicerina i pegats amb nitrats organics.

Aquests principis actius, descoberts de forma empirica, efectuen lacci6
vasodilatadora desitjada mitjancant l'alliberament de NO. Tot i aixi, el mecanisme
molecular concret pel qual es genera NO a partir de nitroglicerina no ha estat

identificat fins gairebé 130 anys més tard (Chen et al, 2002).

Aquesta vasodilatacio induida exogenament reflecteix una de les accions endogenes
més conegudes del NO: la vasodilatacié de la musculatura vascular llisa. Aquesta és
exercida fonamentalment per una interacci6 amb lenzim guanilat ciclasa. La
guanilat ciclasa és ’enzim que produeix guanilat monofosfat ciclic (GMP¢) a partir
de guanilat trifosfat (GTP). Aquest GMP. és un segon missatger intermediari en
nombroses funcions biologiques com la relaxacié de la musculatura vascular llisa i

la inhibici6 de l'agregacio plaquetaria.

Hi ha dos families de guanilat ciclases: receptors transmembrana i solubles al
citoplasma. La forma soluble posseeix un grup hemo que, com tots els grups hemo,
és diana del NO. Aquesta unido NO-hemo allibera un residu d’histidina que estava
unit al grup hemo i que pot participar en la catalisi enzimatica per produir GMP¢
(Ignarro, 1989b). A la figura 1.8 pot veure's el model dactivacié de la guanilat

ciclasa pel NO.

Apart d'aquesta activitat vasodilatadora, el NO té altres multiples funcions al
sistema cardiovascular, amb una regulacié complexa i a molts nivells. Segons

Balligand i Cannon (1997), els principals papers del NO al muscul cardiac son:

e inhibicio tant de | agregacié plaquetaria com de | adhesid de les plaquetes a
les cel.lules endotelials;
e reduccio de | adhesio dels monocits a | "endoteli;

e relaxacio de la musculatura vascular llisa;
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e reduccio de L expressio de la proteina quimioatraient de monocits 1 (MCP-1),
implicada en processos aterogenics de reclutament de monocits;

e reduccio de la induccio per citoquines i LDL-oxidades de molecules d adhesid
leucocitaria (VCAM-1) en cel.lules endotelials;

e inhibicio, in vitro, de la proliferacio i migracié de cél.lules musculars vasculars

llises.

GTP
Residu A
d’histidina H CATALISI
H
R R GMP,

Figura I.8. Model d'activacié de la guanilat ciclasa pel NO.

El paper del NO sobre els processos aterosclerotics ha estat objecte de
controversies sobre els papers pro o antiaterosclerotics atribuits a ell (com a revisid
del tema, Patel et al., 2000). Diferents estudis postulen un paper prooxidant i
proaterosclerotic de l'oxid nitric mitjancat per alguns dels compostos que se'n
deriven, com ara el peroxinitrit. D'altra banda, d'altres autors atribueixen al NO el
paper de regulador dels radicals lipidics, impedint la propagacié de la peroxidacio
lipidica de forma més eficient que el a-tocoferol. Alguns estudis in vivo han
evidenciat que animals hipercolesterolemics que sobreexpressaven alguna isoforma
de NOS reduien, i inclUs revertien, els processos aterogenics (Cooke, 1996; Qian et
al., 1999).

La importancia dels descobriments associats a loxid nitric en el sistema
cardiovascular ha arribat a suposar la concesidé l'any 1998 del Premi Nobel en
Fisiologia o Medicina als doctors RF Furchgott, LJ Ignarro i F Murad, pel seu treball

en Nitric Oxide as a Signalling Molecule in the Cardiovascular System.
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LES SINTASES D'OXID NiTRIC (NOS)

Tal com shavia introduit en lapartat anterior, loxid nitric és sintetitzat
endogenament per una familia de tres enzims: les sintases d'oxid nitric (NOS, EC
1.14.13.39). Aquestes tres sintases son codificades per tres gens diferents
localitzats en diferents cromosomes. Segons sembla ser, han estat originades a
partir d'un gen ancestral com( per mecanismes de duplicacio i es troben
equivalents en mamifers com la vaca, la rata o el ratoli (Nathan i Xie, 1994). Dins

de l'especie humana, els tres enzims comparteixen un 51-57% d’homologia.

Aquestes isoformes han anat rebent diferents nomenclatures segons el tipus
cel-lular en que van ser descrites, segons l'ordre en qué van ser identificades,
segons si han estat considerades constitutives o induibles, etc... En aquest treball
de tesi s’ha seguit una nomenclatura numerica segons l'ordre en qué van ser
descrites i que correspon també als noms oficials dels tres gens corresponents
segons la base de dades del HUGO Gene Nomenclature Committee

(http://www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature/). En la taula [.3 es resumeixen les

principals caracteristiques de les tres sintases humanes.

Altres Estructura Localitzacio Tamany Accés

Sintasa oy . Referencia
noms gen cromosomica proteina Genbank
nNOS, 29 exons 1434 aa L02881 Hall et al.,
NOS1 NOS-| >240 Kb 12q24.2-24.3 461 pa 11422 1994
iNOS, L09210 .
NOS2 NOS-II, 227‘9’%‘5 17cen-q11.2 };?kgg 124553 C*;Trtqa;g 4et
NOS2A X73029 &
eNOos, 26 exons 1203 aa M93718, Marsden et
NOS3 NOS-IIl 21-22 Kb 7q35-q36 133 kDa M95296 al., 1993

Taula I.3. Caracteristiques principals de les tres isoformes de NOS humanes.

L’homologia existent en U’estructura primaria de les tres NOS es constata en veure
'homologia estructural que comparteixen (veure figura 1.9). Les NOS posseeixen dos

dominis estructurals:
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e domini oxigenasa N-terminal: amb zones d'uni6 a L-arginina (el substrat de la

reaccio), tetrahidrobiopterina (BH,4, cofactor de la reaccio), i un grup hemo;

e domini reductasa C-terminal: amb zones d'unié a flavina adenina dinucleotid
(FAD), flavina mononucleotid (FMN) i nicotinamida adenina dinucleotid fosfat
(NADPH).

Aquests dos dominis estan units per una zona més petita que conté regions d'unié a
complexes Ca**-calmodulina (CaM). A més, a l'extrem N-terminal hi ha una extensié
de la proteina que no intervé de cap manera en la sintesi de NO, sin0 que es
considera relacionada amb la localitzacié intracel-lular de lenzim. Una
particularitat de la proteina NOS1, en aquesta regié6 N-terminal, és la preséncia
d'una regi6 PDZ (també anomenada GLGF, per la seqiiencia aminoacidica Gly-Leu-
Gly-Phe que conté). Aquesta regio es caracteritza per estar present en proteines

associades a membrana (Ponting et al., 1997).

Al domini reductasa de NOS1 i NOS3 existeix un loop de 52-55 aminoacids que no
esta present en NOS2. Aquest bucle de la proteina té una funcio d'autoinhibicio i la
seva eliminacio en models in vitro fa que augmenti l'activitat enzimatica (Nishida i
Ortiz de Montellano, 1999).

CaM
NH, — PDZ FMN| [FMN[— FAD NADPH [~cooH NOS1

CaM

-, — IR |FMNHFMN|—{ FAD  NADPH |-coon  NOS2

CaM

-, — GO ——|FMIN| [FMN|—{ FAD  NADPH |-coon  NOS3
N

Domini Oxigenasa Domini Reductasa

Figura 1.9. Dominis estructurals de les tres NOS humanes. Poden observar-se els dominis
oxigenasa i reductasa, amb les zones d’unié a L-Arg, hemo, BH,, FMN, FAD, NADPH i CaM.

En gris es resalten les zones implicades en la dimeritzacié. Basat en Alderton et al. (2001).
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La catalisi comenca per la formacié d'un homodimer, a partir de dos monomers de
NOS, sense el qual l'enzim roman inactiu. Aquesta dimeritzacio implica la
intervencido duna part del domini oxigenasa, repartida en dos seccions de
Uestructura primaria de la proteina (assenyalades en gris a la figura 1.9) que
inclouen la zona d'unié de BH4. Segons alguns estudis, la NOS2 només empra els
dominis oxigenasa per dimeritzar, mentre que NOS1 i NOS3 dimeritzen amb

interaccions entre tots els dominis (Venema et al., 1997).

La dimeritzacié ve promoguda per la unié del grup hemo. Aquest és imprescindible
perque sajuntin els monomers, i la tetrahidrobiopterina i larginina semblen
estabilitzar aquesta unié. A més, l'extrem N-terminal té un domini en ganxo (N-
terminal hook domain) que enllaca els dos monomers quan el dimer ja s’ha format,

per estabilitzar-ne la unio (Crane et al., 1999).

BIOSINTESI DEL NO

Hi ha certa controversia sobre si les NOS produeixen directament oxid nitric o si
generen alguna especie reactiva de nitrogen que després sera convertida en NO per
algun altre mecanisme (com a revisio del tema, consulteu Alderton et al., 2001).
Tot i aixi, pot considerar-se en termes globals que el producte final de les NOS és
NO.

El mecanisme de producci6é consta de dos fases. En la primera, una molecula de L-
arginina és hidroxilada a N®-hidroxi-L-arginina (NOHA) que, en una segona fase,
sera oxidada a NO i L-citrulina (figura 1.10). Aquesta catalisi consisteix en ’oxidacio
de cinc electrons de la L-arginina. Els electrons sén aportats pel NADPH, en primer
terme, i transportats per les flavines (FAD i FMN) fins al grup hemo, al domini
oxigenasa. La reacci6 també és dependent de BH,, que actua com a font
d’electrons, oxidant-se per produir BH,. Aquest BH, és reciclat per la dihidrofolat

reductasa i la dihidropteridina reductasa (Gross i Levi, 1992).
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HM YNHE* HoH YN—OH DY NH,
MH MH MNH
1 NADPH 0.5 NADPH
N\ N\ "o
(o7 HO o7 H:O
HyM coor “HiN slele? *HaM oo
L-Arginina N*-Hidroxi-L-Arginina L-Citrulina Oxid
Mitric

Figura 1.10. Reaccio de formacio d’oxid nitric.

El vehiculador d’aquesta activitat oxidativa és, en realitat, el grup hemo. En rebre

el primer electr6 de les flavines (aportat pel NADPH) transforma el grup hemo-

férric en un grup hemo-férric-superoxi (figura 1.11). Aquest grup no pot reaccionar

encara amb U’arginina ni el NOHA, fins que no rep més electrons del BHy, i llavors ja

pot reaccionar amb els substrats de la reaccio (Stuehr et al., 2004). Es interesant

resaltar que el primer producte de la catalisi de les NOS és un complex hemo-NO

ferric i no directament NO, que sera alliberat porteriorment.

NOHA+H,0 Arg
/ | 12 reaccio
¢ FMNH®
FMNH2 o —?2 =?2 H+ .:I:il
2z I 2 I
—Fe'l- —Fel— == —Fe'l— Fe'lm ————= —Fg/V—s
U~ °T s : T
L w S + 5 S
\." —,-’I I L4 HI
‘.-_'_"7— H,B H4B+
05 NO \)
_Flem_ - 2% reaccio
. v
NO CITRULINA NOHA

Figura 1.11. Model de la biosintesi de NO.
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En contra de qué durant molts anys shavia postulat que lUnica isoforma
independent de les concentracions de Ca®* era la NOS2, sha demostrat que totes
tres requereixen de la unié del complex CaM per iniciar la produccié de NO, encara

que difereixen considerablement en les concentracions necessaries.
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NOS1

La NOS1, generalment anomenada sintasa neuronal en la literatura, esta codificada
per un dels gens de regulaci6 més complexa que es coneixen. En la taula 1.3 pot
apreciar-se que, només comparant-la amb les altres dues isoformes, presenta una
seqliencia 6-10 cops més llarga que només es tradueix en una proteina un 16-20%

més gran.

Expressié de NOS1

L'expressio d'aquest gen va ser caracteritzada primer en neurones i després va anar-
se estenent el nombre de tipus cel-lulars del sistema neurologic on es detectava la
seva preséncia. Malgrat aixo, no pot circumscriure's a aquests tipus cel-lulars
l'expressio de la NOS1. Miocits, cel:-lules epitelials, cel-lules de la macula densa,
mastocits o neutrofils son alguns dels tipus cel-lulars que expressen proteina NOS1

funcional en l'especie humana (com a revisio, Forstermann et al., 1998).

Aquesta expressio presenta alhora variacions d'uns tipus cel-lulars a uns altres en la
forma en que es troba localitzada la proteina: soluble o unida a membrana. Les
neurones, per exemple, presenten la NOS1 en les dues fraccions, mentre que en
muscul esquelétic i en cél-lules renals de la macula densa la presenten basicament
associada a membrana (Tojo et al., 1994). Aquesta localitzacié és deguda, molt
probablement, al motiu PDZ de la regié N-terminal de la proteina (Schepens et al.,
1997).

Diferents estimuls fisics poden modular aquesta expressio. Diferents factors d'estrés
(hipoxia, immobilitat en animals, calor, ...) actuen incrementant els nivells de
mRNA, encara que en molts casos no esta clar si és part d'una resposta inespecifica
a l'estreés o per una activacié directa de la transcripcio. Elements putatius d'unio a
HIF-1 (hypoxia-inducible factor-1) han estat detectats al llarg de la seqiiencia del
gen, pero no sha testat la seva funcionalitat. D'altra banda, sha observat una
activacio especifica de la NOS1 en cél-lules musculars llises d'aorta humana en
situacions d'estrés de fregament per un flux incrementat del vas (Papadaki et al.,
1998).
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A més, lexpressi6 de NOS1 pot venir regulada per hormones sexuals i
neurotransmissors. Factors com lembaras i tractaments amb estradiol o
testosterona fan augmentar l'expressio de NOS1, aixi com també la inhibicié de la

transmissio glutaminérgica (Baader and Schilling, 1996)

Estructura del gen NOS1

Aquest gen es troba situat al brac llarg del cromosoma 12 (12q24.2-q24.3), ocupant
una regid superior a les 240 Kb i esta format per 29 exons (figura 1.12). D'aquesta
gran superficie genomica, la major part correspon a la regié 5' que presenta fins a 9
variants d'ex6 1 diferents, cadascun dels quals va precedit per una regiéo promotora
particular (Wang et al., 1999). A més, molts transcrits del gen incorporen
combinacions de més dun exd 1 diferent per complexos processos d'splicing.

Aquests mRNAs s'expressen de forma diferent en diferents teixits.

Tot i aquesta diversitat en la transcripcio, la proteina codificada per tots ells és
exactament la mateixa perque linici de la traducci6 es troba situat en l'exo 2. Aixi,
aquesta variacié en la regié promotora correspon a mecanismes complexos de
regulacio: eficiéncia de transcripcio, estabilitat del mRNA, especificitat de tipus
cel-lular, especificitat d'estimul, etc (Wang et al., 1999). S'ha descrit, per exemple,
una regid situada entre els diferents exons 1 i l'ex6 2 que, si és transcrita, pot

formar un bucle de RNA que reprimeix la traduccié (Newton et al., 2003).

En alguns casos s’han descrit promotors interns entre els exons 3 i 4 que produeixen
alteracions a la proteina, que passa a assumir rols especifics, com succeeix en
cel-lules musculars esqueletiques diferenciades (Silvagno et al., 1996). Una
d'aquestes modificacions és la péerdua de la seqiiencia PDZ i de la conseqiient
localitzacid citoplasmatica de l'enzim codificat. A més, d’altres variants que només
inclouen part del domini reductasa han estat descrites en diferents linies cel-lulars

humanes i de rata (Alderton et al., 2001).

En aquesta regié promotora, a més, shan descrit dos microsatel-lits (un (GT), i un
(CG),) amb variacié polimorfica. Els diferents al:-lels d'aquests polimorfismes poden
presentar diferencies en lactivitat basal dels promotors. Aquesta possibilitat és
bastant probable en el dinucleotid que conté el motiu GT/AC, donat que les

repeticions amb aquests motius afavoreixen la formacio de Z-DNA. Les seqiiéncies
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de Z-DNA estan presents en regions geniques critiques per la regulacio de la

transcripcio i la replicacio (Rich i Zhang, 2003).

multiples exons 1

2 3 4-8 910 _11-17 18 1920 21 22-28 29
5. I____J" ; 31
| . s I / | ||||| ||||| || | |I | ||||I||
a
CaM
nH, —{PDZ FMN| [FMN— FAD NADPH [-cooH

Figura 1.12. a) Estructura del gen NOS1. Les linies diagonals indiquen parts omeses de la
seqiiéncia per facilitar la il-lustracio. La multiplicitat dexons 1 a la regio 5 esta
representada pel quadrat de linia discontinua. b) Estructura total de la proteina NOS1. A
sobre es representen en diferents colors el producte genic codificat per diferents variants
de mRNA detectades en humans (modificat a partir d’Alderton et al., 2001).

Polimorfismes analitzats i estudis previs

En el present treball de tesi s’ha analitzat la variacié polimorfica de quatre
marcadors del gen NOS1 (figura 1.13). S’han analitzat tres microsatel-lits (un
dinucleotid (GT), a la regié6 promotora abans d’un exo6 1; un trinucleotid (AAT), a
Uintré 13; i un dinucleotid (GT), a ’ex6 29, a la regio no codificant) i un SNP (una

substitucio C/T a la posicid 3391 de ’exo6 18, que produeix un canvi sinonim).
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L’eleccié d’aquests polimorfismes ha volgut incloure marcadors en les zones de
regulacio 5’ i 3’ (els dos dinucleotids), que poden tenir un possible rol en la
regulacio de la transcripcio. Els altres dos polimorfismes estan immersos en la
seqiiencia del gen i, en principi, no afecten la proteina resultant ni la seva

expressio.

(AAT). C3391T G‘I‘)

98.23 , 1612 32.60
Ed Ed

Figura 1.13. Localitzacié dels quatre polimorfismes analitzats en el gen NOS1. A la part
inferior es mostren les distancies fisiques (en Kb) entre els marcadors, inferits a partir de
la seqiiéncia AY445095 del GenBank.

La NOS1, tot i ser la primera NOS en ser identificada i caracteritzada, és la
isoforma amb la variacié genetica menys analitzada. La literatura cientifica que
descriu i estudia aquesta variacio és relativament escasa i s’ha limitat durant molts
anys a un petit nombre de polimorfismes (principalment els analitzats en aquest
treball). Molt recentment ha augmentat la informacié de polimorfismes tipus SNP
amb ’aparicié de grans bases de dades de diferents consorcis: NIEHS Environmental

Genome Project (http://egp.gs.washington.edu), HapMap Project

(http://www.hapmap.org), NCBI Entrez SNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), ...

En la taula 1.4 es resumeix la informacio dels principals treballs descrivint la
variacié o realitzant estudis d’associacido amb aquests marcadors. S’ha de destacar
que els estudis d’associacio realitzats fins al moment s’han focalitzat en malalties
que no son del sistema cardiovascular (Parkinson, asma, estenosi pilorica, etc...),
amb alguna excepcié que n’estudia la relaci6 amb hipertensié (Takahashi et al.,
1997b; Iwai et al., 2004).
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Marcador Mostra N Resultats destacables Referéncia
5’-(GT), |Families - UK 229 5’-(GT), s‘associa positivament | Chung et al., 1996
. (p=0.006), al-lel 30 és factor de

(AAT), Estenosi pilorica risc  (p=0.0006). No hi ha
desequilibri de lligament entre
tots dos.
5’-(GT), |C/C-Franca 59/59 | No s’associa amb la malaltia, pero | Texereau et al.,
Fibrosi quisti al-lels >27 produeixen més NO |2004
10rost quistica exhalat (p=0.008).
(AAT), Families - Cuba 108 No s’associa amb la malaltia. Twells et al., 1995
Ataxia cerebelospinal
Poblaci6 francesa 58 Descriuen freqiiéncies.
(AAT), Malalt fibros. quistic. 75 Homozigots 212/212 produeixen | Grasemann et al.,
US-whites menys NO exhalat (p=0.027). 2000
(AAT), Poblacié Caucasica 305 Descriuen freqiiéncies i comparen | Grasemann et al.,
3'-(GT), |Poblacié Afroameric. 105 | Poblacions. 1999a
C3391T C/C - USA 410/228 | No s’associa amb la malaltia. Grasemann et al.,
1999b
Asma
C3391T Sib-pair - Alemanya 415 No s’associa amb la malaltia, pero | Immervoll et al.,
A si amb fenotips concrets | 2001
sma (p=0.0086)
C3391T C/C - Franca 209/488 | No s’associa amb la malaltia. Levecque et al.,
. 2003
Parkinson
3’-(GT), |Poblaci6 Japd 125 Descriuen freqiiéncies. Takahashi et al.,
1997a
3’-(GT), |C/C-Japo 131/147 | No s’associa amb la malaltia. Takahashi et al.,
. ., 1997b
Hipertensio

Taula 1.4. Estudis realitzats en els polimorfismes del gen NOS1 analitzats en aquest treball

de tesi. Els al-lels estan mencionats pel nombre de repeticions del motiu (en el cas dels

microsatel-lits) i pel nucledtid que presenten (pel C3391T). C/C: estudi cas control.

Els resultats d’aquests estudis no aporten massa informacio sobre el paper que

aquests polimorfismes poden jugar en U'expressio de la NOS1. El dinucleotid 5’-

(GT),, per exemple, mostra el seu al-lel de 30 repeticions associat a un major risc

de patir estenosi pilorica segons el treball realitzat per Chung i col-laboradors

(1996). Aquesta associacio, segons postulen, reflexaria |’associaciéo d’aquest al-lel

amb variants menys eficients de NOS1 o amb una menor expressio del gen. Per

contra, els resultats obtinguts per Texereau et al. (2004) semblen indicar que els
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al-lels de més de 27 repeticions produeixen més NO exhalat d’una manera dosi-
dependent. Part d’aquestes diferéncies podrien ser explicades pels diferents teixits
implicats en aquestes malalties, que podrien expressar mRNAs diferents que son

afectats de forma diferent pels al-lels d’aquest polimorfisme.

De la resta d'estudis aqui mencionats, només cal destacar que cap dells ha reportat
associacions significatives entre les diferents malalties i els polimorfismes
analitzats. Malgrat tot, el microsatél-lit (AAT), mostra diferéncies en la produccio
de NO exhalat en individus malalts de fibrosi quistica (Grasemann et al., 2000). En
75 malalts analitzats, troben que els homozigots per al-lels de 12 repeticions o més

produeixen menys NO que la resta.

A més, també cal destacar que, encara que no sha associat amb lasma, la
substitucio C3391T s'ha associat amb el recompte d'eosinofils (p=0.0086), que és un

dels indicadors de severitat de la malaltia (Immervoll et al., 2001).
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NOS2

La NOS2 és descrita habitualment a la literatura com la sintasa induible (d'aqui la
nomenclatura diNOS emprada molts cops), en contrast amb lapelatiu de
constitutives a les isoformes NOS1 i NOS3. Aquesta induccido de l'expressio ve

determinada per les caracteristiques particulars de la seva regiéo promotora.

Expressié de NOS2

La primera descripcié d'aquesta isoforma va realitzar-se en macrofags i la seva
expressid acostuma a associar-se a tipus cel-lulars i processos del sistema
immunologic. Tot i aixo, entre les linies cel-lulars amb capacitat d'expressar NOS2
trobem també hepatocits, cél-lules musculars vasculars llises, queratinocits,

miocits, fibroblasts, ... (Balligand i Cannon, 1997).

Una de les diferéncies entre aquesta variant i NOS1 i NOS3 és la relativa
independencia dels nivells intracel-lulars de calci. Aixi, s’ha observat que la NOS2
necessita la presencia de calci, tot i que pot unir-se establement a calmodulina a
concentracions de calci molt més baixes que les altres dues isoformes (Chartrain et
al., 1994).

L'abséncia de regulacio de lactivitat enzimatica a través dels nivells de calci
contrasta amb lelevat nivell de regulacido que s'observa a través de citoquines i
determinats productes bacterians. Els liposacarids (LPS) de bacteris gramnegatius i
citoquines com linterfer6-y (IFN-y), la interleuquina-18 (IL-18) o el factor de
necrosi tumoral-a (TNF- a) indueixen la transcripcio del gen NOS2 a través de la
unid a decenes d'elements especifics presents al llarg de 16 Kb de la regid
promotora 5' (De Vera et al., 1996). Sha descrit que aquesta induccioé necessita la
presencia de més d'un daquests inductors, aixi com de la unié del factor de
transcripcié NF-kB, mentre que en daltres mamifers la induccié és més inespecifica
(Spitsin et al., 1997). Contrariament, daltres citoquines com el factor de
creixement transformant-8 (TGF-8), IL-4 o IL-10 reprimeixen aquesta induccio
(Nunokawa et al., 1994).
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Les citoquines no només indueixen l'expressio del NOS2 a nivell transcripcional, sin6d
que també estimulen la unié d'una proteina anomenada HuR al mRNA, augmentant-

li la vida mitjana (Rodriguez-Pascual et al., 2000).

Aquesta induccio és la responsable de les funcions que la NOS2 juga en la resposta
immune i inflamatoria, pero en determinats casos pot participar en patologies com
el shock septic (Burgner et al., 1999). Models animals knocked-out pel gen NOS2
son fenotipicament indistingibles dels ratolins salvatges, pero presenten disminuida
la resposta immune davant d'infeccions i la mortalitat per sepsis (Papapetropoulos
et al., 1999).

Estructura del gen NOS2

El gen NOS2 es troba localitzat al cromosoma 17, a la regid 17cen-q11.2. S'estén al
llarg de 37 Kb i conté 26 exons (figura |.14). Aquesta seqiiéncia codifica per la més

petita de les tres sintases: una proteina de 131 KDa.

Tal i com s'’ha comentat en l'apartat anterior, la regié promotora 5 d'aquest gen
ocupa 16 Kb i conté molts elements especifics d'unido a diferents factors de
transcripcié i citoquines diferents. Sha descrit també la presencia d'elements
responsius d'estrés per fregament (SSRE), que es troben també presents en el
promotor del gen NOS3, i indueixen la transcripcio del gen en resposta a un estrés
de fregament en un vas per un augment del flux sanguini (Nunokawa et al., 1994).
A més, una seqliencia AP7-like del promotor exerceix una repressid en la
transcripcid, tant en estat basal com quan s'indueix la transcripcié amb citoquines
(Pance et al., 2002).

L'analisi de diferents mRNAs de diferents teixits ha evidenciat l'existencia de
processos de splicing especifics de determinats tipus cel-lulars que afecten la
proteina codificada produint tant variants amb una activitat més elevada com
proteines truncades inactives, encara que no es formen heterodimers entre variants
truncades i variants amb la seqliencia complerta (Park et al., 1996; Eissa et al.,
1996).

La regio 3'-UTR és rica en determinades seqiiencies AUUUA, que desestabilitzen el
mMRNA, reduint-li la vida mitjana. Es en aquesta regié on s'uneix la proteina HuR per
estabilitzar el transcrit quan existeix estimulacio per citoquines (Rodriguez-Pascual
et al., 2000).
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Figura I.14. Estructura del gen NOS2.

Polimorfismes analitzats i estudis previs

La variacié molecular d’aquesta regido cromosomica ha estat analitzada mitjancant
el genotipat de cinc polimorfismes (figura 1.15). Aquests inclouen dos
microsatel-lits (un pentanucleotid (CCTTT), i un tetranucleotid (AAAT), a la regio
promotora 5’ del gen) i tres SNPs (les substitucions G-954C a la regi6 promotora 5’,
A300G a U’intré 8 i C150T a l’exd 16).

Aquests polimorfismes han estat escollits per U'existéncia d’estudis previs que en
descrivien la variacio, aixi com pel possible paper funcional que tots ells poden
tenir. D’una banda, la variacié dels tres marcadors de la regié promotora (els dos
microsatel-lits i la substitucido G-954C) pot estar implicada en la regulacio de la
transcripcid, especialment en un gen com el NOS2, que presenta una elevada

complexitat de regulacié a aquest nivell.

Els altres dos marcadors analitzats pretenen descriure part de la variabilitat
intragenica i poden estar implicats en variacions en !’expressié de la proteina. La
substitucio A300G es troba a lintré6 8 en una zona implicada en complexos
processos de splicing alternatiu que originen variants de la proteina amb delecions
internes (Eissa et al., 1996). L’altre SNP, C150T a ’ex6 16, produeix un canvi de
serina a leucina en la posicié aminoacidica 608 (Ser608Leu), la funcionalitat del

qual no ha estat avaluada (Johannesen et al., 2001).
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(CCTTT).  (AAAT). A300G c150T
5 G-954C] 3
,163,, 20.45 . 11.44 ,

Figura 1.15. Localitzacié dels cinc polimorfismes analitzats en el gen NOS2. A la part
inferior es mostren les distancies fisiques (en Kb) entre els marcadors, inferits a partir de
la seqiiéncia AC130289 del GenBank.

La disponibilitat d’estudis previs varia ostensiblement depenent del marcador
analitzat. La majoria de treballs analitzen principalment la variacié polimorfica
associada a la regio promotora, donat que les caracteristiques de regulacié del gen
suggereixen que pot ser critica. Aixi, per exemple, es disposa d’una amplia
literatura descrivint la variacio del pentanucleotid (CCTTT), en diferents grups
poblacionals, en estudis d’associaci6 amb patologies molt diferents, i inclis en
diferents primats no humans (taula 1.5). En Ualtre extrem es situen els dos SNPs

intragénics, pels quals es disposa de molt poques dades previes.

La seguent taula resumeix els principals estudis que han analitzat aquests
polimorfismes, amb un especial emfasi en aquells que en descriuen variaci6 en
poblacions o que realitzen estudis dassociaci6 amb malalties del sistema
cardiovascular. Sha de remarcar, pero, que no s'ha realitzat cap estudi de genética
de poblacions i que la majoria d'estudis d'associacio han intentat relacionar la
variacio del gen NOS2 amb malalties infeccioses (principalment malaria) o amb una

component autoimmune (diabetes, lupus eritematos, ...).

El pentanucleotid (CCTTT), es troba a unes 2.5 Kb de linici de transcripcio del gen.
La seva variacié ha estat analitzada inclus en els primats filogenicament més
propers a l'espécie humana (Xu et al., 1997). Macacs i orangutans son monomorfics
per aquest polimorfisme, mostrant 1 i 3 copies del motiu consens, respectivament.
Ximpanzeés, goril-les i humans son polimorfics per aquesta repeticio, amb un patrd
en la distribucid dal-lels més semblant entre goril-les i humans, que amb
ximpanzes. Dins de l'espécie humana, s’ha observat una diversitat poblacional en
les freqiiencies al-leliques, i es disposa de dades per la variacié d’aquest marcador
en poblacié de la Peninsula Iberica (Xu et al., 2000; Lépez-Nevot et al., 2003;
Gonzalez-Gay et al., 2004).
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Marcador Mostra N Resultats destacables Referéncia
(CCTTT), |Macac 5 Descripcio del polimorfisme i de | Xu et al., 1997
Oranguta 5 les freqiuiéncies.
Goril-la 2 Polimorfic en goril-la, ximpanze i
Ximpanze 31 huma.
Huma (UK) 101
(CCTTT), |Gambia 933 Descriuen freqiéncies. Troben | Xu et al., 2000
Carib 77 diferéncies entre poblacions en la
Caucasics 101 distribucio d’al-lels.
Japo 210
india 72
(CCTTT), |C/C- Espanya 200/251 |Al-lels <11 repeats presenten |Gonzalez-Gay et
Artritis reumatoide major risc (p=0.021) al., 2004
(CCTTT), |C/C - Lugo 117/199 | No troben cap associacio. Lopez-Nevot et
Lupus eritematos al., 2003
(CCTTT), |C/C - Gambia 657/276 | Homozigots <11/<11 incrementen | Burgner et al.,
Malaria el risc i la severitat. 1998
(CCTTT), |C/C- Tailandia 256/179 | Al-lels 215 incrementen el risc. Ohashi et al., 2002
G-954C Malaria severa G-954C no és polimorfic.
(CCTTT), |C/C - Tanzania 178 No troben cap relacidé ni amb | Levesque et al.,
G-954C Malaria severitat de malaltia, ni amb| 1999
[NO,], ni amb nivells de proteina
NOS2.
(CCTTT), |C/C - Tanzania/Kenya No troben associacio. Descriuen el | Hobbs et al., 2002
G-954C Malaria desequilibri de lligament.
(CCTTT), |C/C - Caucasics 112/164 | No troben cap associacio. Glenn et al., 1999
(AAAT), Hipertensio (AAAT), presenta freqliencies
diferents en hipertensos vells.
(AAAT), Africans 801 Descriuen freqiiéncies. Bellamy i Hill,
HindUs 589 1997
Europeus 35
(AAAT), Malalts - Caucasics 856 Al-lel 5 s’associa amb factors de | Morris et al., 2001
CAD severitat de la malaltia.
(AAAT), Sib-pair - UK 177 Al-lel 5 incrementa el risc|Rutherford et al.,
Hipertensi6 d’hipertensio (p=0.034). 2001
A300G Families - Dinamarca 1143 C150T associat amb la malaltia en | Johannesen et al.,
C150T IDDM determinats subtipus (p=0.024), 2001
C150T C/C - Xina 93/246 |Al-lel T incrementa el risc en |Shen et al., 2004

Cancer gastric

determinats subtipus de malalts.

Taula 1.5. Estudis realitzats en els polimorfismes del gen NOS2 analitzats en aquest treball

de tesi. Els al-lels estan mencionats pel nombre de repeticions del motiu (en el cas dels

STRs) i pel nucleotid que presenten (pels SNPs). C/C: estudi cas control.
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Aquest marcador ha estat estudiat, principalment, en treballs que analitzen la seva
variacio lligada al risc d’infeccio i severitat per malaria. Malgrat que alguns d’ells
reporten associacions significatives, els resultats no concorden entre els diferents
estudis probablement perque aquest polimorfisme no sigui el causant directe de les
diferencies i el desequilibri de lligament entre el veritable causant i el

pentanucleotid sigui diferent en diferents grups poblacionals.

L’Unic estudi d’expressio in vitro realitzat sobre aquest marcador ha descrit que
Ual-lel de 14 repeticions presenta uns nivells de transcripci6 més elevats quan
s’estimulen les cél-lules amb citoquines (Warpeha et al., 1999). A més, Levesque et
al. (1999) no van trobar relacido entre la variacié del pentanucleotid i de la
substitucio G-954C, i els nivells en plasma de proteina NOS2 i de nitrats i nitrits

(indicadors de la produccio de NO).

El marcador G-954C ha estat objecte de diferents estudis d’associacié en
poblacions africanes i afroamericanes. Els estudis que ’han analitzat en poblacions
europea, tailandesa i amerindia han revelat Uespecificitat africana d’aquest
marcador (Levesque et al., 1999; Ohashi et al., 2002; Martin et al., 1999).

El STR (AAAT), presenta una variaci6 molt baixa pel que s’esperaria d’un
polimorfisme tipus microsatel:-lit. Només s’observen dos al:lels, de 4 i 5 repeticions
del motiu consens, amb freqiiéncies relativament homogenies en les diferents
poblacions. L’al:lel de 5 repeticions ha estat associat amb hipertensio i determinats
subtipus de malaltia arterial coronaria (CAD) (Morris et al., 2001; Rutherford et al.,
2001), tot i que un altre estudi no ha revelat cap associacio (Glenn et al., 1999). A
més d’aquests estudis d’associacio, cal destacar el treball de Morris et al. (2002),
on associen l’al:-lel de 5 repeticions amb complicacions derivades de la diabetes de
tipus 2 i realitzen models d’expressio in vitro d’aquest polimorfisme. Segons els
seus resultats, l’al:-lel de 5 repeticions promou una transcripcié 25 cops més

elevada que el seu homoleg de 4 repeats.

La variacio dels altres dos SNPs (A300G i C150T) ha estat molt menys estudiada que
la dels polimorfismes de la regido promotora. Les Uniques dades disponibles per
aquests dos marcadors només han revelat una relativa associacioé de l'al-lel T del
marcador C150T amb determinats subtipus de cancer gastric i de diabetes de tipus
1. Segons suggereixen els autors, aquesta variant seria més eficient produint oxid

nitric i aquest excés de NO estaria implicat en una major propensio a patir aquestes

70



Introduccio

malalties. L’abséncia d’altres tipus d’estudis no permet aclarir la funcionalitat

d’aquestes variants.
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NOS3

La NOS3 és anomenada molts cops sintasa endotelial (o eNOS) per haver-se aillat
inicialment en cel-lules endotelials, i per haver estat la més implicada en la
regulacid del sistema circulatori. Per aquest motiu també és la que ha estat més

analitzada i de la que es coneix millor la seva variacio genética.

Expressio de NOS3

La tercera de les isoformes de la NOS ha estat detectada en molts tipus cel-lulars,
molts d'ells relacionats amb el sistema cardiovascular. Cél-lules de l'endocardi, de
l'epiteli d'arteries, venes i capil-lars, miocits, epitelials del ronyo, cel-lules
piramidals de lhipocamp, etc... expressen enzim NOS3 de forma consitutiva
(Balligand i Cannon, 1997).

Es aquesta expressié constitutiva la que fa que, de vegades, sigui anomenada
conjuntament amb la NOS1 com a cNOS (NOS constitutives), en contraposicié amb
el caracter induible de la NOS2 (iNOS).

La regulacié d'aquest gen es realitza a diversos nivells. A nivell transcripcional, la
regio promotora 5' conté diferents regions de control en cis incloent, per exemple,
seqiiencies Sp-1, AP-1, AP-2, NF-1, AMPc, GATA, i SSRE (com a revisié del tema,
Papapetropoulos et al., 1999). En aquesta regio promotora, hi ha una regio critica a
-144/-95 pb (respecte linici de transcripcid) a la que shi uneixen diferents
proteines que formen un complex multiproteic que estimula la transcripcio

(Karantzoulis-Fegaras et al., 1999).

A més d'aquesta regulacid transcripcional, hi ha daltres mecanismes que regulen
U'expressio a nivell post-transcripcional i post-traduccional. La vida mitjana del
mRNA és regulada, per exemple, a través de la uni6 d'una proteina nuclear a una
seqliencia de 43 pb a la regio 3-UTR del mRNA (Searles et al., 1999) o a través de
citoquines com el TNF-a, que desestabilitza el mRNA en propiciar la unié de

proteines citosoliques (Alonso et al., 1997).

Un cop traduit, l'enzim NOS3 es troba localitzat al plasmalemma de les caveoles
cel-lulars, on s'ancora mitjancant l'acilacio per palmitat i miristat que es produeix

durant i després de la traduccio (Férstermann et al., 1998).
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A més, lactivitat de la NOS3 pot ser estimulada per la fosforilacié del residu Ser'””.

Aquesta fosforilacié és produida especificament per la quinasa Akt, que reacciona
davant d'estimuls d'estres de flux i davant de lexercici fisic (Hambrecht et al.,
2003).

En rates hipertensives, s'’ha observat que la terapia genica amb NOS3 fa disminuir la
pressié sanguinia i, de la mateixa manera, fa augmentar els nivells de nitrats i

nitrits (NOy) en plasma i orina (Lin et al., 1997).

Estructura del gen NOS3

El gen que codifica per l'enzim NOS3 (figura 1.16) esta constituit per 26 exons que
ocupen unes 22 Kb del brac llarg del cromosoma 7 (7q35-q36), i que codifiquen per

una proteina de 133 KDa.

La regido promotora no és tan llarga com en NOS1 i NOS2, i aixo fa que la NOS3
tingui el gen més petit, en extensio, de les tres sintases. El gran interés que va
despertar l'estudi de l'0xid nitric a principis dels anys 90 va portar a que, en menys
d'un any, tres equips independents publiquessin la seqiiencia complerta de la NOS3
(Marsden et al., 1993; Nadaud et al., 1994; Miyahara et al., 1994). Tots ells
evidencien lexistencia dels elements reguladors del promotor mencionats a
'apartat anterior. Segons sembla, l'element Sp-1 més proximal és necessari per la
transcripcio i un element GATA a -254 pb és mandatori per l'activitat del promotor
(German et al., 2000)

Aquests primers estudis ja destaquen la presencia dels primers polimorfismes dins
la seqliencia del gen: un minisatel-lit de 27 pb a lintré 4 i un dinucleotid (CA), a
lintro 13. Aquest darrer polimorfisme s'’ha vist recentment implicat en la regulacio
de l'eficacia d'splicing , que depén del nimero de repeticions CA que conté (Hui et
al., 2003b). Aquest microsatel:lit exerceix aquesta funci6 a través duna
ribonucleoproteina anomenada hnRNP L, que s'hi uneix especificament (Hui et al.,
2003a).
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1 2 34 56 78 9 10-13 14-16 17-19 20-22 23 24-26

5' 3

—

Figura 1.16. Estructura del gen NOS3. Les linies diagonals indiquen parts omeses de la

seqiiencia per facilitar la il-lustracio.

Polimorfismes analitzats i estudis previs

La variacié genetica del gen NOS3 ha estat analitzada a través de la determinacié
genetica de cinc polimorfismes (figura 1.17). Aquests cinc marcadors inclouen tres
SNPs (les substitucions T-786C a la regio promotora, G894T a l'ex6 7 i A27C a lintro
18), el minisatél-lit de 27 pb a lintré 4 (ecNOSa/b) i el dinucleotid (CA), a lintrd
13.

Aquests polimorfismes han estat ampliament estudiats en relacio a diferents
patologies, principalment del sistema circulatori, i alguns d'ells posseeixen un
probable paper funcional. D'una banda, sha evidenciat que lal-lel T de la
substitucio T-786C influeix en la transcripcid, reduint un 50% lactivitat (Nakayama
et al., 1999). El polimorfisme G894T provoca un canvi de glutamat a aspartat en la
posicié aminoacidica 298 (Glu298Asp) del que encara no es té clar quin paper pot
exercir en la proteina. En un principi, un estudi realitzat per Tesauro et al. (2000)
postulava que l'al-lel T codificava per una proteina més susceptible a ser trencada
espontaniament i que, per tant, tindria una vida mitjana més curta. Més tard, pero,
va descobrir-se que aquesta proteolisi era deguda a un artefacte metodologic
(Fairchild et al., 2001).

A més, i com ja sha comentat a l'apartat anterior, sha establert una relacié entre
el nombre de repeticions del motiu CA del dinucleotid i l'eficiencia d'splicing,
relacio que tal com conclouen els mateixos autors "augmenta la possibilitat de que
la induccié d'splicing de lintré 13 estigui involucrada en el mecanisme molecular de
l'aterosclerosi” (Hui et al., 2003a i 2003b).
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Figura 1.17. Localitzacié dels cinc polimorfismes analitzats en el gen NOS3. A la part
inferior es mostren les distancies fisiques (en Kb) entre els marcadors, inferits a partir de
la seqiiéncia D26607 del GenBank.

Pel fet dexpressar-se a l'endoteli vascular, la NOS3 ha estat objecte recurrent
d'estudis d'associacio amb malalties del sistema circulatori, amb un especial émfasi
en la hipertensio i els polimorfismes estudiats en aquest treball inclouen els que
han estat més abastament estudiats. Els resultats obtinguts pels diferents estudis
han mostrat discrepancies sobre la possible implicacié d’aquests polimosfismes en
diferents malalties i, inclis en els casos en quée detectaven associacio, sobre quins

al-lels dels polimorfismes confereixen un risc incrementat.

En primer terme, cal destacar el treball de Wang i Wang (2000), en que analitzen
els resultats obtinguts pels diferents estudis d'associacio realitzats sobre la variacio
genetica del NOS3. Evidencien la inconsistencia entre diferents estudis i malalties i
postulen que aquestes discrepancies podrien ser explicades, en part, per factors

especifics de poblacio i factors especifics de malaltia.

La recent publicacié d'una meta-analisi sobre la variacid6 molecular al gen NOS3 i el
risc per CAl ha reunit les dades de 26 estudis (Casas et al., 2004). Aquesta
publicacid reuneix totes les dades disponibles fins [’any 2003 dels estudis
d’associacié cas-control entre la CAl i els polimorfismes T-786C, ecNOS4a/b i G894T
i conclou que els al-lels a i T (dels marcadors ecNOS4a/b i G894T, respectivament)
s’associen significativament amb un major risc per CAl (OR=1.34 i OR=1.31,
respectivament). Els resultats d’aquesta meta-analisi han estat discutits per

possibles problemes metodologics (Rossi i Maiolino, 2004).

La seglient taula (taula I.6) resumeix els principals estudis realitzats sobre aquests
marcadors i la seva relacié amb la CAl. Es interessant remarcar que, tot i ser la
sintasa més estudiada, no hi ha estudis de genética de poblacions realitzats sobre
aquests marcadors (si descomptem la publicacié derivada de l'analisi parcial de les

dades d'aquesta tesi, que es recull a 'annex 5), malgrat que si que existeix algun
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estudi que n'analitza la variacié en grans grups poblacionals (Tanus-Santos et al.,

2001).
Marcador Mostra N Resultats destacables Referéncia
T-786C C/C - Australia 633/160 |No troben associaci6 ni amb la|Sim et al., 1998
CAD malaltia, ni amb activitat del
promotor, ni amb nivells de NO,.
T-786C C/C - Espanya 170/300 |Homozigots CC tenen major risc | Alvarez et al.,
ecNOS4ab | CAD (p=0.039; OR=1.67) 2001
T-786C C/C - Franca/Belfast | 531/610 |Al-lel G s’associa amb elevat risc | Poirier et al.,
G894T Infart de miocardi només en francesos (p<0.009) 1999
T-786C C/C - Corea Sud 110/128 | No troben cap associacio Yoon et al., 2000
ecNOS4ab | CAD
G894T
T-786C C/C - Meta-analisi 2377/7702 | Els al-lels a i 894T s'associen | Casas et al., 2004
ecNOS4ab | CAl 6212/6737 | significativament amb un risc
G894T 6036/6106 incrementat per la CAl.
ecNOS4ab | C/C - Australia 549/153 | Homozigots a/a tenen major risc | Wang et al., 1996
CAD de CAD en fumadors (p=0.0043).
ecNOS4ab | C/C - Japo 455/550 |Al-lel a augmenta el risc per |Ichihara et al.,
ecNOS4ab | C/C - UK Homozigots T/T mostren risc | Hingorani et al.,
G894T CAD 298/138 |incrementat per la malaltia| 1999
Infart de miocardi 249/183 | (OR=4.210R=2.5).
ecNOS4ab | C/C - Japo 226/357 |Homozigots T/T tenen risc | Hibi et al., 1998
G894T Infart de miocardi incrementat (p=0.0085).
(CA), C/C - Alemanya 1000/1000 | Al-lels =38 repeticions augmenten | Stangl et al., 2000
CAD el risc (p=0.001; OR=1.94).
(CA), Malalts - Alemanya 1000 Interaccié entre repeticions del | Laule et al., 2003
CAD (CA), i homocisteinémia en el risc
per complicacions de CAD en
dones.
(CA), Sib-pair - Franca 346 No troben cap associacio. Bonnardeaux et
A27C Hipertensi6 al., 1995
ecNOS4ab |2 C/C - Japd 218/240 | Al-lel G s’associa amb la malaltia | Miyamoto et al.,
G894T Hipertensié 187/223 | en les dos mostres (p<0.0017). 1998
A27C

Taula I.6. Estudis realitzats en els polimorfismes del gen NOS3 analitzats en aquest treball

de tesi. Els al-lels estan mencionats pel nucleotid que presenten (pels SNPs), pel nom

convencional dels al-lels (en el cas dels minisatél-lit) i pel nombre de repeticions del motiu

(en el cas del dinucleotid). C/C: estudi cas control.
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La variacid6 molecular del polimorfisme A27C en relacid6 a la CAl no ha estat
avaluada fins al moment i només es disposa d’estudis que [’analitzen en relacio a la

hipertensid essencial (Bonnardeaux et al., 1995; Miyamoto et al., 1998).

També sén nombrosos els estudis que intenten relacionar la variacio genetica en el
gen NOS3 amb la seva implicacio funcional, a partir de ’analisi de diferents
parametres: quantificacié de nitrats i nitrits (NO,) (estimadors de la produccié de

NO); activitat enzimatica; quantificacio de proteina NOS3; etc...

L’any 1997, Wang i col-laboradors van observar en una mostra de 108 families (428
individus australians) que els homozigots a/a del marcador ecNOS4a/b presentaven
nivells de NO, significativament superiors que els b/b (p=0.0002). Yoon et al. (2000)
no van replicar els resultats en una mostra del Japd, pero van associar nivells
elevats de NO, amb CAD (p<0.001), hipertensié (p<0.001) i lal-lel G del
polimorfisme G894T. En afroamericans sans, Li et al. (2004) no troben cap relacié
entre els polimorfismes T-786C, ecNOS4a/b i G894T i la variacio en els nivells de
NO.

La heterogeneitat dels resultats obtinguts en aquests i d’altres estudis, han portat
a alguns investigadors ha estudiar la influencia sobre [’expressio i [’activitat
enzimatica dels polimorfismes en el gen NOS3 en models cel-lulars. Song et al.
(2003) han analitzat l’accié dels polimorfismes T-786C, ecNOS4a/b i G894T sobre
els nivells de NO,, de mRNA de NOS3, de proteina NOS3 i d’activitat enzimatica en
cultius de cel-lules endotelials de cordé umbilical de coreans. L’Unica associacio
detectada és la dels homozigots a/a del polimorfisme ecNOS4a/b, que mostren
nivells més baixos de poteina NOS3 (p=0.030) aixi com d’activitat enzimatica
(p=0.0197).
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OBJECTIUS

Els antecedents dels que parteix aquest treball, en el marc evolutiu, historic i

molecular presentat a la Introduccido daquest treball, poden concretar-se en

diferents aspectes:

Estudis previs sobre la variaci6 molecular de regions genomiques nuclears
associada a variacions funcionals han evidenciat que aquesta variacio esta
relacionada amb la historia demografica de les poblacions humanes. Aixi,
lanalisi de la variaci6 molecular de les NOS pot proporcionar informacio

adicional sobre la historia genética de les poblacions de la Mediterrania.

Estudis epidemiologics han suggerit la relaci6 de determinades variants dels
gens productors de NO amb la resisténcia a la malaria. La prevalenca en el
passat d'aquesta malaltia a la regi6 mediterrania podria haver suposat una
modulacio particular de les freqgliencies de les variants d'aquests gens en els
grups humans d'aquesta area geografica, tal com s'’ha observat per daltres

mutacions en els gens de les globines o d'enzims eritrocitaris.

La funcionalitat dels gens productors de NO permet considerar-los com a bons
gens candidats per l'exploracio del risc genétic a malalties cardiovasculars. ELl
paper del NO com a regulador del sistema circulatori aixi com la seva
intervencid en processos fisiopatologics com laterosclerosi fa probable que
variants de les NOS amb una diferent funcionalitat puguin jugar un paper com a

factors genetics de risc per malalties cardiovasculars.

A la conca mediterrania, el risc de malalties cardiovasculars és relativament
baix. Aquesta baixa incidéncia no és explicable Unicament per factors
ambientals, sind que poden trobar-se implicats factors genétics particulars. El
manteniment d'aquestes particularitats genetiques és molt improbable que es
degui a processos de deriva genetica o migracié, donada la intensa historia de
contactes i mestissatge que ha caracteritzat la Mediterrania. Una altra
possibilitat per explicar les diferéncies genétiques associades a la susceptibilitat
cardiovascular podria ser la seleccido natural relacionada amb aquestes
malalties. Tot i aixi, I’efecte selectiu de les malalties cardiovasculars no sembla
ser important donada la seva aparicié en el periode post-reproductiu i la seva

molt recent importancia epidemiologica. Una explicacio selectiva alternativa
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podria estar relacionada amb la malaria al passat que, a través de la seva
influéncia sobre la diversitat dels gens reguladors del NO, entre d’altres, hauria
contribuit a la configuracié d’un pool génic mediterrani relativament protector

enfront de les malalties cardiovasculars actuals.

En el marc d'aquests antecedents, el present treball té com a objectiu principal

explorar la variacié genetica en els gens relacionats amb la sintesi d'oxid nitric en

poblacions humanes i determinar la seva possible implicacié com a factor de risc

genétic per la susceptibilitat a malalties cardiovasculars en la Mediterrania.

Per tal dassolir aquest objectiu principal, es proposen els seglients objectius

especifics:

Analitzar la variacié de 13 polimorfismes de DNA en els gens NOS1, NOS2 i NOS3

en nou poblacions humanes de la Mediterrania i del Centre d'Europa.

Comparar les distribucions poblacionals d'aquests polimorfismes entre la
Mediterrania i el Centre d'Europa, poblacions amb diferents incidencies de

malalties cardiovasculars.

Comparar la informacié sobre la historia de les poblacions humanes dels

marcadors analitzats amb la proporcionada per d'altres tipus de marcadors.

Determinar la implicaci6 de les regions geniques analitzades en la
susceptibilitat cardiovascular mitjancant una analisi d'associacié genética

basada en families.

Avaluar la influencia de les variants genotipades sobre els nivells plasmatics de
nitrats i nitrits (NOx) a fi de poder proposar mecanismes fisiologics per les

possibles associacions genetiques.

Discutir integradament els resultats poblacionals amb els epidemiologics i les
analisis quantitatives a la llum de la genética particular de les poblacions

mediterranies.
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DESCRIPCIO DE LES MOSTRES ANALITZADES

MOSTRES POBLACIONALS

En el present treball s’han analitzat 9 mostres de poblacions humanes de la
Mediterrania Occidental, que comprenen un total de 889 individus. Amb la intencio
d'obtenir una mostra homogénia i representativa de les poblacions que es volien
estudiar van establir-se uns criteris de mostreig comuns (antropologics, biologics i

etics) per a totes les mostres.

En tots els casos, els individus eren donants de sang d’ambdos sexes, aparentment
sans i no emparentats entre si. El criteri per definir a l’individu com a autocton de
la poblacio va ser confirmar que els seus ascendents fins a dues generacions (és a
dir, els quatre avis) fossin també nascuts en la zona. A més, les mostres pertenyien
a zones rurals per intentar reduir en la mesura del possible individus provinents de

les migracions que, al llarg del segle XX, s’han produit cap a les ciutats.

Els individus mostrejats van donar el seu consentiment per a U'estudi mitjancant
una entrevista personal amb la persona responsable present en el moment de
I’extraccié de la mostra i el projecte va comptar amb l'aprovaci6 del Comité Etic de

la Universitat de Barcelona.

Les 9 poblacions analitzades han estat triades per intentar representar la variacio
genetica humana de l'oest de la Mediterrania incloent mostres de: Peninsula
Ibérica (representada per tres poblacions), Berbers del Nord d’Africa (amb dues
mostres), Sardenya (dues poblacions) i Sud de Franca (una mostra). S’ha inclos, a
més, una mostra d’individus alemanys com a grup extern amb la intencié de
representar part de la variacié genética en la Europa no Mediterrania. A la figura

I11.1 es localitza ’origen geografic de les mostres analitzades.

NORD PENINSULA IBERICA

La mostra d’individus del nord de la Peninsula Ibérica esta constituida per 114
individus (93 homes i 21 dones) d’entre 21 i 82 anys d’edat provinents de zones
rurals de la provincia d’Asturies. Aquesta mostra va ser recollida en col-laboracio
amb U’Hospital Central de Asturias d’Oviedo sota el control directe de la Dra. M?

Carmen Rodriguez.
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1- Nord P. Ibérica
2- Centre P. Ibérica
3- Sud P. Ibérica
4- Mig Atles

5- Alt Atles

6- Sardenya Costa

7- Sardenya Interior
(4] 8- Sud Franca

(5] 9- Alemanya
Vo £

Figura lll. 1. Localitzacié geografica de les mostres poblacionals analitzades.

CENTRE PENINSULA IBERICA

Un total de 120 individus d’entre 18 i 60 anys van ser mostrejats a zones rurals de
la Serra de Gredos, a la provincia d’Avila. Aquestes mostres van ser recollides en el
marc del projecte subvencionat PB88-0119 (DGCYT), coordinat per la Dra. M?
Soledad Mesa (Universidad Complutense de Madrid), i del que el Dr. Pedro Moral

formava part com a investigador.
SUD PENINSULA IBERICA

El sud de la Peninsula Ibérica es troba representat per una mostra d’individus de
UAlpujarra de la provincia d’Almeria. L’Alpujarra és una regié muntanyosa al sud
del massis de Sierra Nevada que ha estat refugi en les diferents invasions (tant del
nord com del sud) que ha sofert l’actual Andalusia. Han estat inclosos 120 individus
(64 homes i 56 dones) d’entre 25 i 54 anys. Les mostres van ser recollides pels Drs.
Francisco Luna, Pedro Moral i Ana Fernandez-Santander (Universidad Complutense
de Madrid), amb la col-laboracié del Departamento de Hematologia i la Hermandad

de Donantes de Sangre de |’Hospital de Torrecdrdenas d’ Almeria.
MIG ATLES

La mostra d’individus del Mig Atles marroqui ha inclos només individus del grup
etnolingliistic berber per un minim de tres generacions. Un total de 120 individus

(59 homes i 61 dones) d’entre 20 i 66 anys van ser recollits a [’hospital de Khénifra,
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capital de les tribus berbers del Mig Atles. El responsable de la recol-leccio va ser

el Dr. Nourdin Harich de la Université Chouaib Doukkali, d”El-Jadida (Marroc).
ALT ATLES

La vall d’Amizmiz, a UAlt Atles marroqui, ha estat el marc geografic on s’han
recollit les 81 mostres que conformen aquesta mostra poblacional. Aquesta zona,
culturalment berber, ha estat relativament aillada donada la seva dificultat d’accés
i les dures condicions climatiques (moltes poblacions es troben per damunt dels
1500 metres d’altitud). La mostra va ser recol-lectada pel Prof. Mohamed
Cherkaoui de la Université Cadi Ayyad de Marrakech (Marroc) i proporcionada a
equip del Dr. Pedro Moral pel Dr. Jean-Michel Dugoujon del Centre
d’Anthropologie UMR 8555-CNRS de Toulouse (Franca).

SARDENYA COSTA

En aquesta mostra s'han inclos 95 individus (45 homes i 50 dones) de la regio de
Cabras. La zona de Cabras pertany a la provincia d'Oristano i correspon a una regio
parcialment pantanosa de la costa occidental de Sardenya. Aquest fet ha provocat
que hagi estat zona endemica de malaria fins al 1948, quan va ser erradicada. La
mostra va ser recollida per lequip investigador del Dr. Giuseppe Vona de la

Universita degli Studi de Cagliari , de Sardenya.
SARDENYA INTERIOR

Diverses poblacions de la provincia de Nuoro sén l'origen dels 94 individus recollits
en aquesta mostra poblacional (47 homes i 47 dones). La zona de Nuoro contrasta
amb la de Cabras ja que es troba situada a linterior de lilla en una zona
muntanyosa de dificil accés del massis del Gennargentu, que ha mantingut aillada
aquesta poblacio en diferents periodes historics. Cal esmentar, per exemple, que
l'ocupacio de U'Imperi Roma mai va aconseguir controlar els pobles d'aquesta regio.
Igual que la mostra anterior, aquesta va ser recol-lectada per lequip del Dr.

Giuseppe Vona.
SUD FRANCA

La recol-lecciéo va tenir lloc a poblacions de la zona de Toulouse, capital del
departament frances de Midi-Pyrénées, incloent 96 individus (65 homes i 31 dones)
d’entre 20 i 63 anys. El responsable de la recol-leccid va ser el Dr. Francis Roubinet
de UEtablissement Francais du Sang Pyrénées-Mediterranée de Toulouse (Franca) i

facilitada pel Dr. Jean-Michel Dugoujon.
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ALEMANYA

Un total de 49 individus (26 homes i 23 dones) d'entre 26 i 60 anys d'edat van ser
recollits pel Dr. Heiko Witt de la Medizinische Fakultdt der Humboldt de la
Universitdt zu Berlin. En aquestes mostres només es va comprovar lorigen

geografic dels pares i son representatius de poblacié general alemanya.

MOSTRA DE FAMILIES AMB CARDIOPATIA ISQUEMICA

Per tal de realitzar les analisis corresponents a determinar la implicacio dels
polimorfismes analitzats en les tres arees genomiques que inclouen les sintases
d’oxid nitric va utilitzar-se una mostra de 101 families nuclears amb un fill afectat
de cardiopatia isquémica. Aquesta mostra va ser recollida durant el decurs del
projecte de tesi doctoral de la Dra. Neus Valveny (Valveny, 2000) i esta
administrada pel Dr. Pedro Moral a la Unitat d’Antropologia del Dept. de Biologia

Animal de la Universitat de Barcelona.

CRITERIS D’INCLUSIO A LA MOSTRA

Els criteris utilitzats per a seleccionar els individus que formen part de la mostra de

families nuclears van ser els segiients:

1. La familia era seleccionada en funcid6 de que un individu fos afectat de
cardiopatia isquemica a una edat inferior als 55 anys. Amb aquest criteri es
pretenia seleccionar casos de CAl que s’haguessin presentat de forma prematura
(es considera edat prematura abans dels 55 anys per homes i 65 per dones) per
tal de donar un pes especific important als factors genétics de la malaltia per
damunt dels merament ambientals. A més, per sota dels 55 anys augmenta la

probabilitat de que els progenitors estiguin vius.

2. Per tal de considerar a l’individu com a afectat de CAl, havia d’haver estat
diagnosticat per un cardioleg expert d’una (o totes dues) de les seglients

manifestacions cliniques:

» Angina de pit (angina pectoris): diagnosticada per cateterisme amb
coronariografia, la qual ha d’haver mostrat lesions significatives (> 50%
d"obstruccio) en algun vas arterial coronari principal (descendent anterior,

coronaria dreta, coronaria esquerra o tronc comu dels vasos coronaris).

88



Material i metodes

= |nfart de miocardi: diagnosticat en base al compliment dels segiients

criteris:
a) Clinica de dolor agut, de caracteristiques tipiques d "origen coronari.

b) Canvis electrocardiografics tipics d isquémia, lesio i necrosi miocardica:
aparicio d ones "Q" i elevacio del segment ST de | electrocardiograma, en
alguna de les derivacions tipiques en la localitzacié de la zona de la lesio-

necrosi.

c) Canvis enzimatics: valoraciéo de les CPK amb elevacio dels nivells per
sobre de 200U/l, en el transcurs de les 6-12 h. des de | inici de la crisi de

dolor.

3. A més, per a la inclusid d'un individu a la mostra, s’havien de poder obtenir
mostres de sang dels dos pares, independentment de si havien patit la malaltia o
no. En els casos en quée no va poder disposar-se d’algun dels dos progenitors, va
obtenir-se la mostra d’algun germa de Uindividu malalt per intentar inferir el

genotip del pare absent.

OBTENCIO DE LA MOSTRA

El reclutament de les mostres de families va dur-se a terme a través de la
col-laboracio de diferents hospitals de l’area metropolitana de Barcelona. En
aquest procés van contribuir-hi les seglients institucions i persones: Hospital de la
Vall d'Hebron (Unitat d Hemodinamica, Dr. Enric Domingo i Pilar Gomez),
Residéncia Universitaria Princeps d Espanya-Hospital de Bellvitge (Unitat
d’Aterosclerosi, Dr. Xavier Pinto i Dr. Felix Meco), Hospital de la Santa Creu i Sant
Pau (Unitat de Cardiologia, Dr. Lluis Tomas i Lola Gil) i Hospital Clinic i Provincial

de Barcelona (Dr. Antonio Francino).

En tots els hospitals el protocol per recol-lectar la mostra va ser el mateix. Primer
de tot, es seleccionaven de la base de dades de !’hospital els individus més joves
que haguessin estat diagnosticats d’angina de pit o infart de miocardi en un periode
relativament recent (2-3 anys) segons els criteris mencionats en |’apartat anterior.
Posteriorment, es contactava telefonica o directament amb el pacient per
informar-lo de ’estudi i per consultar-li la possibilitat de col-laboracié d’ell i de la
seva familia. En cas afirmatiu, se’l citava en dejd a U"hospital, conjuntament amb

la seva familia o per separat, per procedir a ’extraccié de sang i a entrevista
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personalitzada per complimentar un qiiestionari sobre antecedents i factors de risc

per la malaltia.

En determinades families, algun membre no podia assistir a |’hospital principalment
degut a ’avancada edat i delicada salut d’alguns progenitors. En aquests casos,
se’ls va citar en el centre d’assisténcia primaria més proper al seu domicili o
s’acudia amb una infermera al domicili mateix per realitzar U'extraccid i
U’entrevista. En el moment de Uentrevista, fos quin fos el lloc on es duia a terme,
se’ls tornava a informar dels objectius de Uestudi, se’ls hi demanava un
consentiment per escrit i se’ls garantia la confidencialitat de les dades. Els models

de consentiment escrit i de questionari utilitzats es troben a l’annex 1.

L’extraccio va consistir en tots els casos en 15 ml de sang total en tubs d extraccio
de 5 ml amb citrat sodic com a anticoagulant i es conservava a 4° C fins el seu
processament al laboratori (entre poques hores després de | extraccio fins a un

maxim de tres dies).

El questionari recopilat per a cada individu reclutat a l’estudi incloia dades que
podien ser rellevants en la malaltia i en els resultats de l’estudi. Aquestes dades

s "agrupen en 5 categories:

1. Dades personals: Caracteristiques fisiques com el sexe, l'edat, | alcada o el
pes. Per tal de conéixer | origen poblacional real de l individu es registrava el
lloc de naixement del mateix i dels seus avis. A més, es recollia informacio
sobre |"edat dels progenitors i, en cas que s hagués donat la defuncio d algun

dels mateixos, s anotava | "edat i la causa de la mort.

2. Diagnostic: aquesta part del qiestionari va ser contestada només per els
pacients i aquells familiars que també havien patit la malaltia. Inclou el
diagnostic clinic, angiografic i quirdrgic aixi com les intervencions que han estat
realitzades per a tots els episodis de la malaltia. Aquesta informacié va ser
completada i comprovada directament sobre la historia clinica del pacient que

havia estat consultada en cada centre hospitalari.

3. Antecedents familiars: en aquest apartat s’indagava, fins a un parentiu de
segon grau, els antecedents familiars de cardiopatia isquemica. Es detallava la
relaci6 de parentiu respecte de | afectat, |'edat d aparici6 i el tipus de

manifestacié. També s’interrogava sobre antecedents per a malalties
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relacionades amb la CAl: dislipémies, hipertensid, diabetes, mort subita,

malaltia cerebrovascular o malaltia vascular perifeérica.

4. Antecedents personals: aquest apartat pretén recopilar informacié sobre els
factors de risc ambientals i fisiologics coneguts per la CAl. En tots els casos es
va fer servir uns criteris comuns en L|'entrevista per evitar confusions
terminologiques. S inclouen qiiestions sobre tabaquisme, realitzacio dexercici,
obesitat, consum d’alcohol, hipertensid, diabetes, tractaments hormonals,
dislipémia, hiperuricémia, antecedents personals de malalties cardiovasculars
no coronaries, tipus de personalitat (incloent estres i personalitat de tipus A),
nivell d "estudis, situacio laboral i estat civil (que pot indicar situacions d "estres

patides per | individu).

5. Tractaments actuals: fa referencia als tractaments farmacologics o dietétics
que segueix | individu en el moment d obtenir la mostra i que poden afectar
els parametres serologics que es volen mesurar i que, per tant podrien ésser

rellevants a | "hora d"interpretar els resultats.

La campanya de recollida de la mostra de families va dur-se a terme de gener de
1997 a juliol de 1998 i va ser efectuada per la Dra. Neus Valveny i el Dr. Antoni
Lopez-Alomar a la Unitat d " Antropologia de la Facultat de Biologia de la Universitat
de Barcelona. Al final de la campanya s havien obtingut mostres de 101 families

nuclears que representaven un total de 302 individus.
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CARACTERISTIQUES DE LA MOSTRA DE FAMILIES

Les taules III.1 i 111.2 mostren la composicio de les families i la distribucid per sexes

i edat dels individus que formen part de | estudi.

COMPOSICIO DE LA FAMILIA NOMBRE DE FAMILIES
AFECTAT HOME AFECTAT DONA
Fill afectat + 2 pares 40 3
Fill afectat + pare 2
Fill afectat + mare 3
Fill afectat + 2 pares + germa / na 2
Fill afectat + pare + germa / na 5 1
Fill afectat + mare + germa / na 41 3
Fill afectat + > 2 germans / nes - 1
Total families 93 8

Taula lll. 1. Composicid de les families que formen part de la mostra de CAl.

z RANG D EDAT
TIPUS DINDIVIDU HOMES DONES
(MITJANA + ES)
21-55
Fills afectats 93 8 anys
(44.2 +1.3)
. 52-88 anys
Progenitors 53 92
(71.0+1.9)
18-63 anys
Germans 24 32
(44.0 £1.7)

Taula Ill.2. Distribucié per sexes i rangs d ‘edat del total d 'individus que integren les

families que han participat a ’estudi.

92



Material i metodes

Com pot apreciar-se de les dades presentades, la mostra de fills malalts de CAl esta
formada per molts més homes que dones (el 92.07% son homes vs. el 7.93% de
dones). No és un fet sorprenent, donat que a les edats representades a la mostra
(44.2 anys de mitjana) l’edat d’incidéncia de la CAl presenta 10 anys de diferencia
entre homes i dones, i arriba a 20 anys en el cas concret de ’infart de miocardi. En
la mostra de pares, aquesta desproporcié s’inverteix fins arribar a un 63.4% de
dones i un 36.6% d’homes. Tenint en compte ’edat avancada d’aquest subgrup (71
anys de promig), hi ha un nombre més alt de progenitors masculins absents degut a
les diferencies sexuals en l’esperanca de vida: 75.57 anys pels homes i 82.57 per les

dones (dades del Instituto Nacional de Estadistica per Catalunya [’any 1998).

A la taula lll.3 es mostra un resum de la informacié d’antecedents personals i

familiars dels fills afectats de cardiopatia isquémica.
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VARIABLE CATEGORIES % MALALTS VARIABLE CATEGORIES % MALALTS
Normal 34.0% Infart Miocardi 71.7%
ll');%taar ilz:"c’é)\gz ?a Rica en greixos |  46.0% Diagnostic Angor evolutiu 18.2%
malaltia Pobre en greixos 1.0% inicial de CAl Angor cronic 4.0%
Per a diabétics 1.0% Assimptomatics 6.1%
<25 (normal) 19.8% l l 60.6%
Hi t emi .6%
BMI 25-30 (sobrepés) |  65.3% Dislipémia percolesteroremia
bés) 14.9% Hipertrigliceridemia 33.7%
>30 (obes .9%
Gens 17.0% Gens 73.5%
Ty;z??cfigrdegil aa <15 cigs./dia |  8.0% e <15cigs./dia | 11.2%
. 15-25 cigs./dia |  28.0% |"actualitat 15-25 cigs./dia 13.3%
malaltia
>25 cigs./dia 47.0% >25 cigs./dia 2.0%
Només paterns 20.0% G 39.4%
ens .
Historial familiar | Només materns | 25.0% Consum 30 o/dia 50 0;
de CAI Paterns i materns 20.0% d"alcohol ¢ P
c 15 0% >30 g/dia 10.6%
ap .U%
Hipertensio 30.6% Catalunya 27.6%
e — 2.1% Andalusia/Murcia 40.8%
VP 15 6% Pais Valencia 4.4%
s Aragd 3.8%
. Tipus | 2.0% Comunitat de P.Basc/Navarra 1.6%
Diabetes Tipus I 8.0% naixement o L. o
: dels avis Cantabria/Asturies 1.6%
G 45.7% Lle6/La Manxa 13.2%
ens 7%
Extremadura 4.9%
Exercici Moderat 34.0% ’
; 20.2% Balears 0.6%
ort .
0 Altres 1.1%

Taula 1ll.3. Resum de les dades sobre els antecedents personals i familiars dels
de CAl. BMI (Body Mass Index) = (pes en kg) / (alcada en m)®. Hipertensio: pressio sistolica
>160 mmHg i/o pressid diastolica >90 mmHg, diagnosticada més d'una vegada.
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PROCESSAMENT DE LES MOSTRES

Totes les mostres incloses, ja siguin poblacionals o epidemiologiques, van ser
extretes mitjancant puncié venosa en condicions d’esterilitat per part de personal
qualificat. Uns 15-20 ml de sang total van ser recollits en tubs amb citrat sodic com
a anticoagulant i van ser conservats a 4°C fins al moment del seu processament,

periode que no va ser mai superior a 3 dies.
El tractament de les mostres de sang va incloure:
1. Centrifugacié dels tubs durant 3 minuts a 400 g, a una temperatura de 4°C.
2. Separacio de les fraccions obtingudes:
= Serum (fase superior): aquesta es guardava a -40°C.

* Fraccio leucocitaria (fase intermitja): aquesta es guardava a -40°C per al

seu Us posterior per a extraccio de DNA.

* Fraccio eritrocitica (fase inferior): aquesta es rentava dues vegades amb un
volum 20 cops superior de solucio salina (0.9% p/v de NaCl) conservant-se
també a -40°C.

Posteriorment a la separacio de les fases sanguinies i la seva conservaci6o en
congelador, es va procedir a | extraccio de DNA de totes les mostres per tal de

poder realitzar les determinacions genetiques.

El DNA necessari per a les analisis genetiques va ser extret de la fraccid
leucocitaria seguint diferents protocols d’extraccié (resina Chelex, Bio-Rad
Laboratories; kit d extraccio Nucleon BACC 1, Amersham Pharmacia Biotech; i
fenol-cloroform). De tots ells, el que va donar millors resultats (major estabilitat
temporal de | extracte, major integritat del DNA, i una millor eliminacié de les
proteines que poden interferir les reaccions de PCR) va ser el metode del fenol-
cloroform. El protocol seguit en aquest metode, aixi com els reactius utilitzats en

el mateix, s indiquen en | annex 2.

95



Variacio en les NOS en poblacions humanes

DETERMINACIONS GENETIQUES

A partir de les mostres de DNA, el primer pas en la determinacio de tots els
polimorfismes analitzats va ser l’amplificacio per PCR de la regio del genoma que
contenia el polimorfisme d’interées (veure condicions generals de |’amplificacio a la
taula Ill.4). Aquestes amplificacions van ser realitzades en termocicladors Perkin-
Elmer 9600 (Applied Biosystems) i Touchgene Gradient (Techne) per tots els
marcadors, amb U’excepcio dels polimorfismes analitzats per Real Time-PCR, que
van ser amplificats en un ABI PRISM 7900HT (Applied Biosystems). En funcio de la
metologia emprada per a la determinacio, es poden classificar els polimorfismes

analitzats en 4 categories:

= Polimorfismes analitzats per electroforesi directa del producte amplificat:
NOS3 ecNOS4a/b.

= Polimorfismes de longitud de fragments de restriccid (RFLPs): NOS1 C3391T,
NOS2 G-954C, i NOS3 G894T.

= Polimorfismes de tipus microsatel:-lit analitzats mitjancant analitzador de
fragments: NOS1 5’-(GT),, NOS1 (AAT),, NOS1 3’-(GT),, NOS2 (CCTTT),,
NOS2 (AAAT),, i NOS3 (CA),.

» Polimorfismes analitzats per PCR a temps real (Real Time-PCR): NOS2
A300G, NOS2 C150T, NOS3 C-786T, i NOS3 A27C.

La determinaci6 del polimorfisme NOS2 G-954C va ser realitzada a la Universitat de
Cagliari (Italia) per la Dra. Alessandra Falchi, i les dades han estat cedides per a
completar U'analisi del segiient treball de tesi. Aquest polimorfisme ha estat
determinat només en les mostres de families amb un fill afectat de CAl i en la

poblacié del sud de la Peninsula Ibeérica.
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GEN MARCADOR OLIGONUCLEOTIDS TA MIX
NOS1 57-(GT), F: FAM-AGACGTCGCAACCCTCATTA 60 1 plDNA, 1 U Taq, 1X Buffer, DN
R: CCTGCGTGGCTACTACATTC MgCl2, 2’5 nmol dNTPs (Vt = 25
C3391T F: GTTCTCAGTTTTTGGCCTCG 61 1 ul DNA, 1 U Taq, 1X Buffer, 2 n
R: TTACCTTGAAGACCTTCTTGGC nmol dNTPs (Vt = 25 pl)
(AAT), F: HEX-AGCTGACTAACTCCAGCTCC 62
R: TGGTGTGTTGGTGAACCAGC 1 ul DNA, 1 U Taq, 1X buffer, 2 r
3’-(GT), F: HEX-TGCAGGAACTAGGCACAAGC 62 nmol dNTPs (Vt = 25 pl)
R: GATCGACACACTTGTGCAGG
NOS2 (CCTTT), F: HEX-ACCCCTGGAAGCCTACAACTGCAT 50 1 ulDNA, 1 U Taq, 1X Buffer, 2 r
R: GCCACTGCACCCTAGCCTGTCTCA nmol dNTPs (Vt = 25 pl)
G-954C F: CATATGTATGGGAATACTGTATTTCA 58 250 ng DNA, 10 pl Mix Qiagen (V1
R: TCTGAACTAGTCACTTGAGG
(AAAT), F: FAM-TGGTGCATGCCTGTAGTCC 62 1 ulDNA, 1 U Taq, 1X Buffer, DN
R: GAGGCCTCTGAGATGTTGGTC formamida, 2 mM MgCl2, 5 nmol
HL)
A300G F: CCAACGTGGAATTCACTCAGGTA 60 20 ng DNA, 1X TagMan Universal
R: GTCCACTCTGTCACTCCATCAC 1X Assay Mix (Vt =5 pl)
C150T F: CCTGGCTTGAGAACTCTGTCATTC 60 20 ng DNA, 1X TagMan Universal
R: CGGAGAAAGCTTTACCTGAATTTGT 1X Assay Mix (Vt =5 pl)
NOS3 C-786T F: ACCAGGGCATCAAGCTCTTC 60 20 ng DNA, 1X TagMan Universal
R: CCGCAGTCAGCAGAGAGA 1X Assay Mix (Vt =5 pl)
ecNOS4ab F: AGGCCCTATGGTAGTGCCTTT 56 1 pulDNA, 1 U Taq, 1X Buffer, DM
R: TCTCTTAGTGCTGTGGTCAC MgCl2, 5 nmol dNTPs (Vt = 25 pl)
G894T F: GCATTCAGCACGGCTGGA 60 1 plDNA, 1 U Taq, 1X Buffer, DM
R: GCTCCAGGGGCACCTCAA MgCl2, 2’5 nmol dNTPs (Vt = 25
(CA), F: NED-TGAGGAGAGACTCAGAATTGGA 60 1 plDNA, 1 U Taq, 1X Buffer, DM
R: TTGTGTGGGGTTTCAGGCT MgCl2, 2’5 nmol dNTPs (Vt = 20 |
A27C F: TGAGGACGACGGCTTTACC 60 20 ng DNA, 1X TagMan Universal
R: CCAGGGTCAGGGTGTTCAG 1X Assay Mix (Vt =5 pl)

Taula Ill.4. Condicions d’amplificacié per PCR de tots els marcadors analitzat
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POLIMORFISMES ANALITZATS PER ELECTROFORESI
DIRECTA DEL PRODUCTE AMPLIFICAT

En aquest grup només va ser analitzat el polimorfisme ecNOS4a/b del gen NOS3,
que consisteix en un nombre variable de repeticions d’una seqiiencia de 27 pb
(entre 4 i 6 repeticions en les mostres analitzades). El producte resultant de
’amplificacié va ser sotmés directament a electroforesi en un gel d’agarosa al 2%
(2h 30’ a 150V).

Al final de la migracio, els gels es tenyien en una solucié6 de bromur d’etidi (10
mg/ml) durant uns 30 minuts i es visualitzaven els resultats en un transiluminador

de llum ultraviolada.

Els fenotips identificats corresponien als genotips dels individus, amb tres al-lels
possibles: a (393 pb, corresponent a 4 repeticions), b (420 pb, corresponent a 5
repeticions), i c (447 pb, corresponent a 6 repeticions). A la figura Ill.2 es mostra

una imatge d’una electroforesi d’aquest polimorfisme.

Productes d’amplificacié d’individus amb genotip a/a, b/b i b/c van ser
sequenciats per comprovar la fiabilitat de les lectures (veure protocol de

seqiienciacio a l’annex 2).

bb bb ab aa ac

Figura Ill.2. Fotografia d’una electroforesi per determinar el polimorfisme ecNOS4a/b del
gen NOS3. A la part superior del gel es mostren els genotips dels diferents individus i al

costat la indicacié del tamany de les bandes observades.
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POLIMORFISMES DE LONGITUD DE FRAGMENTS DE
RESTRICCIO (RFLPS)

En aquest grup van ser analitzats els polimorfismes NOS1 C3391T, NOS2 G-954C, i
NOS3 G894T.

Un cop amplificada la regid6 que contenia el polimorfisme a estudiar, aquest
producte va ser sotmés a una digestid6 amb U’enzim de restriccido que permetia la
distincio entre els dos possibles al:-lels de cada marcador. En tots els casos, el
resultat de la digestio va ser migrat en un gel d’agarosa al 2% (45’ a 120V) i la
identificacio es va fer sota radiacio ultraviolada després d’una tinci6 del gel en una
solucio de bromur d’etidi (10mg/ml) durant 30’ (vegeu les condicions de digestio i
al.lels resultants a la taula Ill.5). A la figura lll.3 es poden observar imatges

d’exemple dels gels resultants de ’amplificacio i digestio amb enzim de restriccio.

POLIMORFISME ENZIM (n°unitats) | T?®i TEMPS AL-LELS DETECTATS
NOS1 C3391T Dralll (4U) 375C O.N. C T6:11i73; 1 Fprb
NOS2 G-954C Bsal (4U) 50°C 4h G: 24%;342;%) pb
NOS3 G894T Banll (4U) 37°C O.N. GT5:2£973|?b

Taula 1ll.5. Condicions d’amplificacié dels RFLPs analitzats i els al-lels possibles amb els

tamanys de les bandes observables.

GT GG Tr GT OGT CT ¢cC ¢cC TT

117 ph
J 4]

~ 179 ph

Figura lll.3. Fotografia d’electroforesis per determinar els polimorfismes NOS1 C3391T i
NOS3 G894T. A la part superior del gel es mostren els genotips dels diferents individus i al

costat la indicacid del tamany de les bandes observades.
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POLIMORFISMES DE TIPUS MICROSATEL-LIT ANALITZATS
MITJANCANT ANALITZADOR DE FRAGMENTS

En aquest grup van ser analitzats els polimorfismes: NOS1 5’-(GT),, NOS1 (AAT),,
NOS1 3’-(GT),, NOS2 (CCTTT),, NOS2 (AAAT),, i NOS3 (CA),.

Aquests marcadors son Short Tandem Repeats (STRs) o microsatél-lits, on la
diferéencia entre els al-lels d’un mateix polimorfisme és deguda al nombre de
repeticions d’una petita seqiiencia, d’entre 2 i 5 nucleotids en els analitzats, que
déna el nom al polimorfisme. Donada ’elevada variabilitat d’aquests marcadors
(alguns arriben a presentar més de 20 al-lels) i la precisio requerida per diferenciar
entre al-lels (especialment en el cas dels dinucleotids), es va optar per la seva
analisi mitjancant amplificaci6 per PCR amb un oligonucleotid marcat amb
fluorescencia (NED, HEX o 6-FAM) i posterior deteccié dels al-lels a través d’un

analitzador de fragments.

El disseny de les parelles d’oligonucleotids es va fer tenint en compte que els
productes d’amplificacié dels diferents polimorfismes no tinguessin rangs de mida
superposats i, si els rangs eren propers, que estessin marcats amb fluorocroms que
emetessin llums de longitud d’ona diferent (groga per NED, verda per HEX i blava
per 6-FAM). Aquest disseny va permetre que cada mostra preparada per
’analitzador de fragments contingués una barreja de productes d’amplificacio de
diferents microsatel-lits (generalment 3-4 productes diferents), per tal d’optimitzar

les analisis i les despeses.

En tots els casos, l’oligonucleotid marcat corresponia al forward, que contenia al
seu extrem 5’ un fluorocrom. El fluorocrom emprat per cada polimorfisme esta
indicat amb la seqiiéncia dels oligonucleotids a la taula Ill.4. Els STRs NOS1 (AAT),,
NOS1 3’-(GT), van ser amplificats amb una PCR multiplex amb una barreja que

contenia les dos parelles d’oligonucleotids.

Un cop realitzades les amplificacions, es comprovaven amb una electroforesi en gel
d’agarosa al 1%. Si les amplificacions havien estat positives, es procedia a la
preparacio de diferents productes d’amplificacid per ser analitzats simultaniament

en l’analitzador de fragments, elaborant una solucio que contenia:
= 1 pl dels diferents productes d’amplificacié (diluits 1/8 en aigua destil-lada);

= 10.5 pl de formamida desionitzada;
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= 0.5 pyl de marcador de pes molecular MapMarker 70-400bp (Bioventures Inc.),

marcat amb flurocrom ROX.

A continuacio, les mostres es sotmetien a 100°C durant 5 minuts per tal de garantir
la desnaturalitzacid6 que la formamida realitza sobre el DNA. Immediatament

després, les mostres eren dipositades en gel.

L’analitzador de fragments emprat en les determinacions va ser un seqiienciador de
DNA per elctroforesi capil-lar ABI PRISM 3700 (Applied Biosystems) dels Serveis
Cientificotecnics de la Universitat de Barcelona. En ’analitzador, les mostres eren
sotmeses a una electroforesi en capil:-lars que contenien el polimer POP-6 (Applied
Biosystems) per separar els al-lels de cada polimorfisme en funcié de la longitud
del nimero de repeticions. Aquesta separacié anava acompanyada per un sistema
de lectura que utilitza un laser que excita els fluorocroms que marquen els
oligonucleotids i per un filtre (filtre D, en el present cas) que llegeix la llum emesa
per cada fluorocrom. D’aquesta lectura se’n derivaven electroforogrames que van
analitzar-se amb els programes GeneScan 3.5 i GeneMapper 3.0 (Applied
Biosystems). L’addici6 del marcador de pes molecular marcat amb ROX (que emet
llum vermella) permetia ’assignacio de tamanys (en pb) dels al-lels de cada
marcador. En la figura lll.4 es mostra un exemple d’electroforograma amb la

lectura d’alguns dels microsatel-lits analitzats.

Per tal de confirmar les assignacions dels tamanys dels al-lels, es van sequenciar
per cada microsatel:lit diversos individus homozigots. Poden consultar-se les
correspondencies entre els tamanys de banda amplificats per PCR i el nombre de

repeticions que caracteritzen cada al-lel a ’annex 2.
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Figura Ill.4. Electroforograma resultant de [’electroforesi en capil-lar per [’analisi dels
microsatél-lits NOS3 (CA),, NOS1 5°-(GT), i NOS2 (CCTTT), representats, respectivament,

en color groc/negre, blau i verd. A la part inferior de la imatge pot veure’s [’assignacio del

tamany del fragment en pb que fa el programa GeneMapper 3.0.
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POLIMORFISMES ANALITZATS PER PCR A TEMPS REAL
(REAL TIME-PCR)

Amb aquesta tecnica van analitzar-se els polimorfismes NOS2 A300G, NOS2 C150T,
NOS3 C-786T, i NOS3 A27C.

Malgrat que aquests polimorfismes son substitucions puntuals d’un nucleotid per un
altre (SNPs) igual que els analitzats per RFLP, per analitzar-los va preferir-se la
metodologia de la PCR a temps real (de ’anglés Real Time-PCR). Aquesta técnica
permet la identificacié dels genotips dels individus independentment de que la
substitucio crei o destrueixi una diana de restriccio. A més, és optima per ’analisi
d’un o més SNPs en un nombre molt elevat de mostres tant per la facilitat per
processar un gran volum d’analisis en poc temps com pel reduit cost economic per

mostra (quan el nombre de mostres és superior a unes 500).

Per tal de fer un bon disseny tant dels oligonucleotids utilitzats per ’amplificacié
per PCR com de les sondes TagMan-MGB especifiques d’al:lel, va optar-se per qué
fossin dissenyades i testades per ’empresa Applied Biosystems (Assays-by-Design
Service for SNP Assays). Es van remetre al proveidor les seqliéncies disponibles a les

bases de dades del NCBI (http://www.ncbi.nih.nlm.gov) que inclouen les posicions

polimorfiques a analitzar amb la posicié polimorfica indicada amb els dos al:lels
possibles. Els oligonucleotids dissenyats per l’amplificacié estan indicats a la taula

1.6 i la seqiiencia i marcatge de les sondes a la taula Ill.4.

POLIMORFISME | AL-LEL SONDES TAQMAN
orome | § | e
orcr | ¢ | oo
oscr | T | oseacsan
o | ¢ T

Taula Ill.6. Descripcio de la seqliencia i marcatge de les sondes TagMan-MGB emprades en
cada analisi. A la seqiiéncia s’hi indica, en negreta, la posicié que fa especifica d’al-lel

cada sonda.

103



Variacio en les NOS en poblacions humanes

La técnica de la Real Time-PCR per genotipar SNPs (o polimorfismes de petites
insercions/delecions) consisteix en |’amplificacié per PCR de la regio que inclou la
posicié polimorfica, afegint a la reaccié d’amplificaci6 dues sondes TagMan
internes especifiques d’al-lel, que contenen:
= un fluorocrom (VIC o 6-FAM) a ’extrem 5’ de cada sonda;
= un minor groove binder (MGB) a U’extrem 3’: aquesta modificaci6 permet
una discriminacié al-lelica més acurada en produir diferéncies en la
temperatura de melting entre sondes hibridades i no hibridades;
= un quencher no fluorescent (NFQ) a extrem 3’: quan la sonda esta intacta,

el quencher suprimeix |’emissio de fluorescencia del fluorocrom.

Durant U"amplificacié (figura I11.5), la Taq DNA polimerasa elimina només les sondes
hibridades completament a la seqiiencia diana. L’eliminacido d’aquestes sondes
separa el fluorocrom (que es troba a 5’) del quencher (que es troba a 3’) i aixo li
permet emetre fluorescencia (verda per VIC i blava per 6-FAM). Aixi, els senyals de
fluorescencia generats per l’amplificacié indiquen quins al-lels estan presents a la
mostra:
* Fluorescencia només per VIC: homozigositat de [’al-lel amb sonda marcada
amb VIC;
* Fluorescencia només per 6-FAM: homozigositat de l’al-lel amb sonda
marcada amb 6-FAM;

* Fluorescencia pels dos fluorocroms: heterozigositat.

™

Matzh Mismatch
Al-lel _{b
HII HI[“IIH[I“
M.;'Ikh Mismatch

LLEGENDA

quancher
@ G Mo Nusressant Tag DNA
PP S— polimerasa
®) sram GE| ?

bindar

Figura Ill.5. Resultats possibles segons la coincidencia entre sondes i al-lels en un assaig de
Real Time PCR per genotipar SNPs. Modificat a partir del manual d’Applied Biosystems
(2003).
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En les analisis efectuades, van utilitzar-se plaques de 384 pous on es carregaven en
cada pou:

= 2.25 pl de DNA (20 ng) de mostra;

= 2.5 pl de 2X TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems);

= 0.25 pl de 20X Assay Mix (barreja de primers i sondes TagMan).

Tot seguit, la placa era amplificada en un termociclador ABI PRISM 7900HT (Applied
Biosystems) dels Serveis Cientificotecnics de la Universitat de Barcelona. Les
condicions d’amplificacié eren: 2’ a 50°C, 10’ a 95°C, i 40 cicles de 15” de

desnaturalitzacio a 92°C i 1’ d’anellament/extensié a 60°C.

Després d’aquesta amplificacid, els resultats eren analitzats mitjancant el
programa SDS 2.0 (Applied Biosystems) a partir de les lectures de llum emesa que
el mateix termociclador mesura. L’assignacié de genotips es feia a partir del
mateix programa segons les fluorescencies que emet cada mostra (veure exemple

de la figura lll.6).

y[F ola]a
Allelic Dis i Plot ~Legend

3 Undetermine: d
® Alele

» AleeY
m NTC

Allele ¥ (fam)

Allele X {vic)

Figura Ill.6. Resultats de la lectura i analisi d’un SNP amb el programa SDS 2.0. Cada eix
correspon a la llum emesa per un fluorocrom (VIC a [’eix de les abcisses i 6-FAM al
d’ordenades). Els punts vermells corresponen a individus homozigots per [’al-lel amb sonda
especifica marcada amb VIC; els blaus a homozigots per [’al-lel amb sonda marcada amb 6-
FAM; els verds a individus heterozigots; i els negres a controls negatius i individus amb

genotip dubtos.
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QUANTIFICACIO DE NITRATS | NITRITS EN PLASMA

La manifestacio clinica de la CAl ve determinada per la influencia de molts
parametres fisiologics que, a la vegada, estan condicionats per variables ambientals
i, d’especial interés en aquest treball, per determinants genetics. Per tal de
dil-lucidar el paper de gens candidats en la patofisiologia de malalties complexes és
essencial, doncs, intentar aclarir la influencia d’aquests gens i les seves variants
polimorfiques sobre aquests parametres fisiologics que son, de manera més directa,

els responsables de ’aparicié de la malaltia.

Amb aquest objectiu, s’han analitzat els nivells de nitrats i nitrits (NO,) en plasma
per tal de clarificar la possible influéncia que sobre aquests tenen els gens i els
polimorfismes analitzats. La mesura dels nivells conjunts de nitrats i nitrits és
d’especial interés ja que sén estimadors de la produccié endogena de NO (un cop
controlades diferents variables ambientals que poden interferir, com poden ser

’estat de deju o una patologia renal).

Els nivells de nitrats i nitrits (NO,) van ser mesurats segons la reaccié6 de Griess
(Griess, 1879; Green et al., 1982) després d’una reduccio dels nitrats a nitrits. El
metode de Griess es basa en fer reaccionar els nitrits presents a la mostra amb una
solucié de sulfanilamida i N-(1-naftil)etilendiamina (anomenada solucié de Griess).
Aquesta reacci6 genera un producte de coloraci6é porpra que pot ser mesurat per un
espectrofotometre a 540nm. Donat que aquesta mesura detecta només els nivells
de nitrits, anteriorment s’ha de fer una reduccio dels nitrats a nitrits amb algun

meétode quimic o enzimatic.

En el present cas, la metodologia concreta va correspondre a la descrita per Ricart-
Jané et al. (2002) i el protocol es troba a l’annex 2. Aquestes valoracions van ser
realitzades a la Unitat de Lipids LPL del Departament de Bioquimica i Biologia
Molecular de la Universitat de Barcelona per Natalia Garcia, sota la supervisio de la

Dra. M2 Dolores Lopez.
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DETERMINACIONS ESTADISTIQUES

Per totes les mostres analitzades les freqliencies genotipiques i al-leliques han
estat determinades mitjancant recompte directe. L’ajust a U’equilibri Hardy-
Weinberg s’ha realitzat a través d’un test de cadenes de Markov amb 10000
repeticions que es troba implementat al programa Arlequin 2.000 (Schneider et al.,
2000). A més, s’han estimat els indexs de fixacido (Fi) per tots els loci (Weir &
Cockerham, 1984).

La diversitat intrapoblacional ha estat estimada amb el calcul de !’heterozigositat
sense biaix (Nei, 1978). Aquesta heterozigositat esta corregida per possibles efectes
de biaix deguts al mostreig i ha estat calculada mitjancant el programa GENETIX
4.05 (Belkhir et al., 2004).

La determinacié de les freqiiencies haplotipiques ha estat realitzada de dues

maneres diferents depenent de quina mostra es tractava:

* En el cas de la mostra de families nuclears amb un fill afectat per CAl, les
freqliéncies haplotipiques van ser reconstruides de forma inequivoca en base
a la informaci6 aportada pels diferents membres de la familia. Aquest méetode
ha permeés reconstruir els haplotips en la majoria d’individus, obtenint les

freqliencies haplotipiques reals.

= En les mostres poblacionals s’han utilitzat métodes de maxima versemblanca.
Malgrat tractar-se d’una estimacié que pot no reflectir les freqliencies reals,
s’accepta que la seva consisténcia estadistica és elevada per freqiiéncies
haplotipiques superiors a 0.005, essent més discutible la seva fiabilitat per
haplotips amb freqiieéncies inferiors. Els calculs han estat realitzats mitjancant
l’algoritme EM (Expectation-Maximization), implementat al programa
Arlequin 2.000, que, a partir d’iteracions, obté estimes de maxima

versemblanca d’haplotips quan la fase gametica és desconeguda.

DESEQUILIBRI DE LLIGAMENT

La presencia de desequilibri de lligament aixi com la magnitud del mateix ha estat
analitzada tant a les mostres poblacionals com a la mostra de families nuclears. En

el cas de la mostra de 101 families, s’ha utilitzat el parametre D’ (Lewontin, 1964)
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per quantificar la magnitud del desequilibri. Aquesta D’ és la relativitzacio del
parametre D de Lewontin i Kojima (1960) en funcié del valor maxim de D (D) que

podria adoptar el locus analitzat.

Per les 9 mostres poblacionals no s’ha pogut emprar el mateix algoritme donat que
no es coneixien quines eren les freqiiencies haplotipiques reals. Aixi, en aquestes
mostres es va utilitzar el parametre A (Black & Krafsur, 1985) per les poblacions i
parelles de polimorfismes que presentaven desequilibri de lligament significatiu,

que es calcula segons la formula:

Ay = (N/(N-1))((T35/N)-2pip;)

on N és el niUmero d"individus de la mostra, T;; és el nombre de vegades que "al:lel
i d"un locus apareix juntament amb un altre al-lel j d "un segon locus en el mateix
individu, i p; i p; son les freqliencies d "aquests al-lels. Com que aquest parametre
és dependent de les freqiiencies al-leliques es va optar per fer servir el valor de A
relativitzat (A’) al maxim valor possible d aquest parametre (Amax) €n una mostra
determinada (Weir, 1996). En el cas de locus amb més de dos al:-lels, per cada
parella de loci es va calcular la A” seguint el model multial-lélic d’Eaves et al.
(2000).

ANALISI POBLACIONAL

L’heterogeneitat entre les mostres poblacionals analitzades (diversitat
interpoblacional) ha estat analitzada a diferents nivells. D’una banda, s’han
analitzat les diferéncies mitjancant un test exacte de diferenciacio, analeg a un
test exacte de Fisher, pero extés a taules de contingéncia de qualsevol tamany
(Raymond & Rousset, 1995). Els valors de probabilitat associats a cada comparacio

han estat estimats amb 10000 repeticions de cadena de Markov.

La diversitat interpoblacional ha estat analitzada també amb una analisi de la
varianca de les freqiiencies geniques (AMOVA) a través de Uestadistic Fsr de Wright
(Wright, 1965). Aquesta analisi s’ha realitzat tant a nivell global pel conjunt de les
poblacions com de forma jerarquitzada. Aquesta jerarquitzacié permet fer
agrupacions de les poblacions per determinar el grau d’estructuracié de la variacio
genetica observada. Aixi, pot dividir-se la varianca total en una component

intragrupal (Fsc) i una component intergrupal (Fcr) (Nei, 1977; Weir & Cockerham,
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1984). El test exacte de diferenciacié i ’AMOVA han estat realitzats mitjancant el

programa Arlequin 2.000.

La diferenciacio entre les poblacions s’ha analitzat també a través de distancies
genetiques calculades amb el coeficient de Reynolds et al. (1983). Per obtenir la
representacié espacial d’aquestes distancies entre parelles de poblacions han estat
construits dendrogrames tipus neighbor-joining (Saitou & Nei, 1973) i la robustesa
de les branques ha estat examinada amb un test bootstrap. Aquestes analisis s’han

realitzat amb el paquet informatic PHYLIP 3.6 (Felsenstein, 1989).

Com a representacioé grafica alternativa a l’aportada pels neighbor-joinings, s’han
realitzat també analisis de coordenades principals de les taules de freqiiencies amb
el programa R-Matrix, que permet ’analisi r-matrix descrit per Harpending i
Jenkins (1973). A més, la regressid lineal entre les heterozigositats de les
poblacions i la distancia d'aquestes al centroide (és a dir, a la poblacio total) pot
evidenciar processos de flux genetic o daillament, segons si queden
significativament per sobre o per sota, respectivament, d'aquesta linia. Aquesta
regressid s’ha calculat i representat graficament amb el paquet estadistic
STATISTICA 4.1 (StatSoft Inc., 1993).

L’existéncia de barreres genéetiques, enteses com a regions de canvi genétic brusc
entre poblacions, va ser estimada mitjancant una analisi de xarxes de Delaunay
(Brassel i Reif, 1979). Van definir-se parelles de poblacions contigiies connectades
amb ponts virtuals que contenien les distancies genéetiques entre les poblacions, i

les distancies més grans van unir-se per definir les barreres genetiques de la regio.

ANALISI EPIDEMIOLOGICA

Aquestes analisis van ser efectuades sobre la mostra de 101 families nuclears amb
un fill afectat de CAIl. Un cop efectuades les genotipacions dels diferents individus,
es va comprovar l'ajust de les families a les lleis mendelianes i en 3 casos es van
observar families en que el genotip del fill no corresponia amb la resta de membres

de la familia. Aquestes families, per tant, van ser eliminades de !’estudi.

El tests de desequilibri de la transmissio van ser realitzats mitjancant el programa
informatic TRANSMIT (Clayton, 1999). Aquest programa calcula tant el TDT classic
(Spielman et al., 1993) com Uextensio del TDT per marcadors multial:-lelics (Sham i

Curtis, 1995), realitza estimacions dels possibles genotips paterns (quan no poden
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establir-se inequivocament a partir de la informacié de la resta de membres de la
familia) i permet U’analisi d’haplotips complexos. A més, el programa també
permet fer una estimacio de la probabilitat dels resultats mitjancant un test
bootstrap. En el present treball, totes les analisis de bootstrap es van realitzar amb

10000 repeticions.

Paral-lelament, en aquells casos en que s’observaven associacions significatives (o
molt properes a la significacid) es procedia al calcul manual del TDT aplicant la
formula exposada a la introduccio. El calcul manual del TDT aporta el valor afegit
de que inclou unica i exclussivament la informacio d’aquelles transmissions
completament inequivoques, mentres que el programa TRANSMIT inclou les
inequivoques i estimacions sobre d’altres transmissions. D’altra banda, el calcul
manual té el desavantatge de que, en alguns casos, el nombre de transmissions
inequivoques és relativament baix, reduint les possibilitats de detectar

associacions.

En els casos en qué es calculava el TDT manualment i aportava algun resultat
significatiu, va poder-se estimar el risc relatiu (RR) que implica el fet de ser
portador d’un al-lel o haplotip determinat respecte el fet de no ser-ne (Dobrusin et

al., 2001) segons la formula:

RR=T/NT

on T representa el nombre de transmissions de l'al-lel o haplotip per pares
informatius als fills afectats, i NT el nombre de no transmissions. Pels valors de RR

va calcular-se, a més, el seu interval de confianca del 95% (IC 95%).

Per tots els marcadors bial-lélics va calcular-se el poder estadistic de la mostra.
Aquest poder estadistic equival a 1-8, on B és la probabilitat d’error de tipus Il, és
a dir, a la probabilitat de no detectar associacions d’un grau d’intensitat
determinat (risc relatiu) entre alguna variant al:-lélica i la malaltia estudiada quan
en veritat si que n’hi ha. Per convencio, es considera que poders estadistics de la
mostra superiors al 80% son desitjables per descartar un efecte important de [’al:lel

considerat.

Els calculs han estat realitzats en base a la freqiiencia de ’al-lel menys freqlient en
la submostra de pares, assumint un error de tipus | (a) de 0.05 i un error de tipus Il

(B) inferior al 20% i al 10%. Amb aquest poder, va estimar-se el risc relatiu (RR) a
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partir del qual pot descartar-se un paper de ’al-lel analitzat. Els calculs van ser

efectuats mitjancant el programa TDT-PC (Chen i Deng, 2001).

L’analisi dels nivells de nitrats i nitrits (NOy) va realitzar-se mitjancant el paquet
estadistic SPSS 10.0 (Norusis, 1992) amb una analisi de Model Lineal General (GLM).
Per aquesta analisi, va realitzar-se a priori proves de Kolmogorov-Smirnov per
comprovar la normalitat de la variable (requisit indispensable per utilitzar-se en el
model). A més, va tenir-se en compte el possible efecte sobre aquests parametres
de diferents covariables i variables independents (veure el corresponent capitol de

resultats).
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Resultats i Discussio

RESULTATS ESTUDI POBLACIONAL

En aquest apartat es presenten els resultats de l'analisi de la variaci6 dels gens
NOS1, NOS2 i NOS3 en les 9 mostres poblacionals examinades. Aquests resultats
estan estructurats per gen i inclouen la informacioé rellevant sobre la variacio

al-lelica, el desequilibri de lligament i la variacio haplotipica.

A les taules i figures, en els apartats de resultats i discussidé s'’han utilitzat les
seglients abreviatures dels noms de les poblacions: N-IBER (Nord Peninsula Iberica),
C-IBER (Centre Peninsula Ibérica), S-IBER (Sud Peninsula Ibérica), M-ATL (Mig Atles),
A-ATL (Alt Atles), SAR-C (Sardenya Costa), SAR-I (Sardenya Interior), S-FRA (Sud
Franca), i ALEM (Alemanya).

GEN NOS1
VARIACIO AL-LELICA

DIVERSITAT INTRAPOBLACIONAL

A la taula IV.1 es mostren les freqiiencies dels 4 polimorfismes analitzats en el
locus NOS1 en les poblacions. Les freqiiencies dels microstél-lits es presenten
també a la figura IV.1, on s'observen diferents distribucions: trimodal (5’-(GT),),
bimodal ((AAT),) i unimodal (3’-(GT),). No s’observen desviacions importants de
l’equilibri Hardy-Weinberg, amb U’excepcié del marcador C3391T en la poblacio del
Sud de la Peninsula, deguda a un defecte d’heterozigots tal com evidencia el valor
de U’index de fixacio (F;s) de 0.306 (p=0.0007).

El dinucleotid 5’-(GT), mostra les freqliencies repartides basicament al voltant de
tres al-lels (els de 19, 24 i 30 repeticions). D’un total de disset al-lels observats, les
poblacions en mostren entre 9 i 13. Cal destacar com a poblacié més diversa la de
UAlt Atles, amb una heterozigositat de 0.860, i com a menys diverses les dues

mostres sardes (H,, de 0.798 i 0.802, per la costa i Uinterior, respectivament).

Per al marcador (AAT), s’ha observat un total de 9 al-lels diferents, d’entre 8 i 16
repeticions, pero tres al-lels (els de 10, 13 i 14 repeticions) concentren la majoria
de la variaci6. Un altre cop, les poblacions més diverses son les berbers del Mig i
Alt Atles (H,, de 0.731 i 0.715, respectivament), que contrasten amb les menys

diverses, de Sardenya (H,, de 0.631 i 0.641, per la costa i Uinterior).
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El SNP analitzat en el gen NOS1, el C3391T de U’exdé 18, mostra una notable
variacid en la distribuci6 de freqliencies entre les diferents poblacions. La
freqiiencia de U’al-lel C varia des d’un minim de 0.462, en la mostra del Centre de
la Peninsula, fins a 0.706 en la mostra de Uinterior de Sardenya. Aquesta variacié
permet fer una primera separacio de les poblacions entre aquelles que presenten
freqliencies del’al-lel C de 0.46-0.55 (Centre i Sud de la Peninsula, i Mig Atles) i

aquelles que en presenten de 0.63-0.70 (la resta).

El microsatel:lit 3’-(GT), s’ha revelat com el marcador menys variable d’entre els
analitzats en aquesta regio. S’han observat un total d’onze al:-lels diferents, pero
Ual-lel de 17 repeticions té una freqiiencia d’entre 0.763 (en el Mig Atles) i 0.915
(en la costa de Sardenya). Aquest fet determina que les heterozigositats oscil-lin

entre 0.161 i 0.401, en aquestes dues poblacions.

En general, de la distribucio de les freqliéncies al:-léliques pot destacar-se la menor
diversitat de les poblacions sardes, reflexada per presentar les heterozigositats més

baixes del conjunt en la practica totalitat dels polimorfismes aqui analitzats.

Taula IV.1. (pagina segiient) Freqiiencies al-léliques dels polimorfismes del gen NOS1
analitzats en les diferents poblacions. H,,: heterozigositat estimada sense biaix (non-

biased); HW (p): significacid del test exacte per a [’equilibri Hardy-Weinberg.
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MARC. N-IBER | C-IBER | S-IBER | M-ATL | A-ATL | SAR-C | SAR-I | S-FRA | ALEM
5-(GT), 18 0.010 0.005
19 0.188 | 0.150 | 0.158 | 0.106 | 0.104 | 0.152 | 0.160 | 0.156 | 0.220
20 0.022 | 0.065 | 0.031 | 0.106 | 0.076 | 0.018 | 0.020 | 0.038 | 0.085
21 0.011
23 0.027 | 0.005 0.005 | 0.021 | 0.012
24 0.231 | 0.185 | 0.294 | 0.255 | 0.160 | 0.207 | 0.293 | 0.263 | 0.232
25 0.016 | 0.040 | 0.022 | 0.032 | 0.028 | 0.012 | 0.020 | 0.027 | 0.024
26 0.005 | 0.015 | 0.018 | 0.011 | 0.049 0.024
27 0.005 0.005
28 0.102 | 0.085 | 0.118 | 0.069 | 0.090 | 0.061 | 0.087 | 0.156 | 0.098
29 0.097 | 0.095 | 0.118 | 0.112 | 0.201 | 0.110 | 0.107 | 0.086 | 0.061
30 0.263 | 0.315 | 0.215 | 0.266 | 0.222 | 0.342 | 0.267 | 0.242 | 0.232
31 0.016 | 0.015 | 0.022 | 0.011 | 0.007 | 0.085 | 0.013 | 0.022 | 0.024
32 0.016 0.004 | 0.027 | 0.042 0.013
33 0.005 | 0.015
34 0.013
35 0.007
N 93 100 114 94 72 82 75 93 41
Hwp | 0.8242 | 0.8253 | 0.8158 | 0.8266 | 0.8603 | 0.7984 | 0.8023 | 0.8178 | 0.8323
HW (p) | 0.0644 | 0.1965 | 0.1245 | 0.2259 | 0.0252 | 0.5413 | 0.9455 | 0.2803 | 0.0652
(AAT), 8 0.038 | 0.007 0.006
9 0.052 | 0.020 | 0.032 | 0.010 | 0.020 | 0.031 | 0.043 | 0.066 | 0.083
10 0.479 | 0.495 | 0.455 | 0.386 | 0.441 | 0.531 | 0.525 | 0.489 | 0.448
11 0.016 | 0.005 | 0.014 | 0.010 | 0.020 | 0.012 | 0.012 | 0.017 | 0.000
12 0.010 | 0.015 | 0.018 | 0.033 | 0.007 | 0.006 0.006 | 0.010
13 0.201 | 0.260 | 0.250 | 0.162 | 0.197 | 0.111 | 0.099 | 0.159 | 0.323
14 0.196 | 0.174 | 0.205 | 0.305 | 0.224 | 0.278 | 0.272 | 0.209 | 0.115
15 0.046 | 0.031 | 0.027 | 0.048 | 0.072 | 0.031 | 0.049 | 0.050 | 0.021
16 0.010 | 0.013
N 97 98 110 105 76 81 81 91 48
Hw | 0.6898 | 0.6590 | 0.6899 | 0.7305 | 0.7151 | 0.6305 | 0.6407 | 0.6885 | 0.6816
HW (p) | 0.0775 | 0.1986 | 0.8448 | 0.5555 | 0.2629 | 0.3923 | 0.0331 | 0.3685 | 0.7781
C33917T C 0.695 | 0.462 | 0.530 | 0.548 | 0.627 | 0.661 | 0.704 | 0.682 | 0.632
T 0.305 | 0.538 | 0.470 | 0.452 | 0.373 | 0.340 | 0.297 | 0.318 | 0.368
N 105 93 118 93 63 81 86 77 38
Hw | 0.4258 | 0.4999 | 0.5004 | 0.4980 | 0.4715 | 0.4513 | 0.4196 | 0.4367 | 0.4716
HW (p) | 0.6416 | 0.4049 | 0.0007 | 0.0351 | 0.4263 | 0.3318 | 1.0000 | 0.7952 | 0.1826
3-(GT), 11 0.005
14 0.010
15 0.004 0.005 | 0.027 | 0.014
16 0.016 | 0.015 | 0.005 0.011 | 0.044 | 0.016 | 0.010
17 0.838 | 0.799 | 0.845 | 0.763 | 0.811 | 0.915 | 0.894 | 0.842 | 0.786
18 0.083 | 0.098 | 0.049 | 0.121 | 0.128 | 0.048 | 0.050 | 0.074 | 0.112
19 0.004 0.010 | 0.022 | 0.020 | 0.016 0.005 | 0.020
20 0.009 0.022 | 0.007
21 0.040 | 0.016 | 0.058 | 0.040 | 0.020 | 0.011 | 0.011 | 0.053 | 0.071
22 0.022 | 0.057 0.011
23 0.016 | 0.005
N 114 97 103 112 74 94 90 95 49
Hwo | 0.2904 | 0.3499 | 0.2817 | 0.4011 | 0.3273 | 0.1611 | 0.1965 | 0.2838 | 0.3682
HW (p) | 0.2015 | 0.7544 | 0.4285 | 0.2067 | 0.1596 | 0.1548 | 0.4846 | 0.8012 | 0.8488
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Figura IV.1. Distribucié de les freqiiencies al-leliques dels microsatél-lits del gen NOS1 a les

poblacions estudiades.
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DIVERSITAT INTERPOBLACIONAL

A la taula IV.2 es mostren els resultats del test exacte de diferenciacié entre
parelles de poblacions per al conjunt de freqiiencies al-leliques dels marcadors del
locus NOS1. El test global de diferenciacido pel conjunt de poblacions i loci ha

resultat significatiu (p<0.00001).

Les mostres que han mostrat més comparacions significatives son les del Sud de la
Peninsula i la de la Costa de Sardenya. La poblacié S-IBER es diferencia de les
mostres de U’Alt Atles, Costa de Sardenya i Alemanya. Per la seva banda, la mostra

SAR-C es diferencia del Centre i Sud de la Peninsula i del Mig Atles.

D’altra banda, les poblacions del Nord de la Peninsula i de la Costa de Sardenya no

mostren diferéncies amb cap altra poblacio.

N-IBER | C-IBER | S-IBER | M-ATL | A-ATL | SAR-C | SAR-l | S-FRA

C-IBER | 0.33160

S-IBER | 0.25450 | 0.06490

M-ATL | 0.06955 | 0.17145 | 0.10645

A-ATL | 0.23495 | 0.07835 | 0.01845 | 0.21210

SAR-C | 0.11225 | 0.02180 | 0.03705 | 0.02885 | 0.05875

SAR-I | 0.46375 | 0.25520 | 0.08720 | 0.45145 | 0.34135 | 0.27330

S-FRA | 0.88600 | 0.10695 | 0.36990 | 0.00200 | 0.10955 | 0.09420 | 0.25365

ALEM | 0.48160 | 0.28170 | 0.00505 | 0.08510 | 0.08040 | 0.27175 | 0.39930 | 0.22855

Taula IV.2. Diferenciacidé entre parells de poblacions per als marcadors del gen NOS1. Es

mostren els valors de significacio (p) del test exacte de diferenciacio.

L’analisi de cada polimorfisme per separat mostra que tots ells presenten
diferéncies significatives en el conjunt de poblacions (p<0.00001, pels quatre
marcadors examinats). Destaca, en general, la poblacié del Mig Atles com una de
les més diferenciades, en ser-ho per tres dels quatre marcadors analitzats ((AAT),,
C3391T i 3’-(GT)y).

Una analisi de la varianca de les freqiieéncies al-leliques torna a evidenciar variacio
significativa dels quatre polimorfismes (tots ells amb probabilitats inferiors a
0.001). Els valors de Fsr varien entre els diferents marcadors, prenent valors de
0.54, 0.97, 2.75 i 1.05%, pels polimorfismes 5’-(GT),, (AAT),, C3391T i 3’-(GT),,

respectivament. Destaca la substitucido C3391T per tenir la Fst més alta (amb un
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valor del 2.75%), comparat amb els altres marcadors (que arriben com a maxim al
1.05%).

El valor promig de Fsr pel conjunt dels marcadors és de 1.16 (p<0.00001). Aquest
valor global no es veu substancialment afectat si s’eliminen de analisi les
poblacions berbers o les sardes (les que a priori podrien semblar més
diferenciades). Només és destacable la péerdua de significacio (p=0.0704) del

marcador 5’-(GT), en eliminar les mostres berbers marroquis de ’AMOVA.

Una analisi jerarquica de la varianca indica que el model d’agrupacions més
plausible és el format per tres grups: Europa continental (les tres mostres de la
Peninsula Ibérica, Sud de Franca i Alemanya), Sardenya i Berbers de Marroc. Aquest
model ddéna un valor de diversitat genica total (Fsy) de 1.36 (p<0.00001), on
predomina la diversitat dins els grups (Fsc=0.78, p<0.00001) per damunt de la

diversitat entre grups (Fcr=0.58, p=0.0411), tot i assolir el llindar de significacio.

Les relacions de distancia genética entre parelles de poblacions s’han expressat
mitjancant una analisi de coordenades principals (PCA), representat a la figura
IV.2. Aquesta analisi ha explicat el 52.79% de la varianca en les dues primeres
coordenades i posa de manifest una separacio de les poblacions berbers de la resta,
juntament amb una certa particularitat de les poblacions de Sardenya i del Centre
de la Peninsula. La primera coordenada (29.30% de la variacié total) mostra un
separacio gradual de les mostres, amb les berbers i les sardes en els extrems. La
segona coordenada (23.49% de la variacid) també distribueix les poblacions en un
gradient, remarcant lleugerament la diferenciacié de les mostres nord-africanes i
C-IBER de la resta. La distribucio poblacional associada a la primera coordenada es
veu especialment influenciada per les freqiieéncies del polimorfisme C3391T. La
resta de polimorfismes no semblen indicar un patré de diferenciacié poblacional

tan marcat.
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Figura IV.2. Coordenades principals de les distancies genetiques per als polimorfismes del
gen NOS1.

COMPARACIO AMB D’ALTRES POBLACIONS

En general, les dades disponibles sobre la variacio dels polimorfismes estudiats al
gen NOS1 (taula IV.3) son relativament escases i, per alguns dels microsatel:lits, els
articles publicats no aporten les dades de freqiiéncies sind només per rangs de mida
dels al-lels. A més, s’ha de tenir en compte que les dades disponibles corresponen
a estudis epidemiologics i les freqiiencies al-léliques corresponents a les mostres
controls (en el cas d’estudis cas-control) han de ser utilitzades amb precaucio, ja
que els criteris emprats per garantir ’homogeneitat poblacional dels individus no
son els mateixos que habitualment s’utilitzen en els estudis de genetica de

poblacions humanes.

Sobre el microsatel:-lit 5’-(GT),, les Uniques dades trobades a la bibliografia sén
corresponen a una mostra d'individus britanics. Encara que amb petites diferencies,
aquestes dades mostren una distribucio de freqiiéncies semblant a la detectada en
les poblacions analitzades en aquest treball, amb una freqiiéncia agrupada al

voltant dels al-lels de 19, 24, 28 i 30 repeticions.

Pel trinucleotid (AAT),, s’han recollit de la bibliografia dades sobre la variacio
d’aquest microsatel-lit en mostres de britanics, francesos, pacients caucasics de
fibrosi quistica i caucasics sans. Aquestes dades indiquen una baixa variacio de les

freqiiencies al-leliques entre poblacions d’origen caucasic. Per contra, una mostra
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d'afroamericans mostra un patré de distribucié diferent, amb una freqiiéncia de
’al-lel de 10 repeticions de 0.110 (en contraposicio a les freqiiéncies de 0.44-0.53
observades en les poblacions d’origen europeu) i freqiiencies de 0.338 i 0.114 pels
al-lels de 14 i 15 repeticions (que son de 0.11-0.20 i 0.02-0.06, respectivament, en
les poblacions europees). Les poblacions berbers analitzades presenten un patré

que s'aproxima al de la mostra d'afroamericans, tot i que lleugerament atenuat.

En relacié al polimorfisme C3391T, s’han descrit freqiiéncies de ’al-lel T de 0.33-
0.37 en mostres de caucasics, alemanys i suecs i francesos. Aquestes freqiiéncies
s’emmarquen en el rang de variaci6 observat per la majoria de poblacions
analitzades en aquest estudi, i fan destacar encara més les freqiiencies de Ual-lel T
presentades per les poblacions del Centre i Sud de la Peninsula i del Mig Atles
(0.45-0.54).

Referéncia N Origen Frequeéncies al-léliques

5-(GT), 19 20 24 28 29 30 31 33

%‘ggg etal, g UK 0200 0.028 0.182 0.173 0.090 0.282 0.027 0.009

(AAT), 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
?35‘89 etal, 449 UK 0.000 0.009 0.082 0.463 0.005 0.009 0.227 0.141 0.050 0.014
I;"gesus etal, gg Franca  0.000 0.000 0.017 0.526 0.000 0.017 0.267 0.155 0.017 0.000
grglserznoaonon 75  Pacients CF 0.000 0.000 0.047 0.453 0.007 0.013 0.220 0.193 0.060 0.007
Grasemann 4,z Agoomeric. 0019 0.010 0.033 0110 0038 0110 0214 0338 0114 0014
et al., 1999a

Grasemann 54 o casics 0.003 0.003 0.053 0438 0010 0010 0267 0.161 0053 0.003
et al., 1999a

C3391T C T

Grasemann .

etal, 1999b 228 Caucasics 0.670 0.330

Immervoll et Alemanya/

al., 2001 127 “guecia 0633 0367

Levecque et

al., 2003 482 Franca 0.675 0.325

3'-(GT), 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
Grasemann 4,z Agoameric.  0.000 0.067 0.043 0405 0295 0.133 0014 0.038 0005 0.000
et al., 1999a

Grasemann 54 oo cacics 0000 0.002 0.005 0770 0123 0.015 0013 0071 0002 0.000
etal., 1999a

;-lakfggih' et 447 Japd 0.000 0.207 0.010 0.650 0.116 0.007 0.007 0.000 0.000 0.000

Taula IV.3. Freqiiéncies al-leliques dels polimorfismes del gen NOST1 recollides de la

bibliografia.

La variacié previament descrita pel microsatel:-lit 3’-(GT), mostra diferencies amb

’aportada per les poblacions aqui analitzades. L’al:lel de 17 repeticions representa
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el 77% de la freqiieéncia en caucasics de Boston, el 40.5% en afroamericans, i el 62%
en japonesos; a més, ’al-lel de 18 repeticions presenta freqiiencies de 0.12, en
caucasics i japonesos, i 0.30, en afroamericans. La freqiiencia de ’al-lel de 17
repeticions és superior en gairebé totes les poblacions analitzades en aquest
treball. Unicament la mostra d’Alemanya (amb freqiiéncies de 0.79 i 0.11, pels
al-lels de 17 i 18 repeticions, respectivament), mostra un patré de freqiiéncies
semblant al presentat pels caucasics de Boston. La resta de poblacions presenta
una diversitat menor que aquestes dues poblacions, i molt menor que les mostres

de japonesos i afroamericans.

DESEQUILIBRI DE LLIGAMENT

La presencia de desequilibri de lligament entre totes les parelles de polimorfismes
s’ha estimat mitjancant el métode descrit per Black i Krafsur (1985), implementat
en el programa GENETIX. Els valors de A’ han estat calculats per les parelles de
polimorfismes i poblacions que presentaven desequilibri de lligament significatiu.
Els resultats principals es mostren a la figura IV.3 i a la taula IV.4. Cal remarcar que
en el conjunt de tots els individus estudiats, totes les analisis entre parelles de
marcadors mostren un considerable desequilibri de lligament (p<0.001 per totes les

comparacions).

5°-(GT), C3301T

N-BER | CABER | S-IBER

M-ATL | A-ATL | SAR-C

SAR-l | SFRA | ALEM

0.05 < p < 0.001

Figura IV.3. Representacio del desequilibri de lligament detectat entre marcadors del gen
NOS1 en les diferents poblacions analitzades. El color indica el grau de significacié del

desequilibri de lligament codificat com recull la llegenda.
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La distribucié del desequilibri de lligament entre poblacions indica que la poblacio
que mostra un major grau de desequilibri de lligament al llarg del locus NOS1 és la
del Nord de la Peninsula, ja que és l’Unica que presenta desequilibri de lligament
significatiu per totes les parelles de marcadors amb valors de A’ d’entre els més

elevats. S-IBER i SAR-I mostren també un remarcable desequilibri de lligament.

D’altra banda, les poblacions que mostren menys desequilibri de lligament son les
de C-IBER, SAR-C i ALEM.

N-IBER | C-IBER | S-IBER | M-ATL | A-ATL | SAR-C | SAR-l | S-FRA | ALEM

5’-(GT),/ | A’ | 0.2643 | 0.3220 | 0.2379 - 0.2383 - - 0.2231 -
(AAT), p |0.0001|0.0007 | 0.0001 | 0.1736 | 0.0001 | 0.4794 | 0.4371 | 0.0061 | 0.0557
N 82 83 104 81 68 72 68 88 40

5’-(GT),/ | A’ | 0.2920 - 0.2146 | 0.1885 - - 0.2064 - 0.3615
C3391T | p |0.0010 | 0.0840 | 0.0005 | 0.0067 | 0.2027 | 0.4769 | 0.0267 | 0.5282 | 0.0075
N 88 79 112 78 59 71 71 74 32

5’-(GT),/ | &’ | 0.3282|0.3102 | 0.2801 - 0.3653 - 0.3898 | 0.2872 | 0.2336
3’-(GT), | p | 0.0001 | 0.0001 | 0.0004 | 0.9743 | 0.0001 | 0.7307 | 0.0024 | 0.0003 | 0.0047
N 93 82 99 87 65 82 75 92 M

(AAT),/ | A’ | 0.3124 - 0.3448 | 0.2999 | 0.2495 | 0.2254 | 0.2444 | 0.3113 | 0.3349
C3391T | p |0.0001 | 0.0547 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0161 | 0.0047 | 0.0069 | 0.0001 | 0.0054
N 92 83 108 86 62 70 76 72 37

(AAT),/ | &’ | 0.1516 - - 0.2728 | 0.1699 | 0.2993 | 0.2233 | 0.2167 -
3’-(GT), | p |0.0001 | 0.4519 | 0.1035 | 0.0001 | 0.0014 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0209 | 0.6456
N 97 87 101 102 70 81 80 90 48

C3391T /| A’ | 0.1142 - 0.4422 | 0.1298 - - 0.3010 - -
3’-(GT), | p |0.0290 | 0.2671 | 0.0004 | 0.0138 | 0.1322 | 0.7581 | 0.0165 | 0.2609 | 0.2437
N 105 86 101 91 59 80 83 76 38

Taula IV.4. Valors de A’, probabilitats de desequilibri de lligament i nombre d’individus

per les parelles de marcadors del gen NOS1.

Pel que fa a les parelles de marcadors, la que mostra un major grau de desequilibri
de lligament és la formada pel trinucleotid (AAT), i el SNP C3391T. Aquests dos
polimorfismes presenten desequilibri de lligament en totes les poblacions excepte
en la del Centre de la Peninsula. No resulta sorprenent donat que aquests dos son
els marcadors que es troben més propers entre si (16.12 Kb). El que resulta
remarcable és el desequilibri de lligament observat entre els dinucleotids 5’-(GT), i
3’-(GT),; malgrat que aquests dos marcadors es troben separats per unes 147 Kb,
totes les poblacions excepte Mig Atles i Costa de Sardenya mostren un desequilibri

de lligament significatiu.
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A laltre extrem es troba la parella C3391T/3’-(GT),, que només presenta
desequilibri de lligament en quatre de les poblacions, en algunes de les quals amb
els valors més baixos de A’ (0.1142 i 0.1248, per exemple, en les mostres de N-IBER
i M-ATL).

VARIACIO HAPLOTIPICA

El desequilibri de lligament detectat entre totes les parelles de polimorfismes
permet una analisi de la variacié haplotipica poblacional per determinar quina és la

informacié que podia reportar sobre les relacions entre les poblacions.

A fi d’evitar un nombre excessiu d’haplotips, la majoria amb freqiiencies molt
baixes, que podrien ser poc informatius, s’ha optat per analitzar dos sistemes
haplotipics que inclouen [’Unic SNP genotipat en aquest locus. Aixi, s’han analitzat
els haplotips formats per les parelles (AAT),/C3391T i C3391T/3’-(GT),.

Les freqiiencies haplotipiques han estat estimades per un algoritme de maxima
versemblanca implementat al programa Arlequin i, tenint en compte la dinamica de
distribucié de les freqiiencies al-léliques, s’han agrupat els haplotips que
presentaven freqiencies inferiors al 5%. Les freqiiencies haplotipiques utilitzades

en els calculs es mostren a la taula IV.5.

L'analisi de la varianca a partir de les freqiiéncies haplotipiques de cada sistema
per separat, ha revelat uns valors de Fsr significatius per ambdos sistemes.
L’haplotip (AAT),/C3391T ha mostrat un valor de 1.65% (p<0.00001), i el
C3391T/3’-(GT), de 1.11% (p=0.001).

Per tal d’estudiar les relacions interpoblacionals, s’ha optat per analitzar només la
informacié aportada per la parella (AAT),/C3391T. Donat que tots dos sistemes
haplotipics comparteixen el polimorfisme C3391T, Uelecci6 de la parella
(AAT),/C3391T es justifica tant pel fet d’haver mostrat el grau de desequilibri de
lligament més elevat i consistent al llarg de les poblacions com per presentar valors

de diversitat total més elevats.
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N-IBER

C-IBER

S-IBER

M-ATL

A-ATL

SAR-C

SAR-|

S-FRA

ALEM

(AAT),/C3391T

<10/C
10/C
11-12/C
13/C
>13/C
<10/T
10/T
11-12/T
13/T
>13/T

0.039
0.481
0.013
0.052
0.121

0.032

0.153
0.110

0.029
0.312
0.015
0.097
0.024

0.188
0.007
0.175
0.152

0.026
0.337
0.035
0.044
0.084

0.116
0.002
0.214
0.142

0.321
0.021
0.060
0.126
0.056
0.060
0.007
0.123
0.226

0.028
0.404
0.028
0.091
0.089
0.009
0.013

0.067
0.273

0.040
0.451
0.016
0.027
0.142

0.105
0.008
0.077
0.136

0.024
0.484
0.015
0.038
0.093
0.030
0.039

0.062
0.215

0.074
0.489
0.007
0.031
0.076

0.041
0.015
0.094
0.174

0.079
0.436
0.016
0.115
0.016
0.018

0.175
0.145

C3391T/3’(GT),
C/<17

c/17

C/>17

T/<17

T/17

T/517

0.006
0.586
0.112

0.253
0.042

0.011
0.401
0.066
0.011
0.385
0.126

0.005
0.487
0.039
0.026
0.360
0.082

0.021
0.437
0.070
0.007
0.317
0.148

0.524
0.115
0.019
0.254
0.089

0.611
0.064
0.008
0.302
0.016

0.060
0.548
0.046
0.002
0.337
0.008

0.022
0.596
0.058

0.272
0.052

0.532
0.129
0.016
0.226
0.097

Taula IV.5. Freqiiencies haplotipiques de les parelles de polimorfismes (AAT),/C3391T i

C3391T/3°(GT),. Les freqiiencies dels haplotips han estat agrupades segons el nombre de

repeticions del microsatel-lit.

L’analisi de coordenades principals per la informacié d’aquesta combinacio

haplotipica explica, en les dues primeres coordenades, el 61.82% de la variabilitat

del sistema (figura IV.4). La primera coordenada principal marca una separacio

entre les poblacions del Centre i el Sud de la Peninsula Ibéerica respecte a la resta

de poblacions. Aquesta separacié ve marcada per la distribucié de les freqiiencies

dels haplotips 10/T i 10/C, entre d’altres. La segona coordenada principal separa la

mostra del Mig Atles marroqui de la resta de poblacions. Aquesta poblacio es

desmarca, principalment, per les freqiiencies dels haplotips <10/C i <10/T.
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Figura IV.4. Andlisi de coordenades principals a partir de la informacié del sistema

haplotipic (AAT),/C3391T.
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GEN NOS2
VARIACIO AL-LELICA

DIVERSITAT INTRAPOBLACIONAL

En la taula IV.6 es mostra la distribucio de les freqiiencies al-léliques en els
polimorfismes analitzats en el locus NOS2. Les distribucions genotipiques de tots els

marcadors s'han ajustat a l'equilibri Hardy-Weinberg.

Com era d'esperar, el pentanucleotid (CCTTT), de la regido promotora ha estat el
marcador que ha presentat una variabilitat més elevada. Mostra uns valors
d'heterozigositat que oscil-len entre 0.772, corresponent a la mostra del Sud de
Franca, i 0.858, per als berbers del Mig Atles, i presenta un total d'onze al-lels. No
shan observat grans diferencies en el nombre d'al:-lels presents en cada poblacio.
En totes les poblacions, lal-lel més freqlient és el 12 repeticions, excepte en la
poblacié costanera de Sardenya. En les poblacions berbers del Marroc (del Mig i Alt
Atles), les freqliencies es distribueixen més homogeniament entre els diferents
al-lels, cosa que es constata en les seves heterozigositats, les més elevades d'entre
totes (0.858 i 0.853, respectivament). Aquesta diferéncia es posa de manifest en

observar el grafic de les freqiiencies al-leliques del pentanucleotid a la figura IV.5.

D’altra banda, cal remarcar la baixa variabilitat detectada per al tetranucleotid
(AAAT), en el conjunt de poblacions. Tot i ser un STR, amb un tasa de mutacidé més
elevada que la d'altres polimorfismes, només s'han detectat els dos al:-lels que ja hi
havia descrits (Bellamy i Hill, 1997), amb l'al:-lel de 4 repeticions molt més freqiient
que el de 5 (una freqiiencia maxima de 0.923 en la mostra del Nord de la Peninsula,

i una minima de 0.792 per la costa de Sardenya i Alemanya).

Els altres dos polimorfismes (A300G i C150T) mostren freqiiencies relativament
homogenies dins les mostres europees continentals, pero diferents de les de
Sardenya i Marroc. Pel polimorfisme A300G, l'al-lel A mostra freqiiencies de 0.523-
0.556 a les mostres de la Peninsula Ibérica, Sud de Franca i Alemanya, mentre que
son de 0.610-0.709 a Marroc i Sardenya. Aquest polimorfisme, amb heterozigositats
entre 0.415 i 0.511, és el més variable dentre els bial:-lelics d'aquesta regio
cromosomica, assolint els valors maxims de variabilitat d'un marcador amb dos

al-lels.
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El marcador C150T mostra freqiiencies maximes de l'al-lel C a les poblacions del
continent europeu (la maxima és de 0.840 pel Nord de la Peninsula) i més baixes al

Nord d’Africa i Sardenya, amb una freqiiéncia minima de 0.640 a la Costa de

Sardenya.
MARC. N-IBER | C-IBER | S-IBER | M-ATL | A-ATL | SAR-C | SAR-l | S-FRA | ALEM
(CCTTT), 7 0.006

8 0.022 | 0.021 | 0.014 | 0.138 | 0.096 0.023 0.021
9 0.053 | 0.034 | 0.032 | 0.142 | 0.115 | 0.022 | 0.057 | 0.026 | 0.043
10 0.120 | 0.203 | 0.131 | 0.096 | 0.128 | 0.130 | 0.108 | 0.115 | 0.160
11 0.208 | 0.178 | 0.194 | 0.092 | 0.090 | 0.299 | 0.171 | 0.214 | 0.223
12 0.319 | 0.292 | 0.329 | 0.217 | 0.282 | 0.261 | 0.290 | 0.370 | 0.330
13 0.173 | 0.170 | 0.180 | 0.183 | 0.128 | 0.185 | 0.261 | 0.167 | 0.170
14 0.080 | 0.072 | 0.081 | 0.071 | 0.039 | 0.049 | 0.051 | 0.089 | 0.032
15 0.013 | 0.025 | 0.032 | 0.058 | 0.083 | 0.016 | 0.017 | 0.005 | 0.011
16 0.013 | 0.004 | 0.009 | 0.004 | 0.032 | 0.027 | 0.006 | 0.010 | 0.011
17 0.011 | 0.017 | 0.005

N 113 118 111 120 78 92 88 96 47
Hnp 0.8048 | 0.8087 | 0.7996 | 0.8580 | 0.8529 | 0.7918 | 0.8046 | 0.7721 | 0.7918
HW(p) | 0.7253 | 0.2800 | 0.3161 | 0.1176 | 0.5768 | 0.7300 | 0.3595 | 0.3709 | 0.3045

(AAAT), 4 0.923 | 0.877 | 0.904 | 0.888 | 0.865 | 0.846 | 0.898 | 0.868 | 0.898
5 0.077 | 0.123 | 0.096 | 0.112 | 0.135 | 0.154 | 0.102 | 0.132 | 0.102

N 111 118 120 112 78 81 83 83 44
Hop | 0.1421 | 0.2165 | 0.1740 | 0.1992 | 0.2345 | 0.2626 | 0.1850 | 0.2313 | 0.1857
HW(p) | 1.0000 | 0.2774 | 1.0000 | 1.0000 | 0.5797 | 1.0000 | 1.0000 | 0.3418 | 0.0910

A300G G 0.537 | 0.552 | 0.556 | 0.709 | 0.610 | 0.635 | 0.658 | 0.553 | 0.523
A 0.463 | 0.448 | 0.444 | 0.291 | 0.390 | 0.365 | 0.342 | 0.447 | 0.477
N 95 105 107 103 50 63 76 85 22

Hp | 0.4999 | 0.4969 | 0.4960 | 0.4149 | 0.4806 | 0.4673 | 0.4531 | 0.4973 | 0.5106
HW(p) | 1.0000 | 0.8352 | 0.4436 | 1.0000 | 0.3869 | 0.0965 | 0.2822 | 1.0000 | 1.0000

C150T C 0.840 | 0.778 | 0.792 | 0.695 | 0.714 | 0.640 | 0.696 | 0.803 | 0.798
T 0.160 | 0.222 | 0.208 | 0.305 | 0.286 | 0.360 | 0.304 | 0.197 | 0.202
N 97 99 108 100 70 89 84 94 42

Hnb 0.2699 | 0.3474 | 0.3314 | 0.4261 | 0.4111 | 0.4631 | 0.4254 | 0.3178 | 0.3267
HW(p) | 0.4532 | 1.0000 | 0.5598 | 0.2746 | 0.7469 | 0.5677 | 0.2503 | 1.0000 | 1.0000

Taula IV.6. Freqiiéncies al-leliques dels polimorfismes del gen NOS2 analitzats en les
diferents poblacions. Hp,: heterozigositat estimada sense biaix (non-biased); HW (p):

significacio del test exacte per a [’equilibri Hardy-Weinberg.
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Figura IV.5. Distribucié de les freqiiéncies al-léliques del polimorfisme (CCTTT), del gen

NOS2 a les poblacions estudiades.

DIVERSITAT INTERPOBLACIONAL

A la taula IV.7 es mostren els resultats del test exacte de diferenciacio entre
parelles de poblacions per al conjunt dels marcadors. Tot i les diferencies
observades, el test global de diferenciacidé pel conjunt de poblacions va resultar no

significatiu (p=0.05495+0.03483), encara que cal destacar ’elevat error estandard.

Les mostres de LAlt Atles i del Sud de la Peninsula es mostren com les més
diferenciades dins el conjunt. A-ATL presenta diferéncies significatives amb totes
les poblacions, excepte amb l'altra mostra berber (del Mig Atles) i 'alemanya. Per
la seva banda, la poblacié del Sud de la Peninsula mostra diferencies amb les

poblacions berbers i sardes.

A laltre extrem es situa la poblacié d'Alemanya, que és lUnica que no mostra

diferéencies amb cap de les altres poblacions analitzades.
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N-IBER | C-IBER | S-IBER | M-ATL | A-ATL | SAR-C | SARI | S-FRA |

C-IBER | 0.70240

S-IBER 0.11250 | 0.33925

M-ATL 0.00510 | 0.22285 | <0.00001

A-ATL 0.00030 | 0.02915 | <0.00001 | 0.54780

SAR-C 0.11665 | 0.20475 | 0.00600 | 0.05415 | 0.00050

SAR-I 0.00985 | 0.22860 | 0.01755 | 0.16945 | 0.00020 | 0.72570

S-FRA 0.51605 | 0.87590 | 0.45860 | 0.35140 | <0.00001 | 0.65425 | 0.19505

ALEM 0.63540 | 0.88685 | 0.34660 | 0.41540 | 0.20190 | 0.36360 | 0.60170 | 0.34110 |

Taula IV.7. Diferenciacidé entre parells de poblacions per als marcadors del gen NOS2. Es

mostren els valors de significacio (p) del test exacte de diferenciacio.

Una analisi de cada marcador per separat posa de manifest que el polimorfisme que
mostra més diferéncies entre el conjunt de poblacions és el microsatél-lit (CCTTT),
(p<0.00001); les poblacions berbers (M-ATL i A-ATL) es diferencien de totes les
altres poblacions, pero no entre si. A més, M-ATL tampoc es diferencia de la mostra
d’Alemanya. En Ualtre extrem, el tetranucleotid (AAAT), ha estat el que menys ha
variat entre poblacions i no ha mostrat diferencies significatives ni a nivell global ni

en les comparacions dos a dos.

L’analisi de la varianca sobre les freqiiencies al-léliques confirma que [’Unic
marcador que no mostra variacio significativa en el conjunt de les poblacions és el
tetranucleotid del promotor (Fsr=0.02%, p=0.4301). Els altres polimorfismes
mostren valors de Fst de 1.20, 1.16 i 1.83% pels polimorfismes (CCTTT),, A300G i
C150T, respectivament (tots ells amb p<0.01).

Pel conjunt dels polimorfismes, el valor de Fsr és de 1.09% (p<0.00001). Aquesta
elevada significacio de la diversitat genica pel locus NOS2 en les poblacions
analitzades es veu drasticament reduida si s’analitza només per les poblacions
europees (eliminant de ’analisi les poblacions berbers marroquines). Sense M-ATL
ni A-ATL, el valor de Fsr es redueix fins a 0.48%, tot i que es manté significatiu
(p=0.0127), degut a que només el marcador C150T roman significatiu. En fer
’analisi eliminant les mostres sardes (i tornant a incloure les nord-africanes),
s’obtenen resultats semblants als totals (Fsr=1.07%, p<0.00001), pero el
polimorfisme C150T veu reduida la seva diversitat (Fsr=0.95%, p=0.0332). Aquests
resultats suggereixen que la variaci6 global detectada es deu principalment a la
variacié dels polimorfismes (CCTTT), i A300G en poblacions berbers i a la del

marcador C150T en poblacions sardes.
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Una analisi jerarquitzada de la varianca, agrupant poblacions en funcié del seu
origen geografic, posa de manifest que el model més informatiu estaria format per
tres grups: Europa Continental (amb les mostres de la Peninsula Ibérica, Sud de
Franca i Alemanya), Sardenya, i Berbers del Marroc. Amb aquests tres grups, la
diversitat genica total (Fst) va resultar de 1.73% (p<0.00001), que s’explica
fonamentalment per la diversitat entre grups (Fcr). El valor de Fer és de 1.77%

(p=0.0029), i la diversitat dins dels grups (Fsc) ha resultat equivalent a zero.

Una analisi de coordenades principals a partir de les distancies genétiques
evidencia el mateix patro de relacions poblacionals. A la figura IV.6 s’observa que
les dues primeres components expliquen conjuntament el 80.67% de la variacid
total. Una analisi detinguda de quins polimorfismes marquen les tendencies per
cada coordenada principal ens indica que el primer eix separa les poblacions
principalment pels marcadors A300G i C150T, i els al-lels extrems del
pentanucleotid. Aquest eix, que explica el 57.04% de la variacid, separa les
poblacions del Nord de la Mediterrania de les del Sud. El segon eix, en canvi,
distingeix les poblacions sardes de tota la resta. Aquest segon eix, que explica el
23.63%, ve determinat també per les freqliencies dels SNPs A300G i C150T, a més

d’alguns al-lels del pentanucleotid (especialment, els de 8, 14, 16 i 17 repeticions).
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Figura IV.6. Coordenades principals de les distancies genetiques per als polimorfismes del
gen NOS2.
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COMPARACIO AMB D’ALTRES POBLACIONS

Les dades aportades complementen les que s’havien descrit fins al moment en
diferents mostres. La recerca bibliografica ha posat de manifest les diferéncies en
el nombre de treballs realitzats per cadascun dels polimorfismes en el locus NOS2
(taula 1V.8).

Aixi, per exemple, s’ha trobat un Unic estudi que analitza la variaci6 del
polimorfisme A300G en families daneses amb fills afectats per diabetes de tipus I. A
’altre extrem tenim el pentanucleotid (CCTTT),, per al que es disposa de dades en

moltes poblacions diferents, inclis en mostres de diferents primats.

El pentanucleotid (CCTTT), mostra un total de 19 al-lels diferents, de 3 a 21
repeticions de la seqiiencia consens. Els ximpanzés presenten els set al-lels més
petits (d’entre 3 i 9 repeticions), i els de 3, 4 i 5 repeticions els hi son exclusius. El
patré de variacié detectat a les mostres analitzades de la Peninsula Ibérica
s’emmarca en la variacié descrita per mostres de Galicia i Granada, i les
freqiiéncies de les mostres berbers sén semblants a les descrites per poblacié de

Gambia.

La variacio observada pel tetranucleotid (AAAT), en poblacions d’africans,
caucasics europeus i francesos és similar a ’observada en les mostres analitzades
en aquest treball, i I’Unica poblacié per la que s’han trobat dades que difereixin és
la de Uindia, amb freqiiéncies de ’al-lel de 5 repeticions de 0.020 (Bellamy i Hill,
1997; Cambien et al., 1999).

El polimorfisme C150T s’ha mostrat més variable en les mostres analitzades que en
les dades disponibles. En les poblacions europees continentals analitzades en
aquest treball, les freqiiéncies de ’al-lel T son de U'ordre del 20%, i del 30% en les
mostres sardes i berbers. En canvi, la informaci6 disponible a la base de dades del
HapMap Project mostra freqiiencies de 0.1690 per caucasics d’origen europeu i son
encara més baixes per poblacions del Japd i Yoruba de Nigeria (0.0680 i 0.0750,

respectivament).
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Referéencia N  Poblacio Freqiiéncies al:-léliques

(CCTTT), 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Xu et al, 31 Ximpanzé 0.048 0.016 0.450 0.080 0.177 0.064 0.160

1997 101 UK 0.035 0.124 0.188 0.292 0.233 0.100 0.025

Lopez-Nevot 149 ¢ ranada 0.005 0.020 0.048 0.111 0.209 0.312 0.199 0.070 0.020

et al., 2003

Gonzalez-

Gay et al.,, 251 Lugo 0.010 0.052 0.088 0.205 0.365 0.149 0.096 0.024

2004

:{arﬁggg el 97 N-Irlanda 0.005 0.031 0.103 0.289 0.335 0.113 0.098 0.021

Xu et al., 933 Gambia 0.001 0.016 0.066 0.144 0.182 0.070 0.123 0.204 0.106 0.060

2000 77 Carib 0.006 0.058 0.120 0.090 0.240 0.181 0.123 0.162
210 Japé 0.060 0.152 0.219 0.211 0.066 0.050 0.080
72 india 0.035 0.139 0.160 0.200 0.160 0.120 0.140

(AAAT), 4 5

Glenn et al., .

1999 164 Caucasics 0.860 0.140

Bellamy i 801 Africans 0.840 0.160

Hill, 1997 589 india 0.980 0.020

35 Caucasics 0.850 0.150
Cambien et Franca 0.850 0.150

al., 1999

C150T C T
Shen et al., .
2004 246 Xina 0.868 0.132
HapMap 59 Europeus 0.831 0.169
Project i

J 44 Xina 0.852 0.148

(Han)
44 Japo 0.932 0.068

60 Yoruba 0.925 0.075

Taula IV.8. Freqiiéncies al-léeliques dels polimorfismes del gen NOS2 recollides de la bi
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DESEQUILIBRI DE LLIGAMENT

Els resultats del desequilibri de lligament entre marcadors del gen NOS2 es mostren
a la figura IV.7 i a la taula IV.9. Cal remarcar que, en totes les comparacions dos a
dos, l’agrupacié de tots els individus en una sola poblacié mostra un considerable

desequilibri de lligament (p<0.01 per totes les parelles de polimorfismes).

Les parelles de marcadors que han mostrat un major desequilibri de lligament han
estat (AAAT),/A300G i A300G/C150T, que mostren desequilibri de lligament
significatiu en 7 i 8 poblacions de les 9 analitzades, respectivament. Tot i aixi, la
combinacié de polimorfismes que mostra els valors més elevats de A’ ha estat la
(AAAT),/C150T amb un valor maxim de 0.8128 per la mostra del Nord de la

Peninsula.

Les combinacions haplotipiques que inclouen el pentanucleotid de la regid
promotora presenten menys desequilibri de lligament que d’altres, tant en termes
de valors de A’ com pel que fa a nombre de poblacions que mostren significacio.
Aquest fet pot venir donat per l’elevat nombre d’al-lels que presenta i per ser un
dels marcadors més allunyats de la resta. Tot i aix0, els polimorfismes (CCTTT), i
(AAAT), es troben només a unes 1.83 Kb.

Per poblacions, el desequilibri de lligament més elevat el presenta la poblacié del
Centre de la Peninsula Ibérica. Aquesta és [’Unica poblacié que mostra desequilibri
de lligament significatiu per totes les parelles de polimorfismes. Les poblacions del
Mig Atles i de la Costa de Sardenya mostren també un fort desequilibri de lligament

entre cinc de les sis parelles de marcadors.

A Paltre extrem, la poblacio d’Alemanya només mostra desequilibri de lligament
significatiu per la parella (CCTTT),/(AAAT), i la poblacié de UInterior de Sardenya
només per dos parelles de polimorfismes. El cas d’Alemanya, pero, pot ser
atribuible al baix nombre d’individus dels que es té informacié per algunes parelles

de marcadors.
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N-IBER | C-IBER | S-IBER

M-ATL | A-ATL | SAR-C

SAR-l | 5-FRA | ALEM

N.S.

0.05 < p < 0.001

P<0.001

Figura IV.7. Representacid del desequilibri de lligament detectat entre marcadors del gen
NOS2 en les diferents poblacions analitzades. El color indica el grau de significacié del

desequilibri de lligament codificat com recull la llegenda.

N-IBER | C-IBER | S-IBER | M-ATL | A-ATL | SAR-C | SAR-I S-FRA | ALEM
(CCTTT)s/ | A" | 0.2243 | 0.2258 - 0.3411 - 0.2342 - - 0.4070
(AAAT), p | 0.0197 | 0.0172 | 0.4550 | 0.0001 | 0.0708 | 0.0314 | 0.3430 | 0.1334 | 0.0015
N 110 116 111 112 75 81 79 83 42
(CCTTT)s/ | & - 0.1615 | 0.2348 | 0.2629 | 0.3009 | 0.2343 - - -
A300G p | 0.2251 | 0.0102 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0029 | 0.0031 | 0.1308 | 0.0575 | 0.4804
N 94 103 107 103 50 63 72 85 21
(CCTTT),/ | A - 0.1534 | 0.2714 | 0.1780 - 0.1603 - - -
C150T p | 0.0726 | 0.0117 | 0.0002 | 0.0061 | 0.3635 | 0.0153 | 0.0699 | 0.6428 | 0.7698
N 96 98 108 100 69 88 80 94 42
(AAAT), / A" | 0.4232 | 0.3981 | 0.3841 - 0.5172 | 0.6166 | 0.4440 | 0.3363 -
A300G p | 0.0379 | 0.0084 | 0.0226 | 0.0717 | 0.0238 | 0.0023 | 0.0359 | 0.0321 | 0.3692
N 95 104 107 96 50 58 Al 78 19
(AAAT), / A | 0.8128 | 0.7137 - 0.6590 - - - 0.5931 -
C150T p | 0.0363 | 0.0059 | 0.7833 | 0.0013 | 0.5721 | 0.0606 | 0.0675 | 0.0249 | 0.6120
N 97 99 108 96 68 78 77 82 38
A300G / A" | 0.4283 | 0.4029 | 0.4277 | 0.4942 | 0.4718 | 0.5695 | 0.2619 | 0.4975 -
C150T p | 0.0008 | 0.0002 | 0.0001 | 0.0006 | 0.0003 | 0.0001 | 0.0308 | 0.0001 | 0.3050
N 94 93 107 85 50 62 74 85 21

Taula IV.9. Valors de A’ i probabilitats de desequilibri de lligament per les parelles de
marcadors del gen NOS2.
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VARIACIO HAPLOTIPICA

L’analisi de la variacié haplotipica del gen NOS2 s’ha realitzat sobre dos sistemes:
(CCTTT)./ (AAAT), i A300G/C150T. Aquests dos sistemes agrupen els marcadors per
parelles que presenten una menor distancia fisica entre polimorfismes (1.83 i 11.44
Kb, respectivament) i comprenen la parella que presenta un major desequilibri de
lligament (A300G/C150T).

Les freqliencies haplotipiques es mostren a la taula IV.10. Pel cas de !’haplotip
(CCTTT),/(AAT),, s’han agrupat les freqiiencies dels haplotips amb menys de 10 i
més de 13 repeticions del pentanucleotid, per evitar un elevat nombre d’haplotips

amb freqliencies molt baixes.

| N-IBER | C-IBER | S-IBER | M-ATL | A-ATL | SAR-C | SAR-l | S-FRA | ALEM

(CCTTT)./ (AAT),
<10 / 4| 0.086 | 0.071 | 0.047 | 0.262 | 0.200 | 0.035 | 0.082 | 0.013 | 0.074
10/ 4| 0.113 | 0.205 | 0.131 | 0.104 | 0.150 | 0.122 | 0.084 | 0.128 | 0.235
1174/ 0.215 | 0.179 | 0.189 | 0.079 | 0.070 | 0.277 | 0.173 | 0.205 | 0.221
12/ 4| 0.289 | 0.253 | 0.304 | 0.186 | 0.227 | 0.224 | 0.254 | 0.319 | 0.206
13/ 4| 0.156 | 0.106 | 0.132 | 0.152 | 0.083 | 0.118 | 0.197 | 0.124 | 0.118
>13 /4| 0.071 | 0.078 | 0.105 | 0.107 | 0.140 | 0.085 | 0.083 | 0.069 | 0.059

<10/5 0.010 0.015
10/5 0.007 0.010 | 0.028
175 0.003 0.013 | 0.021 0.044
12 /5| 0.023 | 0.025 | 0.024 | 0.034 | 0.033 | 0.022 0.046 | 0.029

13 /5] 0.022 | 0.051 | 0.045 | 0.037 | 0.057 | 0.058 | 0.050 | 0.055
>13 /5] 0.025 | 0.026 | 0.021 | 0.039 | 0.030 | 0.038 | 0.029 | 0.040

A300G/C150T
A/C| 0.391 | 0.354 | 0.355 | 0.463 | 0.327 | 0.267 | 0.328 | 0.346 | 0.342
A/T| 0.147 | 0.211 | 0.201 | 0.269 | 0.283 | 0.338 | 0.313 | 0.212 | 0.129
G/C| 0.454 | 0.418 | 0.444 | 0.251 | 0.363 | 0.373 | 0.358 | 0.442 | 0.482
G/T| 0.009 | 0.017 0.017 | 0.027 | 0.022 0.048

Taula 1V.10. Freqiiencies haplotipiques de les parelles de polimorfismes (CCTTT),/ (AAT), i
A300G/C150T.

La varianca de les freqiiencies haplotipiques ha resultat significativa. La parella
(CCTTT),/ (AAT), ddéna un valor de Fsr de 1.31% i la A300G/C150T de 1.17% (totes
dues amb p<0.00001).

L'analisi de coordenades principals a partir de les freqliéncies haplotipiques
d’ambdds sistemes explica el 69.23% de la variacio total en les dues primeres

coordenades i mostra una clara diferenciacié de les poblacions berbers del Marroc
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(figura IV.8). La primera coordenada separa aquestes dos mostres nord-africanes,
mentre que la segona remarca la particularitat de les poblacions d’Alemanya,

d’una banda, i de Sardenya, de l’altra.

La separacié en el primer eix es deu majoritariament a les diferéncies en les
freqliiencies dels haplotips <10/4, 11/4 (pel sistema (CCTTT),/(AAT),), A/T i G/C
(pel sistema A300G/C150T). Les diferencies en el segon eix venen determinades per

les freqliencies dels haplotips 10/4, 13/5, G/T i A/T.
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Figura IV.8. Analisi de coordenades principals a partir de la informacio dels sistemes
haplotipics (CCTTT),/ (AAT), i A300G/C150T.
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GEN NOS3
VARIACIO AL-LELICA

DIVERSITAT INTRAPOBLACIONAL

Les freqiéencies al:-léliques dels cinc polimorfismes analitzats en el locus NOS3 es
mostren a la taula IV.11. S’observen desviacions de les assumpcions de ’equilibri
Hardy-Weinberg en els polimorfismes G894T i (CA), en algunes poblacions. El
marcador G894T mostra desviacions de ’equilibri lleugerament significatives en les
poblacions de SAR-l i S-FRA, degudes a un defecte i a un excés, respectivament,
d’heterozigots tal i com posen de manifest els valors de ’index de fixacié (F;) de
0.231 i -0.207 (probabilitats de 0.0229 i 0.0192, respectivament). El dinucleotid es
desvia significativament de ’equilibri en les poblacions de S-FRA i ALEM (0.0055 i
0.0035, respectivament), amb valors de Fi; de 0.031 i 0.121, que indiquen un deficit
en el nombre d’heterozigots. En el cas de la mostra d’Alemanya, aquesta desviacio
pot ser atribuida a efectes de biaix deguts al baix nombre d’individus genotipats
(n=39) en un polimorfisme que presenta una elevada variabilitat (18 al-lels en

aquesta poblacio).

El marcador T-786C de la regié promotora mostra freqiiéncies de ’al:-lel T en un
rang des de 0.471 (per la mostra de M-ATL) fins a 0.580 (per la mostra d’A-ATL). En
tots els casos, les heterozigositats estan properes al maxim per polimorfismes

bial-lelics.

El minisatel:lit ecNOS4a/b presenta Unicament dos al:-lels molt freqlients en totes
les poblacions, pero les poblacions berbers en presenten un tercer en freqiencies
polimorfiques (0.023 i 0.019 en les mostres de M-ATL i A-ATL, respectivament).
L’al:-lel c es caracteritza per tenir 6 repeticions de la seqiiencia consensus de 27 pb
i ja s’havia descrit en poblacions africanes i afroamericanes (Hooper et al., 1999;
Tanus-Santos et al., 2001; Via et al., 2003a). Un individu de la mostra del Nord
peninsular ha presentat aquest al-lel en heterozigosi, pero la seva freqiiéncia en la
poblacié no arriba a ser polimorfica. Malgrat poder arribar a presentar tres al:lels
diferents, aquest polimorfisme és el que presenta una heterozigositat més baixa
dels analitzats en el gen NOS3, que oscil-la entre 0.157 per la mostra de la costa de

Sardenya i 0.337 en la poblacié del Mig Atles marroqui.
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MARC. N-IBER | C-IBER | S-IBER | M-ATL | A-ATL | SAR-C | SAR-I | S-FRA | ALEM
T-786C | T | 0.536 | 0.559 | 0.533 | 0.471 | 0.580 | 0.506 | 0.477 | 0.500 | 0.571
C | 0.464 | 0.442 | 0.467 | 0.529 | 0.420 | 0.494 | 0.524 | 0.500 | 0.429
N 97 94 | 107 | 102 | 69 89 85 94 42
Hw | 0.5000 | 0.4958 | 0.5002 | 0.5007 | 0.4908 | 0.5028 | 0.5018 | 0.5027 | 0.4957
HW(p) | 1.0000 | 1.0000 | 0.5510 | 0.5260 | 1.0000 | 0.6245 | 0.2097 | 0.5110 | 0.3285
ecNOS4ab| a | 0.144 | 0.171 | 0.116 | 0.182 | 0.127 | 0.085 | 0.133 | 0.177 | 0.143
b | 0.851 | 0.829 | 0.884 | 0.794 | 0.854 | 0.915 | 0.867 | 0.823 | 0.857
c |0.0045 0.0234 | 0.0190
N 111 | 120 | 116 | 107 | 79 94 75 93 49
Ha | 0.2556 | 0.2845 | 0.2066 | 0.3368 | 0.2552 | 0.1566 | 0.2327 | 0.2935 | 0.2474
HW(p) | 0.1045 | 0.7355 | 1.0000 | 0.7823 | 0.3699 | 1.0000 | 0.3084 | 0.4445 | 1.0000
G894T G | 0.566 | 0.644 | 0.504 | 0.628 | 0.690 | 0.511 | 0.477 | 0.596 | 0.633
T |0.434 | 0.356 | 0.496 | 0.372 | 0.310 | 0.489 | 0.523 | 0.405 | 0.367
N 113 | 118 | 120 | 113 | 79 92 88 89 49
Hu |0.4934 | 0.4604 | 0.5021 | 0.4691 | 0.4306 | 0.5025 | 0.5018 | 0.4845 | 0.4696
HW(p) | 0.0820 | 0.6301 | 0.5573 | 0.8189 | 1.0000 | 0.8014 | 0.0229 | 0.0192 | 1.0000
(CA), 17 0.007
18 0.009
19 0.005 | 0.005
21 0.023 | 0.014 | 0.005 0.014 | 0.007
22 0.013 | 0.006 | 0.013
23 | 0.029 | 0.045 | 0.041 | 0.055 | 0.062 | 0.014 | 0.013 | 0.012 | 0.039
24 0.005 | 0.014 | 0.005 0.007 0.029 | 0.013
25 | 0.020 | 0.027 | 0.023 | 0.046 | 0.041 | 0.042 | 0.013 | 0.041 | 0.013
26 | 0.025 | 0.027 | 0.018 | 0.005 | 0.041 | 0.035 | 0.026 | 0.035 | 0.026
27 | 0.015 | 0.009 | 0.000 | 0.032 | 0.034 | 0.021 | 0.020 | 0.029 | 0.013
28 | 0.074 | 0.059 | 0.046 | 0.041 | 0.062 | 0.042 | 0.078 | 0.041 | 0.064
29 | 0.069 | 0.050 | 0.064 | 0.046 | 0.069 | 0.127 | 0.071 | 0.093 | 0.039
30 | 0.078 | 0.068 | 0.060 | 0.078 | 0.062 | 0.106 | 0.052 | 0.111 | 0.039
31 | 0.103 | 0.086 | 0.101 | 0.096 | 0.110 | 0.141 | 0.117 | 0.081 | 0.180
32 | 0.162 | 0.122 | 0.179 | 0.133 | 0.103 | 0.049 | 0.097 | 0.087 | 0.167
33 | 0.064 | 0.131 | 0.083 | 0.064 | 0.034 | 0.078 | 0.130 | 0.099 | 0.115
34 | 0.098 | 0.149 | 0.078 | 0.083 | 0.158 | 0.113 | 0.149 | 0.116 | 0.141
35 | 0.128 | 0.059 | 0.101 | 0.156 | 0.082 | 0.085 | 0.091 | 0.116 | 0.039
36 | 0.049 | 0.072 | 0.092 | 0.069 | 0.055 | 0.063 | 0.046 | 0.041 | 0.064
37 | 0.034 | 0.045 | 0.023 | 0.051 | 0.048 | 0.021 | 0.026 | 0.029 | 0.013
38 | 0.029 | 0.018 | 0.028 | 0.018 | 0.014 | 0.028 | 0.026 | 0.023 | 0.000
39 | 0.015 | 0.005 | 0.018 0.021 0.020 | 0.012 | 0.013
40 | 0.005 | 0.005 0.005 | 0.007 | 0.014 0.013
41 0.005
43 | 0.005
45 0.005
43 0.005
N 102 | 111 | 109 | 109 | 73 71 77 86 39
Ha |0.9148[0.9173[0.9161|0.9181|0.9244 | 0.9200 | 0.9161 | 0.9239 | 0.9024
HW(p) | 0.7570 | 0.2897 | 0.1443 | 0.0888 | 0.8808 | 0.2663 | 0.3176 | 0.0055 | 0.0035
A27C A [ 0.737 | 0.743 | 0.681 | 0.668 | 0.599 | 0.628 | 0.694 | 0.705 | 0.750
C |0.263|0.257 | 0.319 | 0.332 | 0.401 | 0.372 | 0.306 | 0.295 | 0.250
N 97 | 101 | 108 | 104 | 71 90 85 95 44
Ha | 0.3896 | 0.3842 | 0.4368 | 0.4455 | 0.4840 | 0.4700 | 0.4271 | 0.4179 | 0.3793
HW(p) | 0.4211 | 1.0000 | 0.8246 | 0.6305 | 1.0000 | 0.0830 | 0.2256 | 1.0000 | 0.5650

Taula IV.11. Fregqiiéncies

al-léliques dels

polimorfismes del gen

NOS3 analitzats en les

diferents poblacions. H,,: heterozigositat estimada sense biaix (non-biased); HW (p):

significacio del test exacte per a [’equilibri Hardy-Weinberg.
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La substitucio G894T ha mostrat freqiiencies minimes per l'al-lel G en la poblacio
de lUinterior de Sardenya (0.477), mentre que la mostra berber de UAlt Atles
mostra la freqiiencia maxima (0.690). Les mostres berbers, ’alemanya i la del

Centre de la Peninsula mostren freqiiencies més elevades de l’al:-lel G.

El polimorfisme que presenta més variacio és el dinucleotid (CA),, que presenta les
heterozigositats més elevades de tots els polimorfismes analitzats, que oscil-len
entre 0.902, per la mostra d’alemanys, i 0.924, per la poblacio del Sud de Franca.
Aquest marcador ha presentat un total de 27 al-lels diferents d’entre 17 i 48
repeticions, encara que el nombre d’al-lels per poblaci6 és més baix (un minim de
17 al-lels diferents per la mostra de ’Alt Atles i un maxim de 21 per la del Sud de

la Peninsula).

Al seu torn, el polimorfisme A27C presenta una certa homogeneitat en les seves
freqiiéncies en totes les poblacions europees continentals (Peninsula Ibérica, Sud
de Franca i Alemanya), mentre que les poblacions marroquines i sardes presenten
unes freqliencies de lal-lel A (el més freqlient en totes les poblacions)

lleugerament més baixes (la minima és de 0.599 en la mostra de UAlt Atles).

DIVERSITAT INTERPOBLACIONAL

Els resultats per al test exacte de diferenciaci6 de poblacions entre totes les
parelles de poblacions analitzades en funcio de les freqiiéncies al-leliques per al
conjunt dels marcadors es mostren a la taula IV.12. A nivell global, el test de
diferenciaci6 no mostra diferéncies significatives pel conjunt de marcadors
(p=0.3916+0.1374), encara que si que se n’observen en algunes comparacions

poblacionals concretes.

Les poblacions que es mostren relativament més diferenciades son les del Centre
de la Peninsula i Sud de Franca. La mostra de C-IBER es diferencia significativament
de les poblacions de A-ATL, SAR-1 i S-FRA, mentre que S-FRA es diferencia de N-
IBER i C-IBER.

Una analisi de cada polimorfisme per separat evidencia que els marcadors que
mostren freqiiencies significativament heterogenies en el conjunt de poblacions
analitzades son ecNOS4a/b, G894T i (CA), (tots ells amb probabilitats inferiors a
0.00001). En el cas del minisatel:lit ecNOS4a/b, aquestes diferéncies reflexen la

diferenciacio de les poblacions de M-ATL, SAR-C i S-FRA, que son les que marquen
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els extrems del rang de variacid de les freqliencies al-leliques. Per la substitucio
G894T, es detecten diferencies entre les poblacions que tenen freqliencies per
Ual-lel G properes a 0.50 (les dues mostres sardes i algunes de les ibériques) amb
les que les tenen superiors a 0.60. El dinucleotid (CA), mostra diferéncies
significatives en diverses de les comparacions, diferenciant principalment les
mostres de C-IBER i M-ATL.

N-IBER | C-IBER | S-IBER | M-ATL | A-ATL | SAR-C | SAR-l | S-FRA

C-IBER | 0.16725

S-IBER | 0.49770 | 0.58320

M-ATL | 0.64210 | 0.06775 | 0.93090

A-ATL | 0.19165 | 0.04340 | 0.32425 | 0.52115

SAR-C | 0.63115 | 0.58930 | 0.67310 | 0.85000 | 0.29710

SAR-I | 0.17730 | 0.02550 | 0.47710 | 0.68350 | 0.32365 | 0.52200

S-FRA | 0.01400 | 0.01100 | 0.49255 | 0.06465 | 0.12095 | 0.43690 | 0.24370

ALEM | 0.32500 | 0.60925 | 0.96585 | 0.83010 | 0.74150 | 0.92480 | 0.93075 | 0.27645

Taula 1V.12. Diferenciacid entre parells de poblacions per als marcadors del gen NOS3. Es

mostren els valors de significacio (p) del test exacte de diferenciacio.

L’AMOVA realitzat a partir de les freqiiéncies al:-léliques indica que els Unics
marcadors que mostren variacié significativa en el conjunt de poblacions sén el
G894T i (CA),, amb valors de Fsr de 1.66% (p<0.00001) i 0.30% (p=0.0068).

El valor de Fsr es manté significatiu quan es consideren conjuntament els cinc
marcadors, amb un valor promig de 0.52% (p=0.0039). Aquest valor és molt baix si
el comparem amb els obtinguts en les altres dues regions geniques analitzades, que
eren de 1.16% i 1.09% per un conjunt de quatre polimorfismes cadascuna. A més,
aquesta reduida diversitat geénica no sembla que es degui especialment a cap

poblacié ni a cap grup de poblacions en concret.

La jerarquitzaci6 d'aquesta analisi de la varianca, fent agrupacions de poblacions
amb criteris geografics no ha revelat cap estructuracié de les mostres analitzades.
Per totes les agrupacions provades la major part de la diversitat total detectada
era deguda a la diversitat dins dels grups (Fsc) i la diversitat entre grups (Fct) va
estar molt allunyada de la significacio en tots els casos. Aquesta manca
d'estructuracié ha estat confirmada pel fet que cap polimorfisme ha mostrat

significacié pel valor de Fcr en cap dels models d’agrupacions testats.
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Una analisi de coordenades principals, que ha explicat el 48.29% de la variacio total
en les dues primeres coordenades, evidencia una diferenciacié de les poblacions
nord-africanes de la resta i una certa particularitat de les poblacions de Sardenya i
Alemanya (figura IV.9). La primera coordenada es veu influenciada pels
polimorfismes ecNOS4ab i G894T, i marca fortament la diferenciacié de les mostres
berbers i, en menor grau, la de les sardes. La segona coordenada separa les
poblacions d'Alemanya i del Centre de la Peninsula de la resta, i marca aquesta
diferéncia, en bona mesura, per les freqiiencies de la substitucio A27C. El

dinucleotid (CA), influeix heterogeniament en les coordenades.
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Figura IV.9. Coordenades principals de les distancies genetiques per als polimorfismes del
gen NOS3.

COMPARACIO AMB D’ALTRES POBLACIONS

A la taula IV.13 es resumeixen les freqiiencies al-leliques descrites en la bibliografia

pels polimorfismes del gen NOS3.

El polimorfisme T-786C mostra una relativa homogeneitat en les poblacions
analitzades (amb freqiiéncies de l’al:-lel C que oscil-len entre 0.42 i 0.53) que
contrasta amb les freqliéncies descrites a la bibliografia. Poblacions d’origen asiatic
o africa presenten freqiiéncies molt més baixes d’aquest polimorfisme (0.035-
0.175) i les poblacions d’origen caucasics mostren freqiiéncies intermitges (0.335-

0.420). Cal remarcar que un estudi d’Alvarez et al. (2001) en poblacié asturiana
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mostra freqiiencies forca diferents de les descrites en la mostra d’Astlries
analitzada en aquest teball (0.372 vs. 0.464 en la mostra N-IBER).

El minisatél-lit ecNOS4a/b mostra la major variabilitat en les poblacions d’origen
subsaharia. La mostra de Costa d’Ivori i les afroamericanes tenen freqiiéncies més
elevades de lal-lel a (0.26-0.36) que les poblacions europees o asiatiques, i
presenten un tercer al-lel (corresponent a 6 repeticions de la seqliencia de 27 pb)
amb freqiiéncies de 0.031-0.062. Aquest patro de les poblacions d’origen
subsaharia es manifesta en part en les poblacions berbers de M-ATL i A-ATL, que
presenten l’al-lel ¢ en freqliencies polimorfiques (0.019-0.023) i, en el cas de M-
ATL, una freqliencia de l’al-lel a més elevada (0.182). Les mostres europees
mostren una certa homogeneitat, amb U’excepcidé de la mostra d’ltalia analitzada

per Salvarani et al. (2002).

La substitucid G894T mostra una diversitat molt baixa en poblacions asiatiques i
subsaharianes. Dins d’Europa s’observa un gradient nord-sud en la distribucio de les
freqliéncies. Aixi, les poblacions del centre i nord d’Europa presenten freqliéncies
de U'al-lel T de 0.30-0.35, com la mostra d’Alemanya analitzada en aquesta tesi. A
la mostra francesa de Poirier et al. (1999) i a la del present treball, les freqiiencies
augmenten fins a valors de 0.39-0.40, i a la Peninsula Iberica i Italica ja estan a
Uordre de 0.44-0.50. En aquest context, cal remarcar les freqiieéncies baixes de les
poblacions nord-africanes (amb valors de 0.31-0.37) i els valors dispars revelats per

les poblacions C-IBER i SAR-I (amb valors de 0.356 i 0.523, respectivament).

El dinucleotid (CA), de Uintro 13 té descrites les freqliencies només en el treball de
Nakayama et al. (1997) en poblacié del Japo. Stangl et al. (2000) no donen les
dades de freqiiencies en una mostra d’Alemanya, pero si un histograma
representant-les. Amb aquestes breus informacions a la ma podem afirmar que no
hi diferencies substancials en la distribucio d’al-lels en comparacié amb les

poblacions analitzades en aquest treball.

El marcador A27C no ha estat tan extensament estudiat com els altres
polimorfismes del gen NOS3. Les poblacions analitzades mostren freqiiencies
d’aquest polimorfisme que s’emmarquen en Llintérval definit pels valors de la
bibliografia per poblacions europees, si exceptuem les mostres de A-ATL i SAR-C,
que mostren freqiiencies de ’al-lel C lleugerament més elevades (0.401 i 0.372,

respectivament).
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Referéncia N Poblacio Fregs. Referencia N Poblacio Fregs.
T-786C T C A27C A C
Simetal., 160 Caucasics 0.665 0.335 Bonnardeaux 106 Franca 0.660 0.340

1998 et al., 1995
Nakayama 161 Japo 0.965 0.035 Miyamoto et 240 Japo 0.981 0.019
et al., al., 1998
1999
Tanus- 100 Afroameric. 0.825 0.175 Monti et al., 207 Nord Italia  0.782 0.218
Santoset 100 Caucasics 0.580 0.420 2003
al., 2001 405 Asiatics 0.862 0.138
Alvarez et 300 Astlries 0.628 0.372
al., 2001

4a/b a b C G894T G T
Alvarez et 300 Astries 0.140 0.860 0.000 | Miyamoto et 240 Japd 0.950 0.050
al., 2001 al., 1998
Miyamoto 240 Japd 0.110 0.890 0.000 | Kerkeni et 120 Tunissia 0.780 0.220
et al., al., 2006
1998
Tanus- 100 Afroameric. 0.265 0.680 0.040 | Tanus- 100 Afroameric. 0.845 0.155
Santoset 100 Caucasics 0.160 0.840 0.000 | Santos et 100 Caucasics 0.655 0.345
al., 2001 405 Asiatics 0.129 0.871 0.000 | al-» 2001 105 Asiatics 0.914 0.086
Akar et 95 Turquia 0.137 0.863 0.000 | Pulkkinen et 82 Finlandia 0.710 0.290
al., 1999 al., 2000
Salvarani 135 Italia 0.219 0.781 0.000 | Salvarani et 135 Italia 0.548 0.452
etal., al., 2002
2002
Hooper et 185 Afroamericans 0.265 0.673 0.062 | Poirier et 421 Franca 0.612 0.388
al., 1999 al., 1999
Viaetal., 112 Costad’lvori 0.357 0.612 0.031|Viaetal., 112 Costa 0.924 0.076
2003a 2003a d’Ivori

Taula 1V.13. Fregqiiencies al-leliques dels polimorfismes del gen NOS3 recollides de la

bibliografia.

DESEQUILIBRI DE LLIGAMENT

Els resultats de ’analisi del desequilibri de lligament entre els cinc polimorfismes
analitzats en el gen NOS3 es mostren a la figura IV.10 i a la taula 1V.14. Per totes
les comparacions entre parelles de polimorfismes, [’agrupacié de tots els individus
en una sola poblacio ha revelat un considerable desequilibri de lligament (p<0.001,

en tots els casos).

Les poblacions que mostren un major desequilibri de lligament al llarg del locus
NOS3 han estat les del Centre i Sud de la Peninsula i la de la Costa de Sardenya.
Aquestes poblacions mostren desequilibris de lligament significatius per 8-9 de les
10 combinacions possibles de polimorfismes. Cal destacar els elevats valors de A’

observats en les dues mostres sardes per molts dels sistemes haplotipics.
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Alemanya i Alt Atles, per la seva banda, mostren els menors desequilibris de
lligament d’entre totes les poblacions. Només en 4 de les 10 combinacions

haplotipiques mostren valors de desequilibri de lligament significatius.

Pel que fa als polimorfismes, els haplotips associats al SNP G894T mostren
desequilibris de lligament més elevats. Els sistemes haplotipics T-786C/G894T i
G894T/A27C mostren desequilibris de lligament significatius en vuit de les nou
poblacions analitzades. Les combinacions haplotipiques que inclouen el dinucleotid
(CA), de Uintro 13 han mostrat el menor grau de desequilibri de lligament dins del
gen NOS3. L’haplotip ecNOS4ab/(CA), només mostra desequilibri de lligament
significatiu en la mostra del Mig Atles, i totes les combinacions amb el
microsatel-lit presenten valors de A’ més baixos que les altres combinacions.
Aquest fet pot ser degut a ’elevat nombre d’al-lels del dinucleotid aixi com a la
seva diferent dinamica evolutiva que dificulta la deteccido de desequilibri de

lligament.

ecNOS4ab G894T {CA),

ecNOS4dab

N-IBER | CIBER | SIIBER

M-ATL | A-ATL | SAR-C

SAR- | S-FRA | ALEM

N.S.
0.05 < p <0.001

P<0.001

Figura IV.10. Representacio del desequilibri de lligament detectat entre marcadors del gen
NOS3 en les diferents poblacions analitzades. El color indica el grau de significacié de la

probabilitat de desequilibri de lligament codificat com recull la llegenda.
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N-IBER | C-IBER | S-IBER | M-ATL | A-ATL | SAR-C | SAR-I | S-FRA | ALEM
T-786C / A 0.3041 | 0.3824 | 0.5080 | 0.2200 - - 0.4850 | 0.3792 | 0.3521
ecNOS4ab | p | 0.0280 | 0.0001 | 0.0003 | 0.0476 | 0.2211 | 0.1016 | 0.0015 | 0.0008 | 0.0314
N 96 94 106 96 68 88 72 91 42
T-786C / A 0.1361 | 0.2825 | 0.1716 - 0.1694 | 0.3820 | 0.2698 | 0.1995 | 0.1680
G894T p (0.0127 | 0.0001 | 0.0009 | 0.1074 | 0.0227 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0020 | 0.0139
N 97 93 107 98 68 86 82 87 42
T-786C / AN - 0.2098 - 0.2737 | 0.3757 | 0.3176 - 0.2309 -
(CA), p | 0.4759 | 0.0254 | 0.0793 | 0.0033 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0833 | 0.0416 | 0.0750
N 90 90 102 100 64 70 73 84 36
T-786C / A' | 0.4376 | 0.4430 | 0.3778 - - 0.5673 | 0.4264 | 0.3675 -
A27C p | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.3780 | 0.8042 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.3169
N 97 94 107 102 67 86 82 94 42
ecNOS4ab/ | A - 0.3356 | 0.2740 | 0.4134 - 0.4999 | 0.3886 | 0.4706 | 0.4253
G894T p |0.0576 | 0.0143 | 0.0003 | 0.0050 | 0.0976 | 0.0034 | 0.0053 | 0.0005 | 0.0640
N| 110 118 116 103 78 91 74 88 49
ecNOS4ab/ | A’ - - - 0.2217 - - - - -
(CA), p |0.1162 | 0.9684 | 0.2983 | 0.0131 | 0.1651 | 0.6212 | 0.9616 | 0.7154 | 0.7735
N 99 111 109 99 72 70 66 85 39
ecNOS4ab/ | A’ - - 0.4876 | 0.2922 | 0.1508 | 0.4921 | 0.4926 | 0.5412 -
A27C p | 0.2666 | 0.1795 | 0.0134 | 0.0093 | 0.0237 | 0.0269 | 0.0312 | 0.0018 | 0.4514
N 96 101 107 97 70 89 72 92 44
G894T / A | 0.2621 | 0.2265 | 0.1886 - - 0.3017 | 0.2447 - 0.3563
(CA), p | 0.0001 | 0.0169 | 0.0189 | 0.2358 | 0.5860 | 0.0005 | 0.0160 | 0.0603 | 0.0207
N | 101 109 109 104 72 70 74 84 39
G894T / A 0.4218 | 0.3499 | 0.4006 | 0.2657 | 0.3310 | 0.4550 | 0.5970 | 0.3781 -
A27C p | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0001 | 0.1386
N 97 100 108 99 70 87 81 88 44
(CA), / A 0.3670 | 0.2362 | 0.2468 | 0.2107 - 0.2880 - - 0.3712
A27C p | 0.0002 | 0.0456 | 0.0008 | 0.0388 | 0.1349 | 0.0019 | 0.1834 | 0.0568 | 0.0391
N 90 96 103 101 66 70 74 85 37

Taula IV.14. Valors de A’ i probabilitats de desequilibri

marcadors del gen NOS3.

VARIACIO HAPLOTIPICA

de lligament per les parelles de

Per tal d’analitzar la variacio haplotipica entre poblacions, s’ha exclos de ’estudi

la informacié aportada pel dinucleotid (CA), per evitar que un excessiu nombre

d’haplotips pogués restar poténcia a les analisis. S’han analitzat les parelles de

polimorfismes T-786C/ecNOS4ab i G894T/A27C, que presenten la menor distancia

entre els polimorfismes (4.51 i 10.27 Kb). Les freqliencies haplotipiques estimades

per maxima versemblanca es mostren a la taula IV.15.
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| N-IBER | C-IBER | S-IBER | M-ATL | A-ATL | SAR-C | SAR-l | S-FRA | ALEM

T-786C/ecNOS4ab
T/a| 0.025 | 0.038 | 0.007 | 0.047 | 0.066 | 0.013 | 0.020
T/b| 0.497 | 0.524 | 0.517 | 0.414 | 0.492 | 0.547 | 0.464 | 0.506 | 0.569
T/ c| 0.006 0.022 | 0.016
C/a| 0.115 | 0.159 | 0.096 | 0.140 | 0.049 | 0.099 | 0.117 | 0.179 | 0.153
C/b| 0.357 | 0.279 | 0.380 | 0.377 | 0.377 | 0.342 | 0.399 | 0.315 | 0.278

G894T/A27C
G/A| 0.534 | 0.643 | 0.481 | 0.541 | 0.550 | 0.556 | 0.457 | 0.581 | 0.615
G/C| 0.034 | 0.037 | 0.019 | 0.102 | 0.122 | 0.034 | 0.010 | 0.030 | 0.038
T/A| 0.213 | 0.088 | 0.190 | 0.135 | 0.057 | 0.146 | 0.252 | 0.147 | 0.205
T/C| 0.219 | 0.233 | 0.310 | 0.222 | 0.271 | 0.265 | 0.280 | 0.242 | 0.143

Taula IV.15. Freqiiéncies haplotipiques de les parelles de polimorfismes T-786C/ecNOS4ab i
G894T/A27C.

Una analisi de la varianca amb les freqliencies haplotipiques ha evidenciat la manca
de significacié de la variacié observada en el primer sistema haplotipic. El sistema
T-786C/ecNOS4ab reporta un valor de Fst de 0.0028 no significatiu (p=0.1232),
comportament que s’havia observat en analitzar els dos polimorfismes per separat.
En canvi, el sistema G894T/A27C ha mostrat un valor de Fst de 0.0098 amb una
forta significacio estadistca (p<0.00001), tal com succeia amb la variacio al-lélica

del polimorfisme G894T analitzat individualment.

Les distancies genetiques expressades mitjancant una analisi de coordenades
principals posa de manifest una separacio de les poblacions berbers del Mig i Alt
Atles respecte la resta, que no s’organitzen segons cap patré geografic (figura
IV.11). Les dos primeres coordenades principals expliquen el 80.36% de la variacio
observada. La primera coordenada separa les poblacions nordafricanes de la resta
per una influencia predominant de les freqiiencies dels haplotips G/C, T/a i T/c. El
segon eix distribueix les poblacions de forma gradual i sembla no diferenciar cap
poblacié tot i que les mostres d’ ALEM, C-IBER, S-IBER i SAR-I ocupen els extrems de
la distribucio. En aquesta segona dimensio tenen una major influéncia els haplotips
C/a, C/bi G/A.
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Figura IV.11. Analisi de coordenades principals a partir de la informacio dels sistemes

haplotipics T-786C/ecNOS4ab i G894T/A27C.
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ANALISI DE LA VARIACIO CONJUNTA EN LES NOS

Després de l’analisi de la variacié intra i interpoblacional de cada locus per
separat, en aquest apartat es presenten els resultats de [’analisi interpoblacional

pel conjunt dels 13 polimorfismes dels tres loci analitzats en aquest treball.

En la taula IV.16 es mostren els valors mitjans d’heterozigositat i el nombre mitja
d’al-lels per locus. Aquestes dades globals reflecteixen el que s’havia anat posant
de manifest en analitzar la variabilitat de cada regié cromosomica per separat. Les
poblacions berbers del Nord d’Africa es mostren com les més variables,
especialment la del Mig Atles, amb el valor d’heterozigositat més elevat i el major
nombre d’al-lels per locus. A l’altre extrem es situarien les poblacions sardes, que
presenten les heterozigositats i els nombres mitjans d’al-lels més baixos. Cal
destacar que el nombre més baix d’al-lels per marcador correspon a la poblacio
d’Alemanya, fet possiblement associat al menor tamany mostral d’aquesta

poblacio.

N-IBER C-IBER S-IBER M-ATL A-ATL SAR-C  SAR-l S-FRA  ALEM

Hnb 0.5000 0.5189 0.5116 0.5404 0.5337 0.5060 0.5005 0.5129 0.5125
N al-lels | 5.4615 5.3846 5.5385 5.6154 5.3846 4.9231 5.0769 5.1538 4.8462
N 114 120 120 120 81 95 94 96 49

Taula IV.16. Valors d’heterozigositat i nombre mitja d’al-lels per locus pel conjunt de

polimorfismes analitzats.

En el conjunt de poblacions, l’analisi de la varianca de les freqiiencies al:-leliques
dels 13 polimorfismes evidencia una important variacié6 amb un valor de Fsr de
0.96% (p<10%). Aquest valor global ha estat lleugerament superior quan sha
realitzat una analisi jerarquitzada de la varianca. L'agrupacid6 més consistent ha
resultat la formada per 3 grups poblacionals: Europa continental (Peninsula Ibérica,
Sud de Franca i Alemanya), Sardenya i Nord d'Africa. Aquesta estructuracid ha
mostrat un valor global de 1.25% (p<0.00001), on la varianca entre grups
(Fcr=0.91%, p<0.00001) ha resultat superior a la varianca dins dels grups (Fsc=0.35%,
p<0.00001).
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A partir de les freqiiencies al-léliques, s’ha elaborat una matriu de distancies
calculades mitjancant el coeficient de Reynolds (que es mostren a l'annex 3) i s’han
representat en un dendrograma tipus neighbor-joining (figura 1V.12a). Aquest
dendrograma reuneix les poblacions analitzades en tres clusters: un que agrupa les
poblacions europees continentals (amb una lleugera diferenciacio de les poblacions
del Centre de la Peninsula i d’Alemanya), un amb les poblacions berbers i un que
separa les mostres sardes. La llargada i la robustesa de les branques (especialment

en el cluster sard) donen suport a aquesta estructuracio.

ALEM

C4BER

SAR-C
0.01

Figura IV.12. Representacions de la matriu de distancies genetiques de Reynolds pel
conjunt de polimorfismes analitzats. a) Neighbor-joining. La robustesa de les branques ha
estat estimada amb 100 repeticions bootstrap. b) Analisi de xarxes de Delaunay, els
numeros corresponen a la distancia genetica entre parells de poblacions i les linies
gruixudes representen les possibles barreres genetiques. Les poblacions berbers i sardes
sthan agrupat per clarificar la representacio i les distancies de Reynolds han estat

promitjades.

Amb la mateixa matriu de distancies, sha efectuat una analisi de xarxes de
Delaunay (Brassel i Reif, 1979; Simoni et al., 1999) per tal de detectar possibles
regions de canvi genetic brusc, que podrien indicar la preséncia de barreres
genetiques (figura IV.12b). Aquesta analisi no és més que la representacio sobre un
mapa fisic de les distancies de Reynolds, pero pot ser d'utilitat per detectar patrons
de distribuci6 genética dificils dapreciar en dendrogrames o coordenades
principals. En el nostre cas, aquesta analisi posa de manifest un aillament

important de les poblacions sardes respecte les poblacions del Centre d'Europa i del
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Nord dAfrica, perd no de les poblacions de la riba mediterrania europea
(representat per una linia discontinua en la figura). En segon terme, pot apreciar-se
una lleugera separaci6 entre les poblacions berbers del Nord d'Africa i les mostres

de la Peninsula Ibérica.

L’analisi conjunta de la varianca dels sistemes haplotipics dels gens NOS1 (sistema
(AAT),/C3391T), NOS2 (sistemes (CCTTT),/(AAAT), i A300G/C150T) i NOS3 (sistemes
T-786C/ecNOS4ab i G894T/A27C) ha evidenciat una variabilitat significativa, amb
un valor de Fsr significatiu de 0.0108 (p<10™"). A més, la informaci6 d'aquests
haplotips ha estat emprada per fer una analisi de coordenades principals, les dues
primeres coordenades de la qual han explicat el 57.36% (figura 1V.13a). La primera
component separa les poblacions del Mig i Alt Atles marroqui de la resta de
poblacions i ve influenciada, principalment, per al-lels dels haplotips
(CCTTT),./(AAAT),. La segona component remarca en un extrem la poblacid

d'Alemanya i a laltre les poblacions sardes de la costa i de linterior.

Amb la finalitat de tenir una aproximacio als possibles efectes de migracio i deriva
sobre el patr6 de variacido genetica poblacional observat, sha realitzat una
regressio lineal entre les heterozigositats de les poblacions i la distancia d'aquestes
al centroide, tal i com s'ha descrit a l'apartat de Material i Metodes (Harpending i
Jenkins, 1973). En analitzar aquesta regressio a partir de la informacio dels
sistemes haplotipics (figura IV.13b), l'lnica poblacio que es separa significativament
de la recta inferida és la d'Alemanya, reflexant una menor variabilitat de
lesperada. Tenint en compte que aquesta mostra representa poblacié general
d'Alemanya, és molt poc plausible considerar un possible efecte daillament
d'aquesta poblacio. Es més probable que es degui a un biaix, especialment en tenir
en compte els sistemes haplotipics que inclouen microsatel-lits, degut al menor
nombre d'individus analitzats en aquesta poblacid, que podria simular un defecte

de variabilitat.

Es curiés constatar que les poblacions sardes no mostren aquest possible efecte
d'aillament. Tot i que es diferencien de les altres poblacions i que mostren els
valors més baixos de variabilitat per molts dels marcadors analitzats, en la

representacio de la regressio ni tan sols es mostren per sota de la recta estimada.
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Figura IV.13. Analisis realitzades a partir de la informacid dels dels sistemes haplotipics
dels gens NOS1 (sistema (AAT),/C3391T), NOS2 (sistemes (CCTTT),/ (AAAT), i A300G/C150T)
i NOS3 (sistemes T-786C/ecNOS4ab i G894T/A27C). a) Analisi de coordenades principals. b)
Representacio de l'heterozigositat vs. la distancia al centroide, amb l'interval de confianca

del 95%.
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RESULTATS | DISCUSSIO ESTUDI EPIDEMIOLOGIC

En aquest apartat s’inclouen els resultats obtinguts en les analisis realitzades sobre

la mostra de families amb un fill afectat de CAl.

VARIACIO AL-LELICA | HAPLOTIPICA

VARIACIO AL-LELICA

Les freqliencies al-léliques, heterozigositats i probabilitats de desequilibri de
Hardy-Weinberg es mostren a les taules IV.17 i IV.18 i a la figura IV.14, il-lustrant
els resultats dels polimorfismes bial-lélics i multial-lélics per separat. Les dades es

troben dividides en tres grups: mostra total, pares i fills afectats.

D’entre els marcadors bial-lélics cal destacar els polimorfismes NOS1 C3391T, NOS2
A300G, NOS3 C-786T, i NOS3 G894T com els més variables amb valors
d’heterozigositat maxims per aquest tipus de marcadors (0.5026, 0.4955, 0.5000, i
0.5017, respectivament, en el grup de fills malalts). Sense coneixer a priori
Uintereés epidemiologic d’aquests marcadors, podem considerar-los com els més
informatius en la nostra poblacio. Aquest resultat contrasta, tal com es discutira
més endavant, amb les dades d’alguns d’aquests marcadors en d’altres poblacions
europees on es mostren molt menys variables (per exemple, el NOS3 G894T). Cal
destacar, tal com s’ha fet en ’analisi poblacional, el fet que el tetranucleotid
NOS2 (AAAT), només ha presentat dos al-lels i una heterozigositat relativament

baixa.

Els marcadors multial-lélics es mostren, com era d’esperar, molt més variables amb
valors d’heterozigositat molt superiors (el maxim en la mostra de fills correspon al
marcador NOS3 (CA), amb un valor de 0.9155). Tot i aixi, cal destacar la relativa
poca variabilitat mostrada pel marcador NOS1 3’-(GT),, amb una heterozigositat de
0.4404 en la mostra de fills malalts. Tot i presentar nou al-lels diferents, un
d’aquests (el de 17 repeticions) representa més del 70% de la freqiiéncia. Es
interesant veure els diferents patrons de variacio al-lélica que presenten el
microsatél-lits, amb distribucions unimodals, bimodals i trimodals de les

freqiiencies.

No es pot considerar que hi hagi diferéncies importants de les assumpcions de

Uequilibri de Hardy-Weinberg pels marcadors bial-lélics, tot i que apareguin en
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alguns casos probabilitats lleugerament inferiors al limit de significacié de 0.05 (el
valor més baix és de 0.0311 pel NOS3 C-786T en la submostra de pares). A més,
s’ha de tenir en compte el nombre de tests realitzats i que les petites desviacions

observades no s’observen en cap cas en la mostra de pares i fills per separat.

Entre els multial-lélics, només s’observen desviacions considerables de ’equilibri
de Hardy-Weinberg en el STR menys variable, el polimorfisme NOS1 3’-(GT),, amb
probabilitats de 0.0026 i 0.0055, en les mostres de pares i fills malalts,

respectivament.

La variacio en aquests marcadors s’emmarca en el rang observat per les poblacions
de la Peninsula Ibérica analitzades en el bloc anterior de resultats. Tot i aixi, cal
destacar la major diversitat observada pel marcador NOS1 3’-(GT), en la mostra de
families (amb heterozigositats de 0.42-0.44, comparada amb 0.28-0.35 en les
poblacions ibériques), aixi com pel polimorfisme NOS2 (AAAT),, on les poblacions
ibériques mostren també menys variabilitat (H,, de 0.24-0.27 en les families i 0.14-

0.22 en les poblacions ibériques).

MARC. TOTAL PARES FILLS | MARC. TOTAL PARES  FILLS
NOS1 C 0.518 0.545 0.495 | NOS3 T 0.562 0.558 0.536
C33NMT| T 0.482 0.455 0.505 | C-786T | C 0.438 0.442  0.464
N 279 132 93 N 291 139 97
Heo | 0.5003 0.4978 0.5026 Ho | 0.4932 0.4952 0.5000
HW (p) - 0.5194 0.2547 HW (p) - 0.0311 0.5234
NOS2 G 0.836 0.842 0.810 | NOS3 a 0.136 0.150 0.138
G-954C C 0.164 0.158 0.190 | €cNOS4 | b 0.864 0.850 0.862
N 299 143 100 N 295 141 98
Ho | 0.2745 0.2613 0.3093 Ho | 0.2348 0.2544 0.2388
HW (p) - 0.0898 0.0385 HW (p) - 0.7316 0.6341
NOS2 4 0.855 0.842 0.862 | NOS3 G 0.519 0.522 0.521
(AAAT), 5 0.145 0.158 0.138 | G894T T 0.481 0.478  0.479
N 275 133 94 N 291 139 97
Ho | 0.2490 0.2669 0.2396 Heo | 0.5001 0.5009 0.5017
HW (p) - 1.0000 0.7268 HW (p) - 0.3742 0.4040
NOS2 G 0.572 0.595 0.560 | NOS3 A 0.699 0.712 0.688
A300G A 0.428 0.405 0.440 | A27C C 0.301 0.288 0.312
N 277 132 92 N 286 137 96
Ho | 0.4905 0.4839 0.4955 Ho | 0.4213 0.4119 0.4319
HW (p) - 0.0404 0.8464 HW (p) - 0.6770 0.1947
NOS2 C 0.797 0.801 0.777
C150T T 0.203 0.199  0.223
N 281 136 94
Hw | 0.3240 0.3194 0.3488
HW (p) - 0.5091 0.0399
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Taula IV.17. (pagina anterior). Freqiiéncies al-léliques dels polimorfismes bial-lélics

analitzats en la mostra de families amb fills afectats per la CAl. H,,: heterozigositat

estimada sense biaix (non-biased); HW (p):

Hardy-Weinberg.

significacio del test exacte per a ’equilibri
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Figura IV.14. Grafics de freqiiencies al-léliques dels polimorfismes multial-lelics analitzats

en la mostra de families. Les barres de color blau, vermell i groc corresponen a les mostres

de fills malalts, pares i mostra total, respectivament.
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MARC. TOTAL PARES  FILLS |MARC. TOTAL PARES  FILLS
NOS1 |18 0.005 0.004 0.005 |NOS2 |8 0.026 0.021  0.026
5°(GT)n | 19 0.187 0.193  0.186 |(CCTTT) |9 0.045 0.060  0.026
20 0.059 0.053  0.053 10 0.158  0.134  0.173
22 0.002 0.005 11 0.170  0.180  0.163
23 0.011 0.004  0.016 12 0.293 0.285  0.296
24 0.232 0.246  0.250 13 0.197 0.187  0.204
25 0.040 0.038  0.043 14 0.077 0.092  0.077
26 0.013  0.011  0.011 15 0.022 0.025  0.020
27 0.002 0.004  0.000 16 0.014 0.018  0.015
28 0.090 0.091  0.09 N 292 142 98
29 0.108 0.091  0.106 Ho | 0.8141 0.8232 0.8104
30 0.227 0.235  0.207 HW(p)| - 0.4208  0.1523
31 0.018 0.019  0.016 |NOS3 |21 0.004 0.004  0.005
32 0.007 0.011  0.005 |(CA), |22 0.004 0.004  0.005
N 278 132 94 23 0.012 0.018  0.005
Ho  |0.8358 0.8286 0.8384 24 0.011  0.011  0.010
HW (p) 0.9885 0.6769 25 0.016 0.015  0.016
NOST |9 0.024 0.022  0.015 26 0.023 0.018  0.021
(AAT), |10 0.479  0.496  0.469 27 0.023 0.022  0.021
11 0.003 0.004  0.005 28 0.072 0.088  0.057
12 0.016 0.011  0.015 29 0.065 0.058  0.073
13 0.202 0.208  0.199 30 0.091 0.080  0.083
14 0.225 0.219  0.235 31 0.097 0.095  0.099
15 0.047 0.040  0.056 32 0.091  0.099  0.099
16 0.003 0.005 33 0.097 0.099  0.115
N 287 137 98 33 0.097 0.099  0.115
How  |0.6772 0.6626 0.6348 34 0.095 0.091  0.109
HW (p) 0.9605 0.0869 35 0.134  0.124  0.151
NOST |13 0.002 0.005 36 0.070  0.069  0.052
3(GT), |15 0.005 0.007  0.005 37 0.042 0.040  0.042
16 0.019 0.018  0.026 38 0.033  0.044  0.021
17 0.744 0.741  0.737 39 0.009 0.007  0.005
18 0.095 0.097  0.093 40
19 0.019 0.018  0.021 41 0.004  0.007
20 0.005 0.004  0.010 42 0.004 0.004  0.005
21 0.108 0.115  0.093 43 0.005 0.004  0.005
22 0.003 0.010 N 284 137 9
N 291 139 97 Ho | 0.9202 0.9237 0.9155
Hw | 0.4258 0.4291 0.4404 HW(p) 0.0214  0.0215
HW (p) 0.0026  0.0055

Taula 1V.18. Freqiiencies al-leliques dels polimorfismes multial-lélics analitzats en la
mostra de families amb fills afectats per la CAl. El nom de cada al-lel correspon al nombre
de repeticions de la seqiiencia consensus. H,,: heterozigositat estimada sense biaix (non-

biased); HW (p): significacio del test exacte per a ’equilibri Hardy-Weinberg.
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DESEQUILIBRI DE LLIGAMENT

A la figura IV.15 pot observar-se el grafic resum de la distribucio del desequilibri de

lligament al llarg dels tres loci analitzats.

LOCUS NOS1

Malgrat que les distancies que separen els diferents polimorfismes del locus NOS1
son més grans que en els altres dos loci analitzats (entre 16 i 147 Kb) i que tres dels
marcadors son STRs amb un nombre elevat d’al:-lels, s’ha detectat desequilibri de
lligament al llarg de tota la regio genica analitzada. L’Unica excepci6 s’ha trobat a
la mostra de fills en les parelles 5’-(GT),/(AAT), i 5’-(GT),/C3391T (p=0.2896 i
p=0.5257, respectivament). La resta de parelles de marcadors presenten

desequilibris de lligament significatius.

El desequilibri de lligament més fort es detecta entre els polimorfismes
cromosomicament més distants, 5’-(GT), i 3’-(GT),, amb valors de D’ de 0.4394 i
0.5004 en pares i fills (p<0.0001), fet que contrasta amb la distancia que els separa
(unes 147 Kb). L’analisi de les diferents parelles d’al-lels indica que alguns al-lels
poc freqiients només apareixen amb determinats al:-lels de l’altre marcador. A més,
’al-lel de 30 repeticions del 5’-(GT), apareix fortament lligat amb Ual-lel de 17
repeticions del 3’-(GT), (D’=0.85 en la mostra total). En ser dels al-lels més
freqlients per cada marcador (amb freqiieéncies de 0.235 i 0.741, respectivament en
la mostra de pares), determinen en bona mesura la presencia d’un remarcable

desequilibri de lligament.

Aquest elevat grau de desequilibri de lligament al locus NOS1 es veu confirmat per
resultats semblants obtinguts en les poblacions ibériques de N-IBER i S-IBER, on
totes les combinacions haplotipiques (excepte la parella (AAT),/3’-(GT), en la

mostra de S-IBER) presenten desequilibri de lligament significatiu.

LOCUS NOS2

L’analisi al llarg del locus NOS2 indica que el desequilibri de lligament més fort es
troba entre els polimorfismes (AAAT), i A300G amb un valor de D’ de 1.0 (p<0.001),

que indica un lligament total. L’al-lel A del polimorfisme A300G es troba sempre
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associat a l’al-lel de 4 repeticions del (AAAT),. També presenten un lligament total
(D’=1.0) els polimorfismes (AAAT), i C150T, on l’al-lel T del C150T només es troba
associat a l’al-lel de 4 repeticions del (AAAT),. Tot i aquest lligament total, les
probabilitats inferides pel programa GENETIX no corroboren del tot aquest
lligament (p=0.0327 i p=0.1124 en fills i pares respectivament). Aix0 pot ser degut
a que els valors de D’ han estat calculats a partir d’haplotips inequivocs, mentre
que el programa GENETIX analitza les dades sense conéixer la fase dels

polimorfismes.

Cal mencionar també el fort grau de desequilibri entre els polimorfismes (CCTTT), i
(AAAT),,, amb valors de 0.6292 i 0.6045 (p<0.001), donada ’elevada variabilitat del
primer marcador. L’al-lel de 5 repeticions del marcador (AAAT), només va
acompanyat en la mateixa fase per al-lels de més de 10 repeticions del marcador
(CCTTT),.

D’altra banda, també resulta destacable l’abséncia total de desequilibri de
lligament del polimorfisme G-954C amb la resta de marcadors del gen, sobretot
amb els altres dos polimorfismes de la regié promotora. Els polimorfismes (CCTTT),
i (AAAT), es troben a només 1627 i 201 pb, respectivament, a banda i banda del
polimorfisme G-954C i si que presenten un fort desequilibri entre ells. Aquesta
abséncia de desequilibri de lligament amb la resta de polimorfismes ha quedat
constatada també en la mostra poblacional del sud de la Peninsula Ibérica (Dra.

Alessandra Falchi, comunicaci6 personal).

LOCUS NOS3

En termes generals, el locus NOS3 també presenta un fort desequilibri de lligament
al llarg de la regio analitzada. Els marcadors més allunyats entre si, els SNPs T-786C
i A27C, presenten un fort valor de desequilibri de lligament amb valors de D’

superiors al 80% (amb p<0.001), encara que els separen unes 16.6 Kb.

Tot i aixi, Uelevada variabilitat del dinucleotid (CA), impedeix detectar
desequilibris de lligament significatius entre aquest marcador i la resta. Només el
polimorfisme més proper, el G894T a 3.3 Kb, mostra un cert desequilibri de
lligament i només en la mostra de fills malalts (D’=0.3671, p=0.0048). D’altres dos

marcadors (el T-786C i el A27C) mostren valors de desequilibri de lligament amb el
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microsatel-lit propers al llindar convencional de significaciéo (p=0.0503 i p=0.0600,

respectivament) pero, a [’igual que en el cas anterior, només en la mostra de fills.

El desequilibri de lligament més fort és el detectat entre els polimorfismes T-786C i
ecNOS4a/b, amb valors de D' superiors al 70% en pares i fills (0.7548 i 0.7215,
respectivament) i probabilitats de significacio molt baixes (p=0.0003 i p=0.0025).
Els haplotips T-b i C-a es presenten més habitualment de U'esperat sense

desequilibri de lligament.

Comparant aquests resultats amb els obtinguts en les mostres poblacionals de la
Peninsula Iberica, cal destacar l’absencia, excepte en la poblacié de S-IBER, de
desequilibri de lligament entre els polimorfismes ecNOS4ab i A27C, que si es

detecta en les mostres de pares i de fills.
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Figura IV.15. D’ de desequilibri de lligament entre parelles de marcadors dels tres loci
analitzats en les mostres de pares i fills malalts. La significacio del desequilibri de
lligament esta representada per cada valor de D’: NS, p>0.05; *, p<0.05; **, p<0.01; ***,
p<0.001. No s’ han indicat els valors de D’ entre el polimorfisme NOS2 G-954C i la resta de

polimorfismes del mateix gen ja que cap d’ells ha estat significatiu.
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VARIACIO HAPLOTIPICA

A partir de la informacié genotipica i de la composicié de les families, s’han pogut

reconstruir els haplotips inequivocament en la majoria de casos.

Per totes les parelles de polimorfismes analitzats d’un mateix locus, en més del
80% dels individus s’ha pogut establir de forma inequivoca quines eren les fases
haplotipiques de les que era portador. De fet, en diversos sistemes s’han pogut

arribar a reconstruir més del 95% dels haplotips de la mostra (taula 1V.19).

En termes generals, les freqiiencies haplotipiques en la mostra de families amb un
fill afectat per CAl s’emmarquen dins de la variacié presentada per les poblacions

ibériques analitzades, i que havien estat estimades per maxima versemblanca.

NOS1 | 5(GT), | (AAT), | C3391T NOS2 | CCTTT | AAAT | A300G
5'(GT), CCTTT
(AAT), 239 AAAT 254
88.52% 93.38%
C3391T 221 245 A300G 236 247
84.35% | 89.42% 86.45% | 95.74%
3(GT), 243 248 255 C150T 234 253 240
89.01% | 86.71% | 91.40% 84.48% | 95.47% | 89.89%

Nos3 | T-786C | 4a/b | G894T | (cA), |

T-786C
4a/b 272
93.47%
G894T 242 268
84.62% 93.70%
(CA), 231 268 229
82.50% 94.70% 81.49%
A27C 254 273 247 240
89.12% 95.79% 87.90% 87.27%

Taula IV.19. Nombre d'individus en que s'ha pogut reconstruir inequivocament el seu

haplotip i proporcio respecte el total d'individus.
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ANALISI DEL DESEQUILIBRI DE LA TRANSMISSIO (TDT)

Un dels objectius principals del present treball de tesi doctoral és avaluar la
implicacio de les tres regions géniques estudiades en la cardiopatia isquemica, a
través de l'analisi de possibles transmissions diferencials d'algun al:-lel o haplotip

mitjancant el TDT.

Per tal dutilitzar la major quantitat possible d'informacio, les analisis del TDT han
estat realitzades amb el programa TRANSMIT (Clayton, 1999). Aquest programa
inclou en els calculs tots els individus, inferint el genotip i la fase haplotipica en
aquells casos en qué no esta clara aquesta informacio. En comparacié amb el calcul
del TDT utilitzant només les transmissions inequivoques, el TRANSMIT permet
estimar el TDT sobre la base d'una mostra més gran incrementant el poder
estadistic per a detectar les possibles associacions presents. Daltra banda, lUs
només de les transmissions informatives pot resultar, en alguns casos, en una
disminucio del tamany mostral analitzat pero té el valor afegit que no fa cap

estimacio i el TDT només es calcula amb informacio6 inequivoca.

S’ha testat mitjancant el programa TRANSMIT el valor de TDT de tots els al-lels de
tots els polimorfismes, aixi com de tots els haplotips formats per parelles de
marcadors. Els valors de TDT amb cert grau de significacié detectats amb el paquet
informatic han estat recalculats tenint en compte només les transmissions

inequivoques observades en el conjunt de les families examinades.

Els resultats posen de manifest la presencia d’associacions interesants amb alguns
marcadors de les tres regions géniques. Per tal de simplificar 'exposicio d'aquests
resultats en les taules V.20, V.21 i IV.22 es mostren només els resultats
destacables de l'analisi del TDT per cadascun dels tres loci. La resta d’analisis del

TDT amb els polimorfismes analitzats es mostren a ’annex 4.
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LOCUS NOS1

A la regi6 cromosomica del gen NOS1 s’han observat certes associacions
relacionades amb la variacio del polimorfisme C3391T i els seus haplotips (taula
1V.20).

El marcador C3391T és l’Unic que ha mostrat cert grau de significacio en ser
analitzat individualment. Els calculs amb el programa TRANSMIT reporten valors
propers al llindar convencional de significacié tant pel calcul del TDT com pel test
de repeticions bootstrap (p=0.078 i p=0.088, respectivament). En analitzar només
les transmissions inequivoques, el valor del TDT augmenta fins a 4.245 (p=0.039).
D’un total de 53 pares heterozigots informatius, s’observa un excés de
transmissions de l’al-lel T (o un déficit de transmissions de ’al-lel C) que suposa un
risc relatiu (RR) de 1.789 (IC 95%: 1.040-3.410).

Aquesta tendeéncia es veu clarificada quan s’ha analitzat la variacio dels haplotips
formats pel C3391T i el dinucleotid 3’-(GT), amb els al:lels agrupats. El sistema
haplotipic format per aquests dos polimorfismes s’associa globalment amb la
malaltia, amb probabilitats de 0.0426 i 0.0245 (pel TDT i el test bootstrap,
respectivament). Analitzant els resultats de cada haplotip, destaca la combinacio
formada per U’al-lel T del SNP i al-lels de <20 repeticions del microsatel:lit, amb
probabilitats significatives pel TDT i el test de repeticions. Si es tenen en compte
nomeés els 45 pares informatius, el TDT continua per sota del llindar de significacio
de 0.05 (x?=5.00, p=0.0253), mostrant un excés de transmissions (30 transmissions
observades i 15 no transmissions). Aquest excés suposa un risc relatiu de 2.00 (IC
95%: 1.110-4.187).

Complementariament a aquesta associacid, U’haplotip C/<20 del mateix sistema
mostra valors propers al llindar de significaci6 amb els calculs del programa
TRANSMIT i lleugerament significatius només amb les transmissions inequivoques
(x*=3.92, p=0.0477). El déficit de transmissions observat (18 transmissions vs. 32 no
transmissions) suposa un RR de 0.563 (IC 95%: 0.289-0.983).

Aquest suposat efecte “protector” de ’haplotip C/<20 es veu parcialment recolcat
pels resultats obtinguts de l’analisi del sistema haplotipic (AAT),/C3391T. El
defecte en les transmissions de ’haplotip 9/C mostra valors significatius pel TDT
(p=0.0105 i 0.0143, pel TRANSMIT i a partir de transmissions inequivoques,

respectivament). Tot i aquests resultats, la manca d’associacio pel test bootstrap
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(p=0.1581) i el baix nombre mostral d’aquesta analisi (Var(O-E)<2.5 i només 6 pares

informatius) no semblen confirmar aquesta possible associacio.

La resta d’analisis efectuades sobre els altres polimorfismes d’aquest locus, tant
individualment com en combinacions d’haplotips, no reporten cap altre indici
d’associacié destacable, ja sigui analitzant els microsatel:-lits amb tots els al-lels

com realitzant-ne agrupacions.

El conjunt de resultats permeten suposar U’existéncia d’un factor genetic de risc
per la cardiopatia isquémica en la mostra examinada que estaria en desequilibri de
lligament amb U’haplotip T/<20 del sistema C3391T/3’-(GT),. Aquest haplotip es
troba en freqiiéncies de 0.3636 en pares i 0.4128 en fills malalts, i reflectiria un

factor de risc amb un RR al voltant de 2.

Les troballes per U’haplotip C/<20 semblen corroborar aquesta associacid. Donat
que els haplotips que inclouen al:lels del STR amb menys de 20 repeticions son el
90.50% en pares i el 88.95% en fills malalts, la majoria dels pares informatius pel
TDT son heterozigots C/<20 - T/<20 i U'excés en el nombre de transmissions
detectada per Uhaplotip T/<20 provoca, indirectament, el lleuger defecte de
transmissions per U’haplotip C/<20, que s’acosta als llindars habituals de
significacio.

A més, també s’ha de destacar ’associacio global que mostra el locus C3391T/3’-
(GT), amb U’extensio del TDT per marcadors multial-lelics (Sham i Curtis, 1995), tal
com es mostra a la filera “Global” de la taula 1V.20. Mentre que el TDT
convencional avalua la transmissié d’un al-lel concret respecte la resta, aquesta
extensio del TDT permet analitzar la possible associacid global del sistema

multial-lelic analitzat.
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Al:-lel o Transmis. Transmis. Var TDT

RGO N Haplot.  Observ. Esper. (O-E) (x%) zal P Bl
C3391T 90 C 88 95.451 17.88  3.105 0.0781 0.0875
T 92 84.549 17.88  3.105 0.0781 0.0875
Global 3.105 0.0781 0.0875
C3391T 94 (C/<20 90.508 98.384 18.178 3.413 0.0647 0.0717
3’-(GT), T/<20 77.492 68.470 16.131 5.046 0.0247 0.0205
C/=220 3.297 2.527 0.527 1.123 0.2893 0.0659
T/220 16.704 18.618 6.181 0.593 0.4412 0.4524
Global 8.172 3 0.0426 0.0245
(AAT), 92 9/C 1 4.711 2.104  6.546 0.0105 0.1581
C3391T 9/T 2 1.185 0.493  1.347 0.2458 0.2653
10/C 63.179 64.208 16.597 0.064 0.8006 0.8046
10/T 24.821 25.640 9.427 0.071 0.7898 0.7850
11/T 1 0.538 0.247 0.862 0.3532 0.2547
12/C 3 2.102 0.993 0.813 0.3672 0.2698
12/T 1 1.077 0.494 0.012 0.9128 0.7291
13/C 7.850 11.544 4,667 2.924 0.0873 0.2193
13/T 28.150 25.080 7.560 1.247 0.2641 0.3256
14/C 13.573 12.391 4,968 0.281 0.5960 0.6040
14/T 27.427 25.885 8.528 0.279 0.5973 0.5461
15/C 4.688 4.638 2.103  0.001 0.9727 0.9676
15/T 6.313 5.002 2.198 0.782 0.3766 0.4515
Global 15.577 12 0.2114 0.4356

Taula IV.20. Resultats destacats del TDT pels polimorfismes i haplotips del NOS1, calculats
amb el programa TRANSMIT. En gris i negreta es resalten els resultats citats en el text. N:
nombre de families incloses en [’analisi; Var(O-E): varianca de les transmissions observades
menys les esperades; gdl: graus de llibertat (si no s’indica res, és 1); BT-p: probabilitat del

test bootstrap (10000 repeticions).

LOCUS NOS2

En el gen NOS2 només s’han observat resultats amb cert grau de significacio per al
pentanucleotid (CCTTT), de la regié promotora, tant ell sol com en combinacié amb
els marcadors G-954C i (AAAT), (taula IV.21).

L’al-lel de 9 repeticions del pentanucleotid es transmet gairebé la meitat de
vegades de les que serien esperades per herencia mendeliana. Tant el TDT calculat
pel TRANSMIT com el test bootstrap confirmen aquestes diferéncies en el nombre
de transmissions respecte |’esperat per atzar. Quan el TDT és calculat manualment,
obtenim un valor de 4.571 (p=0.0325) sobre un total de 3 transmissions observades i
11 no transmissions. Aquesta observacio suposa un RR de 0.273 (IC 95%: 0.000-

0.766), és a dir, un individu portador de l’al:lel de 9 repeticions tindria 3.66 (1 /
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0.273) vegades menys risc de patir cardiopatia isquémica que un individu no

portador de Ual-lel.

Aquesta associacidé es manté en mirar els resultats del TDT en els haplotips que
inclouen ’al-lel de 9 repeticions del pentanucleotid amb determinats al-lels dels
polimorfismes G-954C i (AAAT),. L’haplotip 9/G format per la parella (CCTTT),/G-
954C dona un valor de TDT de 6.550, amb un defecte important també en el
nombre de transmissions observades. El calcul manual déna un valor de TDT de
5.333 (p=0.0209), confirmant aixi el defecte en el nombre de transmissions (2
transmissions i 10 no transmissions no observades). El RR estimat per aquest
haplotip és de 0.20 (IC 95%: 0.000-0.618). Tot i aixi, aquesta associacié no queda
refrendada pel test de repeticions bootstrap (p=0.1323).

L’al-lel de 4 repeticions del marcador (AAAT), dona associacio en formar haplotip
amb ’al-lel de 9 repeticions del pentanucleotid (CCTTT),. L’haplotip 9/4 s’associa
amb la malaltia amb una probabilitat de 0.0075, encara que el test bootstrap no
confirma aquesta associacio (p=0.123). El TDT a partir d’informaci6é inequivoca es
queda als limits habituals de significacié amb un valor de 3.600 (p=0.0578), amb 2
transmissions observades i 8 no transmissions (el RR estimat és de 0.25, amb un IC
95% de 0.000-0.828).

Els haplotips que inclouen ’al-lel de 9 repeticions del (CCTTT), amb al-lels dels
marcadors A300G i C150T mostren valors de TDT propers al llindar de significacié
de 0.05 (per exemple, 0.0775 per "haplotip 9/A i 0.0779 per U’haplotip 9/T), pero
no s’han destacat en la taula IV.21 per que presenten variances de les transmissions
observades menys les esperades molt inferiors a 2.5, que és el valor minim per

garantir la validesa dels resultats.

L’associacio observada per l’al:-lel de 9 repeticions del pentanucleotid és ’Unica
detectada d’un marcador aillat del gen NOS2. La resta d’associacions son
detectades en haplotips de ’al-lel de 9 repeticions amb al:-lels molt freqlents o
amb qui presenta desequilibri de lligament positiu. L’al-lel G del marcador G-954C
és el més freqiient (0.842 en pares) i es mostra associat a la malaltia en ’haplotip
9/G, segurament perque arrossega l’associacié de ’al-lel 9 del pentanucleotid.
L’haplotip 9/4 ((CCTTT),/(AAAT),) presenta un lligament total; tots els haplotips
inequivocament reconstruits que inclouen ’al-lel de 9 repeticions del (CCTTT),,
porten [’al-lel 4 del tetranucleotid (D’=1.0).
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Al-lel o Transmis. Transmis. Var TDT
BEAREADIR Haplot.  Observ. Esper. (O-E) (x%) ol P BT
(CCTTT), 98 8 5 5.509 2.448 0.106 0.7447 0.7447
9 5 9.896 3.419 7.011 0.0081 0.0087
10 35 31.712 11.232  0.962 0.3266 0.3219
11 34 33.299 12.498 0.039 0.8428 0.8411
12 59 56.763 18.933 0.264 0.6072 0.5872
13 39 37.313 11.495 0.248 0.6187 0.6366
14 16 18.285 7.899  0.661 0.4163 0.4096
15 4 4.475 1.952 0.115 0.7340 0.7251
16 3 2.749 1.223  0.052 0.9999 0.8094
Global 8.786 8 0.3607 0.3404
(CCTTT), 96 8/G 3.964 4,355 1.938 0.079 0.7791 0.7645
G-954C 9/G 4,023 8.215 2.682  6.550 0.0105 0.1323
10/G 29.851 25.893 9.449 1.658 0.1979 0.2479
11/G 28.143 28.602 10.759 0.020 0.8888 0.8902
12/G 44.109 43.753 15.513  0.008 0.9281 0.9291
13/G 32.999 31.919 9.691 0.120 0.7289 0.736
14/G 13.897 15.343 6.682 0.313 0.5761 0.5914
15/G 4.009 3.352 1.464 0.295 0.5870 0.5812
16/G 2.005 1.643 0.734 0.178 0.6728 0.5855
8/C 0.048 0.571 0.246 1.110 0.2921 0.2626
9/C 0 1.086 0.490 2.411 0.1205 0.2627
10/C 4.768 4.716 1.677 0.002 0.9676 0.9649
11/C 6.437 5.515 2.273 0.374 0.5410 0.5534
12/C 15.012 12.760 5.007 1.013 0.3142 0.3349
13/C 6.591 5.830 2.069 0.280 0.5969 0.6059
14/C 2.143 3.361 1.396  1.061 0.3029 0.3461
15/C 0 0.543 0.245 1.206 0.2721  0.2657
16/C 0 0.543 0.245 1.206 0.9999 0.2673
Global 17.329 17 0.4323 0.6914
(CCTTT), 98 8/4 5.015 5.550 2.444  0.117 0.7325 0.7473
(AAAT), 9/4 5.027 9.967 3.412  7.153 0.0075 0.1230
10/4 35.623 32.192 11.247 1.047 0.3063 0.3535
11/4 34.069 32.823 12.226 0.127 0.7216  0.7356
12/4 52.669 50.323 17.147 0.321 0.5711  0.5703
13/4 30.019 26.438 8.704 1.473 0.2248 0.3331
14/4 9.999 11.341 4,608 0.391 0.5319  0.5690
15/4 0.005 1.662 0.732  3.750 0.0528 0.1813
16/4 3.008 2.769 1.220 0.047 0.8288 0.8290
11/5 0.020 0.626 0.237 1.550 0.2132  0.2654
12/5 6.464 7.231 2.718 0.216 0.6420 0.6552
13/5 10.053 11.296 4,019 0.384 0.5353 0.5314
14/5 6.030 6.982 2.976 0.304 0.5811  0.5957
15/5 3.999 2.801 1.216  1.180 0.2774 0.3144
Global 16.915 13 0.2032 0.5049

Taula IV.21. Resultats destacats del TDT pels polimorfismes i haplotips del NOS2, calculats
amb el programa TRANSMIT. En gris i negreta es resalten els resultats citats en el text. N:
nombre de families incloses en [’analisi; Var(O-E): varianca de les transmissions observades
menys les esperades; gdl: graus de llibertat (si no s’indica res, és 1); BT-p: probabilitat del

test bootstrap (10000 repeticions).
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Aixi doncs, els resultats de les analisis realitzades permeten afirmar que ’al-lel de
9 repeticions del polimorfisme NOS2 (CCTTT), es presenta associat amb la CAl en la
nostra mostra de families. Aquest al-lel, que té una freqiiencia de 0.0599 en la
mostra de pares i 0.0255 en la de fills, exerciria un paper protector amb un risc
relatiu de l'ordre de 0.2-0.3.

LOCUS NOS3

En l'analisi epidemiologica del gen NOS3, les Uniques desviacions en la transmissio
amb cert grau de significacié han estat les que implicaven el microsatel:lit (CA), de
lintré 13. A la taula VI.22 es mostren els resultats més destacables de l'analisi del

TDT en aquesta regié cromosomica.

L'analisi del microsatel-lit incloent tota la diversitat dal-lels revela un cert grau
d'associacio entre lal-lel de 38 repeticions i la CAl. Aquest al:-lel mostra un valor de
TDT de 4.375, amb menys transmissions observades de l'esperat. Aquesta associacio
no resulta validada ni pel test bootstrap (p=0.1606) ni pel TDT realitzat només a

partir de les transmissions inequivoques (p=0.0833).

Amb aquests indicis i tenint en compte els estudis previs realitzats per Stangl et al.
(2000), on detectaven que els al-lels del dinucleotid de =38 repeticions
incrementaven el risc per malaltia arterial coronaria, es van provar diferents
agrupacions al:-leliques dicotomiques. L’Unic llindar de repeticions que va revelar
cert grau d’associacio va ser el que diferencia entre al-lels de >38 repeticions
respecte la resta. El TDT calculat pel TRANSMIT dona una probabilitat al limit de la
significacié (p=0.0509), confirmada pel test de bootstrap (0.0437) i pel calcul
manual (p=0.0075, sobre un total de 14 transmissions valides). Aixi, els al:-lels de 38
repeticions o més podrien tenir un paper protector enfront de la CAl amb un RR de
0.167 (IC 95%: 0.000-0.492).

Aquesta associacié es manté sobretot en el sistema haplotipic ecNOS4a/b-(CA),, on
Uhaplotip b/>38 revela una associacié tant pel TDT calculat pel TRANSMIT
(p=0.0406) com pel bootstrap (p=0.0316) i per les transmissions inequivoques
(p=0.0067). D’un total d’onze pares heterozigots informatius, només un ha
transmes ’haplotip, suposant un RR de 0.1 (IC 95%: 0.000-0.359). Aquest resultat

replica el descrit per al-lels de =238 repeticions del dinucleotid, perque

170



Resultats i Discussio

practicament tots aquests al-lels presenten un lligament total (D’=1.0) amb U’al:lel
b.

Aixi, podem afirmar que hi ha algun factor genetic de susceptibilitat per la CAl
associat als al:-lels de >38 repeticions del dinucleotid (CA),. Aquests al:lels, que es
presenten amb freqiencies de 0.036 i 0.066 en fills malalts i pares,
respectivament, estarien associats amb variants protectores que suposarien un risc
relatiu de 0.1-0.2.

Al-lel o  Transmis. Transmis. Var TDT

IAREADELS X Haplot.  Observ. Esper. (O-E) (x%) el P Blgp
(CA), 98 21 1 0.544 0.248 0.838 0.3598 0.2677
22 1 0.544 0.248 0.838 0.3598 0.2620
23 1 3.263 1.491 3.436 0.0638 0.2263
24 2 2.176 0.988 0.031 0.8598 0.8242
25 3 2.770 1.240 0.043 0.8365 0.8445
26 4 4,363 1.966 0.067 0.7957 0.7891
27 5 4.447 1.991 0.154 0.6948 0.6369
28 12 16.699 7.258 3.042 0.0811 0.2120
29 14 11.483 4,565 1.388 0.2387 0.2897
30 16 16.529 6.117 0.046 0.8307 0.8303
31 19 17.997 7.306 0.138 0.7106 0.7001
32 19 18.589 7.755 0.022 0.8826 0.8738
33 21 17.534 5.792 2.074 0.1498 0.2597
34 20 18.758 8.210 0.188 0.6646 0.6697
35 30 25.882 10.906 1.555 0.2124 0.3128
36 12 15.178 6.425 1.572 0.2099 0.2714
37 9 7.824 3.368 0.411 0.5216 0.5194
38 4 7.614 2.986 4.375 0.0365 0.1606
39 1 1.632 0.745 0.536 0.4642 0.5206
41 0 1.088 0.496 2.384 0.1226  0.2600
42 1 0.544 0.248 0.838 0.3598 0.2576
43 1 0.544 0.248 0.838 0.3598 0.2679
Global 25.273 21 0.2355 0.5246
(CA), 99 <38 191 186.900 4.417 3.813 0.0509  0.0437
>38 7 11.104 4.417  3.813 0.0509 ' 0.0437
Global 3.813 0.0509 ' 0.0437
ecNOS4ab 99 a/<38 27.455 25.916 9.672 0.245 0.6207 0.6152
(CA), b/<38 168.910 166.310 13.111 0.517 0.4723 0.4642
a/>38 1.045 1.161 0.492 0.027 0.8683 0.7804
b/>38 6.590 10.615 3.866 4.191 0.0406 0.0316
Global 4.315 3 0.2294 0.2180

Taula 1V.22. Resultats destacats del TDT pels polimorfismes i haplotips del NOS3, calculats
amb el programa TRANSMIT. En gris i negreta es resalten els resultats citats en el text. N:
nombre de families incloses en [’analisi; Var(O-E): varianca de les transmissions observades
menys les esperades; gdl: graus de llibertat (si no s’indica res, és 1); BT-p: probabilitat del

test bootstrap (10000 repeticions).
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PODER ANALITIC DE LA MOSTRA

Tal com s’ha comentat a la seccio de Material i Metodes, ’analisi del poder analitic
indica la potencialitat de la mostra utilitzada per detectar associacions en funcio
tant del tamany de la mostra com de la magnitud de ’associacio a detectar. En
aquest sentit, aquesta analisi proporciona la probabilitat de que associacions d’una
determinada magnitud puguin ser detectades amb un tamany mostral determinat.
Aixi, s’ha calculat la magnitud d’una associacio (risc relatiu) que pot ser detectada
amb una probabilitat superior al 80% i al 90% (taula IV.23). S’ha de remarcar que
aquestes estimacions només s’han efectuat sobre els polimorfismes bial:lélics, ja
que en l’actualitat no es disposa de cap programa informatic que permeti calcular

el poder d’una mostra de families per marcadors multial-lelics.

Assegurant que el poder estadistic d'aquesta mostra sigui superior al 80% (el limit
que s'utilitza convencionalment en aquest tipus d'estudis), el tamany mostral
emprat en aquest estudi permet descartar la preséncia no detectada de factors de
risc genetic amb un RR igual o superior a 2.00 (o <0.50) associats als polimorfismes
analitzats. Per alguns d’aquests marcadors (com NOS2 A300G, NOS3 T-786C, i NOS3
G894T) es poden descartar associacions no detectades que suposin riscos >1.80 (o
<0.56).

El fet que el llindar habitualment emprat del 80% pugui semblar una mica limitat ha
fet que el risc relatiu minim descartable hagi estat recalculat reduint a la meitat
Uerror de tipus Il, del 20 al 10%. Garantint un poder superior al 90%, encara podem
descartar efectes substancials no detectats d'aquests polimorfismes. Amb les
caracteristiques de la mostra utilitzada (tamany mostral i freqliencies dels
polimorfismes bial:-lélics a la mostra de pares), la probabilitat de detectar
associacions amb RR>1.95-2.25 és superior al 90%. El poder analitic per riscos

relatius de 2.50 esdevé superior al 95% per tots els polimorfismes.
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MARCADOR RR. g0 RR.q0x | MARCADOR RR.g0% RR.90%
NOS1 C3391T 1.80 1.95 |NOS3 T-786C 1.80 1.95
NOS2 G-954C 2.00 2.20 |NOS3 ecNOS4a/b 2.05 2.25
NOS2 (AAAT), 2.00 2.20 |NOS3 G894T 1.80 1.95
NOS2 A300G 1.80 1.95 |NOS3 A27C 1.85 2.00
NOS2 C150T 1.95 2.10

Taula IV.23. Riscos relatius (RR) a partir dels quals el poder de la mostra és superior al 80%
i al 90%. S’han calculat a partir de les freqiiencies al-léliques a la submostra de pares i

amb un error de tipus | de 0.05.
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ANALISI DELS NIVELLS DE NITRATS | NITRITS EN PLASMA

Tal com s’ha comentat a la introduccid, diferents estudis previs han descrit
relacions entre alguns dels loci analitzats i determinats parametres en plasma, amb
una especial atencio als nivells de nitrats i nitrits (NO,). Alguns d'aquests estudis
detectaven associacions que no eren replicades per daltres treballs, o inclis
s'obtenien resultats contradictoris. A fi de contribuir a establir i aclarir aquestes
possibles relacions genotip/parametre plasmatic, s’ha analitzat la possible
influéncia dels polimorfismes analitzatsen les NOS i els seus haplotips en la

regulacio dels nivells de nitrats i nitrits (NO,).

Per realitzar aquestes analisis va dividir-se la mostra en dos subgrups, pares i fills
malalts, per tal d'evitar la correlacié que molts parametres fisiologics mostren dins
els membres duna mateixa familia. Les mitjanes dels parametres quantitatius

analitzats es mostren a la taula 1V.24.

\ PARES FILLS CAI
PARAMETRE
Mitjana + DE N Mitjana + DE N
NOy 28.8 +17.7 75 27.3+19.2 62

Taula 1V.24. Mitjana, desviacié estandard i tamany mostral de les quantificacions dels

nivells de NO, en les mostres de pares i fills malalts de CAl, expressats en uM.

La normalitat de la distribucié del parametre analitzat, condicio indispensable per
poder fer una analisi de la varianca, va comprovar-se mitjancant la prova de

Kolmogorov-Smirnov.

Abans de lanalisi, van eliminar-se dels calculs els individus que seguien algun
tractament farmacologic amb nitrats organics i es va comprovar que no hi hagués
cap individu vegetaria entre els analitzats. Els medicaments que tenen com a
principi actiu els nitrats organics (com ara, nitroglicerina o nitroprussiat) i una
dieta extremadament rica en vegetals poden interferir en els nivells de nitrats i

nitrats presents en plasma i va preferir-se eliminar factors potencialment
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problematics. A més, es va comprovar que cap individu tingués disfuncions renals,

que també poden alterar els nivells de NO,.

Com a primer pas, es va establir la possible influencia de diferents variables
ambientals que podien influir en els valors mesurats i havien de ser tingudes en
compte en el model. Es van testar les variables sexe, edat, body mass index (BMI),
consum de tabac, exercici fisic, consum d'alcohol, diabetes, hipertensid, tipus de
dieta, i tipus de tractament farmacologic. Es va determinar quines delles
influenciaven la variabilitat dels parametres analitzats i en quin percentatge ho
feien aplicant una regressio lineal multiple amb introduccio "pas a pas” (step-wise)

de les variables. En la taula IV.25 se'n presenten els resultats.

La variaci6 quantitativa de nitrats i nitrits (NO,) només ha aparegut
significativament influenciada pel fet de ser hipertens, en la submostra de fills
malalts. Un individu hipertens presenta, en promig, uns nivells de NO, 10.76 pM

més elevats que un individu no hipertens.

Aquesta variable ha estat introduida com a factor fixe (variables discretes) en els
posteriors models de la mostra de fills i el percentatge de la variabilitat explicat
per aquestes variables (5.6%) s'ha tingut en compte per interpretar el percentatge
explicat pels models que incloguin dades genetiques i que resultin ser

estadisticament significatius.

PARES FILLS
Variables  R? corr. p Variables  R® corr. p
NOx - - - Hip 5.6% 0.037

Taula IV.25. Variables ambientals amb efecte significatiu sobre els nivells de NO, i

percentatge de la variabilitat explicada per les mateixes. Hip: hipertensio.

Per tal d'interpretar els resultats que puguin aportar les analisis shan de tenir en
compte els conceptes de consisténcia horitzontal i vertical. La consisténcia
horitzontal implica que la deteccié d’'un efecte genétic significatiu sobre els
nivells d un parametre determinat ha d observar-se en altres mostres, en els

mateixos al-lels, encara que no arribi a la significacio.
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La consisténcia vertical, per la seva part, implica que, perque un efecte genotipic
tingui una explicacio fisiologica, cal que existeixi una minima correspondéncia
entre els diversos genotips que contenen un mateix al-lel. D aquesta manera, si els
individus homozigots per un determinat al-lel presenten wuns nivells
significativament més elevats d'un parametre, els heterozigots portadors de lal-lel
en qglestio també han de tendir a tenir-los més elevats, encara que les diferencies

no arribin a ser significatives. Es [’anomenat efecte de dosi al-l&lica.

Els Unics efectes significatius sobre la variacié en els nivells de NO, han estat els
exercits per la variacio molecular dels polimorfismes analitzats en el gen NOS1. La
resta de polimorfismes i gens analitzats no ha mostrat cap relacié6 amb la variacié

d’aquest parametre.

A la taula IV.26 es mostren els resultats significatius de les analisis mitjancant
Model Lineal General (GLM) realitzades per detectar els possibles efectes de la

variacié geneética en el gen NOS1 sobre els nivells de NO,.

La primera qiliesti6 que cal comentar és la interaccid observada entre els
polimorfismes (AAT),, C3391T i 3'-(GT), i la hipertensio sobre els nivells plasmatics
de NO,, interaccié observada només en la submostra de fills. En analitzar l'efecte
d'aquests polimorfismes sobre els nivells de NO,, s'observa que tots ells mostren
interaccions significatives amb el fet de ser hipertens i, quan es té en compte
aquesta interaccio en el model, el genotip daquests polimorfismes esdevé
significatiu en molts casos. Aquesta interaccio significativa no s'ha d'interpretar
com un efecte directe del genotip d'aquests polimorfismes sobre la hipertensio,
sino com un efecte significatiu del genotip sobre els nivells de NO, quan ’individu
és hipertens. En la taula V.26 es mostren els principals resultats de ’analisi per
GLM entre els nivells de NO, i la variacié al gen NOS1. Per la submostra de fills, les
mitjanes i comparacions entre genotips només inclouen els individus hipertensos, ja

que son els Unics que presenten diferencies significatives.

En la mostra de fills, ’efecte del polimorfisme (AAT), esdevé significatiu (p=0.033)
quan es té en compte la interaccié amb el fet de ser hipertens (p=0.003, per la
interaccio). Els individus homozigots per al-lels <11 repeticions presenten nivells
més elevats de NO,. Si es compara els individus hipertensos homozigots <11/<11
amb la resta d’hipertensos, els primers mostren nivells de NO, 36.83 pM més

elevats en promig (p=0.009 pel genotip i p=0.001 per la interaccio
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hipertensid/genotip). El model que inclou els tres genotips explica el 21.3% de la

variacié total en els nivells plasmatics de NO, i el que compara els homozigots
<11/<11 amb la resta, el 23.6%.

FILLS p-m N-m R? cr. Genotip N Mitjana DE p IC 95%
(AAT), 0.003 60 0.213 <11/<11 3  68.133 27.202 - .
<11/>11 11 32.164 20.197 0.001 -57.029/-14.910
>11/>11 2 26.600 6.647 0.007 -71.049/-12.018
<0.001 60 0.236 <11/<11 3 68.133 27.202 0.001 16.431/57.220
>11/** 13 31.308 18.655 - -
C3391T 0.017 56 0.159 c/C 2 50.150 24.961 0.097 -4.287/50.416
c/T 6 50.733 31.256 0.016 4.669/42.626
T/T 7 27.086 12.352 - -
0.003 56 0.190 C/** 8 50.588 28.052 0.009 6.195/40.809
T/T 7 27.086 12.352 - -
3’(GT), 0.003 59 0.176 <20/<20 10 47.890 25.531 0.008 6.610/43.010
<20/220 5 23.080 11.910 - -
(AAT), 0.003 52 0.204 <11-C/** 7 53.800 28.666 0.005 8.338/45.090
C3391T b A 7 27.086 12.352 - -
0.006 52 0.180 >11-T/** 10 32.930 20.913 0.014 -46.938/-5.652
B A 4 59.225 28.473 - -
C3391T 0.005 54 0.180 C-<20/** 8 50.588 28.052 0.010 5.977/41.026
3’(GT), A 7 27.086 12.352 - -
PARES p-m N-m R’cr. Genotip N Mitjana DE p IC 95%
(AAT), 0.027 72 0.074 <11/<11 22 29.164 18.085 0.229 -.19.857/4.837
<11/>11 35 21.383 13.091 0.009 -26.670/-3.911
>11/>11 15 36.673 27.877 - -
0.026 72 0.055 <11/* 57 24.386 15.534 0.026 -23.091/-1.484
>11/>11 15 36.673 27.877 - -
(AAT), 0.004 67 0.129 B A 37 26.386 15.793 0.003 -40.980/-8.980
C3391T >11-T/** 24 23.192 14.068 0.001 -44.769/-11.581
>11-T/>11-T 6 51.367 39.152 - -
0.001 67 0.137 bl Al 61 25.130 15.099 0.001 -41.721/-10.753
>11-T/>11-T 6 51.367 39.152 - -

Taula IV.26. Resultats de [’analisi del model lineal general sobre els nivells plasmatics de

NO, i la variacié polimorfica al locus NOS1. Per la submostra de fills, les mitjanes i

comparacions entre genotips només inclouen els individus hipertensos. p-m: probabilitat

del model corregit; N-m: numero d’individus en el model; R? cr.: R? corregida del model;

DE: desviacio estandard; p: probabilitat per al test t-Student per les diferéncies; IC 95%:

interval de confianca al 95% per les diferencies entre mitjanes.
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El marcador C3391T mostra també una interaccio significativa (p=0.024) amb el fet
de ser hipertens en la mostra de fills, tot i que el genotip per si sol no assoleix
significacié (p=0.342). Els fills hipertensos amb genotip T/T mostren nivells de NO,
23.50 yM més baixos que la resta d’hipertensos (p=0.133 pel genotip i p=0.006 per

la interaccio).

Els individus hipertensos homozigots per al:lels de <20 repeticions del polimorfisme
3’-(GT), mostren 24.81 yM més de mitjana de NO, que els heterozigots <20/>20. La
interaccio d’aquest polimorfisme amb la hipertensio no assoleix el llindar de
significacié (p=0.060), pero en introduir-la al model, el genotip pel marcador 3’-
(GT), esdevé significatiu (p=0.014).

L’analisi de Uhaplotip format pels marcadors (AAT), i C3391T revela que els
individus hipertensos portadors de la combinaci6 <11-C presenten nivells de NO,
26.71 uM més elevats, amb un efecte significatiu tant de U’haplotip (p=0.036) com
de la interaccid haplotip-hipertensié (p=0.007). Paral-lelament, els individus
hipertensos portadors de U"haplotip >11-T presenten nivells 26.30 yM més baixos

que la resta, pero ’haplotip no resulta significatiu (p=0.074).

A més, Uhaplotip C3391T-3’(GT), també mostra diferencies. Els fills hipertensos
portadors de la combinacié haplotipica C-<20 mostren nivells significativament més
elevats de NO, que els que no en son portadors, tot i que el genotip no resulta

significatiu (p=0.124).

En contraposicio, en la mostra de pares no s’observa cap efecte significatiu de la
hipertensié6 sobre els nivells de nitrats i nitrits, ni cap interacci6 entre la
hipertensio i cap dels polimorfismes del gen NOS1. L’Unic polimorfisme que mostra
associacio amb els nivells de NO, és el trinucleotid (AAT), (p=0.027), on els
homozigots >11/>11 mostren nivells més elevats de nitrats i nitrits que els altres
individus (12.29 pM, en agrupar tots els individus que posseeixen un al-lel de <11

repeticions).

Entre els pares, l’Unic haplotip que mostra diferencies en la concentracio
plasmatica de NO, és el >11-T format pels polimorfismes (AAT), i C3391T. Els
homozigots per aquest haplotip mostren nivells significativament més elevats que

els heterozigots o els homozigots per d’altres haplotips (p=0.004). Aquestes
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diferencies sén de 26.24 pM quan es comparen els homozigots >11-T/>11-T amb la
resta d’individus (p=0.001).
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DISCUSSIO

En aquest treball s’ha realitzat per primera vegada l’estudi sistematic de la
variacié dels gens NOS a nivell poblacional, mitjancant ’analisi de 13 polimorfismes
en 9 poblacions europees i mediterranies. Fins a l’actualitat, no es disposava de
dades que analitzessin les diferencies poblacionals que existien en aquestes
regions, exceptuant alguns treballs que només descriuen les freqliéncies d'alguns
dels marcadors aqui analitzats en grans grups poblacionals. Paral:-lelament, i en
base al paper funcional d'aquests gens, s’ha analitzat la seva potencial implicacio
epidemiologica com a factors de susceptibilitat genetica per les malalties
cardiovasculars mitjancant un estudi d'associacié en una mostra de families amb un
fill afectat per CAl. Dacord amb la literatura disponible, aquesta analisi
representa, per alguns dels marcadors examinats, les primeres dades sobre el seu

possible efecte en el risc cardiovascular.

En general, les freqiiencies genotipiques observades en les mostres poblacionals i
en la mostra de families amb un fill afectat per CAl s'ajusten a les assumpcions de
’equilibri Hardy-Weinberg. Només s’han detectat lleugeres desviacions en un
nombre petit de comparacions, pero degut a l’elevat nombre de tests realitzats i a
que les desviacions no mostren cap consisténcia per polimorfisme ni per mostra

analitzada, es pot assumir que sén degudes a ’atzar.

Diversitat poblacional

La variaci6 molecular en els gens de les NOS posa de manifest una diversitat
interpoblacional significativa a nivell de la Mediterrania Occidental. La variabilitat
conjunta a les tres regions genomiques analitzades ha presentat uns valors
significatius de Fsr global consistents entre si, al voltant del 1%: 0.96% a partir de
les freqiiéncies al-léliques (p<10%°) i 1.08% a partir de les haplotipiques (p<107).
L'analisi d'una bateria de 18 polimorfismes autosomics d'insercio Alu a les mateixes
mostres revela valors significatius de variacié d'una magnitud semblant als estimats
en aquest treball: Fs=2.2%; p<10° (Gonzalez-Pérez, comunicaci6é personal). Tot i
aixo, i com cabria esperar, es detecten diferéncies notables en la variacio

poblacional tant a nivell de marcador com de sistema haplotipic i locus.
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Només tres dels tretze polimorfismes analitzats (NOS2 (AAAT),, NOS3 T-786C i NOS3
A27C) no han mostrat significacio pel test de diferenciacio ni pel valor de Fsr.
Aquests tres polimorfismes no han demostrat, doncs, una utilitat aparent per
analitzar relacions interpoblacionals en aquest marc geografic. A l'altre extrem, els
polimorfismes amb valors significatius més elevats de Fsr han estat tres marcadors
bial-lelics: NOS1 C3391T (Fsr=2.75%), NOS2 C150T (Fsr=1.83%) i NOS3 G894T
(Fst=1.66%).

Un aspecte a resaltar és la baixa variabilitat mostrada pel tetranucleotid (AAAT),
de la regié promotora del gen NOS2 tant en les poblacions analitzades com en la
mostra de families, mostrant només dos al:-lels (de 4 i 5 repeticions) amb unes
freqliencies relativament homogenies. Aquesta baixa variabilitat queda recolzada
per la informaci6 bibliografica, que també la indica en poblacions europees,
africanes i hindus (Bellamy i Hill, 1997). L’escasa variabilitat polimorfica i
’homogeneitat en diferents grups poblacionals d’aquest microsatél-lit suggereixen
Uexistencia de factors de pressid selectiva que restringeixen ’aparicié de nova
variacio.

La variacio haplotipica analitzada en les comparacions poblacionals ha revelat que
l'lnic sistema haplotipic que no ha mostrat variabilitat significativa a nivell de Fsr
ha estat el format pels polimorfismes T-786C/ecNOS4ab del gen NOS3, que ja no
mostraven significacio per separat (tot i que ecNOS4ab si que en mostra pel test de

diferenciacio).

Finalment, a nivell de locus, el gen NOS3 mostra el valor més baix de Fsr (0.52%),
no mostra significacio pel test de diferenciacid, ni cap estructuracié poblacional
jerarquica. A més, els seus polimorfismes i haplotips presenten, en termes

generals, els valors més baixos de Fsr.

Estructuracio geografico-poblacional de la variacié genética

La variacié dels loci de les sintases d'oxid nitric ha presentat una estructuracio
poblacional al Mediterrani. L'estructuracido detectada més consistent és la que
separa les poblacions analitzades en tres grups: Europa continental, Sardenya i
Nord d'Africa. Aquesta agrupacié queda patent tant en analitzar conjuntament els
tres loci (a partir de les freqiiencies al-leliques i haplotipiques), com per algunes de

les regions genomiques analitzades individualment. L'analisi jerarquitzada de la
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varianca ddéna suport a aquesta agrupacid quan s‘analitzen les freqiiencies
al-leliques dels polimorfismes dels gens NOS1 i NOS2, aixi com pels 13
polimorfismes conjuntament. A més, les distancies genétiques de Reynolds
expressades mitjancant un dendrograma neighbor-joining i una analisi de xarxes de

Delaunay corroboren aquesta mateixa estructuracio (veure figura IV.12).

Pel que fa a les mostres analitzades, Les poblacions sardes de linterior i de la
costa es presenten com a diferenciades tal i com evidencia la tipologia del
neighbor-joining, on la branca que les separa de la resta de poblacions mostra una
robustesa superior al 95%. Aquesta diferenciaciéo sembla ser més important amb el
Centre d'Europa i el Nord d'Africa que amb les poblacions ibériques o del Sud de
Franca tal com evidencia l'analisi de xarxes de Delaunay i l'analisi de coordenades
principals. Aquesta menor distancia genética de les poblacions sardes amb les del
litoral mediterrani de la Peninsula Ibérica és consistent amb la postulada per Cao et
al. (1989), a partir de I’analisi de les mutacions associades a la B-talassémia, i molt
recentment per Falchi et al. (2006), a partir de la seqiieéncia de la regid | de control
del mtDNA.

Daltra banda, cal destacar que aquestes dos mostres han mostrat una relativa
homogeneitat entre si, tot i tenir origens geografics diferents. Les poblacions
costaneres de Sardenya han tingut més contactes amb altres grups humans de la
Mediterrania al llarg de la seva historia, mentre que un major aillament geografic

ha caracteritzat les poblacions de linterior muntanyos.

A més, aquestes poblacions shan mostrat com les menys variables entre les
analitzades. Les mostres sardes mostren els valors més baixos de variabilitat (a
nivell d'heterozigositats i nombre d'al-lels, per exemple) per molts dels marcadors
analitzats. Una possible explicacid podria estar relacionada amb laparicio de
processos de deriva génica en les seves poblacions tal i com ha estat repetidament
postulat (Morelli et al., 2000; Francalacci et al., 2003), encara que en el present
cas no pot afirmar-se lexistencia d'un coll dampolla remarcable, perque no
s’aprecien desviacions significatives de la regressio lineal entre les heterozigositats
de les poblacions i la distancia d'aquestes al centroide (figura IV.13b). En canvi, si
pot observar-se que, molt probablement, la deriva hauria propiciat la peculiaritat
genetica d'aquestes poblacions respecte la resta, i també podria explicar el major

grau de desequilibri de lligament de les dos mostres sardes (SAR-C i SAR-1). Aquests
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desequilibris es troben entre els més alts en molts casos tant pel nombre de
parelles de polimorfismes que mostren un desequilibri significatiu com en els valors
de A’ que presenten. En qualsevol cas cal recordar que lelevat desequilibri de
lligament de les poblacions sardes ha estat objecte de discussio. Aixi, Taillon-Miller
et al. (2000) van analitzar una bateria de SNPs del cromosoma X i van trobar valors
més elevats d’homozigositat i desequilibri de lligament en una mostra sarda que en
d’altres poblacions europees. Per contra, Eaves et al. (2000) no van detectar
aquestes diferéncies per una bateria de STRs del cromosoma 18. Els resultats aqui
presentats, encara que amb un nombre molt menor de marcadors, estarien més

propers als postulats per Taillon-Miller et al. (2000).

Les mostres berbers del Mig i UAlt Atles han presentat també una relativa
diferenciacio respecte la resta de poblacions. L'arbre neighbor-joining, 'AMOVA
jerarquica, el tracat de possibles barreres genetiques i les analisis de coordenades

principals ho han posat en evidéncia.

Tal i com s'ha explicat a la introduccio, l'existencia d'una barrera genetica a l'estret
de Gibraltar ha estat un tema controvertit en la literatura especialitzada. Estudis
utilitzant el mateix tipus de marcadors extreuen conclusions oposades sobre el
tema (Flores et al., 2000 i Esteban et al., 2004, pel locus CD4; Comas et al., 2000 i
Gonzalez-Pérez et al., 2003, per una bateria de marcadors Alu) i mentre que
l'analisi de marcadors classics dona suport a l'existéncia d'aquesta barrera (Bosch et
al., 1997; Harich et al., 2002), l'analisi del mtDNA sembla detectar un pool genetic
comu a banda i banda de lEstret (Plaza et al., 2003). L'analisi de la variacio
genetica de les NOS advoca per l'existéncia d'una discontinuitat (una regié de canvi
genetic) entre les poblacions ibériques i les poblacions berbers del Marroc, tot i que

d'una magnitud relativa.

A més d'aquesta diferenciacio de la resta de les poblacions, aquestes dos mostres
berbers mostren una certa heterogeneitat entre elles que es manifesta en la
separacid que mostren entre si en el neighbor-joining, en diverses analisis de
coordenades principals, i en la distribucio dels al:-lels en alguns polimorfismes. Tot i
aquesta heterogeneitat, en cap cas mostren diferencies significatives entre elles
pel test exacte de diferenciacido. Aquestes diferencies poden estar reflectint

lefecte de processos aleatoris de canvi a que han estat sotmeses aquestes
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poblacions degut a l'aillament geografic i a l'organitzacié social en clans (Camps,
1998).

La comparacié de les freqiiencies al:-léliques obtingudes amb les aportades per la
bibliografia evidencien que, per alguns polimorfismes (com els NOS1 (AAT),, NOS2
(CCTTT), i NOS3 ecNOS4ab), les poblacions berbers mostren un patré de
freqliencies intermig entre el descrit per poblacions europees i el descrit per
poblacions de l'Africa subsahariana. Aquest fet recolza diferents estudis que
manifesten una influéncia subsahariana en la configuracié genética de les

poblacions berbers del Magrib occidental (Flores et al., 2000; Esteban et al., 2005).

Les mostres de la Peninsula Ibérica, Sud de Franca i Alemanya mostren una
relativa homogeneitat entre elles. Tot i aquesta homogeneitat, les poblacions del
Centre de la Peninsula i d'Alemanya es desmarquen d'aquesta uniformitat per
determinats marcadors (com el NOS3 G894T), que queda reflectit en algunes de les
analisis de coordenades principals i, encara que amb baixa robustesa, en el

neighbor-joining.

Un relatiu aillament de la mostra C-IBER pot haver propiciat aquestes peculiaritats,
especialment en el marc de la Peninsula Ibéerica. Aquestes diferéncies ja havien
estat constatades en un treball anterior, on la poblacié de la Sierra de Gredos havia
mostrat diferéncies amb d’altres poblacions peninsulars per a polimorfismes
proteics (Moral et al., 1994).

La mostra d'Alemanya pot estar reflectint diferencies en la composicio genetica de
les poblacions del centre d'Europa respecte a les del sud-oest. Aquesta ha estat
també la poblacio que ha mostrat, en termes generals, el menor grau de
desequilibri de lligament entre parelles de polimorfismes aixi com ’Unica que es
desvia significativament per sota de la regressio lineal entre I’heterozigositat i la
distancia al centroide (figura IV.13b). Tot i que estudis previs basats en el mtDNA
també havien mostrat una relativa diferenciacié entre les poblacions del nord i del
sud d'Europa (Simoni et al., 2000), el baix nombre d'individus alemanys genotipats
per alguns dels polimorfismes pot haver produit cert biaix que hagi accentuat

aquestes diferencies.
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Les regions cromosomiques de les NOS han presentat una variacié poblacional
equiparable a la d’altres polimorfismes i la diferenciacié poblacional explicada és
consistent amb la proporcionada per d’altres marcadors. Aixi, es pot afirmar que la
informacio proporcionada pels polimorfismes analitzats en els gens NOS1, NOS2 i
NOS3 és util a 'hora d'inferir les relacions poblacionals a la Mediterrania. Un treball
anterior ja ja havia evidenciat la mateixa estructuracio poblacional detectada en
aquest treball a partir de la variacio en els gens reguladors de les apolipoproteines i
de la fibrinolisi (Moral et al., 2003). A més, d’altres treballs han mostrat que
variants genetiques relacionades amb la susceptibilitat a malalties cardiovasculars,
com en els gens MTHFR, APOE, PON1, ACE, i daltres, es distribueixen al llarg
d'Europa d'una manera similar a la informacié poblacional que proporcionen els
marcadors classics o els marcadors del cromosoma Y (Lao, 2004). Per tant, els
nostres resultats semblen confirmar que la variacié en gens funcionals proporciona
informacio adicional que pot ser utilitzada en estudis de genética de poblacions

humanes.

Variacioé genética i susceptibilitat cardiovascular

Al present estudi s'ha avaluat la implicacié de la variabilitat genética dels gens NOS
com a factors de susceptibilitat cardiovascular per la CAl mitjancant una analisi
d'associacié genetica basat en gens candidats i utilitzant una mostra de families
nuclears d'individus afectats per aquesta malaltia, obtinguda a l'area metropolitana
de Barcelona i que pot considerar-se com a representativa del conjunt de la
Peninsula Iberica. Aixi mateix, i en un intent d'obtenir nova informacio sobre els
potencials mecanismes implicats en les associacions genetiques detectades, shan
determinat també els efectes de la variacié geneética sobre els nivells de nitrats i

nitrits, d'acord amb el paper fisiologic dels gens analitzats.

Les distribucions trobades per les variants al-leliques i haplotipiques d'aquests
polimorfismes en la mostra de families s'ajusten a la variacié descrita préviament

en les poblacions de la Peninsula Ibérica examinades.

L’estructuracio de la mostra en families ha permés la reconstruccié inequivoca de
la fase haplotipica dels individus en la majoria dels casos (veure taula IV.19) i,
conseqiientment, el calcul del desequilibri de lligament entre parelles de
polimorfismes amb el parametre D’ de Lewontin (Lewontin, 1964). Aquesta analisi

ha evidenciat un remarcable grau de desequilibri de lligament al llarg de les tres
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regions analitzades sense excloure, no obstant, una certa variabilitat. Destaca, per
exemple, la parella NOS2 (AAAT),/A300G amb un lligament complert (D’=1.0) en

pares i fills, tot i estar separats unes 20.45 Kb.

També destaca alguna parella de microsatel:lits, com la dels marcadors NOS1 5’-
(GT), i 3’-(GT), que es troben separats per 147 Kb i mostren un desequilibri de
lligament significatiu amb una D’ més elevada que la que mostren cadascun d’ells
amb U’SNP C3391T, entremig de tots dos (figura IV.15).

En canvi, al gen NOS3 el microsatel:lit (CA), no presenta desequilibri significatiu

amb els altres marcadors del mateix gen, tots a menys de 10 Kb de distancia.

Locus NOS1

L’analisi de la variabilitat al-lelica ha revelat associacions estadisticament
significatives en el gen NOS1. La variaci6 intragenica mostra relacié6 amb la

susceptibilitat a patir CAl, aixi com amb la variacié en els nivells de NO,.

La transmissio al-lelica de pares a fills ha mostrat desequilibris significatius per al
polimorfisme C3391T i alguns sistemes haplotipics dels que forma part.
Concretament, l'al-lel T mostra un nombre de transmissions lleugerament superior
al que s'esperaria. Aquest excés es concreta quan s'analitza el sistema haplotipic
format pels marcadors C3391T/3'-(GT),. Els portadors de lal-lel T i d'al-lels petits
del dinucleotid (entre 13 i 19 repeticions) presenten un risc incrementat per la CAl
amb un RR de 2.00, amb una consisténcia en els resultats del TDT del TRANSMIT,
l'analisi de les transmissions inequivoques i el test bootstrap. A més, el sistema

haplotipic globalment també es mostra associat amb la cardiopatia isquémica.

La substituciéo C3391T es troba localitzada a l'exd 18, pero no produeix cap canvi
aminoacidic. A més, el dinucleotid 3'-(GT), es troba a l'exd 29 a la regio no
codificant, amb un possible paper regulador de la transcripcid, pero només s'associa
amb la malaltia quan forma haplotip amb U'SNP. Aixi, el més probable des del punt
de vista funcional és que l'associacié detectada es pugui explicar per l'efecte d'un
altre polimorfisme a la regi6 codificant, en un estret desequilibri de lligament amb
l'haplotip T/<20.

La regio geénica on es localitzen aquests dos polimorfismes correspon al domini
reductasa de l'enzim NOS1. Aquest domini inclou la zona d'unid6 del NADPH, que

cedeix els electrons per la reaccié enzimatica, i les zones d'unio de les flavines FAD
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i FMN, que transporten aquests electrons al domini oxigenasa, on es forma el NO.
Donada aquesta funcido de la part distal del gen, pot postular-se lexisténcia
d'alguna mutacio desconeguda en aquesta zona, i en desequilibri de lligament amb
l'haplotip associat a la CAl, que codifiqui per un enzim NOS1 amb una activitat
catalitica inferior a l'habitual, potser per haver alterat estructuralment les regions
d'unié de qualsevol d'aquests cofactors de la reaccid enzimatica. Amb aquesta
alteracio, l'enzim seria menys eficient i la produccio constitutiva de NO disminuiria,
fent que els vasos sanquinis fossin més susceptible a alteracions mecaniques (per
un increment del flux) o a processos aterotrombotics, per manca del paper
antiaterosclerotic del NO. En aquest sentit, s’ha observat |’existencia d’aminoacids
a Uextrem C-terminal de la proteina NOS1 de rata, com per exemple la Phe1395 o
[’Arg1400, que garanteixen ’activitat catalitica constitutiva de l’enzim en mantenir
una estructura terciaria adequada per la interacci6 entre les zones d’unié a NADPH,
FAD i FMN (Konas et al., 2004; Tiso et al., 2005).

Els Unics estudis previs sobre el paper del NOS1 com a gen candidat per malalties
vasculars no han establert cap efecte significatiu de la variacié del polimorfisme 3'-
(GT), ni d’una bateria d’onze polimorfismes per tot el gen en la susceptibilitat a
patir hipertensié (Takahashi et al., 1997b; Iwai et al., 2004). Tot i aixo, el darrer
d’aquests estudis va detectar una associacid poc consistent entre un polimorfisme
de Uintré 21 i hipertensié en dones. Malgrat aquests resultats negatius, d'altres
estudis molt recents han suggerit la possibilitat de que el polimorfisme C276T de la
regio no codificant de l'ex6 29 estigui relacionat amb la susceptibilitat genética a
malalties com l'Alzheimer, determinats fenotips d'asma o el Parkinson, encara que
d'altres estudis son incapacos de replicar aquests resultats (Galimberti et al., 2005;
Leung et al., 2005; Levecque et al., 2003). Si aquest polimorfisme és el responsable
de les associacions detectades, donada la seva proximitat amb el microsatel-lit 3'-
(GT), (uns 200 pb) i l'elevat desequilibri de lligament que presenta el gen NOS1 al
llarg de tota la seva seqliencia, hauria d'esperar-se la presencia d'associacid
d'alguna variant d'aquest STR amb la CAl, en la mostra de families analitzada, o
amb la hipertensio en lestudi de Takahashi et al. (1997b), en contrast amb els
resultats trobats. Aixi, sembla més probable que algun altre polimorfisme proper

sigui el responsable de l'associacid detectada en aquest treball.

L'analisi dels parametres quantitatius ha posat de manifest que el gen NOS1 és
l'tnic amb una variacid6 molecular que té un efecte significatiu sobre els nivells

plasmatics de nitrats i nitrits (NO,). En individus en dejd, com és el cas de la

188



Resultats i Discussio

mostra analitzada, aquesta mesura és un valid indicador de la produccié de NO
donat que més del 90% dels nivells circulants de NO, es deuen a la produccié de les
NOS (Rhodes et al., 1995).

El trinucleotid (AAT), i U'haplotip que forma amb la substitucié C3391T es mostren
associats amb la variacio en els nivells de NO, en les mostres de pares i fills
malalts. En la mostra de pares, el model que millor explica la variacié en els nivells
de NO, és el que compara els homozigots per l'haplotip >11-T (al:-lels de més de 11
repeticions del trinucleotid i al-lel T del SNP) amb la resta d'individus. Aquests
homozigots presenten nivells significativament més elevats de NO,, amb un model
que explica el 13.7% de la variabilitat d'aquest parametre (IC 95% de la diferencia:
10.75-41.72; p=0.001).

En canvi, els resultats en la mostra de fills presenten diferencies importants amb
els evidenciats en la mostra de pares. Els fills només mostren efectes genotip-
fenotip quan s'inclou en el model l'efecte significatiu de la interaccio entre el fet
de ser hipertens i el genotip, i les diferéncies en els nivells de NO, només
s'observen entre els genotips dels individus hipertensos. En aquests individus, els
genotips dels polimorfismes (AAT),, C3391T i 3'-(GT),, aixi com els sistemes
haplotipics (AAT),/C3391T i C3391T/3'-(GT),, mostren diferéncies en els nivells de
NO,. El model que explica un percentatge més elevat de la variabilitat en els nivells
de NO, (un 23.6%) és el que compara els homozigots per al-lels de 11 o menys
repeticions del microsatéel-lit (AAT), amb la resta d'individus, pero la tendéncia
mostrada és la inversa que en la mostra de pares, ja que son els fills homozigots
<11/211 els que presenten nivells significativament més elevats de NO, (IC 95% de
la diferencia: 16.43/57.22; p=0.001).

En principi, en aquestes diferéncies és probable que estiguin implicats diferents
factors com l'edat i el fet d’haver patit un infart, tal com evidencien alguns estudis
en models animals (Damy et al., 2003). No obstant, al nostre cas, la hipertensio

apareix com el factor més evident.

La hipertensid no mostra un efecte significatiu en la mostra de pares, mentre que
en fills Uefecte del genotip només es detecta en els individus hipertensos. S’ha
demostrat que la NOS1 mostra un augment significatiu en la seva expressio quan els
vasos estan sotmesos a estimuls de pressié per augment de flux (Papadaki et al.,
1998). Aquests estimuls sén constants en els individus hipertensos i, per tant,

laugment de l'expressié també seria més important. Aquest augment d'expressio
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entre els hipertensos podria explicar que les diferéncies en l’efecte genétic sobre
els nivells de NO, només puguin ser detectades en els individus que presenten més
enzim NOS1. Aixi, lefecte de lal-lel T, del marcador C3391T, en homozigosi
disminuint els nivells de NO, podria estar implicat en l'associacio observada entre
aquest al-lel i la CAIl. L'al-lel T mostra més transmissions de pares a fills de les
esperades, fet que limplica en la susceptibilitat genéetica a la CAl, segurament per

una menor produccié de NO que reguli el to vascular.

En el nostre cas, i dins del marc de les hipotesis plantejades per explicar les
diferencies observades entre pares i fills en lefecte de la variacié genética del
NOS1 sobre els nivells de NO,, no s’ha de descartar el possible efecte del baix
nombre d'individus inclosos en els calculs dels fills. Els models realitzats en els fills
inclouen 52-60 individus (segons el genotip o haplotip que analitzen), pero les
comparacions significatives han estat només les dels fills hipertensos, que
constitueixen un nombre baix d’individus (entre 14 i 16). Aquest baix nombre pot

haver esbiaixat els resultats, malgrat la significacié estadistica trobada.

Avaluant el conjunt de les associacions detectades amb la CAl i amb els nivells de
NO,, es pot afirmar que la variacio a la regio promotora del gen no sembla exercir
cap efecte regulador en la mostra analitzada. En contrast amb els resultats
d'aquest treball, estudis recents han mostrat efectes de la variacié molecular de la
regio 5 del gen amb malalties com la fibrosi quistica i l'estenosi pilorica infantil
(Texereau et al., 2004; Saur et al, 2004). Aquestes diferéncies observades poden
ser degudes a que els al-lels de susceptibilitat siguin diferents segons el tipus
cel-lular implicat en cada malaltia. El gen NOS1 presenta una regulacié molt
complexa, amb més de 12 transcrits diferents (per l'Us de promotors o dianes
d'splicing alternatius) molts d'ells especifics de teixit i d'altres mecanismes de
regulacio, com la transcripcié6 de RNA antisense repressor de l'expressio (Zhang et
al., 2004; Korneev i O’Shea, 2002).

En canvi, en les mostres analitzades en aquest treball sembla probable la
implicacid de variants en regions intrageniques (segurament corresponents al
domini reductasa de l'enzim) en la susceptibilitat genetica a la CAl, aixi com en la

mesura directa dels nivells de NO,, indicadors de l'activitat enzimatica.

En resum, les dades obtingudes en aquest treball indiquen un efecte significatiu de
la variacié genética del NOS1 sobre la malaltia cardiovascular i la produccié de NO.

L'efecte genotip-fenotip es veu modulat per la hipertensio, especialment en els fills
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afectats per CAl. En aquests casos, els genotip amb un efecte més important
corresponen a combinacions haplotipiques portadores de lal:-lel T del polimorfisme
C3391T. A nivell poblacional, aquest marcador presenta una gran variacio a la regio
mediterrania, amb els valors més elevats de diversitat interpoblacional (Fsr=2.75%).
La freqiiencia de lal-lel T trobada en la submostra d'afectats per CAl (50.5%)

correspon a un dels valors més alts dins del rang de variacio detectat (29.7-53.8%).

Locus NOS2

La variacié genética a la regié promotora 5’ del gen NOS2 ha presentat associacions
significatives amb la CAl, a través de U’analisi del TDT. Tal com s’ha destacat a la
introduccio, aquest gen presenta una regido promotora que s’estén unes 16 Kb, on

s’estableix una complexa regulacié transcripcional.

L’al:lel de 9 repeticions del pentanucleotid (CCTTT), s’ha mostrat associat a la CAl,
amb probabilitats inferiors a 0.01 pel TDT i el test bootstrap calculats amb el
programa TRANSMIT, aixi com també amb el TDT incloent només la informacié de
les transmissions inequivoques (p=0.032). Aquest al-lel mostra un defecte
significatiu en el nombre de transmissions, pel que suposa un paper protector
davant el risc de patir CAl amb un RR de 0.273. Aquest resultat es veu replicat per
les associacions més febles que mostren els haplotips constituits pel pentanucleotid
i els altres dos marcadors analitzats a la regié promotora: I’SNP G-954C i el
tetranucleotid (AAAT),. Els haplotips formats per l’al:-lel de 9 repeticions del
pentanucleotid amb els al-lels més freqiients d’aquests dos polimorfismes (els
al-lels G i de 4 repeticions, respectivament) presenten associacions amb la

malaltia, que impliquen un paper protector per la CAl amb RR de 0.20-0.25.

La manca general d’estudis dassociacié previs que analitzin la relacio entre
malalties cardiovasculars i la variaci6 al gen NOS2 no permeten establir
comparacions consistents. L’estudi realitzat per Glenn et al. (1999) sobre ’efecte
del pentanucleotid i el tetranucleotid en la hipertensio no va detectar cap

associacio d’aquests marcadors amb la malaltia.

Des d’un punt de vista funcional, els al-lels de menor nombre de repeticions del
pentanucleotid, i especialment el de 9 repeticions, semblen mostrar uns nivells
significativament més baixos de transcripcié en cultius cel-lulars (Warpeha et al.,

1999). Aquesta menor transcripcioé podria estar relacionada amb l'efecte protector
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observat enfront de la CAl, tenint en compte el diferent efecte fisiologic que
juguen les concentracions de NO segons quina sigui la isoforma enzimatica
implicada. Les lesions aterosclerotiques presenten nivells molt elevats de
peroxinitrit, juntament amb daltres radicals oxidants, que exerceixen efectes
toxics (oxidacié de lipoproteines, desestabilitzaci6 de membranes cel:lulars, ...).
Aquestes concentracions de peroxinitrit es deuen principalment a lelevada
produccido de NO per part de la NOS2 estimulada per les citoquines d'aquestes
lesions (com a revisio, Wever et al., 1998). En conseqiiéncia, es podria postular que
lal-lel de 9 repeticions del pentanucleotid, en produir menys proteina NOS2 i
menys NO, exerciria un paper protector davant de les malalties cardiovasculars per

una menor citotoxicitat en les lesions aterosclerotiques.

Aquesta menor produccidé de NO seria conseqiient amb les conclusions dels estudis
de Burgner et al. (1998) i Gonzalez-Gay et al. (2004). Aquests treballs postulen un
major risc dels al-lels petits del pentanucleotid de patir malaria i artritis
reumatoide en poblacié gambiana i espanyola, respectivament, associant aquest
efecte perjudicial a una menor produccié de NO. En aquestes malalties, ’efecte de
concentracions molt altes de NO (especialment davant la infeccid per Plasmodium)

és considerat com a protector.

Tot i aquest possible paper funcional del pentanucleotid, en la literatura també es
troben resultats contradictoris sobre aquest rol. Aixi, Levesque et al. (1999) i Hobbs
et al. (2002) no detecten associacions entre la variacié del pentanucleotid i la
susceptibilitat de patir malaria ni tampoc amb els nivells de NO, o de proteina

NOS2, en diferents mostres africanes.

Aquestes discrepancies fan que no pugui descartar-se que les associacions
detectades siguin exercides per algun altre polimorfisme de la regié promotora en
estret desequilibri de lligament amb els al:lels petits del pentanucleotid. Els al-lels
del pentanucleotid que estarien lligats amb polimorfismes funcionals de la regio
promotora podrien variar segons la poblacié analitzada. Aquest fet podria explicar
les associacions completament oposades que s’han descrit en poblacié tailandesa
entre al-lels de tamany gran i major susceptibilitat de patir malaria (Ohashi et al.,
2002).

La variacid en la regio promotora del gen NOS2 ha estat analitzada repetidament,
pero la practica totalitat d’estudis s’han enfocat a poblaci6 africana en relacié amb

la susceptibilitat a malaria i la variacié que s'hi ha descrit ha resultat inexistent en
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d’altres grups humans. Per exemple, s’ha identificat el SNP C-1173T en poblacions
de Tanzania i Kénia i se ’hi ha atribuit un paper important en la susceptibilitat a
patir malaria (Hobbs et al., 2002). En les analisis en que s’ha explorat la variacio
d’aquest polimorfisme en grups humans no africans, s’ha trobat que no presentaven
variacié. A més, els estudis que han analitzat la variacid polimorfica de la
substitucid G-954C en poblacions europea, tailandesa i amerindia havien revelat
Uespecificitat africana d’aquest marcador (Levesque et al., 1999; Ohashi et al.,
2002; Martin et al., 1999). No obstant, la variacid presentada per aquest
polimorfisme en la mostra de families analitzada, aixi com en poblacié del Sud de
la Peninsula Iberica i de Corsega (Dra. A Falchi, comunicacié personal) demostra
que ’Europa mediterrania, i potser també el Nord d’Africa, presenta una major
variaci6 polimorfica que ha de ser examinada i que pot estar relacionada amb
diferéncies en la regulacié transcripcional i, per tant, en ’activitat del NOS2.
Altres polimorfismes amb un demostrat paper funcional, com el C-1173T o els 11
SNPs descrits per Burgner et al. (2003) en mostres de Gambia, potser també
mostren variacio en aquestes poblacions i podrien estar relacionats amb les baixes

incidencies de malalties cardiovasculars de la Conca Mediterrania.

L’interes que desperta la variacié molecular en la regié promotora es reforca pel
fet que el polimorfisme G-954C no mostra desequilibri de lligament ni amb el
pentanucleotid ni amb el tetranucleotid, tot i la proximitat a que es troben (1627 i
201 pb) i que entre ells si que n"hi ha (D’=0.60-0.63, p<0.001). Aquesta manca de
desequilibri de lligament és corroborada en la mostra poblacional del Sud de la

Peninsula Iberica.

El pentanucleotid del promotor del NOS2 ha presentat una variacié interpoblacional
considerable a la regio occidental de la Mediterrania (Fst=1.2%, p<0.00001) . En
concret, lal-lel de 9 repeticions del pentanucleotid, que s’ha associat amb un
menor risc de patir la malaltia en la mostra aqui analitzada, mostra una freqiiéncia
que oscil-la entre 0.032 i 0.053 a la Peninsula Ibéerica (i la resta de mostres
europees no es desvien gaire daquest rang de freqiiencies), pero augmenta
significativament en les mostres berbers nord-africanes fins a 0.115-0.142. Aquesta
diferéncia queda més palesa quan es comparen les freqiiencies dels al:-lels de < 9
repeticions: 0.045-0.075 a la Peninsula Ibérica (0.022-0.080 a Europa) vs. 0.212-
0.279 al Nord d'Africa. La freqiiéncia de l'al-lel de 9 repeticions en la mostra de fills
amb CAIl (2.5%) es troba entre les més baixes descrites fins al moment (tant en les

poblacions aqui analitzades com en les referenciades en la bibliografia).
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La important variacio freqliencial trobada en les poblacions humanes, inclus dins de
la mateixa area mediterrania, i la manca de consisténcia en els estudis de
susceptibilitat, tant en relaci6 amb la malaria com amb d’altres malalties, no
permeten establir una explicacio clara sobre [’associacio genetica detectada. En
general aquestes dades apunten a la implicaci6 de la regidé promotora del gen NOS2
en la susceptibilitat a la malaltia, que en el cas de la nostra mostra estaria lligat
als al-lels petits del marcador (CCTTT),.

Per altre costat, malgrat ’associacio detectada, ni ’al-lel de 9 repeticions ni els
haplotips 9/G i 9/4 (amb els marcadors G-954C i (AAAT),, respectivament) han

mostrat cap efecte destacable sobre els nivells plasmatics de NO,.

A la regid intragenica del NOS2, determinada en el nostre cas pels marcadors
A300G i C150T, no s’ha detectat cap indici d’associacidé ni amb la malaltia ni amb
els nivells de NO,, tot i la potencialitat funcional d’aquests SNPs: I’A300G es troba
en una regio de regulacié de splicing alternatiu (Eissa et al., 1996) i el C150T
provoca el canvi aminoacidic Ser608Leu a ’ex6 16 (Johannesen et al., 2001). Per
tant, amb un poder analitic de la mostra utilitzada superior al 80%, es pot descartar
que aquests polimorfismes estiguin relacionats amb una susceptibilitat diferenciada

a patir CAl que impliqui un risc relatiu igual o superior a 1.95 (taula 1V.23).

Locus NOS3

La variacido molecular analitzada al llarg del gen NOS3 també indica influéncies
significatives amb la CAI. Concretament, el dinucleotid (CA), ha mostrat
associacions amb la malaltia mitjancant ’analisi del TDT. Els al-lels de =38
repeticions del motiu (CA) mostren menys transmissions des de pares heterozigots
de Uesperat, aixi com també quan formen haplotip amb l’al-lel b del VNTR
ecNOS4a/b. Aquest desequilibri en la transmissio dels al-lels de tamany gran del
microsatel-lit suposaria un efecte protector d'una magnitud considerable enfront de
patir cardiopatia isquemica per als individus que en sén portadors (RR=0.17). Tot i
aquest valor de RR tan baix, s'ha de tenir en compte que té un intérval de
confianca bastant ampli (IC 95% 0.00-0.49).

Aquest paper protector detectat podria pensar-se com a relacionat directament
amb el propi dinucleotid. Els polimorfismes de repeticions CA representen al

voltant del 0.25% de tot el genoma huma i constitueixen el tipus de dinucleotid més
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comu (Lander et al., 2001). Diversos gens humans com els de linterferé-y o el de la
fibrosi quistica (CFTR) presenten dinucleotids (CA), dins d'introns (Pravica et al.,
1999; Mateu et al., 1999).

L'any 1997, Coulter i col-laboradors van descriure que les regions riques en AC
representen una classe important d'efectors dels processos d'splicing. Aquest efecte
regulador ha estat demostrat recentment pel dinucleotid (CA), de U’intr6 13 del gen
NOS3, on leficiencia en Usplicing esta regulada de forma dosi-depenent pel
nombre de repeticions del dinucleotid (Hui et al., 2003b). Tant in vitro com in vivo,
la presencia de 38 repeticions en el dinucleotid implica una major eficiéncia
d’splicing que 19 o 32 repeticions. Aquesta millor maduracié del mRNA implicaria
que els individus portadors d’al:-lels de >38 repeticions tinguessin més quantitat
d’enzim NOS3 present i, conseqlientment, una major produccié constitutiva de NO.
Aquest nivell més elevat de NO produit per la NOS3 podria ser el responsable del

paper protector observat, per una millor regulacio del to vascular.

Tot i aix0, aquest paper protector observat pels al-lels de >38 repeticions és
’oposat al que s’havia descrit fins al moment. Stangl et al. (2000) van descriure
que el risc de CAD en poblacido alemanya estava incrementat en els individus
portadors dal-lels de =38 repeticions, amb una odds ratio de 1.94 (p=0.001).
Posteriorment, els mateixos investigadors van descriure en la mateixa mostra que
els al-lels de =36 repeticions, i especialment de >38 repeticions, s'associen amb un
major risc de patir sindrome coronaria aguda entre les dones afectades per CAD
amb hiperhomocisteinémia (Laule et al., 2003). Aquests autors hipotetitzen que la
major eficacia en Usplicing dels al:-lels de >38 repeticions suposaria un increment en
l'expressio i lactivitat de la NOS3 que provocaria un augment en la formacio

d'espécies reactives d'oxid de nitrogen (RNOS), amb un paper proaterogenic.

En els estudis in vivo, els al-lels de 38 repeticions mostren una eficacia d'splicing
d'entre 1.5 i 2.7 vegades més elevada que els al-lels amb menys repeticions (Hui et
al., 2003b). No és gaire plausible que aquest increment d'expressio i activitat de la
NOS3 expliqui la diferéncia entre els efectes directes i indirectes del NO. Els
efectes directes, com l'activacié de la guanilat ciclasa o la inactivacio de radicals
lliures, es produeixen a concentracions nanomolars de NO com les que produeixen
les isoformes classicament considerades com d'expressio constitutiva (NOS1 i NOS3),

mentre que els efectes indirectes (derivats de la formaciéo de RNOS) es produeixen
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a concentracions diversos ordres de magnitud superiors (Weyrich et al., 1994; Joshi
et al., 1999).

Malgrat tot, tant els nostres resultats com els d'aquests autors queden limitats pel
mateix problema. Els al-lels de >38 repeticions presenten una freqliencia de 0.066
en la mostra de pares i de 0.042 en la mostra de controls alemanys que utilitzen
Stangl et al. (2000), i condicionen que els resultats hagin de ser presos amb
precaucié. A més, cap dels dos treballs detecta relacié entre la variacio del
dinucleotid i la variacio plasmatica de parametres fisiologics (NO, en el nostre
treball, i colesterol total, HDL-C, LDL-C i triglicerids), fent més dificil establir una

associacio clara entre el microsatel:lit i els processos aterosclerotics.

Fins a l"actualitat, existia un Unic estudi en poblacid espanyola que analitzés la
relacio entre la CAl i la variaciéo molecular al gen NOS3. Aquest treball havia descrit
que els homozigots C/C per al polimorfisme T-786C del promotor presentaven un
risc incrementat de patir CAD en un estudi cas-control en poblacié asturiana
(Alvarez et al., 2001). En contraposicid, el present estudi no confirma aquests
resultats i, més aviat, els contradiu. Aquests investigadors troben diferéncies
(p=0.039; OR=1.67) entre les freqiiencies al-leliques de pacients i controls, pero
sha de destacar que la freqliencia significativament més elevada de l’al-lel C
detectada en la mostra de malalts (0.456) és molt similar a la descrita per nosaltres
en poblacio d’Asturies (0.464), centre (0.442) i sud (0.467) de la Peninsula Ibérica
aixi com per d’altres autors en poblacié francesa i irlandesa (0.439 i 0.426,
respectivament; Poirier et al., 1999). Aquestes dades poblacionals suggereixen que
un possible biaix en la seleccié dels controls asturians del treball d’Alvarez et al.

(2001) no pugui ser descartat.

Entre els estudis realitzats sobre la variacié al gen NOS3 i la CAl, destaca la meta-
analisi realitzada per Casas et al. (2004) sobre la variacié dels polimorfismes T-
786C, ecNOS4a/b i G894T. Aquest treball havia descrit que els al-lels a i T, dels
marcadors ecNOS4a/b i G894T, incrementen significativament el risc de patir CAl
(OR=1.34 i OR=1.31, respectivament). Tot i que els autors detecten importants
diferencies poblacionals en la distribucio de freqiiencies al-léliques en analitzar
més de 23000 individus de diferents grups poblacionals (principalment asiatics i
caucasics), resulta sorprenent que no detectin heterogeneitat entre els estudis

deguda a U'origen etnic (p=0.52). A més, tampoc detecten cap efecte de ’edat, del
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sexe o per tabaquisme amb les dades dels estudis dels que disposen de la

informacio.

Els resultats de les nostres analisis no evidencien cap de les associacions d'aquesta
meta-analisi (exceptuant la possible implicacié de l'ecNOS4a/b en lhaplotip que
forma amb el dinucleotid) i venen a engrossir la bibliografia d'associacions no
replicades que ja evidenciaven Wang i Wang (2000) en un article de revisio sobre la
variacié genetica del gen NOS3 i les malalties vasculars. Aquestes associacions
inconsistents entre gens candidats i diferents fenotips patologics és un fenomen
habitual en la literatura que pot observar-se inclis en malalties que segueixen
models genétics mendelians simples. Malaties com la de Gaucher, Charcot-Marie-
Tooth, Creutzfeld-Jakob familiar, la fenilcetonlria, etc. tenen identificades les
diferents variants al-leliques que les provoquen i l'explicacié a nivell molecular de
la funcionalitat anormal o nul-la causant. Tot i aixo, factors ambientals,
interaccions entre gens i altres factors desconeguts fan que el fenotip patologic
varii considerablement inclis entre els individus afectats d'una mateixa familia
(Dipple i McCabe, 2000). En el cas de malalties com la CAl, aquestes relacions i
regulacions son encara més complexes. L'expressid i lactivitat de la NOS3 son
modificades per una gran quantitat de factors ambientals com el fum del tabac, la
hipercolesterolémia, la diabetes o la hipertensido (com a revisio, Wever et al.,
1998), que fan que aquesta relacié genotip-fenotip sigui més dificil d'establir

acuradament.

El solapament de l'efecte genetic del NOS3 amb la d'altres factors de risc ambiental
ja havia estat descrita per Ichihara et al. (1998) en poblacio japonesa. Aquests
autors van detectar una associacié del polimorfisme ecNOS4ab i el risc de patir
infart de miocardi que quedava especialment evident en aquells individus que no
presentaven altres factors de risc per la malaltia, com diabetes, tabaquisme o
obesitat. Altres associacions descrites entre la variacido genética a les NOS i
malalties com la CAl o la hipertensié s'’han vist influenciades per factors ambientals
com el tabaquisme (Wang et al., 1996; Glenn et al., 1999). Com a exemple, en un
estudi colateral realitzat en el marc d’aquesta tesi (Via et al., 2003b) es va
detectar un efecte de ’haplotip b-G del sistema format pels marcadors ecNOS4ab i
G894T en el increment d'HDL-colesterol, consistent amb d'altres estudis (Benjafield
i Morris, 2000).
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D’altra banda, les analisis d'altres estudis que havien establert associacions entre
els nivells de NO, i diferents polimorfismes del gen NOS3 com l'ecNOS4a/b i el
G894T no han estat replicades en aquest treball (Wang et al., 1997; Yoon et al.,
2000).

Des del punt de vista poblacional, les freqiiencies trobades pels al-lels de >38
repeticions del polimorfisme (CA), son relativament baixes en totes les mostres
analitzades (<7%) i no proporcionen informacio adicional rellevant per la

interpretacid de ’associcio genética detectada.
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CONCLUSIONS

L'exploraci6 de la variacido molecular als gens de les sintases d'oxid nitric (NOS1,
NOS2 i NOS3) realitzat a través de l'analisi poblacional i epidemiologica de 13
marcadors polimorfics ha evidenciat una elevada variabilitat d'aquestes regions

genomiques amb la identificacid d'un total de 94 variants al-léliques diferents.

La variacio analitzada en cadascuna de les tres regions analitzades ha presentat
un elevat grau de desequilibri de lligament, sense excloure un cert grau de

diferenciacio tant a nivell poblacional com a nivell de parella de marcadors.

La distribucié poblacional de les freqliencies al-leliques i haplotipiques ha
permés la caracteritzacio de les poblacions examinades de la Conca
Mediterrania i del Centre d'Europa, proporcionant nova informacié adicional per

a completar la definicié genetica de les poblacions humanes.

Les regions genomiques han evidenciat un important grau de variacio
interpoblacional, duna magnitud equivalent al que presenten daltres
polimorfismes en regions no codificants habitualment utilitzats en estudis de
genetica de poblacions humanes. Aquesta important variacio interpoblacional
suggereix la utilitat dels marcadors en regions funcionals per als estudis de

genetica de poblacions humanes.

S’han detectat diferencies notables en el grau de variacio interpoblacional entre
els tres loci analitzats, sent els polimorfismes del gen NOS3 els que presenten
menor diversitat entre poblacions malgrat que alguns d'ells mostrin el major
grau de variacio intrapoblacional. En conseqiiéncia, els polimorfismes analitzats

en el NOS3 semblen menys adequats per detectar relacions interpoblacionals.

La variacid identificada als gens NOS1 i NOS2, i en menor grau al NOS3,
presenta una estructuracié poblacional significativa consistent en l'agrupacio de
les poblacions analitzades en tres grups: Europa continental, Sardenya i Nord
d'Africa.

Les poblacions sardes es revelen com les més diferenciades, amb una gran
homogeneitat genética entre elles i baixa variabilitat intrapoblacional. Aquestes
caracteristiques concorden amb les descrites en altres estudis que utilitzen

d'altres marcadors.
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= En el Nord d'Africa, les poblacions berbers mostren una relativa diferenciacio de
la resta, pero amb una elevada diversitat intrapoblacional i una notable
heterogeneitat entre elles, possiblement relacionada amb fenomens
d'aillament, organitzacié en clans i possibles influencies de poblacions sub-

saharianes.

= Per les poblacions de l'Europa continental, els marcadors analitzats evidencien
una marcada homogeneitat, tot i que en alguns casos les poblacions d'Alemanya
i el Centre de la Peninsula Ibérica es desmarquen de la resta. Amb tot, i
malgrat les diferencies en les incidéncies de malalties cardiovasculars i de
malaria en el passat entre el Centre d'Europa i la Conca mediterrania, la
variacié en els gens NOS no permet detectar cap variacid important entre

Alemanya i els grups de la Peninsula Iberica i Sud de Franca.

= La variacio en les tres sintases doxid nitric ha mostrat associacions
significatives amb la cardiopatia isquémica en la mostra de families de
Barcelona, que en alguns casos també es presenta associada a la variacio en les

concentracions plasmatiques de nitrats i nitrits.

= Lal-lel T del polimorfisme C3391T del gen NOS1, tant individualment com en
combinacions haplotipiques, apareix associat significativament a la CAl amb un
risc relatiu de 1.8-2.0. L'analisi de la influéncia genética sobre els nivells de NO,
suggereix que el possible mecanisme daquesta associacido podria estar
relacionat amb una reducci6 dels nivells de produccié de NO relacionada amb
aquest al-lel. No obstant, la manca de funcionalitat d'aquest polimorfisme fa
suposar que l'efecte directe sobre el risc de CAl sigui degut a una altra variant
funcional polimorfica (possiblement a la regio codificant pel domini reductasa
de lenzim) lligada en cis amb lal:-lel T. Aquesta associacid6 aqui descrita
constitueix la primera implicacio del gen NOS1 en la susceptibilitat a la malaltia

cardiovascular.

= L'al-lel de 9 repeticions del STR (CCTTT), del gen NOS2 ha presentat associacid
significativa amb la malaltia, exercint un paper protector amb un risc relatiu de
0.27. Tot i aixi, la baixa freqliéncia d'aquest al-lel i la manca de correlacié amb
els nivells de NO, no permeten establir la consisténcia d'aquesta associacio.
Amb tot, aquesta associacio i les diferéncies poblacionals i epidemiologiques

descrites per aquest polimorfisme suggereixen que un estudi exhaustiu de la
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regio promotora del gen NOS2 podria ser molt prometedor per l'aclariment de la

implicacio d'aquest gen en la malaltia cardiovascular.

Al gen NOS3, els al-lels grans (238 repeticions) del dinucleotid (CA), de l'intro 13
es mostren significativament associats a un menor risc (RR=0.17) per la CAl en
la mostra de Barcelona. Estudis in vivo i in vitro indiquen que el possible
mecanisme d'aquesta associacio estaria relacionat amb una major eficiéncia en
els processos d'splicing i una conseqiient major produccié constitutiva de NO. ELl
paper protector detectat per aquests al-lels constitueix una sorprenent novetat
respecte als estudis existents fins al moment, que indicaven precisament un
paper contrari. Nous estudis serien necessaris per tal d'explicar la contradiccio

detectada en aquest estudi.
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LLISTAT D'ABREVIATURES

AMOVA: analisi de la varianca molecular (de ’angles Analysis of MOlecular
VAriance)

BMI: index de massa corporal (de l'anglés Body Mass Index)

CAD: malaltia arterial coronaria (de ’anglés Coronary Artery Disease)

CAl: cardiopatia isquémica

GLM: model lineal general (de l'anglés General Linear Model)

HDL: lipoproteina d’alta densitat (de \’angles High Density Lipoprotein)

IC 95%: interval de confianca del 95%

IHD: cardiopatia isquémica (de l’anglés Ischaemic Heart Disease)

LDL: lipoproteina de baixa densitat (de \’angles Low Density Lipoprotein)

mtDNA: DNA mitocondrial

NO,: nivells de nitrats i nitrits en serum

PCA: analisi de coordenades principals (de l’angles Principal Coordinates Analysis)

PCR: reaccio en cadena de la polimerasa (de l'anglés Polymerase Chain Reaction)

RNOS: espeécies reactives d'oxid de nitrogen (de l'anglés Reactive Nitrogen Oxide
Species)

RR: risc relatiu

SNP: polimorfisme d’un nucleotid (de l’anglés Single-Nucleotide Polymorphism)

SSRE: element responsiu d'estrés per fregament (de l'angles Shear-Stress Responsive
Element)

STR: repeticio curta en tandem (de l’angles Short Tandem Repeat)

TAG: triacilglicerol (triglicérid).

VNTR: nombre variable de repeticions en tandem (de l’angles Variable Number of

Tandem Repeats).
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ANNEX 1 - FULL DE CONSENTIMENT | QUESTIONARI DE
LA MOSTRA DE FAMILIES

FULL DE CONSENTIMENT

PROJECTE:
BASES GENETIQUES DE LA CARDIOPATIA ISQUEMICA: ESTUDI
D’ASSOCIACIO EN FAMILIES UTILITZANT GENS CANDIDATS
RELACIONATS AMB EL METABOLISME DE LES LDL.

La finalitat principal d’aquest estudi és la identificaci6 dels factors genetics
implicats en l'infart de miocardi, aixi com la seva relacié amb els factors ambientals.
Per a realitzar 1'estudi genétic és fonamental poder disposar de petites mostres de sang
de persones que han estat afectades per aquesta malaltia aixi com dels seus pares. Per
aix0 necessitem la seva ajuda. La seva col.laboracido pot contribuir a la millor
comprensio i prevencié d’aquesta malaltia en el futur.

La donacio d’aquesta mostra no suposara cap risc per a cap de les persones
participants. La privacitat de les dades obtingudes aixi com de la identitat dels
participants esta completament garantida.

MOLTES GRACIES.
CONSENTIMENT:

Si, estic d"acord a donar una mostra de sang per a realitzar estudis genétics sobre
'infart de miocardi.

Nom:

Data:

Signatura:
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QiESTIONARI SOBRE DIAGNOSTIC I FACTORS DE RISC PER
LA CARDIOPATIA CORONARIA

DATA:
1. DADES PERSONALS
NC identificacié estudi: NO referencia hospital:
Malalt/a _ Pare _  Mare _ Germa/na_
Nom:
Sexe: V M
Telefon:
Data naixement:
Edat pare:
Edat mare:
Lloc de naixement:
Lloc de naixement avis paterns: /
Lloc de naixement avis materns: /
Pes: kg.
Alcada: m.
Dejt en el moment de 1'extraccio de sang: SI NO (hores ultima ingestio: )
2. DIAGNOSTIC
(només malalts 1 familiars que pateixen o han patit la malaltia)
CLINIC:

Infart de miocardi
Angor evolutiu
Angor cronic

By pass

ACTP

Altres (especificar)

ANGIOGRAFIC: 1vas _ 2 vasos _ 3 vasos _
Especificacions:

QUIRURGIC:
Data diagnostic actual:
*S1 hi ha episodis antics de la malaltia especificar data i diagnostic:
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3. ANTECEDENTS FAMILIARS

1. De malaltia cardiovascular (especificar edat 1 diagnostic):

- Pare: NO_ SI _

- Mare: NO_ SI_

- Germa: NO_ SI_

- Germana: NO_ SI_

- Altres familiars: NO_ SI _
2.Dislipémia NO_ SI_
3.Hipertensio: NO_ SI_
4.Diabetes: NO_ TIPUSIT_ TIPUS II_
5.Mort subita: NO_ SI_
6.AVC: NO_ SI_
(especificar a quina edat)

6.Claudicaci6 Intermitent: NO_  SI_

(Malaltia vascular periférica)(especificar a quina edat)

4. ANTECEDENTS PERSONALS

1.Tabaquisme:
Ex-fumador/a

<15
15-25
>25

2. Exercici:
Moderat
Fort

3. Obesitat:
Sobrepes (BMI 25-30)
Obes (BMI >30)

4. Alcohol:

No fumador/a

NO

Normal

NO
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Moderat (<30 gr/dia)
Important (>30 gr/dia)

5. Hipertensio:

6 .Diabetes:

7. Tract. hormonals:

8. Dislipemia:

NO_ SI
NO_ TIPUSI_
NO_ SI
NO _ SI_

(especificar, si es coneix, el tipus)

9. Hiperuricémia:

10.AVC:

AIT

Art. Perif.

Claudicacio intermitent

NO_ SI_
NO_ SI_
NO_ SI_
NO_ SI_
NO_ SI_

(Malaltia vascular periférica)

11. Estrés:

12. Personalitat tipus A :

13. Dieta:

Rica en greixos
Per diabetics
Altres (especificar)

NO_ SI_
NO_ SI_

Normal_

TIPUS II_

14. Estudis:  Cap/ Primaris _

Secundaris
Llicenciat. o superior

15. Situacio laboral:
Baixa laboral
Invalidesa perm.
Atur

Altres (especificar)

16. Estat civil:

Solter/a

Vidu/a

Separat/da o divorciat/da

Altres

Actiu/va

Easat/da, ajuntat/da
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5. TRACTAMENTS ACTUALS
1. DIETA: NO_ SI_
2. HIPOLIPEMIANTS:  NO_ SI_

3. ALTRES: NO_ SI_

231






Annexos

ANNEX 2 - LABORATORI

PROTOCOL FENOL-CLOROFORM D’EXTRACCIO DE DNA

1er DIA

1.

S Y ® N o U kWD

N N N 2 A Q@ @@ @@ @@ @ @ -
N = O Vv 00 N O U1l N W N =

Es parteix de 5 ml de sang total per tub o 1-2 ml de fraccio enriquida de
leucocits.

Afegir 8 ml de tampo de lisi 1.

Deixar 10 minuts en gel agitant per inversio.

Centrifugar 10 minuts a 4°C i a 3000 rpm.

Extreure el sobrenedant i resuspendre el sediment amb 1 ml de TBS.
Barrejar amb la pipeta.

Afegir 1 ml de tamp6 de lisi 2 i 50 pl de proteinasa K (10 mg/ml).

Barrejar per inversio.

Incubar 1-2 hores a 55°C perque actui | "enzim.

. Posar els 2 ml de mostra, un cop freds, en un tub conic amb resina de silica-

gel.

. Afegir 1 ml de fenol i 1 ml de cloroform-alcohol isoamilic (24:1).
. Agitar per inversié durant 5 minuts.

. Centrifugar 7 minuts a 2500 rpm a temperatura ambient.

. Repetir els punts 11 a 13.

. Afegir 2 ml de cloroform-alcohol isoamilic en el mateix tub.

. Agitar per inversio durant 5 minuts.

. Centrifugar 7 minuts a 2500 rpm a temperatura ambient.

. Posar la fase superior en un tub de 30 ml.

. Afegir 0.67 ml d "acetat d "amoni 10 M (5X) per cada 2 ml de mostra.
. Afegir 2.5 volums d"etanol al 95%.

. Invertir diverses vegades.

. Deixar tota la nit a -20°C o 45 minuts a -80°C.

233



Variacio en les NOS en poblacions humanes

2on DIA

23. Centrifugar 30 minuts a temperatura ambient a 8000 rpm.

24. Treure el sobrenedant, afegir 2 volums d etanol al 70% i agitar en vortex.

25. Centrifugar igual que en el punt 25.

26. Treure el sobrenedant i assecar el pellet de DNA al buit.

27. Resuspendre en un maxim de 300 ul de TE en un tub eppendorf de 1.5 ml.

28. Incubar 10 minuts a 65°C.

29. Fer un spin.

30. Diluir 50 vegades en TE i mesurar la DO a 260 nm i 280 nm, emprant el TE
de blanc.

31. Calcular la concentracio.

32. Guardar L"ADN a -20°C.

Solucions utilitzades per a | “extracci6 de | ADN:

TAMPO DE LISI 1: TAMPO DE LISI 2:
10 mM TrisHCL pH 7.5 400 mM TrisHCL pH 8
10 mM NaCl 100 mM EDTA pH 8
3 mM MgCl, 1% SDS
S autoclava S autoclava abans de posar |'SDS

L"SDS s afegeix filtrat

TBS: 20 mM TrisHCL pH 7.5 TE: 10 mM TrisHCL pH 8
150 mM NaCl 1 mMEDTApH 8
S autoclava S autoclava
PROTEINASA K: ACETAT D AMONI:
10 mg/ml en H;0pe 10 M Acetat d"amoni en H,0..
No s autoclava Es filtra
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PROTOCOL DE PURIFICACIO | SEQUENCIACIO DE PRODUCTES AMPLIFICATS

Per tal de seqiienciar els productes que havien estat amplificats per PCR, es van
seguir diferents técniques per purificar-los (GeneClean II, kits amb columnes, ...).
En aquest apartat s’especifica el metode usat en la majoria dels casos que va
consistir en la utilitzacié del QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN). Aquest kit
purifica sequéncies de DNA amplificades d’entre 100 pb fins a 10 Kb, i totes les
centrifugacions especificades sona 10000 g.

1. Afegir 5 volums de buffer PB a un volum de producte de PCR amplificat.

. Posar una columna QIAquick spin en un tub de 2 ml.
3. Per unir el DNA a la columna, es posa la barreja del pas 1 a la columna i es

centrifuga durant 30-60 segons.

4. Es descarta el filtrat i es torna a col:locar la columna al tub, ara buit, de 2 ml.
Per rentar el producte a purificar, es posen 750 ul de buffer PE a la columna i
es centrifuga durant 30-60 segons.
6. Es descarta el filtrat, es torna a col-locar la columna al tub de 2 ml i torna a
centrifugar-se 60 segons.
Posar la columna Q/Aquick en un tub eppendorf de 1.5 ml.
Per eluir el DNA purificat, afegir 30-50 ul de buffer EB o d’aigua al centre de la
membrana de la columna i es centrifuga un minut.

Ul

N

Amb el producte de PCR ja purificat, va procedir-se a U'amplificacié de
seqlienciacio utilitzant el ABI PRISM dRhodamine Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit (Applied Biosystems). La composicié de la PCR i el programa van
ser els seglents:

DNA purificat 2-5 pul 96°C 10”
Oligonucleotid 2 ul 55°C 5” 25 cicles
Mix 8 ul 60°C 4

Hzobe 8 ul 4°C

Vi 20 wl

La precipitacio del producte de seqiienciacio va consistir en els seglients punts:

1. Afegir a un tub de 1.5 ml amb el producte de la reaccio de seqlienciacio: 19 pl
de MgCl; 2 mM, i 55 ul d’etanol 70%.

Agitar amb vortex i deixar precipitar durant 10-15’.

Centrifugar 20’ a 14000 rpm.

Eliminar el sobrenedant.

Afegir 200 ul d’etanol 70%.

Centrifugar 5’ a 14000 rpm.

Eliminar el sobrenedant.

Repetir 2 vegades més els punts 5-7, apurant el sobrenedant al maxim ’ultim
cop.

9. Secar el pellet a l’aire 0 amb bomba de buit.

PN AW

Les mostres aixi preparades van ser portades als Serveis Cientificotecnics de la
Universitat de Barcelona, on van ser analitzades en un sequenciador de DNA per
elctroforesi capil:-lar ABI PRISM 3700 (Applied Biosystems).
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PROTOCOL DE VALORACIO DE NITRATS I NITRITS (NO,) EN PLASMA

= Descongelar els plasmes.

= Centrifugar les mostres a 13000 rpm (10’ a 4°C) per precipitar els lipids i
evitar que interfereixin en les seguents reaccions.

= Preparacio de 6 répliques per cada mostra:
= 2 mostres: 50 pl tampo fosfat 50 mM pH=7.5
50 pl de mostra
50 pl H,0 mQ
20 pl nitrat reductasa (Cayman Chemicals)
20 pl cofactor (Cayman Chemicals)
= 2 recuperacio: 50 pl tampo fosfat 50 mM pH=7.5
50 pl de mostra
50 pl solucio NO; 10uM
20 pl nitrat reductasa
20 pl cofactor
= 2 basals: 50 pl tampé fosfat 50 mM pH=7.5
50 pl de mostra
50 pl H,O0 mQ
40 pl tampo fosfat 20 mM pH=7.4
» Preparar els patrons: dilucions d’una solucié mare de nitrat sodic (0, 5, 10,
15, 40 i 200 pM).
= Carrega de mostres i patrons en plaques multipou de 96 pouets.
» Agitar placa durant 3’.
* Incubar 3h a temperatura ambient, resguardat de la llum.
» Afegir 100 pl de soluci6 de Griess preparat al mateix moment:
= 50 pl Griess A (sulfanilamina, SIGMA) 0,2% en H,0 mQ
= 50 pl Griess B (N-(1-naftil)etilendiamina, SIGMA) 2% en H3;PO,4 al 5%
Incubar 10’ a temperatura ambient, resguardat de la llum.
Lectura a 540nm en un lector de plaques d’ELISA.

A U'absorbancia mitjana de la mostra se li restava ’absorbancia del patré a 0 pM
(blanc) i ’absorbancia basal de la mostra (calculada a partir de la mateixa mostra
incubada sense enzim). Es calculava la concentracié de NO, en la mostra en base a
la recta de regressio de les lectures dels patrons i es corregia qualsevol
sobreestimacio o infraestimacio de la concentracié a partir de les recuperacions de
cada mostra (mostres a les que s’ha afegit una concentracié coneguda de nitrats, i
que funcionen com a controls interns).

D’aquesta manera s’aconseguia evitar diferents factors que podrien interferir en les
valoracions, com ara ’efecte de l’anticoagulant i la turbidesa basal de la mostra.
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EQUIVALENCIES MICROSATEL-LITS

Tamany (pb) | N° repetic. Tamany (pb) | N° repetic.
NOS1 181 18 NOS2 176 8
57-(GT)n 183 19 (CCTTT), 181 9
185 20 186 10
189 22 191 11
191 23 196 12
193 24 201 13
195 25 206 14
197 26 211 15
199 27 217 16
201 28
203 29 NOS2 313 4
205 30 (AAAT), 317 5
207 31
209 32 NOS3 143 21
(CA), 145 22
147 23
NOS1 328 9 149 24
(AAT), 331 10 151 25
334 11 153 26
337 12 155 27
340 13 157 28
343 14 159 29
346 15 161 30
349 16 163 31
165 32
167 33
NOS1 169 13 169 34
3’-(GT), 173 15 171 35
175 16 173 36
177 17 175 37
179 18 177 38
181 19 179 39
183 20 181 40
185 21 183 41
187 22 185 42
187 43
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ANNEX 3 - RESULTATS POBLACIONALS

N-IBER | C-IBER | S-IBER | M-ATL | A-ATL | SAR-C | SAR-l | S-FRA |
C-IBER | 0.0135
S-IBER | 0.0076 | 0.0093
M-ATL | 0.0206 | 0.0172 | 0.0170
A-ATL | 0.0160 | 0.0151 | 0.0169 | 0.0107
SAR-C | 0.0176 | 0.0239 | 0.0168 | 0.0213 | 0.0194
SAR-1_| 0.0120 | 0.0242 | 0.0138 | 0.0175 | 0.0204 | 0.0075
S-FRA_| 0.0034 | 0.0135 | 0.0087 | 0.0186 | 0.0148 | 0.0141 | 0.0103
ALEM | 0.0070 | 0.0092 | 0.0100 | 0.0242 | 0.0166 | 0.0253 | 0.0219 | 0.0096 |

Matriu de distancies de Reynolds pels tretze

conjuntament.
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ANNEX 4 - RESULTATS EPIDEMIOLOGICS

TDT dels polimorfismes analitzats i no destacats en el capitol de Resultats i
Discussio.

Transmis. Transmis.

MARCADOR N  Al:lel Ob Var(O-E) TDT gdl p BT-p
serv. Esper.

NOS1 92 18 0 0.549 0.246 1.225 0.2684 0.2603
5-(GT), 19 35 33.877 12.949  0.097 0.7550 0.7679
20 9 10.441 4.551 0.456 0.4993 0.4797
22 1 0.549 0.246 0.825 0.3639 0.2737
23 3 1.657 0.721 2.499 0.1139 0.1843
24 47 43.707 14.707  0.737 0.3905 0.3977
25 9 8.912 3.951 0.002 0.9649 0.9598
26 3 2.710 1.224 0.069 0.7930 0.7068
27 0 0.549 0.246 1.225 0.2684 0.2695
28 19 19.477 6.803 0.033 0.8548 0.8339
29 21 18.590 7.087 0.820 0.3653 0.4087
30 40 44.461 15.185  1.311 0.2523 0.3066

31 2 2.796 1.230 0.515 0.4731 0.4991
32 1 1.723 0.736 0.710 0.3996 0.4534
Global 9.301 13 0.7498 0.7766

NOS1 97 9 3 5.981 2.692 3.302 0.0692 0.2193
(AAT), 10 94 97.704 22.365 0.613 0.4335 0.4867
11 1 0.542 0.247 0.848 0.3570 0.2661
12 4 3.227 1.485 0.403 0.5256 0.4586
13 40 39.240 12.765  0.045 0.8316 0.8288
14 46 42.996 14.128  0.639 0.4242 0.4394
15 11 9.766 4.352 0.350 0.5542 0.5832
16 1 0.544 0.244 0.853 0.3557 0.2616
Global 6.937 7 0.4355 0.5368
NOS1 94 13 1 0.547 0.245 0.837 0.3602 0.2587
3-(GT), 15 1 1.099 0.489 0.020 0.8878 0.7326
16 5 3.934 1.705 0.667 0.4141 0.4354
17 146 144.900 15.321  0.079 0.7792 0.7770
18 17 17.531 7.015 0.040 0.8410 0.8280
19 4 3.903 1.655 0.006 0.9396 0.9450

20 2 1.095 0.490 1.674 0.1957 0.2591
21 18 20.990 7.737 1.155 0.2824 0.3587
Global 4.057 7 0.7732 0.7876
NOS2 99 G 167 169.340 14.055  0.391 0.5320 0.5254
G-954C C 37 34.657 14.055 0.391 0.5320 0.5254
Global 0.391 0.5320 0.5254

NOS2 95 4 170 167.800 10.582  0.457 0.4992 0.4880
(AAAT), 5 26 28.198 10.582  0.457 0.4992 0.4880
Global 0.457 0.4992 0.4880

NOS2 91 A 104 105.610 19.532 0.133 0.7149 0.7369
A300G G 80 78.385 19.532  0.133 0.7149 0.7369
Global 0.133 0.7149 0.7369

NOS2 93 c 151 153.620 14.914  0.460 0.4977 0.4843
C150T T 1 38.381 14.914  0.460 0.4977 0.4843
Global 0.460 0.4977 0.4843
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MARCADOR N  Allel TB%ZSGTJS T"I?S’;)S::fs' Var(O-E) TDT gd p  BT-p
NOS3 97 T 108 111.540  24.626  0.509 0.4758 0.4615
T.786C C 92 88.461  24.626  0.509 0.4758 0.4615

Global 0.509 0.4758 0.4615

NOS3 98 a 28 26,602 10.187 0.192 0.6613 0.6704

ecNOS4a/b b 174 175.400 10.187 0.192 0.6613 0.6704
Global 0.192 0.6613 0.6704

NOS3 96 G 103 103.250  21.949  0.003 0.9577 0.9542

G89AT T 95 94752  21.949  0.003 0.9577 0.9542

Global 0.003 0.9577 0.9542

NOS3 97 A 136 139.240  18.339 0.574 0.4487 0.4625

A27C C 62 58.756  18.339  0.574 0.4487 0.4625

Global 0.574 0.4487 0.4625

N: nombre de families incloses en ’analisi

Var(0O-E): varianca de les transmissions observades menys les esperades

gdl: graus de llibertat (si no s’indica res, és 1)

BT-p: probabilitat del test bootstrap (10000 repeticions).
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Lack of Association Between eNOS Gene
Polymorphisms and Ischemic Heart Disease

in the Spanish Population

Marec Via,! Antonio L(’)pez-Alomar,1 Neus Valveny,l
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Through the nitric oxide (NO) production
in the vascular system, the endothelial nitric
oxide synthase (eNOS or NOS3) is a key
enzyme in blood pressure regulation and
atherosclerosis control. Several previous
studies have suggested an important role
of eNOS as a genetic risk factor for cardio-
vascular diseases. In this context, a genetic
association study was carried out between
two eNOS polymorphisms (the ecNOS4a/b
VNTR and the G894T substitution) in a
sample of 101 nuclear families having one
affected offspring of ischemic heart dis-
ease (IHD). Transmission disequilibrium test
(TDT) revealed partial associations between
the VNTR marker and IHD in patients with a
type A behavior pattern (TABP) (P =0.0325,
RR =3.67) and for the haplotype formed by
variant b of the VNTR and the T mutation of
the G894T substitution in the IHD-affected
subgroup having body mass index (BMI)
lower than 25 (P=0.0348, RR =0.22). How-
ever, once multiple testing correction was
applied, the associations became nonsignifi-
cant. A significant effect of the haplotype b-G
increasing high-density lipoprotein choles-
terol (HDL-C) plasma levels was detected
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(P =0.021 after Bonferroni correction). From
apopulation point of view, frequencies found
for G894T substitution in Spain were signifi-
cantly different from other populations.

© 2002 Wiley-Liss, Inc.

KEY WORDS: eNOS; nitric oxide; trans-
mission disequilibrium; is-
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INTRODUCTION

Nitric oxide (NO) is a gaseous metabolite endogen-
ously produced by three nitric oxide synthases (NOS)
that plays a very important role in many different bio-
logical processes. In cardiac muscle and in vessel
endothelium, NO inhibits platelet aggregation, relaxes
smooth vascular musculature, reduces monocyte adhe-
sion to endothelium [Balligand and Cannon, 1997; Rudic
and Sessa, 1999], and attenuates atherogenic processes
[Qian et al., 1999].

The three NOS isoforms map in different chromo-
somes (7, 12, and 17) and are the product of gene dup-
lication from a common ancestral gene [Nathan and
Xie, 1994]. The first discovered NOS enzyme was the
neuronal NOS (nNOS or NOS1) from neurons and
cerebellum of rats and pigs. Later, the inducible NOS
(AiNOS or NOS2) was isolated from macrophages, and
finally, a third NOS isoform, called endothelial NOS
(eNOS or NOS3), was identified due to its presence in
endothelial cells.

The endothelial NOS isoform is mainly involved in
cardiovascular system regulation, and different poly-
morphisms within the gene have been tested for associa-
tions with different cardiovascular pathologies, leading
to conflicting results.

In order to validate previous results, here we tested
for genetic association of two eNOS polymorphisms with
ischemic heart disease. The 27-bp VNTR in intron 4 of
the eNOS gene, called ecNOS4a/b, has been postulated
to have an influence both in NO and enzyme production
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levels [Wanget al., 1997, 2000], and the allele ecNOS4*a
of this polymorphism has been positively associated
with different cardiovascular pathologies [Wang et al.,
1996; Ichihara et al., 1998; Hooper et al., 1999]. Never-
theless, this polymorphism lies in an intron and its
functional role is doubtful. The second examined eNOS
polymorphism refers to the G894T substitution in exon
7 of the gene leading to an amino acidic change from Glu
to Asp in the 298 site (also called Glu298Asp). This
change was supposed to cause different susceptibility to
spontaneous enzyme cleavage into two fractions, not
affecting the efficiency to produce NO in vitro [Tesauro
et al., 2000], but subsequent papers show that this could
be a product of sample preparation [Fairchild et al.,
2001]. Associations with different diseases have been
reported for this nucleotide substitution with contro-
versial results concerning the allele and/or genotype
implied [Miyamoto et al., 1998; Hingorani et al., 1999;
Elbaz et al., 2000]. Nevertheless, it does not seem to have
a major role on vascular activity in atherosclerosis
[Guzik et al., 2001].

In contrast to many previous studies based on case-
control designs, we used a family-based strategy to try
to minimize possible confounding effects due to the
heterogeneity between cases and controls for other vari-
ables different from disease. This approximation was
carried out by the transmission disequilibrium test
(TDT) designed by Spielman et al. [1993] and its exten-
sion for multiple allelic markers [Sham and Curtis,
1995]. Besides, the geographic origin of the population
examined represents an additional interest due to both
the low cardiovascular incidences in the Mediterranean
countries (according to World Health Organization data)
and the fact that these populations have been scarcely
investigated for genetic risk factors for cardiovascular
disorders, with few exceptions [Poirier et al., 1999; Elbaz
et al., 2000].

MATERIALS AND METHODS
Subjects

A total of 101 families (n =302) were recruited from
four hospitalsin the area of Barcelona, Spain, each family
consisting of one individual diagnosed for ischemic heart
disease (IHD) and both parents. In the cases where one
or both parents were not available, brothers and sisters
were recruited in order to reconstruct the parental geno-
type and haplotype. The criteria to include an individual
were the following: age younger than 55 (in order to give
priority to genetic component) and affected by myocar-
dial infarction or angina pectoris diagnosed by an expert
cardiologist. Myocardial infarction was diagnosed by
clinical, enzymatic (CPK levels >200 U/l), and electro-
cardiography changes typical in myocardial ischemic
injury and necrosis, and angina pectoris by coronario-
graphy with an obstruction of more than 50% in a main
coronary artery.

All subjects supplied written informed consent, to-
gether with ablood sample and a complete questionnaire
of cardiovascular risk factors (individual, environ-
mental, and family variables) and pharmacological
treatments. From blood samples, DNA was extracted

by the phenol/chloroform method using the leukocyte
fraction.

Genetic Analyses

The ecNOS4a/b polymorphism was typed by poly-
merase chain reaction (PCR) using oligonucleotide pri-
mers (forward, 5-AGGCCCTATGGTAGTGCCTTT-3';
reverse, 5-TCTCTTAGTGCTGTGGTCAC-3') flanking
the region of the 27-bp repeat in intron 4, as described
previously [Wang et al., 1996], with minor modifica-
tions. A 25-ul reaction volume was used for each PCR,
including 12.5 pmol of each primer, 0.2 mM of each
dNTP, 10% DMSO, 1.5 mM MgCly, 0.6 U of Taq
polymerase (Ecogen), and 1x buffer (supplied by the
manufacturer) together with 250 ng of genomic DNA.
The thermocycling procedure consisted of initial dena-
turation at 94°C for 5 min, 35 cycles of denaturation at
94°C for 1 min, annealing at 56°C for 1 min, extension at
72°C for 2 min, and a final extension at 72°C for 5 min.
The PCR products were separated by 2% agarose gel
electrophoresis and visualized by ethidium bromide
staining. Two alleles were identified in the samples:
one having four repeats of the consensus sequence
(allele ecNOS4*a of 393 bp) and one having five (allele
ecNOS4*b of 420 bp).

The G894T substitution variants were determined
by RFLP-PCR. The amplification used two oligonucleo-
tide primers (forward, 5-GCATTCAGCACGGCTG-
GA-3'; reverse, 5'-GCTCCAGGGGCACCTCAA-3) that
amplified a 129-bp region in exon 7. A 25-ml reaction
volume was used, including the same products and
concentrations as for the ecNOS4a/b polymorphism, but
without DMSO. Thermocycling was performed using
a Perkin-Elmer 9600 thermocycler and a protocol with
an initial denaturation at 94°C for 5 min, 32 cycles of
denaturation at 94°C for 30 sec, annealing at 60°C for
30 sec, extension at 72°C for 1 min, and a final extension
at 72°C for 5 min. Twelve microliters of the PCR
products were then digested together with 4 U of BanlI
restriction enzyme in a total volume of 20 pl at 37°C
overnight. The digestion products were analyzed by 2%
agarose gel electrophoresis and visualized by ethidium
bromide staining, allowing the distinction between the
allele G bearing the restriction site and the allele T
carrying a mutation in this restriction site.

Statistical Analyses

Genotypic frequencies for both polymorphisms were
computed by SPSS version 10.0 for Windows [SPSS,
1999]. Allelic frequencies, Hardy-Weinberg adjustment,
linkage disequilibrium, and haplotypic frequencies were
calculated by Arlequin version 2.000 [Schneider et al.,
2000].

The allele-wise TDT [Sham and Curtis, 1995] and
standard biallelic TDT [Spielman et al., 1993] were cal-
culated by the TRANSMIT program [Clayton, 1999].
This program computes result probabilities by a boot-
strap test. In the present study all results were calcu-
lated with 100,000 bootstraps. In some cases, TDT
was calculated manually using the criteria presented
by Spielman et al. [1993], taking into account only
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unequivocal informative transmissions. Allelic rela-
tive risks (RR) were calculated as follows: RR ="T/NT,
where T is the number of transmitted alleles and NT the
number of nontransmitted alleles. Significance levels
must be considered cautiously due to multiple testing.

The evaluation of genetic effect on lipid parameters
was estimated by multiple regression and analysis of
variance (ANOVA) using SPSS version 10.0. These lipid
parameters analyzed included total cholesterol, trigly-
cerids, high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C),
and ApoB, and were measured using enzymatic and
turbidimetric standardized procedures [Valveny, 2000].
ApoB was used as an indicator of low-density lipo-
protein (LDL-C) cholesterol, as it is highly correlated
(0.90) with LDL-C levels, as previously described
[Livshits et al., 1997].

RESULTS
Allele and Haplotype Frequencies

After genotyping, three of the 101 families were
omitted because of the impossibility of the existence of
a Mendelian inheritance pattern. A recombination or an
ex-paternity event must have occurred within these
families.

Frequency distributions for the two markers in IHD
patients, their parents, and the total sample are shown
in Table I. In all cases, observed genotype values fitted
well the expected frequencies under Hardy-Weinberg
equilibrium assumptions. The most common allele in
each marker was ecNOS4*b (0.867 in patients, 0.854
in parents, and 0.869 in the whole sample) and G (0.515
in probands, 0.522 in parents, and 0.514 in the total),
and no frequency differences between patient and
parent subgroups were detected. It is interesting to note
that the relatively high frequency of the T allele in our
Spanish sample (for instance, 0.478 in parental sub-
series) contrasts to results in other populations, sug-
gesting an important population variation of this
polymorphism (see below).

Maximum likelihood haplotype frequencies (Table I)
were practically identical to unequivocal frequencies
calculated by direct counting from the reconstructed
haplotypes (93.4%) on the basis of family genotype infor-
mation. Haplotype distribution indicates that the most
prevalent haplotypes were b-T and b-G. Variation in the
two loci was statistically correlated with an excess of b-T
chromosomes. Linkage disequilibrium coefficient, D’,
equals 0.569 in the patient subgroup, 0.697 in parents,
and 0.662 in the total sample.
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Transmission Disequilibrium Analysis

A first general approach applying TDT to the global
family data failed to detect significant transmission
disequilibrium for individual alleles or haplotypes of the
two markers examined (Table II). Then, the patient
sample was stratified on the basis of environmental risk
factors (smoking, hypertension, type A behavior pattern
(TABP), stress, sex, and body mass index (BMI)), and
TDT analysis was applied to the different subgroups in
order to detect the potential importance of genetic
factors in relation to several environmental factors.

In patients with TABP, a remarkable transmission
deviation was observed for the ecNOS4a/b marker (x% =
3.209, bootstrap test P = 0.0628, asindicated in Table III;
y2=4.57, P=0.0325, from manual calculation). Allele
ecNOS4*b was significantly transmitted more times
than expected, showing an associated relative risk of
3.67.

Furthermore, the b-T haplotype showed a significant
association with a BMI of <25 in the patient sub-
sample when une%uivocal informative transmissions
were considered (y“=4.454, P=0.0348). In this case,
the estimated RR for the b-T haplotype was 0.22 and this
haplotype would be negatively associated with the
disease. In Table III, chi-square and bootstrap P values
are shown as calculated by the TRANSMIT program.

However, it should be noted that these significances
could be attributed to either multiple testing or low
sample sizes. In fact, the associations found must be con-
sidered nonsignificant due to multiple testing, although
they show some trends in interactions between gene-
tics and environment on the basis of cardiovascular
pathologies.

Effect of Polymorphisms on Lipid Levels

Lipid mean values of total cholesterol, HDL-C,
triglycerids, and ApoB in probands and parents are
shown in Table IV. The analysis was independently
performed for THD patients and their parents to avoid
the effect of internal correlations among relative
members of each family unit. Our data reveal an interac-
tion between the b-G haplotype and HDL-C. Among
probands, both heterozygotes and homozygotes for the
b-G haplotype present higher HDL-C levels than those
individuals lacking this haplotype, presenting an excess
0f 5.262 mg/dl (P =0.007, and P = 0.021 after Bonferroni
correction), as shown in Table V. The regression model
explains 19.1% of the total variation in HDL-C levels
(P=0.025), but 13.8% of this variation is due to the

TABLE 1. Genotypic and Haplotypic Frequencies*

ecNOS4a/b G894T ecNOS4a/b-G894T
aa ab bb N HW H GG GT 1TT N HW H a-G  aT b-G b-T LD
Total 017 223 .759 291 1.0 227 .261 509 .230 287 .814 510 .106 .025 .407 .461 .00001
Parents 022 245 .734 139 1.0 248 .248 .547 .204 137 .318 .547 124 .022 .398 .456 .00039
Children .020 .220 .760 100 672 234 293 455 .253 99 425 459 .101 .032 414 453 .04181

*The samples are divided in three subsamples: total sample, parents and affected children. N, number of individuals genotyped; HW, probability assuming
Hardy-Weinberg equilibrium; H, heterozygosity; LD, probability of linkage disequilibrium for the haplotype.
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TABLE II. TDT Results for Both Markers Individually and for the Haplotype

Marker/s N Genotype/haplotype  Freq. Obs. trans.  Exp. trans. Var (O-E) xZ D.F. Prob.
ecNOS4ab/G894T 98 a-G 0.1011 20.79 20.99 7.22 0.0052 1 0.9393
b-G 0.4113 83.38 83.28 23.09 0.0005 1 0.9811
a-T 0.0287 5.71 5.65 2.35 0.0011 1 0.9725
b-T 0.4589 92.12 92.08 22.68 0 1 0.9925
0.0066 3 0.9997
ecNOS4a/b 100 a 0.1294 28 27.1 10.44 0.0776 1 0.7915
b 0.8706 178 178.9 10.44 0.0776 1 0.7915
0.0776 1 0.7915
G894T 96 G 0.5177 103 103.25 21.95 0.0028 1 0.9532
T 0.4823 95 94.75 21.95 0.0028 1 0.9532
0.0028 1 0.9532

N, number of families included; Obs. trans., number of informative transmissions of allele or haplotype under estimation observed in the sample; Exp. trans.,
number of transmission expected under mendelian inheritance; Var (O-E), variance of the observed minus expected transmissions; D.F., degrees of freedom;

Prob., probability obtained after bootstrap test.

significant covariables (sex, age, and smoking) and 5.3%
is explained by the combined genotype. Among parents,
the whole model is only significant for the differences
between b-G/b-G homozygotes and the other genotypes
(P=0.030), but the differences between genotypes do
not stand after Bonferroni correction.

DISCUSSION

The general feature of this study is the lack of strong
association between molecular variation in the eNOS
gene and IHD that does not support any important role
for this gene as a major determinant of IHD suscept-
ibility in the Spanish population. Hence, our analyses do
not confirm genetic associations reported in other studies
[Wanget al., 1996; Ichihara et al., 1998; Miyamoto et al.,
1998; Hingorani et al., 1999; Hooper et al., 1999; Elbaz
et al., 2000]. However, partially significant associations
may suggest certain trends that deserve some comment.

The potential importance of ecNOS4a/b variation in
modulating THD risk in probands with a type A behavior
may have a physiological explanation. TABP was first
defined by Friedman and Rosenman [1959] from char-
acteristics such as impatience, hostility, and competi-
tiveness, and it has been associated with a greater
cardiovascular reactivity [Albright et al., 1988; Fichera
and Andreassi, 1998]. The association between an eNOS
polymorphism and IHD in TABP individuals might be
related to the role of NO in blood pressure regulation.
Individuals prone to blood pressure rises might have

increased susceptibility to IHD if they are carriers of
an eNOS variant with low efficiency in NO production.
In this way, results from Wang et al. [2000], demon-
strating that the eNOS protein produced by ecNOS4*b
homozygous had a reduced activity, may support the
association found between IHD and the ecNOS4*Db allele
in this study.

The other described association suggests a decreased
risk for IHD among the subjects who were b-T haplotype
carriers when they were not overweight or obese. This is
the first association study that uses the haplotype of
both markers, and it is not possible to make comparisons
with previous works.

At any rate, in spite of the risk of being too restrictive,
the significances found could easily be attributed to
multiple testing. So partial associations found here
should be interpreted as suggestions for further studies
designed to assess the interrelations between molecular
variation in eNOS genes and other factors, as organic
reaction to stress or body constitution, and their involve-
ment in the susceptibility to cardiovascular disorders.

Concerning the genetic impact of eNOS variation
on plasma lipids, only an influence on HDL-C levels
was detected. The presence of the b-G haplotype in
the affected subsample is significantly associated with
higher levels of HDL-C. This influence is consistent
between subsamples (the same effect is present in
parents too, but not reaching signification after the
Bonferroni correction), and a dose-dependent effect has
been observed in both subsamples. b-G homozygotes

TABLE III. TDT Results for Subdivisions of the Sample for Environmental Risk Factors

Marker/s N Genot/haplot. Freq. Obs. trans. Exp. trans. Var (O-E) x2 D.F. Prob.
TABP patients

ecNOS4a/b 34 a 0.1525 8 11.6 4.03 3.209 1 0.0628
b 0.8475 64 60.4 4.03 3.209 1 0.0628
3.209 1 0.0628

Patients with BMI < 25
ecNOS4ab/G894T 19 a-G 0.1801 7.9 6.84 2.29 0.489 1 0.4155
b-G 0.3639 15.1 13.83 4.49 0.3592 1 0.4913
a-T 0.0638 3.1 2.42 1.04 0.435 1 0.4954
b-T 0.3923 11.9 14.9 4.32 2.0906 1 0.0256
2.2496 3 0.3627
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TABLE IV. Mean Values of the Four Lipid and Apolipoprotein Parameters Analyzed
in the Subsamples

Total cholesterol Tryglicerids HDL-cholesterol ApoB
Patients (mg/dl) 194.1+8.3 124.9+13.5 36.2+1.6 96.9+4.9
Parents (mg/dl) 206.8 +6.8 109.7+9.8 46.8+1.9 98.8+3.9

TABLE V. Correlation Analysis Between HDL-C and the Haplotype b-G in Affected Individuals

N Mean + SD (mg/dl) Relative effect P
b-G absent 29 33.19+9.37 —5.262 0.007 (0.021)*
b-G present 55 37.14+8.47 0 —

All values have been calculated by multiple regression and analysis of the variance (ANOVA) using SPSS ver. 10.0.

#Probability after Bonferroni correction.

show higher HDL-C levels than b-G heterozygotes,
although these differences are not significant once mul-
tiple testing is taken into account. However, it is difficult
to impute a special relevance for IHD risk since the same
effect was present in probands and their parents. In
comparison with other studies, the only association des-
cribed between some of these polymorphisms and lipid
levels [Elbaz et al., 2000] was not confirmed in the
present study.

As for the human population variation, our data
indicate that the variation range of some eNOS markers
isremarkably wider than that in previous studies. In the
case of the ecNOS4a/b polymorphism, only the alleles
of four and five repeats have been found here, whose
frequencies do not differ from those previously describ-
ed for Asian and Caucasian populations [Wang et al.,
1996; Ichihara et al., 1998; Miyamoto et al., 1998; Yoon
et al., 2000; Zanchi et al., 2000]. Alleles of two, three,
and six repeats found in African-American populations
[Hooper et al., 1999] and in Berber and African popu-
lations (data not shown) were not detected in the present
study.

On the other hand, the present frequencies for the T
allele of the G894T polymorphism (0.478 and 0.485 in
the parents and offspring subsamples, respectively) are
among the highest so far described. Previous described
frequencies range between 0.05 and 0.07 for Asian
populations [Miyamotoet al., 1998; Yoon et al., 2000] and
0.31 and 0.37 for Caucasian populations [Markus et al.,
1998; Hingorani et al., 1999], with a maximum value
of 0.393 for the French population [Elbaz et al., 2000].
These data, jointly with the frequencies of 0.496 for a
South Spanish population and 0.433 for a North Spanish
sample (data from our laboratory), seem to indicate a
north-to-south cline variation for the frequencies of this
polymorphism that is paralleled by cardiovascular in-
cidences but whose relationship has to be demonstrated.
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ABSTRACT

Lndothelial nitric oxide synthase (eNOS or NOS3) is the main responsible for nitric
axide (NO) production in vascular system and different polymorphisms have been iden-
tifted in epidemiological studies. Trying to test the eNOS genetic variation in general
Popuiations we studied the 27-bp VNTR in intron 4 and G894T substitution in exon 7
markers in 6 Western Mediterranean populations (3 from Iberian Pen insula, I from
North Africa, and 2 from Sardinia) and a sample from fvory Coast, The VINTR frequen-
ctes in Western Mediterrancan and Tvory Coast it well into the ranges previously de-
seribed for Europeans and Sub-Saharans respectively, and a typical African allele has
been detected in polymorphic frequencies in the Berber sample. The (3894 T substitution
presents the highest frequencies deseribed for the T allele in the North Mediterranaan
populations. Linkage disequilibrium is present between both markers in all populations
except in the fvory Coast sample. The variation found for these polymorphisms tndi-
cates that they may be a useful tool for population studies even at microgeographical
el
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Introduction

Mitric oxide (NO) is a gaseous mole-
cule with important roles as a second
messenger. All these actions are played
by a single electron in its 2p-n antibon-
ding orbital’. In cardiac muscle and ves-
gel endothelium, WO inhibits platelet ag-
gregation, relaxes smooth vascular mus-
culature, reduces monocyle adhesion to
endothelivm®?, and attenuates atheroge-
nic processes?

MO is endogenously produced by a [a-
mily of three nitric oxide synthases (NOS).
These enzvmes are encoded by three dil-
ferent gpenes originated by duplications
from a common ancestral gene® and re-
ceived their names in the order they were
discovered: WNOS1 (or nNOS), NOSZ (or
iNOS), and NOS3 (or eNOS). Although
they share the same functional domains,
their cellular expression and regulation
is different for each NOS isoform. The
NOS isoform mostly involved in cardio-
vascular syvslem regulation is NOS33, and
16 the one with a well-known endothelium
vessel expression (Lhatl is why 15 so called
eNOS or endothelial NOS).

eMOS3 pene maps in chromaosome 7
(Te3a—Tq36) and expands 22 Eh contain-
ing 26 exons, Different polymorphisms
have been described all over the sequen-
ce, but no populational study has been
made on them. The two most well-known
markers on cNOS gene are eeNOS4a'b
and GAT. ecNOS4a'h is a 27-bp VNTR
located in intron 4 with two main alleles
called ecNOS4%a and ecNOS4%b (with 4
and 5 repeats of the consensus 27-bp se-
quence, respectively) and two rare alleles
{ound only in African-origin samples cal-
led ecMOS*Ye and eeNOS4%y (with 6 and 3
repeats, respectively). The other polymor-
phism is the GRS T substitution in exon
7, leading to an aminoacidic substitution
from glutamate to aspartate.

Previous studies performed on eNOS
palymorphisms focused on possible asso-
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ciations between them and many diffe-
rent diseases, most of them in the cardio-
vascular system (for a review, see Wang
and Wang, 2000%. Moreover, the majority
of these studies did not talke into account
the ethnical origin of their samples and
only some of them considered the major
origin of the individuals® (Caucasians, Af-
rican-Americans, or Aslans),

In a previous study of our group®, fre-
quencies for the GB4T polymorphism in
a Spanish population were significantly
different from that described in other stu-
dies, except that published recently for
an Italian population in an association
study?. The samples used in these two
studies belong to the same geographical
area: the Mediferranean Baszin. Accord-
ing to World Health Organization data,
this area has one of the lowest cardiovas-
cular disease incidences only comparable
to far East populations {e. g. China and
Japan) and the eNOS penetic variation in
Mediterranean Basin has been scarvcely
investipated.

In this context, the aim of the present
work is Lo explore variability in eNOS
gene in a sel of Western Mediterranean
populations in order to analyze their ge-
netic background and establish possible
similaritics among these populations.

Materials and Methods

Samples

A total of six Western Mediterranean
populations were included in the present
work. Three samples came from the The-
rian Peninsula: one from Asturies {in the
north, n=114), one from Center (n=120],
and one from Andalusia (in the South,
n=121). Two were {rom Sardinia; one from
Nuoro (n=94) and one from Cabras (n=25).
The last one was a Berber sample (n=120)
from Khénifra in Morocco, As an out-
group, we analyzed a Sub-Saharan sam-
ple (n=112) from Ahizi, in Ivory Coast. All
individuals were healthy blood donors
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with the four grandparents coming from
the same geagraphical area. They were
alzo informed on the objectives of the
study and written consent was obtained
for all individuals.

Grenetic and statistical analyses

Determination of both polymorphisms
included amplification by a PCR proce-
dure and run in a 2% agaroze gel electro-
phoresis as described previously?. For the
(GBO4T marker, prior to electrophoresis a
digestion with 4U of Banll enzyme was
performed,

Genotypic frequencies for bath poly-
morphisms were computed by SP33 ver-
sion 10.0 for Windows', Allelic frequen-
ries, Hardy-Weinberg adjustment, linkage
disequilibrium, and haplotypic frequen-
cies were caleulated by Arlequin version
2.000™. Intrapopulational penetic varia-
tion, total gene diversities, and coefli-
cients of gene differantiation were com-
puted using the Genetix 4.02 software
package.

Reynolds genetic distances hetween
pairs of populations and neighbor joining
trees were constructed using the PHYLIP
3.6 package'®. The topology was assessed
through 1000 bootstrap iterations. A prin-

cipal components analysis (PCA) was per-
formed using SPSE 10,07 {0 assess pe-
netic relationships between populations,

For the comparative purposes other
data on control samples as those from
Tanus-Santos et al’, Salvarani et al®
Miyamoto et al.™¥, IHibi et al.'™, Yoon et
al.'®, Benjafield et al.®, and Pulkkinen et
al.'" were included in some analyses.

Hesults

Allelic frequencies are shown in Table
1. In all populations, the most common
allele for the 27-bp VNTR is ecNOS4%h,
but its frequency ranges from 0.9121 (in
the Cabiras population) to 0.6116 (in Ivory
Coast), showing lower values in the Afri-
can samples (Ivory Coast and Berbers).
The ecNOS4%e allele is present in poly-
morphic [requencies only in both African
samples, although one individual from
the Asturies sample was heterozygous for
this allele. The ecNOS4%y allele was not
present,

For the GRMT substitulion, frequen-
cies for the T allele range from 0.5270 (in
Nuoro} to 0.0758 (in Ivory Coast), show-
ing the highest values in the North-Medi-
terranean populations.

ALLELIC FREQUEMCIES AND H%RDY—WIN;‘%J;EE%;GHHHILIT] ES IMO1 BOTH POLYMORPHISMS

AST CENT AND CABR NUOR  BERB IVOR

peNOS4ab 3 p J
5 01408 01695 01154 00879 01951 01822  0.3571
b 08545 08305 06546 09121 08649 07944  D.6LIE
¢ 01,0045 00234 00313
_ HWp 01705 07424 06485 10000 01088 07193 07869

GRIAT

a 05773 06441 051286 05055 04730 05355 09241
T 04227 03559 04872 04945 05270 03645  0.0769
_HWp 0.0452 02313 02601 01456  0.0419 10000  0.4788

ABT = Asturies; CENT = Center Spain; AND = Andalusia; CABR = Cabras: NUOR = Nuoro:
BERB = Berbers from Khénifra; IVOR = Ivory Coast
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TABLE 2
HAPLOTYPIC FREQUEMCIES, LINKAGE DISEQUILIBRITUM PROBABILITY (F LD}, LINKAGE
DISEQUILIBRIUM COREFFICIENT (D, AND TOTAL GENE DIVERSITY (GIN

VO

AST CENT AND CABR  NUOR  DERB
aG 01152 01518  0.1027 00879 010138 01518  0.3571
a-T 0.0257 00177 00127 0.0338  0.0905
b-Gi 04576 04923 04101 04176 03717 04604 05402
b-T 0.3970 03382 04745 04945 04932 03340  0.0714
oG 00045 00234  0.0268
= ST 0.0045
o 05814  0.7066  0.7741  1.00DD 05263 05932 -
p LIy (L0535 00074 11,0005 (IR V] 00200 04218 01870
GD 0.6206  0.6226  0.5972 05765 06086  0.6516  0.5774

AST = Asturies; CENT = Center Spain; AND = Andalusin; CABR = Cabras; NUOR = Nuarn;
BERE = Barbers from Khénifra; IVOR = Tvory Coast

For both markers, observed genotype
values fitted well the expected frequen-
ciee under Hardy-Weinberg equilibrium
assumptions with two minor exceptions
for the GEBMT palymorphism, far which
Asturies and Nuoro show prohability val-
ues only slightly lower than 0.05 (0.0453
and 0.0419, respectively).

The most common haplatypes in all
populations were b-( and b-T, except in
the Ivory Ceast sample, where h-G and
a-(3 haplotypes presented the highest fre-
quencies {zee Table 2} as expected from
bath the low T and the high eeNOS4%a al-
lele frequencies in this population,

Both polymorphisms showed linkage
disequilibrium in all populations, except
inthe Ivary Coasl sample (see Table 2). IV
values range from 0.5253 (in Nuoro sam-
pled to 1 {in Cabras sample).

Gene diversity was very similar in
all populations, ranging from 0.6516 {o
06765,

Intrapopulational genetic varation (Hs),
total gene diversity (Ht), and coellicients
af gene differentiation (Get) are shown in
Table 3. Ht for both markers is 0.397, and
Get iz 0.0689. Ivory Coast population in-
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erease the lotal value of Gsl because of 1ts
dilferentiation from all ether populations
here analyzed. Gst caleulated without the
Ivory Coast sample decreases (o 0.0111.

From genetic distances analysis, a
neighbor-joining trec with the seven ana-
lyzed populations was constructed (Fig-
ure 1), All the Meditereancan populations
were joined at one side of the tree with
the two Sardinian populations in the sa-
me sub-branch, while Berbers were closer
to the Sub-Saharans than any other Med-
iterranean population.

In order to get a more general genetic
picture, distance analvses were repeatad
adding seven populations from which da-
ta on the two polymorphisms were avail-

TABLLE 2
INTRAPOPULATIONAL GENETIC VARIATION
(HS), TOTAL GENLE DIVERSITY (HT), AND
COEFFICIENT OF GENE DIFFERENTIATION
(GET) POR EACH POLYMORTHISM AND FOR
BOTH TOGETHER

H= Hi Gsl_
ecNOS4a/h  (.3015  0.3181  0.0522
GRG4T 0.4379  0.4760 0,080
Total 0.3697  0.3970  0.0689
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Fig, 1. Neighbor-foining tree of the seven
anaivzed poprlotions.

AST = Asturies; CENT = Center Spain; AND =
Andalugia; CARY = Cabras; NUOR = Nuoro; BERR
= Berbers from Kluleifta; IVONE = Tvory Coast

[ ]

able. These populations were: Halians®,
African-Americans’, two Japanese popu-
lations {rom Kyoto'® and Kanagawa'®
Koreans'®, Australian Caucasians, and
Finnish!'".

Population relationszhips among these
populations are depicted in a neighbor-
joining tree (Figure 2) and a PCA (Figure
3. Asian and Sub-Saharan populations
appeared prouped in clearly particular
clusters. Furopean and North African
samples were grouped together, PCA ex-
plained 85.803% of the folal variation in
allele [requencies for both markers and
slight differences could be obeerved in the
EuropeMNaorth-Africa cluster. North-Cen-
ter European-origin populations (Austra-
lians and Finnish) are slightly separated
from other samples and Berbers are
slightly closer to African samples,

Discussion

The present study has examined the
genetic distribution of the ecNDS4alb
VNTR and the GS94T substitulion in the

ARTIA CAER
£ETU
. TS LR
fii
Ay
T
EERDY
—1
CTHT

01

Fig. 2. Neighbor-joining tree of the senen
analyvzed populations togetier with seven
popuiations taken from references.

AST = Astiries; CENT = Centor Spain; AND =
Andolusio; CANR = Cabras; NUOR = Nuoro; BERR
= Borbars from Khénifra; IVOR= fvory Coast; ITAL »
Daly; AUST = Australia; FINL = Finland; AFAM =
African-Americans; KORE = Korea; JAPT and JAP2
= olexprern

eNO3 pene in a sel of six Mediterranean
populations and in a Sub-Saharan popu-
lation. These are the first genetic data on
the populational variation of NO produc-
tion genes. Our results arve slightly differ-
ent from that published for an epidemio-
logical study in an Italian population®,
where ecNOS4%a allele was present in a
frequency of 0.219, higher than any Euro-
pean Mediterranean population here an-
alyzed. Furthermoare, the present data
confirm that ceN0OS4%c allele is only pres-
ent in polymorphic frequencies in Afri-
can-origin populations, as previously sug-
gested in African-American populations
in association studies”

By the other hand, GRO4T frequencics
in all European populations here ana-
lyzed (with the exceplion of Center
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Fig, 3. Principal components analysis on
fourteen populations,

AST = Asturies; CENT = Center Spain; AND =
Andalusia; CABR = Cobros, NUOR = Nuore; BERB =
Berbers from Khiéndfra: IVOR = Tvary Coast; ITAL =
fealy; AUST = Austrelia; FINL = Finland; AFAM =
African-Americans; KORE = Korea; JAPI and JAP2
= JJapan

Spain) together with that previously des-
eribed? confirm that Eurepean Mediter-
ranean populations show the highest T
allele frequencies ever deseribed.

Cabras (with the lowest frequency for
ecNOS4*a allelel and Nuore (with the
lowest frequency for G allele) presented
the extreme values in genetic variation.
That might be related to the effect of geo-
graphical isolation.

Linkage disequilibricm between both
markers was expectable as the two mark-
ers are separated only 1.8 Eb. Ivory Coast
sample shows no linkage disequilibrium
and this fact is in accordance with previ-
ous reports on the lack of linkage disequi-
librium between some polymorphisms in
Afriean populations®®. That iz, it might be
attributed to the constrictions in the re-
cent settlement of Burope and the Medi-
terrancan Basin®',

As expected, ecach principal eompo-
nent (PC) correlate with the information
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of sach polymorphism, but PCA was per-
formed in order to group the populations
in a two-dimensional representation, Thus,
PCI resemble ecMOS4a’h variation and
PC2 GEPAT variation with a correlation
coefficient higher than 80%, PCA and
neighbor-joining trees clearly differenti-
ate Asian, Sub-Saharan, and European-
-Mediterranean populations in different
clusters, In the Europe-Mediterra- nean
cluster, two sub-groups can be observed:
Northern-Central Evrope origin, and Med-
iterrancan populations,

PCA and neighbor-joining trees put
Herber population together with the other
Mediterranean populations with some
trends towards Sub-Saharan origin popu-
lations. This might reflect a slight degrees
of genetic influence of Sub-Saharan popu-
lations in Berber genetic background.

Az summary, the genetic variation
showed in eMOS gene makes it a useful
tool for populational studies, even at a
microgeographical level. This variation iz
still poorly-known at population level,
and further approaches should be done.
Population studies on functional genes
are showing an increasing importance in
epidemiology and new disciplines, such
as pharmacogenetics.
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MOLEKULARNE VARIJACIJE U GENU ZA ENDOTELIJALNU
SINTAZU DUSIKOVOG OKSIDA U POPULACIJAMA ZAPADNOG

MEDITERANA

SAZETAK

Endotelijalna sintaza dusikovop oksida (eNOS ili NOS3) u najvednj je mjeri odgo-
vorna za proizvodnju dusikovog oksida (N u vaskularnom sustavu i razliditi poli-
morfizmi identificirani su u epidemiologkim studijama. Cilj ove studije je testirati va-
Tijacije eNOS gena u opdo) populaciji ispitivanjem VNTR-a velicine 27-pb u intronu 4 i
GBMT supstitucije u exonu 7, u 6 populacija zapadnog Mediterana (3 iz Therijskog
poluctoka, 1 iz sjeverne Afrike, 2 iz Sardinije) te u uzorku iz Obale slonovade, Tees-
talosti VNTR-a u zapadnom Mediteranu i Obali slonovade odgovaraju rasponima kaoji
B veé ppisani za europske, odnosne, sub-saharske populacije, a tipiéan afridki alel je
Pronaden s polimorfnom uéestaloiéu u uzorku populacije Berbera. Supstitucija GB94T
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pokazala je najvede udestalosti opisane za T alel u populacijama sjevernog Mediterana.
Dizekvilibrij vezanosti pena prisulan je izmedu oba hiljega v svim populacijama osim u
uzorku populacije Ohale slonovade. Varijacija kaja je nadena za te polimorfizme ukazu-
je kako bi oni mogli biti korisno orude u populacijskim studijama éal i na mikrozemijo-
PLSTG] TREINL.
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