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Introduccio

Malalties comunes,
Malalties complexes

La majoria de les malalties comunes humanes
tenen una prevalenca elevada a la poblacido general, i
encara que de moltes es coneix (o intueix) una base
genctica, pocs gens n’han estat associats, i encara menys
n’han estat directament involucrats com a causants. La
majoria de les 9000 malalties d’origen genctic descrites
en humans (Online Mendelian Inheritance in Man,
OMIM, 2002) presenten un patré d’heréncia mendelia,
principalment de caracter monogenic. Aquestes
malalties, anomenades malalties mendelianes classiques,
sovint comporten un efecte molt drastic en 1’individu,
perd sén molt poc freqiients en la poblacidé general
(<0,01%). Les malalties comunes, en oposicio, presenten
un patrd d’heréncia complex i efectes menys drastics en
el pacient, pero, afecten a una part molt important de la
poblacié significant un greu problema de salut publica.
Exemples de malalties complexes sén la dislexia,
Iepilépsia, 1’Alzheimer, 1’esquizofrénia, la diabetis, els
trastorns d’ansietat, ’asma i la psoriasi, entre d’altres.

La base genética de les malalties comunes és
poligénica i multifactorial. La interaccié entre els
diferents gens és variable, podent ser tant additiva com
multiplicativa, a la qual cosa s’ha de sumar a més 1’efecte
dels factors ambientals sobre 1’expressio dels gens i la
seva interaccio. La relacid entre la genética i el fenotip
no és simple, en part degut a I’heterogeneitat genética
que ¢és present tant a nivell de locus, com d’al‘lels, i en
part degut a I’efecte pleotropic de moltes d’aquestes
variants. En oposici6 al concepte de gen causant, lligat a
la idea de I’heréncia mendeliana, a cadascun dels gens
implicats se’ls anomena gens de predisposicid, distincio
que, encara que artificial, permet remarcar el caracter
contribuidor, comparable al de qualsevol dels altres
factors generals de risc descrits per a la malaltia.
Tradicionalment, segons la seva contribucié individual al
risc de la malaltia es distingeix entre poligens, gens que
contribueixen d’igual forma amb petits efectes, gens
majors, gens que tenen una accié predominant sobre els
altres loci (o gens menors), 1 oligogens, amb efectes
intermedis (Morton 1998).

Altres caracteristiques, comunes amb les malalties
monogeniques  classiques, com la presencia de
mosaicisme (germinal i somatic), heréncia mitocondrial,
expressivitat i penetracié variable (edat, sexe, etc.),
interaccions géniques, efecte ambiental, fenocopies, etc.,
estan presents en [’heréncia d’aquests gens de
predisposicio, sent un factor de complexitat afegit en el
patr6 d’hereéncia de les malalties comunes o complexes.



Estimacio del component genétic

Definici6 del fenotip en els estudis genetics

En D’analisi genética d’una malaltia el primer
pas ¢és la definicio del tret a estudiar, definici6 que ha de
ser de facil reproducci6 i validacid. El coneixement de
les bases genétiques permet una millor comprensio dels
caracters essencials del fenotip i, de forma reciproca,
ajuda en el refinament de la definici6, en un procés
gradual i progressiu. En general les malalties comunes es
caracteritzen per una gran variabilitat fenotipica, la qual
cosa dificulta I’establiment d’una definicié clara. La
inclusié de variables com 1’edat d’aparici6 de la malaltia,
diferéncies en el fenotip clinic, analisi dels individus amb
historia familiar o 1I’Gs de fenotips severs de la malaltia
milloren la definici6é del fenotip en els estudis genétics
(Lander iSchork 1994). De forma alternativa es pot
recorrer a I’estudi dels fenotips intermedis de la malaltia.

La majoria dels trets associats amb les malalties
son de caracter quantitatiu. Aquests, a
diferéncia dels trets discrets (qualitatius), presenten una
distribuci6 continua a la poblacio dificultant
I’establiment d'un llindar patologic, que en determinar-se
de forma arbitraria pot no reflectir cap realitat biologica.

comunes

Mesura de la contribucio genetica

Un cop establert el fenotip més idoni (global o
intermedi), el segilient pas ¢és la determinacido i
quantificacié del component o base genética. Aquest es
pot posar de relleu de diverses formes: observant
I’agregacio familiar, mesurant el risc familiar, en estudis
de bessons o mitjangant estudis de segregacio.

Agregacio familiar

La preséncia de multiples afectes en una genealogia
€s una caracteristica comuna de moltes de les malalties
complexes. Aquesta agregacio familiar és una indicacio
important d’una base genética perd no suficient, ja que
altres components no genétics (ambientals, eétnics i
culturals) poden estar en la base d’aquesta observacio.

Heretabilitat i Risc de recurréncia familiar

Aquests son dos parametres que permeten mesurar el
component genétic. L’heretabilitat (h*) mesura la part de
la variabilitat present en la malaltia deguda a un factor
genetic. Generalement les estimacions es fan a partir del
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grau de correlacid entre parelles de familiars (de ler, 2n,
o 3er grau), i el seu valor oscil-la entre h%=0, en els casos
de malaltia no genética deguda a factors ambientals, i
h2=1, en el cas de determinacié genctica del 100%.

El risc de recurréncia familiar (Ag) és un
parametre que permet quantificar la intensitat de 1'efecte
genétic i mesurar la facilitat per identificar-lo; com més
alt sigui el risc, més alt és el component genétic, i més
facil és d’identificar-lo. El risc de recurréncia (Ar) es
defineix com la relacié de la prevalenga entre un grup de
parents R (germans, pares, fills, oncles, etc....) respecte a
la prevalenca en la poblacié general G (Ar=fr/f;). El
utilitzat és el de risc en germans
(sibblings)(\s). Un valor de risc superior a 2, és indicador
d’un component genétic significatiu, perd el seu
significat depén de la prevalenca de la malaltia. Les
malalties amb una freqiiéncia elevada presenten
generalment uns valors de risc més baixos.

L'estudi del patr6é de riscos en diferents grups
familiars €s una mesura més adient de [I’etiologia
genética, que aporta informacié suplementaria sobre el
nimero de gens implicats, el patré d’heréncia i el
possible mode d’interaccid génica.

valor més

Estudis de bessons i de germans adoptius

Els estudis de germans permeten distingir I’efecte
dels components genétics i ambientals d’una malaltia. Si
els dos bessons son afectes es diu que hi ha concordanga
per al tret, en cas contrari es parla de discordanga.
L’estimacié de les taxa de concordanga entre bessons
monozigotics (MZ) i dizigotics (DZ) permet quantificar
el grau d’heretabilitat. D’altra banda, estimacions de la
concordanga entre bessons MZ crescuts junts o bé en
ambients diferents i1 I’estudi de germans adoptius,
permeten contrastar la importancia relativa de I’ambient
en la condici6 estudiada.

Tant en DI’estudi de bessons com d’adopcions, és
dificil obtenir una mostra d’una mida estadisticament
adequada. Molts dels estudis son petits la qual cosa porta
a resultats no significatius o esbiaixats, a més, diferéncies
metodologiques com la forma de seleccidé de la mostra
(poblacié general o be d’estudis dirigits) o els requisits
que imposa les caracteristiques especials de la malaltia (p
ex. edat d’aparicio, recurréncia) condicionen les
estimacions derivades.

Segregaci6 familiar



Els estudis de segregaci6é permeten obtenir
evidéncia de 1’accid genica en 1’agregacid familiar.
Aquests estudis es basen en el métode estadistic de la
maxima versemblancga, estimant parametres associats al
tipus d’heréncia (freqiiéncia génica, penetracio, grau de
dominancia) que permeten construir un model probable, i
identificar quin és el que millor s’ajusta a les dades
observades. Les estimacions dels parametres associats
amb el model d’heréncia son usades en el segiient pas del
procés d’analisi genética (estudi de lligament genétic)
(Farrer iCupples 1998). Aquests models poden presentar
un component mendelia classic (dominant o recessiu) o
no-mendelia (com els models poligénics, mixtes) o
poden ser purament ambientals (sense evidéncia
genetica).

Mapatge

L’assignacio d’un locus al genoma pot produir-
se de forma casual, com és el cas d’associacions amb
regions amb alteracions cromosomiques (duplicacions,
translocacions, delecions), o bé en casos on s’aprecia una
comorbiditat amb una altra malaltia (relacionada o no) de
la que si es coneix la posicid genomica. Aquestes
aproximacions encara que de forma puntual poden donar
molta informacid, sén limitades i no permeten la cerca
génica d’una manera independent.

La cerca independent de regions del genoma
lligades a un tret fenotipic ha estat possible pel
desenvolupament de marcadors anonims (en principi no
relacionats amb el gen) del genoma. Perd no ha estat fins
a la darrera década que el desenvolupament de marcadors
genetics molt potents ha permes la seva aplicacio en la
cerca aleatoria en tot el genoma.

Marcadors i mapes de marcadors

Qualsevol caracter amb heréncia mendeliana pot
ser usat com a marcador genétic. Aquest només ha de
tenir determinades caracteristiques per poder ser eficient:
ser altament informatiu, facilment identificable i
reproduible a partir de material de simple obtenci6.

Els tipus de marcadors genétics utilitzats han
variat de la ma dels avengos de la genética molecular
(taula 1), primant la seva informativitat, el seu ntimero i
la rapida deteccio. La informativitat d’un marcador fa
referéncia a la capacitat de produir meiosis informatives.
Una meiosi es diu que ¢és informativa si permet
identificar un fenomen de recombinacié a la familia;
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totes les meiosis de pares homozigots, i la meitat de les
produides pels pares heterozigots idéntics, produeixen
meiosis no informatives. La informativitat es valora amb
dos parametres; el valor d heterozigositat d’un marcador,
que mesura la probabilitat que un individu triat a 1’atzar
sigui heterozigot, i amb el contingut informatiu del
polimorfisme (PIC), que és una mesura més restrictiva,
on es té en compte la pérdua d’informacié resultant del
creuament entre dos pares heterozigots idéntics, els
valors absoluts de PIC son sempre una mica més baixos
que els d’heterozigositat.

Els marcadors es disposen ordenats en mapes del
genoma que permeten la localitzacié del /ocus associat a
la malaltia estudiada en referéncia a ells. Principalment
es poden distingir dos tipus de mapes de marcadors:
mapes genétics 1 mapes fisics.

Els mapes fisics representen la distancia fisica
entre dos loci, normalment expressada en parell de bases
(pb) (distancia real) o en el cas dels mapes fisics de
radiaci6 en centiRai (cR) (distancia estimada). Aquests es
basen en la freqiiéncia de trencament per radiacié induida
en linies d’hibrids cel-lulars, i I’equivaléncia amb la
distancia real en pb depeén del nivell de radiaci6. Altres
mapes fisics estan basats en STS, YACs o directament la
seqiiencia, on s’ordenen els diferents fragments per
encavalcament.

Els mapes genétics mesuren la fraccio de
recombinaci6 entre dos loci en funci6 de la distancia i la
probabilitat d’un fenomen de recombinacié entre ells; les
unitats de mapa estan quantificades com el percentatge
de recombinacié (0) o centiMorgans (cM) (1cM és la
unitat basica distancia genética (w), equivalent a 1’1% de
recombinacio).

Per a una fracci6é de recombinacid petita (<10%),
P’estimacié de la fraccid és equivalent a la distancia
fisica, de manera que la freqiiéncia de recombinacio €s
additiva en distancies curtes, perdo no en les distancies
llargues on mai pot excedir el 50% (meitat de gametes
recombinants). L’ajust de la freqiiéncia de recombinacid
a la distancia genética és fa mitjancant correccions
matematiques denominades funcions de mapa. Aquestes,
poden considerar la preséncia de fenomens
d’interferéncia (I) entre els processos de recombinacid
(efectes positius 1 negatius). Les més emprades son la
funcié de Haldane (no té en compte la interferéncia) i la
funci6 de Kosambi (considera la interferéncia) (Ott
1999).



Taula 1

Marcadors genétics emprats en el mapatge de malalties humanes

Tipus de marcadors loci (n) caracteristiques

Grups sanguinis
(1910-1960)
Variants de mobilitat

20 dificil deteccio

electroforetica 30 dificil deteccio
(1960-1975)
HLA . .
(1970- 1 molt informatiu
RFLP S .
(1975- >10 facil deteccio; Southern, PCR
VNTR
minisatel-lits 4 L .
(1985- >10 facil deteccio; Southern
microsatel-lits
(1989- >10° facil deteccid; per multiplex
distribuci6 arreu del genoma
SNP >10° R
(1998- distribuci6 arreu del genoma

facil deteccio; hibridacio en placa, espectrometria (HPLC)

baix polimorfisme

baix polimorfisme

nomeés 1 locus a 6p21.3

baixa heterozigositat (Max; 0,5)

alta heterozigositat
localitzacio principal a telomers

baixa heterozigositat

Les funcions de mapa soén essencials en 1’analisi
de lligament de multiples punts per a convertir les
fraccions de recombinaci6 observades en distancia
genética, pero en general els mapes genétics son poc
eficients en el mapatge de distancies inferiors a 2 cM.

La relacié entre el mapa genétic i el fisic no és
igual en els dos sexes ni tampoc al llarg del genoma. El
mapa geneétic de la dona és un 10% més gran que el de
I’home, a més, la distribucié de la freqiiéncia de
recombinacio és més freqilient en els telomers en el cas
dels homes, i en els centromers en les dones. De forma
general s’assumeix que 1cM equival a 1 Mb, encara que
en el cas dels homes equival a 1,05 Mb i a 0,70 Mb en
les dones. Basant-se en aquestes diferéncies els mapes
genétics poden assumir una recombinacio igual o bé
poden presentar les diferéncies especifiques per sexe.

En I’apartat de “Bases de dades electroniques” de
la secci6 de Referéncies, s’han indicat les adreces
electroniques on es localitzen alguns dels mapes genétics
més emprats en el mapatge genétic.
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Analisi genética
en malalties complexes

Els estudis de mapatge genétic es basen en el
fenomen de la recombinacidé meiotica, el qual és
examinat de diverses formes per determinar la distancia
genctica entre dos loci (p.ex., marcador-malaltia,
marcador-marcador). La probabilitat de recombinacio
entre dos Jloci és funcid de la distancia fisica que els
separa, com més a prop siguin més probable sera que es
transmetin de forma conjunta, de manera que €s més
probable que dos individus afectes de la mateixa familia
comparteixin els mateixos allels o fragments
cromosomics. Partint d’aquest suposit, els estudis de
mapatge genctic estan dirigits a posar de manifest si
algun al'lel (locus malaltia o un Jocus proper) s hereta
conjuntament amb el fenotip estudiat, o bé alguna variant
al-lélica estd present amb una freqiiéncia alterada
respecte a I’esperada per atzar en la poblacidé general.

A grans trets els métodes de mapatge es poden
agrupar en metodes de lligament genétic i metodes
d’associacio al-lélica.

Analisi de lligament genetic

S’anomena lligament geneétic, quant dos al-lels
en dos loci segreguen de forma conjunta dins d’una
familia. La forma més senzilla de localitzar un gen, és
examinar de quina forma es transmeten els haplotips de
pares a fills. Amb 1’observaci6 directa dels fenomens de
recombinacié es pot localitzar el gen en una reduida
regid6 en un mapa meiotic de trencament. Pero,
I’heterogeneitat genctica, la penetracid variable, el
genotipat incomplet o la manca de part de I’estructura
familiar, dificulten aquesta aproximacio, per la qual cosa



s’ha de recorrer a 1'"1s de métodes estadistics d’estimaciod
de probabilitats.

En I’analisi de malalties comunes, els estudis de
segregacio donen una idea de quin és el model d’heréncia
de la malaltia, pero sovint és dificil definir un model
potent, de nmanera que és necessari realitzar
aproximacions estadistiques que no requereixin
I’assumpci6é de cap patrdé predeterminat d’heréncia. En
base a aquesta necessitat, es distingeix entre metodes de
lligament genétic dependent de model genétic (també
anomenats parametrics) i métodes independents de model
genétic (anomenats no parametrics).

Meétodes dependents de model geneétic

Aquests metodes d’analisi requereixen la definicio
d’un model d’heréncia i la dels parametres associats com
la freqliéncia al‘lélica, taxa de mutacid, penetracid i grau
d’heterogeneitat genética. Generalment es fa referéncia a
aquests métodes com analisi de lod score.

El lod score (LOD; acronim de I’anglés log odds)
¢és un estadistic que expressa la probabilitat que un tret
cosegregui amb un marcador. Matematicament és el
logaritme del quocient entre la probabilitat que segreguin
de forma lligada (hipotesi nul-la) respecte la possibilitat
que ho facin de forma independent, no lligada (hipotesi
alternativa). Els valors de LOD poden ser positius o
negatius, i un valor superior a 3 (radé de probabilitat de
lligament vs no lligament de 1000:1) esta establert com a
indicador de la localitzaci6 del locus malaltia (lligament)
mentre que valors inferiors a LOD=-2 son indicatius de
no lligament (Morton 1995).

Les probabilitats de lligament per a cada familia
es poden multiplicar, i el LOD es pot sumar en totes
elles, de forma que els resultats en un gran nombre de
families poden ser acumulats per augmentar les
evidencies.

L’analisi de lod score es pot realitzar valorant de
forma independent cada marcador genétic en relacio al
locus problema (generalment /ocus malaltia), és el que
s’anomena analisi de dos punts (two-point analysis), o bé
aprofitant la informacié de més d’un marcador, analisi de
multiples punts (multipoint analysis). En el primer cas, es
compara la probabilitat de Illigament respecte no
lligament entre un Unic marcador i el /ocus malaltia,
considerant diferents fraccions de recombinacié possible
(distancia genética des de 6=0 a 0,5). En el cas de
I’analisi de multiples punts es parteix d’un mapa de
marcadors, i s’analitza de forma seqliencial la posicid
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(amb diferents fraccions de recombinacid) del locus
malaltia respecte dos marcadors contigus al llarg del
mapa, amb la qual cosa es guanya informativitat i s’obté
una major eficiéncia en I’analisi (Xu et al. 1998) (Ott
1999).

El calcul de l’estadistic LOD es pot realitzar
mitjancant diferents aproximacions matematiques, les
quals determinen el tipus de families que poden analitzar
de forma eficient el programari (software) d’analisi
geneética. Aixi doncs, els metodes que consideren tots els
loci al mateix temps (Elston iStewart 1971) sén adients
per a l’estudi de grans genealogies, perd amb pocs
marcadors, mentre que els métodes que consideren tots
els membres de la familia (Lander iGreen 1987) sén
adequats per a I’estudi de molts marcadors perd en
families de mida reduida.

Metodes independents de model genétic

Aquests metodes no necessiten de 1’especificacio
d’un model genétic predeterminat, encara que parametres
com el nombre d’al'lels, la freqiiéncia al-l¢lica i el mapa
dels marcadors han de ser definits de forma prévia. En
alguns casos, metodes parametrics amb condicionants de
penetracié minimitzada, son comparables a metodes no
paramétrics; com ¢és el cas del métode de baixa
penetracio o “affecteds-only”, ampliament emprat com a
substitut de métodes no parameétrics.

El suposit inicial d’aquesta aproximacioé és que si
dos individus d’una familia son fenotipicament similars, i
existeix un condicionant genétic, els individus han de
compartir marcadors genétics similars, prop del gen que
contribueix al tret. La comparticié o semblanca depén del
grau de contribucid del Jocus al tret estudiat i de la
distancia entre el locus i el marcador estudiat.

En aquests estudis, la comparticio d’al-lels pot ser
formulada sense tenir en compte 1’heréncia; el que
s’anomena, al-lels idéntics per estat (IBS), o bé si es té en
compte I’heréncia i es pot determinar 1’ascendéncia,
al-lels ideéntics per descendéncia (IBD), aixd ¢s, al-lels
iguals heretats d’un ascendent comu. La probabilitat que
dos individus afectes comparteixin 0, 1 o 2 al-lels IBS,
depén del nombre d’allels del marcador, i la de
compartir al-lels IBD, del nombre d’al-lels i del grau de
relacié familiar. El grau d’informacié dels meétodes d’
IBD ¢és major ja que incorpora informacié sobre
I’heréncia de la mateixa regid, per descendéncia. Sota
condicions de lligament, aquestes proporcions de



comparticid varien, sent el que es posa a prova en les
analisis de lligament.

El grau de comparticié d’al‘lels s’estima a partir
de I’analisi dels membres de la familia. Els métodes més
emprats utilitzen parelles de germans (métodes de sib-
pairs), encara que aquests metodes han estat modificats
per a incloure altres tipus de parelles amb un diferent
grau de parentesc (metodes d’affected relative pairs).

v Els métodes de sib-pairs, es basen en I’estudi
d’al'lels IBD, comparant el nimero de parelles
de germans que comparteixen 0, 1 o 2 al‘lels.
Quan no es pot determinar 1’IBD, hi ha métodes
d’estimacid (com el denominat de maxim
likelihood score (MLS) ), que permeten emprar
la informaci6 d’altres membres de la familia per
estimar els valors de IBD en les parelles de
germans, comparant la probabilitat de les dades
sota determinades freqiiéncies de comparticid
observades respecte el cas de no lligament. El
resultat és un valor similar al LOD que també és
additiu.

v' Els métodes d’affected relative pairs (ARP),
comparen la compartici6 en més tipus de
parelles de familiars. En algun cas s’analitza
només I’IBS (métode affected pedigree member,
APM); i1 en altres I'IBD (SimIBD, non
parametric  linkage, NPL). L’analisi de
lligament no parameétric (NPL), afegeix una
millora als altres métodes d’ARP, ja que a més
de comparar parells de familiars, compara
simultaniament tots els allels en tots els
individus afectes 1 permet realitzar un estudi de
multiples punts.

Analisi d’associacio allélica

L’associaci¢ al-l¢lica és en principi un concepte
diferent al de lligament genétic; 1’associacié és la
concurréncia de dos al‘lels, o d’un al‘lel i la malaltia.
L’analisi d’associaci6 al-l¢lica posa a prova la preséncia
d’una diferéncia significativa (augment o disminucid) de
la freqiiéncia d’un marcador al-lélic en els individus
afectes, respecte la poblacid general. En abséncia de
pressions externes (seleccio, migracid, mutacio, deriva
genética) 1 sota condicions d’aparellament aleatori, la
freqiiéncia genotipica de qualsevol variant genética es
troba en I’anomenat equilibri de Hardy-Weinberg
(HWE). L’alteracié d’aquest equilibri és indicativa
d’associacio al‘lélica. Aquesta pot ser produida per un
efecte biologic directe del mateix allel, o bé degut a la
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presencia d’un locus proper, causant de la predisposicio,
amb el qual es diu que presenta desequilibri de lligament
(LD, acronim de I’anglés linkage disequilibrium).

El LD és una associacid al-l¢lica deguda a
lligament entre dos loci molt propers. En aquests casos la
possibilitat de fenomens de recombinacié entre ells és
molt baixa, 1 tots dos loci son transmesos de forma
conjunta, independentment de la familia estudiada.
Aquesta és la diferéncia principal de concepte respecte al
de lligament; en aquell cas el fenomen de recombinacio
és un fenomen intrafamiliar.

El LD varia en funcié del temps i de la distancia
entre els marcadors, quan més proper sigui el marcador al
gen de la malaltia, més temps (mesurat com a
generacions) persistira 1’associacio en la poblacid, per la
qual cosa podem dir que ’extensié del LD depén de la
historia del gen i de la poblaci6. Aquesta propietat
permet emprar-lo en el mapatge de gens. De manera
similar al lligament genétic que analitza els fenomens de
recombinacié en families, el mapatge per LD (LDM),
examina les conseqiiéncies dels fenomens de
recombinaci6 acumulats al llarg de la historia de la
poblacié.

Tipus d’estudis d’associacié al-lélica

Pel seu disseny es poden diferenciar dos tipus
d’estudis d’associaci6: els basats
poblacional i els basats en mostres de families.

en una mostra

Mostra poblacional. Es compara la freqiiéncia
al-l¢lica d’un marcador en un grup d’individus afectes no
relacionats (anomenats casos) i en un grup control
d’individus no afectes i no relacionats (controls). De
vegades la preséncia de multiples subtipus poblacionals
en una poblacid suposadament homogenia pot produir
associacions espuries. Per tal d’evitar-ho, els grups,
generalment, estan aparellats per diferents factors de
confusio (sexe, edat, habits, habitat, etc.).

Mostra de families. Utilitzen membres de la
familia com a controls “interns”, reduint el problema de
la possible estratificacio en la mostra. Es poden distingir
al menys tres estratégies diferents.

v' Analitzar germans no afectes com a poblacid
control.

v' Haplotype relative risk test (HRR) en el que es
defineix I’haplotip transmes a la descendéncia



afecta com a “cas” i el que no és transmes, com
a “control” (Falk iRubinstein 1987).

v Test de desequilibri en la transmissié TDT (de
I’anglés Transmission Disequilibrium Test). En
aquest test es posa a prova les vegades que un
al-lel és transmeés per un pare heterozigot a la
descendéncia afecta (casos) contra les que no €s
transmes (control) (Spielman iEwens 1996).

Cerca genomica

La relativa facilitat amb la que es pot efectuar
un tipatge amb multiples marcadors ha portat en els
darrers anys a 1’establiment de la cerca gendmica com
una de les primeres aproximacions en la cerca de factors
de predisposicio genética. Des del punt de vista de
I’estratégia de partida, el mapatge de gens es pot
diferenciar en cerca aleatoria (o global) i cerca dirigida.

En la cerca aleatoria del genoma, el que es coneix
en anglés com a genome wide search, no es parteix de
cap concepcid determinada sobre la natura del gen (o
gens) implicat(s). Consisteix en el mapatge global (per
lligament o associacio) dels gens implicats en la malaltia
mitjangant 1’as de marcadors anonims situats al llarg de
tot el genoma. La resolucié del mapa depén del tipus de
marcadors utilitzats (generalment microsatel-lits o SNPs)
i varia des de valors menors d’1 cM fins a 20 ¢cM. En
canvi la cerca dirigida del genoma, consisteix en el que
s’anomena estudis dels gens candidats (candidate
gene/region approach), on els marcadors emprats estan
concentrats en certes regions (o en gens especifics)
basant-se en una informacié prévia; ja sigui sobre la
funcié del gen (o gens) i la implicacid en els processos
fisiologics rellevants al tret estudiat, el que s’anomena
candidats funcionals, o bé degut a evidéncies de
lligament en altres estudis, el que s’anomena candidats
posicionals.

Lligament i associacio

Com ja s’ha esmentat, els estudis de cerca
genomica es poden realitzar, segons uns criteris de
lligament o de desequilibri de lligament (associacio). Els
estudis basats en el lligament genétic tenen una potencia
limitada per al mapatge de malalties complexes. En
contrast, els estudis d’associacidé sén més eficients en la
deteccid de factors de risc més petits (Risch iMerikangas
1996; Risch 2000).

En els estudis de cerca global basats en
lligament, la distancia mitjana entre marcadors és entre
10-20 cM, i de forma general consisteixen en STRPs. En
oposicid, en el mapatge basat en associacio la resolucid
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del mapa necessaria per detectar LD s’ha estimat en 3 kb,
per la qual cosa seria necessari el tipatge de 500.000
SNPs (Kruglyak 1999). Les limitacions per a estendre al
mapatge global del genoma la utilitat que aporta el LD en
el mapatge fi de zones candidates, s’ha vist superat per la
rapida descripcié d’aproximadament 1.000.000 SNPs al
llarg de genoma, i les eines técniques pel tipatge de grans
quantitats de marcadors (microarrays i espectrometria).
L’us de poblacions especifiques, pot reduir la resoluci6
del mapa i el numero de SNPs necessaris (Boehnke
2000). Actualment pero, ’estratégia més plausible es
centra en I’estudi especific dels gens candidats, la qual
cosa augmenta D’eficiéncia de I’analisi, ’estudi de
candidats (ja sigui analitzant les variants de la zona
codificant, o totes les variants del gen) (Cambien et al.
1999)

Altres consideracions en els estudis genétics

El procés de mapatge es basa en tres passes
seqiiencials: (a) tipar una série de marcadors, (b) calcular
un estadistic teoric de lligament i (c) identificar les
regions del genoma en les que el valor de I’estadistic
presenti una desviacio significativa d’alld esperat en
condicions de no lligament, és a dir, que presenten
significacio6 estadistica. El mapatge genétic, especialment
en el cas de les malalties complexes, ha esdevingut un
problema estadistic. A continuacié s’ha fet un breu
comentari dels punts a tenir en compte en [’analisi
gengética.

Significacié

Els resultats de Iligament es basen en la
comparaciéo d’hipotesi de treball (no lligament vs
lligament) mitjangant estadistics, els quals tenen
associats uns determinats nivells d’error (tipus I, tipus II)
que validen els resultats obtinguts: error tipus I (o), és la
probabilitat d’obtenir falsos positius, aixo és, d’indicar
que hi ha lligament en abséncia real d’aquest, i 1’error
tipus II (B), és la probabilitat de falsos negatius, és a dir,
indicar que no hi ha lligament quan hi és present.

Tant la significacié com la poténcia depenen de la
mida de la mostra i de 1’efecte del factor que es compara.
De forma universal s’accepta un 5% de falsos positius
(o), com a valor de significacié d’un test estadistic. En
els estudis de lligament de tipus paramétric de malalties
mendelianes, un LOD de 3 (1000 oportunitats contra 1
que les dades observades siguin causades per lligament
respecte no lligament) ha estat acceptat com llindar per
afirmar la preséncia de lligament, i de fet, el baix nivell
de falsos positius detectat a la practica certifica la seva
utilitat (Risch 2000). Aquest valor de LOD correspon a



un nivell de significacié real de 0,0001, molt més
restrictiu que el 0,05% acceptat de forma universal.

En els casos de cerca aleatoria de tot el genoma la
possibilitat de falsos positius s’incrementa de forma
proporcional al nimero de marcadors analitzats. En el
cas del valor LOD, una correccié pel namero de
marcadors eleva fins a valors de 5,5 el llindar teoric de
significacié del LOD (Ott 1999).

En els matodes de comparticio d’al'lels, la
significacio és expressada de forma diferent, com a p o
valor de p (en l’anglés, P value), que mesura la
probabilitat que les dades de lligament observades es
reprodueixen sota condicions de lliure transmissié (no-
lligament). Es distingeix entre el valor de significacid p
d’un test (pointwise p o p nominal), com la probabilitat
que per atzar el valor obtingut de lligament sigui superat,
i valor p de multiples tests (genome wide p) com la
probabilitat que per atzar el valor obtingut sigui superat
en algun punt del genoma. El valor acceptat és 1'universal
llindar del 5%.

Els resultats son avaluats de forma diferent
depenent de I’aproximacié realitzada. En general la
réplica en mostres independents és una prova de
confianca. Pero, per tal de donar uniformitat als resultats
de lligament, s’han establert diferents categories, des de
“valors suggestius de lligament”, a “ valors que
confirmen el lligament” (Lander iKruglyak 1995).

Donada la dificultat de distingir entre la
significacié dels nombrosos estudis que representen
autentics gens de predisposicid, la combinacié de les
evidencies és una eina que s’ha usat per al mapatge de
gens en diferents formes; (a) la meta-analisi dels estudis,
(b) les collaboracions prospectives, on s’intenta
uniformitzar el disseny de D’estudi i (c) les
col-laboracions retrospectives, on es combina i es
reanalitza la informacio6 d'estudis independents.

En els estudis d’associacid, el risc de falsos
positius augmenta amb I’increment del nimero de tests
realitzats, de forma que el nivell de significaci6 es veu
rebaixat de forma dependent del nimero de marcadors i
d’allels testats o de proves independents realitzades. De
forma general s’aplica la correccid6 de Bonferroni per
evitar els possibles problemes ocasionats, on el valor p
corregit (pc) és P=P (n(m)), on n és el numero de
marcadors i m el nimero d’al-lels del marcador.

Altres formes d’estimar la significacio dels
resultats no tenen en compte les correccions tedriques.
Mitjangant els anomenats meétodes de simulacio, es
compara la probabilitat de les dades sota condicions de
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lligament versus no lligament; el nivell de significacio és
aquell en el que els resultats en les répliques no superen
el 5%. Existeixen diversos programes d’analisi genética
que permeten testar la fiabilitat de 1’estudi (SIMLINK,
SLINK, SIMULATE).

Mostra

Certs factors relacionats amb la mostra d’individus
seleccionats, com el tipus de mostra, la forma de
seleccid, o les caracteristiques estadistiques de la mostra,
poden condicionar el resultat final d’un estudi.

Tipus de mostra

En general es poden distingir entre estudis basats
en mostres formades per families, i mostres d’individus
no relacionats de la poblacié general. La utilitat d’un o
altre tipus dependra de molts condicionants: finalitat de
I’estudi, accessibilitat, caracteristiques de la poblacid i de
la seva historia (aillada, barrejada, etc), i de les
caracteristiques cliniques (edat d’aparicio, heterogeneitat
fenotipica, etc.) i genétiques (heterogeneitat genética,
tipus d’heréncia, penetracid, etc.) de la malaltia.
Generalment ¢€s til realitzar estudis combinats.

L’estratégia de selecci6 de la mostra
(ascertainement) introdueix un biaix que determina la
consisteéncia de 1’estudi. Els criteris de seleccio han de ser
clarament precisats en els estudis, i han de ser tinguts en
compte a priori. Aquests es poden basar en la seleccio
dels individus amb historia familiar de la malaltia (p.ex.,
historia de malalties al-lérgiques amb asma, etc....), o bé
simplement a partir de la definicié d’un fenotip rellevant
a la malaltia en una poblaci6 general (p.ex., nivells
d’IgEs). A més, depenent de la malaltia, la font de
seleccio de la mostra pot ser important; crides realitzades
a partir d’associacions de malalts, en hospitals, en
consultes privades o en serveis d’urgencies, ja que poden
modificar la composicié fenotipica de la mostra, i el
sentit de I’associacio resultant.

Poténcia de la mostra

Es podria dir que la poténcia d’una mostra
determina la probabilitat d’evidénciar un resultat positiu
quan aquest és present. Els calculs teorics de la poténcia
de la mostra es poden realitzar mitjangant estudis de
simulacid, que a més permeten establir quina és la
informaci6 que aporta el pedigree, i de quina manera pot
incrementar-se amb un mostratge posterior.

La simulacié d’estudis es basen en la n-repeticio
(répliques) d’una analisi de les dades generades a 1’atzar
en n-processos, sota determinats supoOsits d’heréncia.
Aquests processos son el métode d'eleccid en cas de



I’estudi de les malalties mendelianes en families, i
assumint les seves deficiéncies pot ser usat en el cas de
les complexes.

En el cas que s’usin métodes no paramétrics (tant
de lligament com d’associacio), com aproximacié simple
s’empren estratégies com la simulaciéo amb el suposit de
“baixa penetracid6 o només afectes”. Altres estimacions
de la poténcia es basen en 1’estimacid del risc; es poden
trobar tabulacions teoriques de la poténcia de la mostra
per a I’analisi de sib-pairs (Hauser iBoehnke 1998) o per
a ’analisi de TDT. En els estudis de cerca global de
genoma, el calcul de la poténcia també depén de la
resolucié del mapa de marcadors (Elston et al. 1996).

Introduccio
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Placa de psoriasi (Josep de Cid)

Psoriasi

Introduccio

Els efectes poden ser incapacitants, perd0 menys en
determinats casos (eritrodérmia exfoliativa i psoriasi
pustulosa generalitzada) les lesions son asimptomatiques
i no presenten complicacions sistemiques.

Manifestacions cliniques

La psoriasi va ser definida clinicament per
primera vegada com una dermatosi cronica diferenciada
al 1808 per R. William (On cutaneous diseases. Johnson,
London), pero la descripcid6 més antiga d’una possible
afeccio de psoriasi ja esta present en el recull de malalties
del Corpus Hippocraticum. Aquest llibre atribueix a
Hipocrates la designacio d’una malaltia dérmica que
anomena Psora (del grec picor). Més de 2000 anys
després encara es desconeix la seva causa i ens trobem
amb solucions meédiques tant pintoresques com
recomanacions de “banys de sol i mar durant 4-6 hores al
dia, repos 1 relaxaci6 durant quatres setmanes”.
Evidentment hi ha altres tractaments més cientifics, pero
aquesta solucié posa de manifest el desconeixement de
les bases moleculars de la malaltia.

La psoriasi és una malaltia de la pell de caracter
cronic, que es caracteritza per la preséncia de pustules i
de plaques eritematoescamoses de diferents mides (figura
1) i que es presenta amb recurréncia d’una forma
imprevisible (Christophers iSterry 1993).

Figura 1

Placa de psoriasi amb D’aparenca tipica eritematosa i recoberta
d’escates blanques. La psoriasi havia estat anomenada lepra
blanca.

La psoriasi es manifesta principalment a la pell en
forma de plaques i, en menor mesura, de ptstules. A més
un 25% dels pacients presenten afeccié ungular.

L’afeccio ungular es presenta en formes lleus com
a un puntejat sobre I’ungla (pits) o canvis en la coloracié
de les ungles, pero pot arribar, en les formes pustuloses, a
la pérdua total de la placa ungular (onicolisi). Les
pustules poden presentar-se en qualsevol tipus de
psoriasi, normalment associades a moments d’intensa
manifestacié de la malaltia. Son de naturalesa no-
infecciosa 1 es presenten envoltades d’una zona
eritematosa intensa.

La localitzacio de les lesions generalment és
simétrica, presentant-se de forma predominant en els
colzes, genolls, cuir cabellut i regié sacra, encara que
qualsevol part del cos pot estar afectada (figura 2). La
morfologia de les lesions és molt variable en forma i
extensio, distingint segons la morfologia entre formes de
psoriasi  anular, numular, folicular, punctata,
generalitzada, gyrata, guttata, etc.

El diagnostic de la malaltia es realitza mitjangant
I’exploracid de les lesions; caracteritzades per Ila
preséncia de regions eritematoses ben delimitades i
cobertes de capes d’escates lliures fines i blanquinoses.
El diagnostic es pot confirmar mitjancant un raspat
“metodic” de la placa. Aquest consisteix en el raspat
mecanic i seqiiencial de la superficie afectada, i en
primer terme porta al despreniment de les escates
superiors (signe de la cera), i evidéncia d’un petit
puntejat hemorragic (signe d’Auspitz) que és caracteristic
de la psoriasi i té wvalor diagnostic. Una altra
caracteristica que s’utilitza en el diagnostic €s I’evocacio
del “fenomen de Koebner”. Aquest consisteix en la
formaci6 de lesions noves en una area cutania
aparentment normal com a conseqiiéncia d’una irritacio
inespecifica (p.ex. picadures, abrasions, radiacions,
cirurgia, tatuatges, etc.). Aquest fenomen es reprodueix
entre un 20% i 50% dels pacients amb psoriasi,
principalment durant la fase activa de la malaltia.
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Formes cliniques de la psoriasi

Psoriasi  vulgar anomenada

estacionaria cronica)

(també

Es la manifestacié més freqiient. Es caracteritza
per la preséncia durant llargs periodes de temps de
plaques eritematoescamoses d’extensié variable que
poden confluir, localitzades principalment en els genolls,
colzes, cuir cabellut, regié lumbar i umbilical. Una forma
especial de psoriasi vulgar, que no presenta descamacio,
¢és la psoriasi flexural (o invertida), que es localitza
especificament en les regions dels plecs fexurals.

Psoriasi guttata (psoriasi eruptiva)

Es caracteritza per la preséncia de lesions petites
(de 0,5 a 1,5 cm), que es presenten com puntejats
independents que poden arribar a confluir, localitzades
principalment a la part superior del tronc i la part
proximal de les extremitats. Son freqiients en les formes
d’aparici6 primerenca i és freqiient en nens i adults joves.
Generalment s’associen a processos infecciosos.

Figura 2

Les imatges superiors il-lustren ’aparenca de les lesions de psoriasi
en les tipiques arees de distribuciéo en la pell. Les tres imatges
inferiors presenten les lesions ungulars. (adaptat de Psoriasis
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Genetics Page de Dep. Dermatologia de la Universitat de Michigan
http://www.psoriasis.umich.edu).

Eritrodérmia psoriasica

Es un forma de presentacié menys freqiient i es
manifesta com un eritema predominant amb una
descamacié menys important que en el cas de la psoriasi
vulgar. Afecta a tota la superficie corporal, inclosa la
cara i les ungles. Pot presentar-se de forma gradual a
partir de psoriasi vulgar o de forma brusca com a
conseqiiéncia de problemes amb el tractament
farmacologic. L’elevada pérdua per descamacid i
I’engruiximent cutani pot produir una incapacitaciéo de
les articulacions, un augment de les infeccions,
alteracions de la termoregulacid i pérdua de proteines. La
seva manifestaci6 va acompanyada de febre, malestar
general i alteracions hidroelectrolitiques.

Psoriasi pustulosa

Es caracteritza per la presentacio, de forma
generalitzada o localitzada, en qualsevol part del cos (tret
de la cara), de pustules estérils d’una mida de 2 a 3mm.

La psoriasi pustulosa generalitzada (anomenada
de von Zunbush) caracteritzada per 1’aparicié aguda de
pustules a les zones eritematoses, es considera una
variant aguda de la psoriasi. Aquesta forma va
acompanyada d’importants efectes sistémics en el
pacient: febre, mal estat general, hipocalcémia i
leucocitosi.

La forma pustulosa localitzada es presenta en
condicions de forma cronica i es localitza als palmells i
les plantes: psoriasi palmoplantar de Barber i
acrodermatitis continua de Hallopeau. A diferéncia de la
forma generalitzada, no presenta simptomes sistémics.

Malalties relacionades amb la psoriasi

Artritis psoriasica

L'artritis psoriasica pertany a un grup d’afeccions
inflamatories de caracter seronegatiu amb susceptibilitat
lligada a al-lels HLA de classe I entre les que es troben
I'espondilitis anquilosant, artritis enteropatica i la
sindrome de Reiter. Entre un 8 i 10% dels pacients
psoriasics desenvolupen artritis (Winchester 1993), sent
més freqiient en els individus amb psoriasi severa. Afecta
principalment les articulacions de les extremitats
superiors, principalment les mans. El 80% dels pacients
presenten afeccid a les ungles, mentre que només un 20-
30% tenen lesions en plaques. La preséncia de lesions



cutanies no té relacid6 amb 1’evolucid6 de 1’afeccid
sinovial.

Altres malalties

La psoriasi presentar comorbiditat amb la malaltia
inflamatoria d’intesti (malaltia de Chron 1 colitis
ulcerosa) i amb infeccions amb el VIH (Mallon iBunker
2000). S’ha descrit un patr6é diferenciat de malalties
associades en els pacients amb psoriasi, amb una menor
prevalenca de malalties al-lérgiques de la pell i una major
resisténcia a infeccions cutanies, a més d’una major
prevalenca d’altres malalties com diabetis, obesitat i
malaltia de cor (Henseler iChristophers 1995).

Epidemiologia

La psoriasi afecta a 1’1-3% de la poblacid general,
sense cap diferéncia entre homes i dones. Presenta una
distribucid universal encara que existeix una gran
variaci6é geografica en la prevalenca. En general és més
alta entre els individus caucasics dels paisos nordics (5-
10%) que entre els individus d’ascendéncia oriental o
africana, sent rara entre les poblacions nadives
d’America (0-0,3%). Aquestes variacions impliquen tant,
factors climatics, geografics com racials (Krueger iDuvic
1994).

En la poblacié espanyola la prevalenga ha estat
estimada entre 1,17%-1,43%, sense diferéncies respecte
al sexe, sent més freqiient en la franja d’edat entre 20-50.
Existeixen, perd, petites variacions geografiques, sent
més alta en la regié central seca que en la franja litoral
(Ferrandiz et al. 2001).

Historia natural

La majoria dels pacients desenvolupen les
primeres lesions de psoriasi durant la tercera década de
vida, encara que s’han descrit casos de presentacid
congenita i casos per sobre del centenari. En els homes
s’ha documentat una presentacié més primerenca que en
les dones (Farber iNall 1974).

En psoriasi s’ha descrit dos patrons de presentacid
diferenciats; en un primer grup (tipus I) es presenta en
edat primerenca amb una edat d’inici al voltant de 16-22
anys, mentre que el segon tipus (tipus II)
(aproximadament 20% dels pacients) es presenta al
voltant dels 55 anys. La forma d’aparicié primerenca té
una major component genética, amb una important
historia familiar. La majoria dels pacients soén positius

Introduccio

per a I’antigen HLA-Cw™*6, i a nivell clinic les lesions
tenen tendéncia a generalitzar-se i ser més severes que
les formes d’aparici6 tardana (Henseler iChristophers
1985).

Els brots de psoriasi és poden desencadenar per
’acci6 de diversos factors de risc (Tagami 1997). Entre
els factors ambientals que poden donar lloc a un brot
psoriasic hi ha traumatismes, farmacs (sals de liti,
betabloquejants, corticoides, antipalidics,
antiinflamatoris no  esteroideus (AINE), factors
metabolics com la hipocalcémia, ’embaras, canvis
climatics, estrés emocional 1 infeccions (per virus,
bacteris i llevats).

Mortalitat i morbiditat de 1a malaltia

Fins el 1808 la psoriasi era confosa amb la lepra
la qual cosa va portar a la foguera molt afectes de
psoriasi durant el segle XIV (Fry 1988) (actualment
aquesta confusi6 ha desaparegut i per fortuna la foguera
ha deixat de fer-se servir com a métode de curacid). La
psoriasi €s una malaltia no mortal, que cursa amb una
picor lleugera, encara que com ja s’ha dit poden
presentar-se formes incapacitants i complicacions que en
alguns casos condueixen a la mort. Es calcula que unes
400 persones moren anualment per complicacions en el
curs de la malaltia. Menys en aquests casos, els
principals problemes per al pacient soén principalment
estetics, psicologics i socials, derivats de I’aparenca de
les lesions.

La severitat es determina per 1’extensid corporal
de la lesi6 afectada. Es considera lleu si afecta menys de
I’1% de la superficie (aprox. el palmell de la ma) amb
plaques aillades, moderada si afecta entre 1’1% i el 10%,
i severa si la superficie afectada es major del 10% i conté
pustules. Existeix un index de la severitat, anomenat
PASI (de I’anglés Psoriasi area and severity index) que
relaciona la mida, I’eritema, el gruix de la lesid i les
escates presents a la zona afectada. L’index té un valor
maxim de 72, i es diferencia entre psoriasi lleu
(PASI<10), moderada (PASI entre 10-50) i severa
(PASI>50).

Anatomia i fisiologia de la pell

La pell és I’0rgan diana en la psoriasi i esta
constituida per tres capes superposades, des de la
superficie a la profunditat es distingeix en; epidermis,
dermis i hipodermis (figura 3). A continuacid es fa una
descripci6 de les caracteristiques estructurals i
fisiologiques de la pell.
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Epidermis

Esta formada principalment pels queratinocits els
quals s’organitzen en capes (estrats): estrat germinal,
estrat espinos, estrat granulds i estrat corni. Aquestes
capes reflecteixen un estat especific en el procés de
diferenciacio.

Estrat germinal: format per una capa de cel-lules
cubiques, amb nucli i totalment funcionals, és 1’estrat
més profund de I’epidermis que descansa sobre la lamina
bassal. Al citoplasma es presenten granuls fagocitats de
melanina i un gran nombre de filaments queratina
(tonofilaments). Les cél-lules presenten
intercel-lulars de tipus desmosoma.

unions

Estrat espinos: esta format per multiples capes de
cellules més aplanades, encara funcionals i amb un gran
nombre d’interdigitacions i intercel-lulars
(desmosomes puntuals). Les cél-lules contenen un
nimero important de tonofilaments agrupats en forma de
petites fibril-les, disposades de forma paral-lela a la
superficie cel-lular amb cimuls de melanina fagocitats.

unions

Estrat granulés: esta composat per poques capes
de cél'lules, de morfologia aplanada i amb un nucli en
degeneracio. El numero d’interdigitacions 1 unions
intercel'lulars és menor, i al citoplasma es poden
observar granuls queratina modificada (queratohialina),
juntament amb la xarxa de tonofibril-les.

Estrat corni: és I'estadi final de diferenciacio i es
caracteritza per la preséncia de multiples capes de
c¢l-lules aplanades, amb una membrana cel-lular molt
densa, sense digitacions ni nucli i amb el citoplasma
ocupat per fibres queratina. Dintre de 1’estrat corni es pot
diferenciar entre la part més profunda, anomenat estrat
lucid, 1 a la part superior, format per 1’estrat compactum i
disjunctum, amb una capacitat de descamacio diferent.

A part dels queratindcits, es troben melanocits i
cel-lules de Langerhans, aixi com terminacions nervioses
lliures o especials com els corpuscles de Merckel.

e Melanocits, es troben a la capa germinal, en
una proporci6 variable (1/4-12 queratinocits).
Sén cel-lules actives amb la funcid principal
de proteccié contra la radiacié solar. En el
seu citoplasma s’identifiquen els cossos
d’acumulacié de la melanina (melanosoma i
promelanosoma), que son transportats a
I’exterior de la cél-lula i son fagocitats pels
queratindcits envoltants, que actuen com a
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diposits de melanina a la pell. No presenten
unions intercel-lulars amb els queratinocits,
pero si llargues prolongacions entre ells.

e (C¢lllules de Langerhans, sén cél-lules
especialitzades del sistema immune que tenen
la funcié de presentacié antigénica, son les
cel-lules presentadores de la pell. Es
localitzen principalment en I’estrat espinds.

Dermis i Hipodermis

La dermis ¢és subjacent a I’epidermis i1 esta
formada principalment per teixit conjuntiu. Es distingeix
entre la zona papil-lar, formada per teixit conjuntiu lax
amb moltes cél-lules i fibres molt fines, i la zona
reticular, molt més densa. A la part superior s’organitza
en forma d’evaginacions deérmiques, denominades
papil'les  dérmiques, intercalades amb  crestes
epidérmiques (figura 3). En aquesta capa es troben
abundants vasos sanguinis, limfatics, cél-lules musculars
llises, fibres estriades, i terminacions nervioses lliures o
especialitzades (corpuscles de Meissner, Pacini, etc.).
També es troben diversos annexos epidérmics que
penetren des de I’epidermis: glandules sudoriferes,
sebacies, foliculs pilosos.

EPIDERMIS

Capes superficials queratmitzades

Papil les dérmagues

{ DERMIS

Teixit connectiu

Vasos sanguinis

HIPODERMIS

Teixit connectin laxe

Teixit adipis

Sy

=

e : >
Figura 3

Tall tranversal de la pell. L’epidermis presenta una intensa
interaccio amb la dermis mitjancant la superficie de les crestes
epidermiques.

La hipodermis subjacent és un teixit conjuntiu lax
amb important preséncia de teixit adipdés. La



vascularitzaci6 és molt importat tant en la dermis com en
la hipodermis. Es distingeixen tres plexes superposats
amb nombrosos capil-lars a nivell de les papilles
dérmiques.

Queratinitzacio: Formacio de ’estrat corni

La queratinitzacio és el procés durant el qual els
queratinocits de la capa germinal després de poques
divisions es diferencien, s’aplanen, degeneren
funcionalment 1 es converteixen en  escates
queratinitzades que es desprenen de la superficie. El
periode de temps en el procés normal de descamaci6 és
de 2-4 setmanes. La proliferacio de les cel-lules bassals
esta controlada per un compromis entre diversos factors
de creixement (p.ex., EGF, factor de creixement
epidérmic; IGF-1, factor de creixement insuline-like;
KGF, factor de creixement de queratinocits; FGF, factor
de creixement de fibroblasts) produits pels mateixos
queratinocits, fibroblasts i també per cel-lules del sistema
immune (cel'lules T, monocits, macrofags).

A nivell fisiologic I’epidermis es diferencia en dos
compartiments cel-lulars: compartiment proliferatiu i
compartiment terminal.

En el compartiment proliferatiu, es
distingeixen dos poblacions, tant morfologicament com
funcional. Una poblacié de cél-lules mare amb capacitat
proliferativa reduida majoritariament en fase Go/Gl
(amb els marcadors B1+, B4+ (integrina betal i beta4),
k1/k10- (queratines 1 i 1o), PCNA- (antigen nuclear de
proliferacio cel-lular), i la poblacid de les cél-lules filles,
cél-lules en procés de diferenciacid, pero encara amb una
lleugera capacitat proliferativa (B1+, B4-, kl/kl10+,
PCNA+) (Bata-Csorgo et al. 1993) (Bata-Csorgo et al.
1995). L’analisi dels compartiments proliferatius en
plaques actives de psoriasi ha demostrat que a diferéncia
del teixit no afectat o de la pell normal, el 100% de la
poblacio de cél-lules mare esta en cicle (PCNA+).

En el compartiment terminal, les cél-lules no
es divideixen i entren en el programa de diferenciacio
cel-lular: queratinitzacio o cornificacio de I’epidermis. La
capa cornificada esta formada pel component cel-lular
(corneocits), 1’embolcall lipidic dels corneocits, i una
matriu lipidica (cossos lamelars) que fa de morter entre
les cél-lules.

Els cossos lamelars so6n cumuls lipidics
sintetitzats pels queratinocits des de I’estrat bassal i
alliberats en les darreres fases de diferenciacio en ’estrat
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corni; contenen a més de lipids, diversos enzims
(hidrolases de lipids i proteases) que intervenen en la
modificacié dels components de la capa cornia (unions
cellulars, lipids), i en el despreniment de les capes
superiors.

Les cél-lules sintetitzen queratines (k1/k10) que
s’organitzen en fibres al citoplasma, entrecreuant-se i
unint-se a altres proteines estructurals (involucrina,
loricrina, etc.). El nucli i les organel-les degeneren i les
cel'lules moren formant un exoesquelet de fibres inert
juntament amb els cossos lamelars. Les cél-lules es
mantenen unides mitjancant les unions desmosoma,
modificades (corneodesmosoma). Durant la diferenciacio
es sintetitzen diversos enzims (p.ex., transglutaminasa,
colesterol sulfatasa) que intervenen en la formacio dels
precursors lipidics dels cossos lamelars

Encara que hi ha presents fibres de queratina a
tots els nivells, la composicié varia en el temps, i els
canvis estan relacionats amb el procés de descamaci6. En
lesions actives de psoriasi s’ha observat una desregulacio
en l’expressio d’aquestes molécules (Komine et al.
1996). Mutacions en gens de les queratines han estat
associades a diverses malalties dérmiques (revisat a
Epstein i col, 1996).

Patofisiologia de la psoriasi

La psoriasi és una malaltia 6rgano-especifica,
que es manifesta com una alteracid del procés de
diferenciacié dels queratinocits amb preséncia d’un
infiltrat inflamatori en la dermis i epidermis. L’alteracio
del procés de la diferenciacidé es manifesta en una
hiperproliferacidé de les cél-lules de la capa bassal i un
deficient procés de diferenciaci6é dels queratinocits amb
una important descamacio6 superficial, aixi com canvis en
els capil-lars de la dermis.

A nivell histologic, a I’epidermis s’observa una
hiperqueratosi amb queratinitzacié incompleta i retencio
dels nuclis a la capa cornia (paraqueratosi), acantosi
epidérmica interpapil-lar (hiperplasia de I'estrat espinos,
amb un gruix regular o constant) i una disminuci6 del
gruix de la capa granulosa. En dermis s‘observa la
preséncia de papil-les dérmiques molt allargades amb una
preseéncia important de capil-lars superficials, dilatats i
tortuosos. L’infiltrat inflamatori, present en I’epidermis i
prop dels vasos dermics, consisteix en macrofags,
polimorfonuclears i limfocits, sent molt caracteristica la
preséncia d’exocitosi neutrofilica amb cumul de
polimorfonuclears en I’epidermis (abscessos de Munro).
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En el cas de les psoriasis pustuloses es formen grans
pustules intraepidérmiques.

A la figura 4 es presenta les caracteristiques
histologiques d’una zona afectada de psoriasi.

En psoriasi hi ha molts tipus cel-lulars activats, la
qual cosa es reflecteix en multiples alteracions a nivell
intracel-lular. S’ha descrit anormalitats en diverses vies
de transduccid6 de senyal (increment de [’activitat
fosfolipasa C (PLC), adenilat ciclasa o de tirosin quinasa,
aixi com un increment de diversos mediadors
farmacologics (PGE, PGF2a, LTB4, PAF, CS5a) i
immunologics (IL-1, IL-6, IL-8, IFN-y, TNF, TGF-a). A
part s’ha posat de manifest un incrementen en el nombre
de cél'lules dendritiques, de limfocits, i alteracions en
cél-lules endotelials, fibroblasts i queratinocits. Tots
aquests successos sOn presents en la zona afectada de la
pell, encara que no esta establert si son secundaris o
primaris a la manifestacié de les lesions.

Queratinocits

La durada del cicle cel-lular dels queratinocits bassals és
de 13 dies, i la maduraci6 i descamacio de 26 dies. En el
cas de la pell afectada la totalitat de les cél-lules de
I’estrat germinatiu entren en fase de divisio, i el cicle es
redueix entre 1 1 5 dies, i la descamacio es produeix en
només 4 dies. La pell no afectada del pacient també
presenta un ritme de proliferacio superior (2,5 vegades)
encara que menor que en la zona de la lesio. La
hiperproliferacié sembla ser causada per un increment de
les cel-lules mare (Bl+, B4+, kl/k10-, PCNA-) que
entren en cicle, més que a causa d’un increment del
numero de divisions de la poblacio “transient” (B1+, p4-
k1/k10+, PCNA+)(Bata-Csorgo et al. 1993).

a

Figura 4

Els queratindcits quan estan activats secreten
mediadors immunologics (IL-1, IL-6, IL-8, INF-y, TNF,
TGF-0) amb funcions autocrines i paracrines afectant a
diversos tipus cel-lulars (cél-lules. T, endotelials), a més
d’expressar molécules relacionades amb 1’activacio
immunitaria (HLA-I, HLA-II, lligant de CD28), i
I’adhesi6 (integrines funcionals). Molts dels canvis que
s’observen en la lesidé son semblants als presents en el
procés de cicatritzacid de ferides, per la qual cosa s’ha
suggerit que els mecanismes implicats poden ser similars
(Mansbridge iKnapp 1987). Els queratinocits de les
lesions presenten diverses anormalitats funcionals, com
alteracions en el patrd de sintesi de citocines i resisténcia
a ’apoptosi (Wrone-Smith et al. 1997) i increment de
I’expressio de betaintegrines en la capa suprabassal, i
increment de 1’expressio de receptors d’EGF en les capes
superiors de I’epidermis. Models animals transgenics
d’expressi6 de betaintegrines i d’anfiregulina (EGF
familia) presenten un fenotip psoriasiforme (Carroll et al.
1995; Cook et al. 1999).

Limfocits

El principal component de I’infiltrat inflamatori
esta format per limfocits T memoria (CD45") i cél-lules
activades (CD25"). Pel que fa a I’estirp funcional, a la
zona de la dermis el fenotip és principalment de tipus
CD3" CD4', mentre que en la zona epidérmica és CD3"
CDS8" (De Rie et al. 1996). Estudis sobre I’origen de la
poblacié T han posat de manifest la clonalitat de la
poblacié T amb I’s preferent de determinades cadenes
TCR VB, suggerint una activacio in situ de determinades
clones (Chang et al. 1994).

Tall transversal de seccions de pell no afectada i afectada de psoriasi. A la figura (a) s’observa ’estructura no patologica de la pell amb una
capa proliferativa fina i un estrat corni molt ample, mentre que en la zona de pell afectada de psoriasi (b) s’observa una disminucié de
Pestrat corni diferenciat i un augment del gruix de les capes no diferenciades (1), unes papilles dérmiques molt allargades amb una elevada
proliferacié a D’estrat germinal (2), i un infiltrat molt pronunciat a la dermis (3). A la part superior s’observa la capa de descamaci6

superficial.
Taula 2
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Funci6 dels principals mediadors immunologics en els tipus cel-lulars presents a la pell. Amb fletxes s’indica I'expressié augmentada de les

citocines en les lesions de psoriasi

IL-1 1 en lesions

Accid sobre cél-lules diana Funcid
activaci6 de cel-lules T, neutrofils, mastocits 1+ MHC II angiogenesi
Tcel-lules dendritiques 1 adhesines adhesio cel-lular
11IL-8
1 IFN~y

IL-6 1 en lesions

1L-8 11 en lesions
IFN-y 1 enlesions activacio macrofags

TNF 1 en lesions tcel-lules dendritiques

TGFo. 11 en lesions

proliferaci6é quimiotaxis i activaci6 cel-lules T 1 k6-16

proliferacié quimiotaxis i activacio cél-lules T

hiperproliferacié queratinocits

angiogeénesi

hiperproliferacié queratinocits
T MHC II adhesio cel-lular
1 adhesines
1IL-1
1 TGF-a
1 MHC TI
1 adhesines
11IL-8
T IFN-y

adhesio cel-lular

angiogenesi
hiperproliferacié queratinocits

Quant a les citocines presents a la lesid, no s’ha
detectat 1’IL-4, si en canvi IL-2, TNF, IFN-y, la qual cosa
ha fet suggerir que el patrd d’expressio de citocines és
semblant al de tipus Thl. A la taula 2 s’han indicat les
citocines més importants en relacid a la patologia
psoriasica.

Altres cél-lules:

Els fibroblasts es troben activats en les lesions,
encara que no s’ha detectat en psoriasi preséncia de
fibrosi. Experiments de trasplantament d’epidermis i de
reconstitucié6 dérmica, han posat de manifest la seva
capacitat de reproduir les lesions psoriasiques (Fraki et
al. 1982). Aquestes cél-lules poden actuar estimulant el
creixement dels queratinocits, ja sigui per contacte
directe o bé per la produccié de citocines.

La preséncia dels mastocits en les lesions
psoriasiques i dels granuldcits en els abscessos de Munro
és caracteristica d’un augment de [Dactivitat de la
malaltia. El cumul és degut a l'elevada concentracid de
quimiotactics en les zones afectades.

Etiopatogenia

S’han descrit moltes de les alteracions presents en
la pell dels pacients, perd encara s hipotetitza sobre la
causa primaria de la malaltia. Existeixen dues teories
principals, que consideren que és un defecte primari de
caracter dérmic o alternativament considera que és de
base immunologica.

Diverses evidencies posen de manifest el paper
preponderant de la resposta immune en I’inici 1 el
manteniment de la malaltia: efectivitat del tractament
amb toxics especifics de cél-lules T activades (Gottlieb
1990; Gottlieb et al. 1995b) o amb immunosupressors
(Ellis et al. 1986), la reproduccié de models de psoriasi
després de la transferéncia de céllules T en models
animals (Wrone-Smith iNickoloff 1996; Schon et al.
1997), o la demostracié de I’estat d’activacid de les
cél-lules T en els pacients, de forma prévia a 1’aparici6 de
la lesi6 (Norris et al. 1997). Tot i aixi, també hi ha dades
que suggereixen una alteracid primaria a nivell de
I’epidermis (desregulacio de I’expressio de les molécules
d’adhesi6 o canvis en I’homeostasi de I’epidermis
(Carroll et al. 1995)), de la dermis (implicant als
fibroblasts dérmics; trasplantaments en models artificials
in vitro (Konstantinova et al. 1996)) o del sistema
vascular (en cél-lules endotelials). L’s de models
animals no ha servit per aclarir aquesta disjuntiva, ja que
proposen un escenari alternatiu, amb models “dérmics” o
models “immunologics”. Els coneixements actuals de la
patologia permeten proposar un model mixt, que
explicaria també la seva manifestacio organo-especifica.
El model transgénic de Carrol i col'l., 1995, correlaciona
I’estat d’activacié queratinocits amb a produccido de
citocines inflamatories (Haase et al. 2001).
Component genetica de la psoriasi
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Els primers estudis epidemioldgics poblacionals
en regions nordeuropees varen establir les bases per al
coneixement de les bases genétiques de la psoriasi
(Lomholt 1963; Helgreen 1967). Aquests estudis posaren
de manifest la forta agregaci6 familiar i la major
prevalenca en familiars que en la poblacié general,
estimant el risc relatiu en parents de primer grau entre
valors de 4 1 8 (revisat a Elder i col'l., 1994). Els valors
d’heretabilitat descrits en diferents estudis son molt alts,
oscil-lant entre 80-90% (Brandrup et al. 1982; Duffy et
al. 1993), encara que els factors ambientals son
importants en I’establiment del curs de la malaltia
(Tagami 1997).

Estudis de bessons han estimat taxes de
concordanga del 70-75% en poblacions americanes
(Farber et al. 1974)) i europees (Lomholt 1963; Brandrup
et al. 1982) tot i que en alguns estudis s’ha reportat
valors menors amb una concordanga del 25% (Duffy et
al. 1993). Es de remarcar que en el cas de la concordanga
entre bessons monozigdtics (MZ), existeix una gran
homogeneitat en les caracteristiques de la malaltia
(distribucid, edat d’aparicio, severitat), la qual cosa
suggereix forta implicacio genética en la manifestacio
d’aquests caracters (Farber et al. 1974).

La majoria dels estudis de segregacid reportats
han descrit un patré d’heréncia autosdmic dominant
(revisat a Elder i col'l.,, 1994, (Elder et al. 1994)). Els
primers estudis de grans genealogies proposaren un
model d’heréncia autosomic dominant amb una
penetracié reduida (Ward iStephens 1961; Abele et al.
1963). Estudis posteriors realitzats en 5000 families,
proposaren la compatibilitat d’una heréncia recessiva,
assumint una freqiiéncia génica molt alta (Swanbeck et
al. 1994). Quant al nimero de gens implicats s’ha
suggerit models d’heréncia oligogénica (dos locus
recessius) (Steimberg, 1951), multifactorial (Watson et
al. 1972) o amb un /ocus major i una heréncia residual
multifactorial (Iselius iWilliams 1984). Elder i col‘l.,
calcularen la variaci6 del risc respecte els diferents graus
de relacio familiar mitjangant el mctode de Risch,
evidenciant un patré multilocus amb un model d’accid
epistatic (no additiu) (Elder et al. 1994).

Patrons d’heréncia paterna i d’anticipacio
observats en els estudis epidemiologics han estat
reportats en la descripcié de I’heréncia de determinats
loci (Burden et al. 1998; Veal et al. 2001). Aquests han
estat explicats per fenomens d’inestabilitat mitotica o
d’imprinting (Traupe et al. 1992; Zheng et al. 1994).

A la taula 3 es resumeixen els patrons d’heréncia
que s’han suggerit per la psoriasi
Associacions amb HLA
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Des de la descripcid de la primera relacid entre
una malaltia humana (malaltia de Hogdkin) i el sistema
HLA en’any 1967, va haver un gran allau d’estudis que
cercaren una relacio directa amb el sistema HLA. Per
aquesta rad les associacions amb al-lels HLA va ser un
dels primers objectius obvis en la cerca d’una
determinacid genética de la psoriasi.

En poblacio6 caucasica la primera associacid va ser
descrita amb I’al-lel HLA-B13 (Russell et al. 1972) i
posteriorment amb altres al-lels de classe I (Cw6, B17,
B37) i de classe II (DR7) ((Brenner et al. 1978), (Tiwari
et al. 1982). Henseler i Christophers, 1985 varen associar
la preséncia de determinats al-lels HLA (Cw6, DR7, B13,
B57) amb ’agregacié familiar i el curs de la malaltia,
anomenant-la psoriasi tipus I, enfront la psoriasi tipus II,
sense historia familiar i una (feble) correlacid amb els
allels Cw2 1 B27 (Henseler iChristophers 1985).
Schmitt-Egenolf, van evidenciar que els allels
DPB1*03032, DQA1*0201, DRB1*0701, B57 i CW6
que formen un haplotip ancestral en els individus de raca
caucasica, denominat EH-57.1 (Degli-Esposti et al.
1992), estaven fortament associats a la psoriasi de tipus I,
i que la regio que conté el major determinant de risc és la
fracci6 de classe I de I’haplotip EH-57.1 (B57-CW6)
(Schmitt-Egenolf et al. 1993; Schmitt-Egenolf et al.
1996).

Estudis de lligament genétic

Els estudis de lligament en psoriasi han posat de
manifest diversos loci de predisposicio, set dels quals han
estat denominats PSORS (MIM:177900) (de I’anglés
psoriasi  susceptibility): PSORSI (6p21), PSORS2
(17q22-25), PSORS3 (4q28.3-32.1), PSORS4 (1q21-
q24.1), PSORS5 (3q21), PSORS6 (19p13.3), PSORS7
(1p32.2-p31.1). Altres regions també han estat
suggerides com a regions de predisposicié en diverses
localitzacions cromosomiques: 2pl4, 4p15.33, 8q24.3,
Tple-ql1.21, 11925, 14ql2, 14932, 16q, 18pl11.32-
11.22,20p12.1-q12, 21q.

La major part dels loci han estat detectats en
cerques globals aleatories del genoma, amb la qual cosa
les delimitacions de les regions de lligament sén una
mica grolleres.
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A continuacid es resumeixen els estudis que han
demostrat lligament en les regions PSORS (taula 19a i
19b).

Regions PSORS

PSORSI 6p21.23

Aquest Jocus ha estat identificat en diverses
poblacions. Trembath i coll, va ser el primer en
identificar en una cerca global de genoma un Jocus a
6p21, estimant la contribuci6 al risc de la malaltia en un
35% (Trembath et al. 1997). L’analisi consisti en una
cerca global en dues fases (two-stages) a partir de
families multiplex d’origen britanic amb psoriasi del
tipus I. L’analisi de lligament va ser realitzat de forma
no-paramétrica, combinant lligament entre germans,
entre grups de germans de la mateixa familia i entre
families (estudi d’associacié (HRR)). Estudis posteriors
han confirmat de forma directa aquest /ocus, en poblacid
americana i germanica en un estudi de cerca global (Nair
et al. 1997) proposant una heréncia AR (positius amb els
marcadors TNFA, D65260), o de forma indirecta en
poblacié italiana (Capon et al. 1999b).

Els gens candidats que es localitzaen en aquesta
regi6 es descriuen de forma individual més endavant, ja
que el seu estudi forma part dels objectius d’aquesta tesi.

PSORS2 17q22-25

Aquesta va ser la primera regio fora del MHC en
ser descrita lligada a la psoriasi. La seva contribuci6 al
risc ha estat estimada en el 20% (Bhalerao iBowcock
1998), encara que no ha estat replicada amb facilitat. El
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primer estudi consisti en una cerca global en families
multiplex d’origen america (E.U.A.), detectant lligament
amb marcadors de 17q i una heterogeneitat del 50%
(0=0,5), amb indicis de lligament amb un marcador de la
regi6 6p (al-lel HLA-Cw6) en families no lligades a 17q
(Tomfohrde et al. 1994). Altres estudis posteriors (també
de cerca global del genoma) han confirmat de forma
independent aquest locus a 17q en diferents poblacions
(per metodes de sharing) (Matthews et al. 1995; Nair et
al. 1997; Enlund et al. 1999a). En la majoria dels estudis
el patré d’heréncia és AD amb una penetracié reduida.
Altres estudis de cerca global (per métodes de sharing)
(Trembath et al. 1997) i de cerca dirigida (Matthews et
al. 1995; Nair et al. 1995; Burden et al. 1998; Capon et
al. 1999a) no han pogut demostrar lligament amb 17q.
Entre els gens presents a la regio, hi és el gen per
a la beta-integrina 4 (/GB4), que intervé en la composicio
de I’hemidesmosoma, mutacions al gen s’han associat a
formes lleus d’epidermolisi bullosa (Epstein 1996).

PSORS3 4q28.3-32.1

Aquest locus va ser identificat en 1’analisi de 6
families d’origen britanic. La cerca global aleatoria de
baixa resolucié (180 marcadors) identifica en una familia
tres regions susceptibles de lligament als cromosomes 3,
7 i 4, perd I’analisi per saturacid de marcadors a les sis
families confirma només el locus a 4q amb un valor limit
de LOD=3,01, amb un model d’heréncia AR (Matthews
et al. 1996).

PSORS4 1q21-q24.1

Aquest locus ha estat descrit en una analisi global
del genoma en families multiplex d’origen italid. La



cerca genomica es realitzda en una Unica familia, que
resultd amb indicis de lligament a 1q. L’analisi per
saturacio de la regi6 es va estendre a 22 families
confirmant el lligament, sota un model d’heréncia AD
amb penetracio reduida i amb preséncia d’heterogeneitat
(a=0,57) (Capon et al. 1999a). El mateix grup mitjancant
estudis d’associacid (TDT) en un grup independent de 79
trios italians i un grup cas-control de Sardenya, detecta la
preséncia d’un haplotip més freqiient en els pacients
(Capon et al. 2001). Aquesta regid6 també ha estat
reportada de forma preliminar en una cerca independent
realitzada en poblacio britanica (Barnes et al. 1998)

En poblacid italiana (families lligades a 6p21)
s’ha descrit una interaccid epistatica del locus 1g21 amb
el locus PSORSI (Capon et al. 1999b), mentre que un
altre estudi es suggeria un efecte de 1q independent del
locus HLA-C (analisi de Cw*6) (Barnes et al. 1998).

Aquest locus coincideix en una zona on mapa un
complex de més de 20 gens que intervenen en la
diferenciacié epidérmica (Complex de diferenciacio
epidérmica; EDC) (Hardas et al. 1996; Marenholz et al.
2001). En aquesta regio mapen gens que codifiquen per a
proteines  estructurals de D’epidermis (loricrina,
involucrina, filagrina, trichohyalina), reguladors de la
diferenciacié (S100, proteina cel-lular d’unié a retinoic
(CRABP-1I)), gens de la familia SPRR, alguns dels quals
s’han trobat sobrexpressats en lesions psoridsiques
(Madsen et al. 1991; Bowcock et al. 2001).

PSORSS 3q21

Aquest locus ha estat descrit per lligament i TDT
en poblacid escandinava (Samuelsson et al. 1999). La
poblacio va ser triada de forma esbiaixada amb pares no
afectes per afavorir la deteccid d’un model d’heréncia
recessiva, proposat anteriorment pel mateix grup en
estudis epidemiologics (Swanbeck et al. 1994).
Mitjangant una cerca de baixa resolucié (1 marcador cada
20 cM) previa en 20 families i confirmacio6 per saturacid
de la zona en una mostra ampliada de 47 families, van
confirmar el lligament (LOD=3,85) amb una heréncia
AR assumint una alta freqiiéncia génica de la malaltia,
reduida penetraci6 i una heterogeneitat del 45%
(0=0,45). Un resultat similar es va observar amb 1’analisi
no parameétric, pero curiosament amb un marcador
allunyat 6 cM del primer. Répliques amb estudis de TDT
en poblacions independents confirmaren el lligament
amb marcadors de la mateixa regi6 (D3S3552, D3S1551)
(Enlund et al. 1999b). Recentment el mateix grup ha
descrit un gen candidat a la regié mitjangant mapatge per
desequilibri de lligament (Hewett et al. 2002).

Aquest ha estat reportat de forma
independent per a la dermatitis atopica (Lee et al. 2000;

locus
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Cookson et al. 2001) i amb artritis reumatoide (Cornelis
et al. 1998). Donada la resolucié de les cerques globals,
la regi¢ delimitada en els estudis de psoriasi i dermatitis
esta encavalcada, per la qual cosa no es descarta que
siguin dos gens diferents.

En aquesta regi6 s’han descrit gens que intervenen
en I’activacio limfocitaria, i que podrien estar implicats
en la desregulaci6 de la resposta immune present en totes
tres malalties (p.ex. CD80 1 CD86 (LocusID:481,482)).

PSORS6 19p13.3

Aquest locus ha estat detectat en un estudi de 32
families multiplex d’origen germanic. La seleccio de la
mostra es va fer condicionada a 1’edat. Tots els
participants eren majors de 20 anys, donada la
dependéncia de 1’edat amb la penetracido (penetracio
menor de 50% en els individus per sota de 20 anys).
Mitjangant meétodes paramétrics 1 no parameétrics,
detectaren lligament a la regié 19p13.3 (32cm pter), amb
un model d’heréncia AR, amb alta freqiiéncia genica i
una heterogeneitat del 66%. Aquest locus coincideix amb
altres loci de predisposicio identificats per la malaltia
inflamatoria de Bowel (Rioux et al. 2000) o loci que
presenten lligament amb dermatitis atopica (Lee et al.
2000).

Aquesta regié conté diversos gens, importants
candidats funcionals; gens implicats en la fisiologia i
metabolisme dels eicosanoids, tirosina
implicades en la transduccio de senyal de diverses
citocines (TYK2 (LocusID:7297) i JAK3 (LocusID:3718)
i adhesines (ICAM1 (LocusID:3383)).

quinases

PSORST 1p32.2-p31.1

El grup de Trembath, en un estudi de parelles de
germans i mitjangant métodes no paramétrics, evidencia
un nou locus a 1p32. En aquesta regié s’ha mapat EPS15
(Locus1D:2060), un gen implicat en la via de resposta a
EGF, a més d’altres gens com la Janus quinasa 1 (JAKI:
LocusID:3716) i la cadena beta del receptor d’IL-12
(IL12Rb: Locus 1D:3595). Aquest locus també ha estat
descrit com a suggestiu de predisposicié a dermatitis
atopica en D’estudi de Lee en diferents poblacions
europees (nordica, centreeuropea i mediterrania) (Lee et
al. 2000).

Altres loci sense confirmar

Aquests loci han estat descrits en diversos estudis
de cerca global de genoma, i encara que no presenten
prou significacio, presenten unes caracteristiques que els



poden convertir en alguna cosa més que falsos positius
(taula 4).

Taula 4

Loci de predisposicié a psoriasi no confirmats

2pl4 Trembath et al. 1997 ; Veal et al. 2001

Tpl5 Veal et al. 2001

8q24 Trembath et al. 1997, Lee et al. 2000.

16q Nair et al. 1997

14q12 Daniels et al. 1996

14q32 Veal et al. 2001

20p Nair et al. 1997;Trembath et al. 1997 ; Veal et al. 2001
2pl4

Aquesta regio, descrita en diversos estudis
(Trembath et al. 1997; Veal et al. 2001) és sinténica a la
regi6 del cromosoma 17 de ratoli que conté la mutacid
flaki, mutacié que reprodueix una afeccid psoriasiforme
en el ratoli (veure en models animals). Aquest locus
actuaria de forma epistatica amb el locus PSORSI (Veal
et al. 2001).

7p15-12

Aquest locus ha estat detectat en 1’estudi de Veal i
col'l, 2001, per métodes de comparticio, i solapa amb un
locus descrit 1ligat a asma en poblacio finesa (D75484)
(Laitinen et al. 2001).

8q24

Al 1994 el grup de Trembath va descriure una
familia on la psoriasi cosegregava amb 1’Exostosi
multiple hereditaria (HME) (MIM:133700) (Rosbotham
et al. 1994), una malaltia AD no relacionada amb la
psoriasi que es caracteritza per alteracions esquelétiques
durant el creixement. El gen causant, EXTI
(LocusID:2131) mapa a 8q24.11-q24.13. Aquesta
cosegregacio sembla confirmar un locus a la regio 8q24,
que havia estat reportat com a potencialment lligat
(Trembath et al. 1997).

16q

La malaltia inflamatoria intestinal (IBD de
I’anglés Inflammatory bowel disease)(MIM:266600) es
caracteritza per una inflamacié recurrent de I’intesti de
caracter discontinu. Es diferencien dues formes cliniques;
Malaltia de Crohn, amb afeccidé a qualsevol part de
I’intesti, i colitis ulcerosa, restringida a la mucosa de
I’intesti gruixut. La prevalenca de la IBD esta
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augmentada en pacients amb psoriasi (Lee et al. 1990) i
en altres condicions com 1’espondilitis anquilosant i
I’esclerosi multiple, totes malalties amb una component
immunologica important. L’heréncia és complexa i s’han
localitzat diversos gens de predisposicio, els dos
principals a 16q i 12p13 i un tercer a 19p13 (Lee et al.
1990), altres locus de susceptibilitat estan presents a
1p36, 6p21, 5q, 7921, 3p21.

El locus de 16q descrit per a IBD solapa amb un
locus que presenta lligament suggestiu amb psoriasi, amb
una heréncia AR (Nair et al. 1997), i el 19p13 i el 6p21
coincideixen amb les regions PSORS6 i PSORSI , altres
regions com la 3p21, 3q21 han estat descrites associades
a dermatitis atopica, i 7q31,5q33, 6p21 amb asma.

14p12

Descrit per Trembath, coincideix amb un
marcador que presentava lligament per a asma (Daniels
et al. 1996).

14q32

Descrit per Veal i coll., 2001, sembla actuar de
forma epistatica amb el locus PSORS1 (Veal et al. 2001).
Aquest locus coincideix amb altres loci de predisposicio
a IDDM (diabetis mellitus dependent d’insulina) i
Malaltia de Graves.

20p

Aquest locus ha estat reportat en estudis
independents, encara que amb una significacid reduida
(Nair et al. 1997; Trembath et al. 1997; Veal et al. 2001)
i coincideix amb zones reportades en estudis fet en
pacients amb asma (Wjst et al. 1999; Cookson et al.
2001).

Gens candidats

En aquest apartat s’ha descrit principalment els
gens de la regié estudiada pel nostre grup, en 6p21. A
més es descriu altres gens que funcionalment i posicional
poden ser candidats interessants d’estudi.

Gens candidats de la regié 6p21: locus
PSORS1
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POUSF1. Factor de transcripcio de classe 5
amb dominis POU, 1.

El POUSFI (OTF3 o OTF4) (LocusID:5460),
mapa a 6p21, 90 kb aproximadament telomeric de HLA-
C, és un gen que abraga aproximadament 7 kb i esta
organitzat en cinc exons que presenten splicing alternatiu
generant dues isoformes, de 360 aa (Oct3A) i 265 aa
(Oct3B),  possiblement funcionalment  distintes.
S’expressa de forma ubiqua en teixits embrionaris, i amb
nivells baixos a tots els teixits adults (Takeda et al.
1992). POUSF1, codifica per a un factor de transcripciod
amb dominis homeodtics de tipus POU. Factors de
transcripcid amb aquest tipus de domini han estat
implicats en I’expressié especifica en teixits limfoides, i
desenvolupament embrionari. Treballs realitzats en
models animals, han demostrat que Oct3 actua com a
reguladors de la determinacid, controlant la potencialitat
en cel-lules pluripotencials (Niwa et al. 2000)

Takeda 1 coll, 1992 wva descriure dos
polimorfismes a la seqiiéncia de POUSF I, encara que no
s’ha realitzat un triatge global de variants. Un és a la
zona 3’ no traduida, i D’altre al codd d’inici de la
isoforma Oct3B. L’al-lel AGG, d’aquesta segona variant,
causa la manca d’expressio de la forma Oct3B (Takeda et
al. 1992).

Un estudi ha reportat associaci6 amb psoriasi,
amb un risc superior que el que esta associat amb 1’al-lel
HLA-Cw*6 (Gonzalez et al. 2000).

TCF19: Factor de transcripcio 19

TCF19 (anomenat anteriorment SCI1)
(LocusID:6941) mapa a 6p2l, telomeéric a HLA-C
(aprox,100 kb) entre POUSFI i HCR. Es un gen petit de
3,2 kb organitzat en tres exons que codifica per a una
proteina de 344 residus. La proteina t¢ dominis rics en
prolina i es creu que actua com a un factor transactivador
de la transcripcié de gens implicats en les darreres fases
de progressio cel-lular (Ku et al. 1991). El gen s’expressa
de forma ubiqua durant les fases G1-S del cicle cel-lular.

A nivell genetic, un estudi de triatge de mutacions
en la zona codificant en poblacié japonesa ha identificat
4 polimorfismes, perd no ha observat cap associaciéo amb
psoriasi (Teraoka et al. 2000). Altres estudis parcials no
han detectat polimorfismes ni associacions en poblacid
caucasica (Nair et al. 1999).

HCR: Alpha-Helix-Coiled-coil Rod Homolog
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El gen HCR (Alpha-Helix-Coiled-coil Rod
Homolog) (LocusID:54535), és un candidat posicional
localitzat a 114 kb teloméric a HLA-C i 19 kb
centroméric a CDSN. L’estructura genomica d’aquest
gen anomenat primitivament Pg8 (gen putatiu 8) i més
tard HCR (Oka et al. 1999), va ser deduida per
Asumalahti i col'l., (Asumalahti et al. 2000; Asumalahti
et al. 2002). HCR abraga més de 14 kb i s’organitza en 16
exons petits de mides variables (entre 46 i 304 pb) amb
llargues seqiiéncies introniques. Codifica per a una
proteina de 757 aminoacid amb funcidé desconeguda;
mentre uns li atribueixen funcions mecaniques en el
citoesquelet per la seva semblanca amb les plectines
HCR (Oka et al. 1999), altres autors la descriuen com una
proteina nuclear amb dominis de tipus zipper de leucina
(Asumalahti et al. 2000). L’expressio a nivell de mRNA
no és restringida, detectant-se nivells variables en la
majoria dels teixits. Mitjancant hibridacié in situ s’ha
detectat un increment de I’expressid6 de mRNA en els
queratinocits de les zones lesionades, perd no en les
zones no afectades dels pacients o en els pacients sans
(Asumalahti et al. 2000).

A nivell genétic, el triatge de tots els exons i part
de les zones introniques ha posat de manifest 1’elevat
polimorfisme del gen HCR: 18 variants SNP en la regio6
codificant i 7 SNP en les regions introniques analitzades
(només 4 del total) (Asumalahti et al. 2000).

Un estudi limitat de tipus cas-control en poblacid
finesa, ha demostrat 1’associacié de dos al-lels, que
formen un haplotip denominat HCR*Trp-Trp, amb
psoriasi, sent especialment significatiu en la forma de
presentacio primerenca. L’al'lel HCR*Trp-Trp presenta
associacid al-lélica amb Cw*6. (Asumalahti et al. 2000).
Hi ha dos estudis, perd que no han replicat aquesta
troballa (Chia et al. 2001; O'Brien et al. 2001).

CDSN: Corneodesmosina

El gen CDSN (LocusID:1041), és un excel-lent
candidat, ja que compleix tant, els criteris posicionals
com els funcionals per estar implicat en la predisposicio
a psoriasi. El gen mapa a 160 kb teloméric de HLA-C,
abraca unes 3 kb i consta de dos exons que codifica per a
una proteina de 486 aminoacid residus, anomenada
corneodesmosina. Aquest gen correspon a l’anomenat
anteriorment gen-S, (S de I’anglés skin), que s’havia
identificat com d’expressio especifica de pell (Zhou
iChaplin 1993).

La  corneodesmosina  (CDSN) ¢és  una
glucoproteina especifica dels queratindcits amb funcions
d’adhesi6 cel-lular (Serre et al. 1991). L’expressio és



detecta a nivell citoplasmatic com una molécula de 52-56
kd en l’estrat granulds, i amb un pes molecular menor,
entre 30-45 kd (Simon et al. 1997) a la membrana
cel'lular formant part dels desmosomes modificats de
I’estrat corni (corneodesmosomes) (Serre et al. 1991). La
modificacié dels corneodesmosomes esta relacionada
amb els processos de descamacié natural de les capes
superiors de I’estrat corni. S’ha proposat que la proteolisi
de la CDSN, estaria implicada en els canvis de
I’adhesivitat dels corneodesmosomes en les capes
superiors de I’estrat corni (Simon et al. 1997).

En pacients amb psoriasi, I’expressio de la CDSN
¢s normal en les zones no afectades de la pell, pero en les
zones lesionades [’expressi6 de la CDSN esta
incrementada i alterada en el seu patrd d’expressio. La
CDSN s'expressa a ’estrat corni i s’estén a multiples
capes dintre de 1’estrat espinods, on es detecta tant en la
seva forma citoplasmatica com de membrana. A més s’ha
demostrat que en les lesions la translocacio a la
membrana és anterior a la formacié de I’embolcall corni
(Allen et al. 2001). En altres malalties inflamatories de la
pell, existeix un lleuger augment de I’expressié de
CDSN, pero restringit a una poques capes de [’estrat
granulés. Una analisi de I’expressid de diverses formes
polimorfiques del CDSN, no ha detectat diferéncies en
I’expressio (Allen et al. 2001).

A nivell genétic, s’han identificat al menys 19
polimorfismes del gen CDSN en diverses poblacions
(Ishihara et al. 1996; Guerrin et al. 1998; Jenisch et al.
1999), alguns especifics de poblaci6. Les variants
genctiques descrites es localitzen en la regid codificant
de I’ex6 2 (el més gran) encara que no es poden descartar
canvis presents en altres zones codificants, introniques,
no traduides o del promotor (centroméric a HLA-C).

L’estudi més complet de 18 polimorfismes
identifica 8 al‘lels diferenciats, amb una seqiliéncia
d’aminoacid unica, (CDla, 1b, CD2-6), els quals
presentaven desequilibri de lligament amb al-lels HLA
A/B/C i en menor mesura amb HLA D. L’allel
denominat CD2, present a tots els haplotips Cw*6,
presenta associacido amb psoriasi (Jenisch et al. 1999).

L’estudi de variants especifiques de CDSN, ha
demostrat en dos estudis en poblacid caucasica
associacid  psoriasi (Ahnini, 1999, Allen,1999),
demostrant un efecte de dosi i un risc incrementat
respecte a la preséncia de Cw*6 (Ahnini, 1999), encara
que altres han fallat en demostrar-la, tant en poblacid
japonesa com en caucasica (Ishihara et al. 1996;
Asumalahti et al. 2000; Gonzalez et al. 2000).
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Figura 5

Mapa de la regié critica PSORSI en 6p2l. Aquesta regié abraca
aproximadament 260Kb, des de CDSN fins HLA-C. A més dels gens
CDSN, HCR, TFC19, POUSF1 i HLA-C han estat descrits altres
quatre seqiiéncies. Aquest mapa ha estat modificat de la pagina
web del Genoma Humam publicada al NCBI web site

Altres gens de la regié 6p21

Dintre de la regio critica de PSORS1, s’ha descrit
altres seqiiéncies entre HLA-C i CDSN. SEEKI que
codifica per a una proteina de funcido desconeguda, i
altres tres loci que no se sap si s’expressen. A la figura 5
es presenta el mapa de la regi6é 6p21 segons el draft del
genoma huma actualitzat del mes de juliol de 2002.

Gens MIC: MICA i MICB.

Els dos gens MIC (de I’anglés MHC class 1
polypeptide-related sequence), separats 89 kb, mapen a
la regi6 centromerica a HLA-C, fora de la regi6 critica
delimitada com a potencialment de risc (Jenisch et al.
1999; Oka et al. 1999; Nair et al. 2000). Els gens MIC,
MICA  (LocusID:4276) 1 MICB (LocusID:4277)
pertanyent a una familia multigénica que codifiquen per a
receptors transmembrana expressats de forma ubiqua i
representen formes especifiques divergents dels gens de
MHC de classe I (Bahram et al. 1994). Codifiquen per a
una proteina induible per estrés que és expressada en la
superficie cel-lular i és reconeguda per cel-lules limfoides
(cél-lules T y3, cél-lules CD8" i NK) (Steinle et al. 1998;
Bauer et al. 1999; Groh et al. 2001). S’expressa de forma
preferent en fibroblasts i cel-lules epitelials i1 en la pell,
s’ha descrit I’expressio en 1’estrat bassal i en les capes
queratinitzades superiors.

23



MICA 1 MICB sén gens polimorfics, amb la
majoria de les variants identificades codificants. En
MICA s’ha identificat un triplet polimorfic (GCT), en
I'ex6 5, que codifica para un nimero variable d'alanines
dintre de la regi6 transmembrana. La preséncia de nou
repeticions del triplet (GCT)y ha estat associada a artritis
psoriasica de forma independent a [’associacié de
psoriasi amb Cw*6 (Gonzalez, 1999), i un haplo-al-lel
especific (composat per diversos polimorfismes de la
regié transmembrana) amb psoriasi tipus I (Tay et al.
2000).

Gens candidats en 1q21. PSORS4

S100A7: Psoriasina

S100A47 (LocusID:6278) codifica per a la proteina
S100A7, també anomenada psoriasina que s’expressa
principalment en determinats teixits fetals (pell, oida i
llengua) i esta sobreexpressada en els queratinocits de les
lesions psoriasiques (Madsen et al. 1991). Es una
proteina de la familia de S100, familia que agrupa
proteines que tenen una important funcio en la regulacid
per calci del creixement i diferenciacio cel-lular
(Kligman iHilt 1988). SI00A7 ha estat mapat fisicament
i genetica a 1q21 (Hardas et al. 1996) i tots els membres
de la familia S100 (excepte dos gens localitzats a 21q i
X) mapen a la mateixa regi6 (Engelkamp et al. 1993).

En les lesions psoriasiques juntament amb la
psoriasina (S100A7) es troben sobreexpressats altres
gens localitzats a la regi6é 1g21; com la calgranulina A i
B (S100A8 i S1009), la calciclina (S100A6), la CaN19
(S100A2) aixi com d’altres pertanyents a la familia de les
proteines riques en prolina (SRPP) (Hardas et al. 1996).
Existeix una expressi6 coordinada que ha suggerit la
preséncia d’un regulador general o d’una
duplicaci6 dels elements de regulacié (Hardas et al.
1996; Zhao iElder 1997).

S100A7 i altres de les proteines del cluster
(S100A8 S100A9) han estat associades a la resposta
inflamatoria. De forma especifica, s’ha descrit que
S100A7 presenta propietats quimiotactiques sobre
cél-lules CD4" i neutrofils (Jinquan et al. 1996)

locus

L’estudi mutacional del gen, només ha identificat
canvis a nivell del promotor (-559G/A i —563A/G), que
no han estat associats a psoriasi en families italianes
lligades a la regié 1q21(Semprini et al. 1999).

CRABP-II: Receptor cel-lular d’acid retinoic

Els retinoides actuen com a moduladors de la
proliferacié i diferenciacié dels queratinocits, en un
procés de multiples passos on 1’acid retinoic regula
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Pexpressio6 de diversos gens (transglutaminasa,
queratines, sulfotransferasa, etc) controlant la progressio
de la diferenciacio, (Jetten 1990). L’accio dels retinoides
¢s via els receptors nuclears d'acid retinoic (RAR).

CRABP1 i de CRABP2 (de I’angles cellular
retinoic acid binding protein), dos proteines citosoliques
d’uni6 a acid retinoic que regulen 1’accés del retinoic als
receptors nuclears (Jetten 1990). CRABP2, la forma
majoritaria presents en els queratinocits, és induida per
retinoic i es creu que funciona com un regulador negatiu
de I’efecte de acid retinoic.

L’acid retinoic és format de forma endogena a
partir de retinol en les cél-lules diana amb una proporciod
que depén de D’estat de diferenciacid cel-lular. En les
plaques de psoriasi I’activitat enzimatica formadora de
retinoic és més alta, de igual forma que els nivells de
receptor intracel-lular de acid retinoic (CRABP2)
(Siegenthaler et al. 1992). L’efecte inductor del retinoic
¢és dependent de I’estructura estratificada de I’epidermis,
i/o de les interaccions epidermis-dermis (Elder et al.
1992).

CRABP2 (LocusID:1382), mapa a 1qg21, en el
cluster d’EDC, i ha estat reportat en diversos estudis la
seva sobrexpressio en teixit lesionat, encara que també es
troba sobreexpressat en altres malalties deérmiques
inflamatories, suggerint un efecte no especific de la
psoriasi (Algermissen et al. 1996).

Estudis d’expressio

L’estudi d’expressio diferencial de zones no
afectades de la pell de pacients ha revelat 1’expressio
diferencial de diversos gens en les zones lesionades.
Rivas i col'l. van observar la sobreexpressio en les zones
lesionades de tres gens: la connexina 26, 1’antigen
carcinogenic escamos de pell (SCC1) i els gens per a dos
components dels sistema NAD mitocondrial (Rivas et al.
1997). Recentment, un estudi d’expressi6 mitjangant
microarrays ha posat de manifest I’expressio alterada
d’una gran quantitat de gens en les lesions psoriasiques;
177 gens presenten una expressio diferencial (16
presentaven una expressio reduida) respecte a la pell d’un
individu sa, perd només 10 presenten una sobreexpressio
en la pell de les zones no afectades dels pacients
(Bowcock et al. 2001). Els gens identificats en ’estudi,
tenen una funcid aparentment diversa: psoriasina
(S100A47), inhibidors de proteases (SERPINB3), factor de
creixement endotelial (ECGFI), interleucina 8 (ILS),
proteina induible per IFN-o (/F/27), o un defensina
(DEFB2).



Models animals de psoriasi

No existeix un model natural que reprodueixi
tots els esdeveniments (dérmics i immunologics) que es
produeixen en les lesions psoriasiques. Els models
animals son principalment ratolins amb mutacions
espontanies que desenvolupen lesions psoriasiformes
(flaky skin (fsn), dermatitis cronica proliferativa (cpd)) o
bé ratolins/rates modificats genéticament, transgénics o
models de falta de funcié (Knock out), per a diverses de
les proteines implicades en el procés patologic de la
psoriasi (citocines: IL1-o, IL-6, IFN-y, factors de
creixement: KGF, VEGF o adhesines). A més també
s’han establert models basats en el xenotransplantament i
transferencia limfocitaria en ratolins SCID i nude. Tots
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caracteristiques deérmiques presents en la psoriasi;
hiperproliferacio, acantosi, paraqueratosi, i
immunologiques; producciéo de citocines, infiltracio i
formacié de microabcesos (revisat a Schon, 1999) (taula
5). Els ratolins flaki (fsn) desenvolupen lesions
psoriasiformes de forma natural (Sundberg et al. 1997), a
més s’ha vist que el transplantament de la pell afecta del
ratoli fsn en ratolins immunodeficients (nude) reprodueix
i manté el fenotip lesionat, demostrant-se suficients per al
manteniment de la lesidé. En canvi en ratolins SCID, es
produeix una disminuci6 en la proliferacio. El gen
heteroleg huma del fsn, mapa en 2p21-22. Els ratolins
transgenics per a les integrines (Carrol, 1995), presenten
una expressio ectopica de la blintegrina en les capes
suprabassals de 1’epidermis, desenvolupant un fenotip

aquests models tot i no reproduir completament les semblant a psoriasi.
lesions, permeten reproduir algunes de les
Proliferaci6 i Acantosi Diferénciacio Vascularitat  Infiltrat cel-lular Penetraci6
Espontanies
flaky (fsn) severa paraqueratosi focal incrementada  cel-lules T 100%
dermatitis (cpd) alta paraqueratosi focal incrementada  n.d. n.d.
Transgenics
IL1-o. Rarament(en afeccio severa)  rarament en afeccio severa n.d. céllules T (en severa) poca
IL-6 hiperqueratosi absent no no n.d.
IFN-y increment de 3-10 vegades en  paraqueratosi en afeccié incrementada  cel'lules T en dermis  5-20%
la proliferacio severa
TGF-o. increment de 2 vegades en paraqueratosi local i n.d. cel-lules T (variable)  n.d.
proliferacio en estrat basal i diferénciaci6 alterada
acantosi
KGF increment de 2 vegades en expressio queratines alterada  n.d. no n.d.
proliferacié de queratinocits
HLA-B27-hfm alta paraqueratosi focal incrementada  cél-lules T 10-80%
Integrines
B, increment de 5-12 vegades en  paraqueratosi i diferénciacio incrementada  cel-lules T 36-89%
apP, proliferacio / acantosi variable  alterada
asB; (64-89%)
K.O
CDI18 alta paraqueratosi focal incrementada  cel-lules T 100%
Transferéncia
CD4+ increment de 20 vegades en la paraqueratosi i expressio de incrementada 100%
proliferacio queratines alterada 0
Taula 5

Caracteristiques de les lesions en els models de psoriasi (modificat

de Schén, 1999).
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Asma

Encara que tothom té una idea intuitiva de que és
l'asma, la definicio de la malaltia és complexa, i alguns autors
han comparat aquesta tasca amb la dificultat de definir la
paraula amor (Gross 1980).

Inicialment el terme "asma" (del grec asthma,
"ofec"), s'aplicava d'una forma molt laxa a les persones
que tenien dificultats respiratories. Posteriorment es va

1. Preséncia de simptomes respiratoris episodics
d'obstruccid6 de les vies respiratories; sibilacions,
respiracions curtes, opressio al pit 1 tos irritativa,
generalment en un periode de 12 mesos. La preseéncia
dels simptomes varia en el temps i al llarg del dia.

2. Preséncia d'obstruccié i reversibilitat mitjangant
espirometria.
a) Obstruccid present si FEV<80% del valor
predit; FEV{/FVC*<65%
b) Reversibilitat present si FEV>12-15%
(0>200ml) després de provocacio
broncodilatadora.

3. Exclusi6 de diagnostics alternatius.

aplicar el terme asma bronquial per diferenciar-la de les
dificultats respiratories causades per la insuficiéncia
cardiaca. Actualment pero, tots dos termes sén emprats
com sinonims.

L'asma és una de les malalties croniques més
freqlientes als paisos occidentals, afecta al 10% de la
poblacié general 1 la seva prevalenga sembla augmentar
de forma continuada (Burney et al. 1990). Presenta una
distribucio geografica universal i afecta a totes les edats
tenint una incidéncia elevada en poblacié infantil.

Malgrat les possibilitats reals de tractament,
I’elevada variabilitat clinica de la malaltia i el
desconeixement de les bases moleculars fan que sigui
molt dificil d'establir les caracteristiques essencials i
definir uns solids criteris diagnostics, de manera que
l'avang en el seu coneixement i en la millora de les
terapies ha estat limitat. La definicid més consensuada és
I’elaborada pel National Heart, Lung and Blood Institute

Introduccio

(NHLBI), aquesta posa I’accent en el caracter inflamatori
de la malaltia, definint 'asma com "... una malaltia
inflamatoria cronica de les vies respiratories en la qual
intervenen molts tipus i elements cel-lulars, en particular,
mastocits; eosinofils, cél-lules T, macrofags, neutrofils i
cél-lules epitelials. En individus predisposats, factors
ambientals i d'altre tipus, provoquen inflamacio i dona
lloc a episodis recurrents de sibilacions, dispnea, opressio
al pit i tos, especialment a la nit o al mati. Aquests
episodis estan generalment associats amb una obstruccid
variable de les vies aéries generalment reversible, de
forma espontania o després de tractament. La inflamacio
causa un increment de la resposta bronquial a una
varietat d'estimuls; com al-lergogens, irritants, aire fred i
virus. Aquests estimuls donen lloc a una obstruccié del
flux respiratori i els simptomes d'asma en el pacient amb
asma..." (NHLBI 1999). Aquesta descripcido engloba
totes les caracteristiques observades en la patologia
asmatica, ara bé, és de dificil aplicaci6 en el moment
d'establir criteris diagnostics d'asma.

La diagnosi de I’asma ¢és basa en els simptomes
repiratoris 1 amb la preséncia de I’obstruccid reversible
de les vies acries (taula 6) (CIBA. Foundation Guest
Symposium 1959; ATS. American Thoracic Society
Committee on diagostic standards for nontuberculous
diseases 1962). Tot i que no
caracteristiques patologiques especifiques presents en
tots els pacients amb asma, la majoria presenten
obstrucci6 variable de les vies respiratories, una resposta
positiva a terapia antiasmatica (broncodilatadors) i
eosinofilia en les parets i secrecions bronquials.

existeixen unes

Taula 6

Criteris diagnostics de 1'asma, segons els criteris de PNHLBI
*FEV, volum espiratori maxim del primer segons
FVC capacitat vital for¢ada

En I’estudi genétic de ’asma es poden utilitzar
dues estratégies oposades per a la definicié de I’asma: la
utilitzacié d’una definicié6 molt estricta (amb la inclusio
de I’edat aparicio, fenotips extrems, historia familiar,
etc....) (Lander iSchork 1994) o bé, I’estudi dels fenotips
intermedis de I’asma, en principi de naturalesa menys
complexa.

Fenotips intermedis

Amb la definicio de fenotips intermedis,
s'engloben els diferents trets o aspectes inclosos dintre de
l'etiqueta "asma", que soén més facils de determinar, i
permeten establir conjunts homogenis de caracteristiques
amb una base fisiologica comuna. Aquests fenotips
consisteixen en mesures de la reversio de l'obstruccio,
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mesures de la variaci6 dels volums espiratoris, valoracio
de I’hiperresposta bronquial (HRB) i mesures de l'atdpia.

Simptomes respiratoris
i funcio pulmonar

Els simptomes respiratoris de 1’asma
consisteixen en sibilancies, esbufecs, ofecs, opressio al
pit, tos, atacs, els quals varien en intensitat i es presenten
de forma intermitent, essent asimptomatic entre episodis.
Tant la incidéncia com la freqiiéncia en qué es presenten
serveixen per fer una valoracio de la gravetat, de manera
que la descripcio del patrd d’aparicid, duracid (en els
darrers dotze mesos o amb variacions estacionals) i
moment de presentacid (dilirn o nocturn) és de gran
utilitat.

Les mesures de la funcié pulmonar estableixen
categories del grau d'obstruccio i reversibilitat. Aquestes,
s'efectuen mitjangant meétodes d’espirometria forgada
amb, o sense provocacié en les que es quantifica el
volum espirat total o Capacitat vital forcada (FVC), el
volum espirat maxim durant el primer segon (VEMSI o
en anglés FVE,) i el quocient FEV,/FVC. Un resultat
positiu amb prova broncodilatadora (administracié de
broncodilatadors) és indicativa de reversibilitat de les
vies. A més a més, també son utilitzades mesures
continuades del flux espiratori: flux espiratori maxim
(PEF) o la wvariaci6 del PEF (PEFmax-PEFmim/
(100xPEFmax)).

Hiperresposta bronquial, atopia i asma

Les relacions entre asma i aquests dos fenotips
intermedis ¢és variable i no sempre de la mateixa
intensitat. Tradicionalment I’HRB i atopia han estat
considerades dos fenotips associats amb I'asma, i han
estat utilitzats com a marcadors de la malaltia, encara que
poden ser tractades com entitats separades amb un
important grau d'encavalcament.

Hiperresposta bronquial

L’hiperresposta bronquial es defineix com la
capacitat de resposta (broncoconstriccid) exagerada que
presenten els bronquis a una série d'estimuls fisics o
quimics inespecifics (farmacs, pol-lutants, aire fred,
exercici, etc.).

Aquesta alteracié de la resposta bronquial és una
caracteristica comuna a diverses malalties respiratories,
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perd presenta una alta correlacid6 amb asma,
principalment en els casos més greus, tot i que no sén
dos diagnostics intercanviables. Entre el 6-35 % de la
poblacid general presenta ’HRB (Jansen et al. 1997). La
relacié no és directa ni simple, la preséncia de I’'HRB
varia amb el temps, i no sempre es correlaciona amb els
simptomes 1 les variacions en el flux espiratori. La
presencia d’HRB també s’ha associat amb una historia
d’atopia (Soriano et al. 1996; Bodner et al. 1999).

L'avaluacio de I’HRB, es pot fer de forma directa
mitjangant proves de provocacid6 amb estimuls
farmacologics (administracié de determinades dosi de
metacolina (agonista colinérgic), histamina, etc.) que
directament provocant una rapida
broncoconstriccié, o mitjangant estimuls fisiologics
(exercici, aire fred, etc.) que poden implicar fendomens
secundaris d'inflamacié (condicionada pels mastocits).
Les mesures es fan mitjangant técniques d’espirometria
forcada, seguint uns estandards de mesura.

La preseéncia de I’HRB es distribueix de forma
continua a la poblaci6 general, no existint un punt clar de
tall respecte als asmatics. Per convenci6 s’accepta que un
individu presenta HRB, si la FEV, decau un 20% del
nivell bassal, a una determinada dosi de provocador
(metacolina, histamina, etc.) (PD,g) (Towney et al. 1979).
S'ha establert un punt de tall per a la histamina de PD,;<
10mg/ml dhistamina o PD,;< 15/25mg/ml per Ila
metacolina, encara que el seu us com a llindar patologic
varia entre estudis.

actuen

Atopia

L’atopia es caracteritza per una produccié
augmentada d'immunoglobulines de tipus E (IgE) en
resposta a quantitats minimes d'al-lergogens. Aquest
fenomen no és exclusiu del fenotip asmatic i es pot
expressar en diferents organs: pell (dermatitis), vies
respiratories superiors (rinitis) o vies respiratories
inferiors (asma).

L’atopia pot ser definida en funcié dels fenotips
intermedis associats: nivells elevats d’IgEs totals,
presencia d’IgEs especifiques a determinats al-lergogens,
i resultats positius de tests cutanis, enfront a una bateria
d'aeroal-lergogens.

L'atopia esta present en gairebé el 80% dels
pacients asmatics pero no es considera una regla d'or pel
diagnostic de I'asma, ja que no tots els individus atopics
desenvolupen asma. En els nens asmatics, la correlacio
amb l'atopia és molt alta; en canvi, no és tant evident en
el cas adult. La prevalenca d’atdopia en la poblacio
general s ha estimat en 40%.

Les definicions d'atopia, varien depenen de les
consideracions de tres fenotips intermedis: nivells sérics
d’IgEs totals i/o IgEs especifiques, i proves de SPT.



IgEs totals (IgEs)

Les concentracions son variables a la poblacio
general, a més, els nivells depenen de I’edat, sexe, habit
fumador i altres malalties (Jarvis et al. 1995). Les IgEs ja
son presents a les 11 setmanes de gestacid i assoleixen
els nivells adults a I’edat de 5 anys, mantenint-se
constants durant la vida adulta, encara que amb un
lleuger descens a partir dels 70 anys. En general la
concentracio és més alta en homes que en dones. Nivells
elevats d’IgEs estan associats amb preséncia d’asma en
poblacié espanyola (Sunyer et al. 1996).

Les mesures es fan respecte a un patrd
internacional, i es referencien en kU/1, corresponent 1U a
2,4x107gr.

Tests cutanis (SPT)

En I’asma, els tests cutanis es realitzen de forma
substitutiva a la provocacié al-lérgica en el teixit diana.
La preséncia de positius es correlaciona amb els
simptomes al-lérgics, encara que no d’una forma
inequivoca. Existeix una gran fraccid d’asimptomatics
que son positius pels tests cutanis, la preséncia de
positius és un factor de risc pel desenvolupament de
rinitis, dermatitis i en menor mesura d’asma.

Els tests es realitzen collocant a nivell de
I’epidermis o de la dermis, una mostra concentrada de
I’aeroal-lergogen, i mesurant el nivell d’inflamacié
cutania produida pels mastocits de la pell. Existeixen
variacions en el nivell de reactivitat (edat, sexe, raga,
medicacid, tipus de prova). Generalment el resultat de la
prova es considera positiu de sensibilitzacio si es forma
una anella d’inflamacié d’un diametre de >3mm.

IgEs especifiques (spIgEs)

Els nivells d’IgEs especifiques en sérum son
baixos i normalment es determinen després de la
determinacio dels tests Son dificils de
quantificar, ja que els determinats antigénics especifics
no se separen facilment, i la seva avaluacié no és tant
informativa que els tests cutanis.

A la figura 6 s’indica quines son les relacions
entres els distints fenotips intermedis, i ’asma.

cutanis.

FEV1
IgEs
o o
st D
IAS SPT

Sibil- lancies
e

Introduccio

Figura 6

Relacio entre els fenotips intermedis d’asma. La relacié entre I’IAS
i diversos fenotips parcials es mostra com un diagrama matricial.
(FEV1, volum expiratori maxim en el primer segons; HRB,
hiperresposta bronquial; RAST, proves de radioabsorcié per a
IgEs especifiques; SPT, proves cutanies positives; Sibilacions,
resposta sobre simptomes respiratoris el darrer any; IAS, index
estandarditzat d’asma) (Modificat de Allergy, 2001. S.Holgate)

Classificacio de I'asma

L’asma és una malaltia fenotipicament heterogénia,
amb una edat d’aparicio, expressio clinica i progressio
variable. Les classificacions que s’han fet es basen en
criteris no excloents que reflecteixen aquesta variabilitat,
i que alhora permeten classificar-lo en molts casos de
cara a la practica clinica. La classificacio de I’asma
bronquial es pot fer en base a 1’edat, etiologia o gravetat.
L'as d'algunes d'aquestes classificacions esta molt estés a
la literatura, perd de vegades no totes tenen una
significacio biologica clara i diferenciada, i sén de poca
ajuda en els estudis genétics.

Segons la seva etiologia

Asma extrinsec: Es diferencia en atopica i no
atopica, en el primer cas hi ha nivells elevats d’IgEs
mentre que és absent en el segon cas, encara que amb
tests cutanis positius.

Asma intrinsec: els nivells d’IgEs s6n normals i
els tests cutanis negatius.

Asma induida per aspirina: és una forma adulta,
causada per una alteracid de la via de sintesi de
molécules proinflamatories.

Asma induida per exercici: és una forma
principalment infantil, produida a causa dels esfor¢os
fisics (>90% infants asmatics).

Segons I'edat

Asma del lactant, també anomenada bronquitis
amb sibilancies, és una forma d’obstruccié bronquial
amb uns components etiologics diferents a I'asma i amb
un pronostic diferent.
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Asma infantil, és de presentacio infantil (edat
d’aparicié >3 anys) amb un pronostic menys greu que
asma del lactant i amb un component al-lérgic important.
Existeix una marcada correlacié entre atopia i asma
infantil.

Asma adult, és principalment de caracter no-
al-lergic, i diferenciada de [’obstruccidé cronica molt
freqiient en els adults (MOPC).

Segons la severitat

La Iniciativa Global per la prevencié i tractament
de I'asma (GIA) (NHLBI 1995) establi diferéncies entre
I’asma intermitent i l’asma persistent, distingint en
aquesta darrera en asma lleu, moderada i intensa (o greu)
segons la preséncia de simptomes respiratoris i per la
mesura de la funcié pulmonar (taula 7).

Taula 7

més que propis de la mateixa malaltia estan en la base del
desenllag.

Epidemiologia de I'asma

Classificacié de I’asma, segons la severitat i els criteris del NHLBI

Simptomes Funcio
respiratoris pulmonar
Intermitent intermitents, lleus
<l/mes
0,
asimptomatic entre F\]]E v l<>28(2)//0
episodis ar °
Persistent
persistents, lleus
>1/mes, <l/sem FEV,>80%

lleu asma nocturna
asimptomatic entre
episodis

Var <20-30%

persistents

>1/sem, <1/dia FEV,>60-80%

moderada 12 hocturna Var <30%
medicaci6 diaria
o aric froqi
o simpomesdiars  FEVSO0%
g p Var <30%

asma nocturna

Altres classificacions

Asma ocupacional o professional

Fa referencia a l'asma produida per la presencia
d'al-lergogens al lloc de treball. Un 10 % de 1'asma adult
és de caracter ocupacional, normalment desapareix
després de I’eliminaci6 de 1’agent al-lérgic. Aquests
poden ser de tipus animal, vegetal i quimic

Asma de risc vital

També anomenada fatal o mortal, fa referéncia als
casos d'asma amb mort, encara que altres factors externs,
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Les dades de I’epidemiologia de 1’asma sovint
fan referéncia d’una forma indistinta, i de vegades,
confusa, a la preséncia de simptomes respiratoris i a
I’asma diagnosticada sent molt important la comparacio
de les definicions per estandarditzar els resultats.

Prevalenca

La prevalenga dels simptomes i de I'asma
diagnosticada varia entre diferents poblacions i també
entre adults i infants, amb valors que oscil-len entre 1,9%
i 20% (figura 7). Dos estudis multicéntrics realitzats en
poblacié general; adulta (20-44 anys) (The European
Community Respiratory health Survey, ECRHS.1994)
(Burney et al. 1994) (ECRHS 1996) i infantil (10-14
anys) (The International Study of Athma and Allergies in
Childhood, ISAAC) (ISAAC 1998), han evidenciat una
gran variacio de la prevalenga entre paisos i tamb¢ dintre
del mateix pais. Ambdos posen de manifest que la
prevalenca d'asma és molt més alta en poblacions de
parla anglesa (Regne Unit, Australia, Nova Zelanda,
Irlanda i Canadd) i més baixa a paisos de 1’Asia i
I’Africa. A Europa en general la prevalenca és molt més
baixa i heterogénia en el sud que en els paisos del centre i
del nord. Quant a la variacio dintre de paisos, la variacio
és molt menys important, encara que en alguns paisos
s’ha observat grans variacions regionals, entre ells,
Espanya (Grupo espaiiol del estudio europeo del asma
1995).

Les dades més fiables de la prevalenga d'asma en
poblacid espanyola son el resultat de la col-laboracio en
els estudis ECHRS i ISAAC. En tots dos es posa de
manifest la menor prevalenca a Espanya respecte altres
paisos europeus. En el cas de la poblacidé entre 20-44
anys l'asma en curs varia entre el 2,1% i el 6,3% (Grupo
espaiiol del estudio europeo del asma 1996), mentre que
en poblacio escolar (6-14 anys) varia entre 6,3 i 16,3%.

Edat: asma infantil i asma adult

L'asma ¢és una malaltia molt freqiient durant la
infancia (5-10%). Diversos estudis indiquen un 20-43%
dels nens amb simptomes presenten la malaltia durant
l'edat adulta (persisténcia) (Jenkins et al. 1994). Per sexe,
la incidéncia és més alta en nois, pero la persisténcia és



més alta en dones. La funcidé pulmonar disminuida, la
freqiiéncia 1 numero d'atacs, l'edat d'aparicié dels
simptomes, la severitat de la malaltia, la preséncia
d'atopia, ’HRB i la preséncia d'antecedent amb asma a la
familia i a la infancia, son factors de risc per a la
persisténcia en edat adulta. Els casos de remissié son rars
després dels 30 anys

Respecte a 1’evolucié dels simptomes d’asma des
de la infancia, s’ha diferenciat dos grups de nens, per
etiopatogenia i evolucid: asma del lactant (o bronquitis
sibil-lant) i asma infantil (Martinez et al. 1995). Els
primers son aquells que presenten simptomes abans del 3
anys i que desapareixen després dels sis, generalment
associats a deficiéncies congenites de les vies
respiratories i problemes de viriasi, sense cap pronostic
d'asma adolescent o adulta, perd que pot estar associat a
malaltia pulmonar obstructiva cronica. Els altres
presenten una funcié pulmonar normal en naixer, i que
poden ser sibilants tardans (edat superior a tres anys),
presenten sibilacions als sis anys, i desenvolupen
generalment asma en edat adolescent i adulta. Aquests
nens asmatics, tenen associats riscos com atopia, HRB,
familiars amb asma, i poden tenir una funci6 disminuida
(amb >6 anys) com a conseqiiéncia del curs de la
malaltia. No existeixen marcadors clars per diferenciar
aquest dos grups, encara que s'ha proposat com a
marcador del nen asmatic uns nivells elevats d’IgEs en el
primer any.

L’asma en adults és més dificil de classificar
degut a I’encavalcament de la simptomatologia amb
altres trastorns. Malgrat les dificultats en la definici6 de
I’asma en adults (Dodge et al. 1986), s’ha estimat que el
50 % dels casos és d’aparicio en edat adulta (Bodner et
al. 1997). La preséncia d’atopia és un dels factors de risc
per I’asma d’aparicié adulta (Bodner et al. 1998). Entre
els adults el 30-70% son al-lérgics, mentre que gairebé un
10% casos és asma ocupacional, lleugerament inferior en
la poblacié espanyola (Kogevinas et al. 1996). Entre els
majors de 40 anys prop de la meitat presenten asma
intrinsec amb proves SPT negatives perd eosinofilia
persistent.

En el cas de la poblacié espanyola, encara que
amb una prevalenca en adults més baixa que la mitjana
europea, la incidéncia és similar a la de llocs amb més
alta prevalenca (Basagana et al. 2001), la qual cosa s’ha
interpretat com indicador que els determinants de risc i
les seves variacions poden ser importants a nivell de la
poblacié infantil més que en el cas de la poblaci6 adulta
(Sears 1997).

Japo | [ ]

Australia | | |
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Nnza 7Zalanda | 1 1

Introduccio

Figura 7

Prevalenca maxima observada en asma adult i infantil en poblacio
espanyola i diverses poblacions. Dades dels estudis ISAAC i
ECRHS.

Sexe i raca

La prevalenga és diferent per sexe, en 1’edat
infantil és mes freqiient en homes. Aquesta tendéncia
s'equilibra en 1’adolescéncia i finalment és més freqiient
en dones que en homes durant I’época adulta. La taxa
d’incidéncia és més elevada en el sexe femeni (Basagana
et al. 2001).

Quant a les races, no sembla haver diferéncies
importants, i quant s'han observat és dificil diferenciar
l'efecte de les condicions socials, culturals i el grau
d'educacid en el coneixement i tractament de la malaltia,
de les diferéncies en la predisposicid genética (Aligne et
al. 2000).

Mortalitat i severitat Increment de la

prevalenca

La mortalitat de la malaltia és reduida,
aproximadament entre 0,2-6,8/100000 habitants i any per
a edats entre 5 i 35 anys. En el cas d'Espanya, les dades
son molt variables (perd és una de les més baixes
d'Europa, (0,1-0,4/100000 habitants) (Bellido iSunyer
1997).
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La prevalenca de l'asma ha augmentat en les
darreres décades (Burney et al. 1990). Estudis
epidemiologics de tall longitudinal en la mateixa
poblacié han posat de manifest, variacions del 4% al 10%
(Ninan iRussell 1992). Malgrat les estimacions
discordants de la taxa d’augment i les dificultats en
I’homologacié d’aquest tipus d’estudis, no n'hi cap que
hagi posat de manifest un descens de la prevalenca.

Les raons per aquest augment s’atribueixen a
diverses causes no excloents: canvis en 1’estil de vida,
augment de la carrega d'al-lergogens, augment de la
pol-lucio, canvis de dieta (p.ex, increment en [’Gs
d’antioxidants, consum de sal) o la disminucié de les
infeccions infantils han estat proposats com a causa de
l'increment de la prevalenga.

Estudis comparatius en poblacions rurals/urbanes
de I’Africa, i en ciutats alemanyes de I'est/oest, posen de
manifest que certs aspectes de l'estil de vida occidental
tenen incidéncia en una major prevalenca de l'asma tant
en poblacions africanes com europees (von Mutius et al.
1994; Yemaneberhan et al. 1997). A més, en estudis de
cohorts s'ha observat un augment de la prevalenca durant
el procés d’occidentalitzacio” dels habits en les ciutats de
l'antiga Alemanya de 'est (von Mutius et al. 1998).

Juntament amb l'augment de la prevalenca, s'ha
observat un augment de la morbiditat i de la mortalitat.
Aquest, s'ha atribuit a [I’increment general de Ia
prevalenga (i per tant de la mortalitat associada), o bé
directament del grau de severitat de la malaltia. Des de la
meitat de la década dels anys 70 i meitat dels 80 es va
observar un augment de la mortalitat en la franja de
poblacié d'entre 5-34 anys en molt paisos (amb
l'excepcid de pocs paisos, entre els quals hi és Espanya
entre d’altres) (Sears 1992). En el cas de les epidémies
observades a Nova Zelanda durant els anys 60 i 70, els
increments de la taxa de mortalitat es van associar amb
canvis en la medicacio (introduccié de determinats beta-
agonistes en el tractament), perd en altres casos hi va
haver present un efecte en successives generacions, no
atribuible a l'efecte de la medicacid, la qual cosa és
atribuible a un increment de la incidéncia (Burney 1998).

Factors com I’accessibilitat a 1'ajuda medica, tipus
d'ajuda meédica, factors socioeconomics i factors étnics
poden afectar la mortalitat, més enlla d’un increment
directe de la severitat de la malaltia (Gottlieb et al.
1995a). Respecte a la mortalitat, diverses causes
artefactuals alienes a la mateixa malaltia poden afectar
I’estimaci6 de les taxes de mortalitat: canvis en el grau de
reconeixement de la malaltia pels propis malalts, canvis
en la diagnosi per part dels metges fins i tot canvis
administratius com la manera de codificar les defuncions
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per asma sotmesa a uns criteris canviants al llarg del
temps (The International Code Disease (ICD)).

Factors de risc de I'asma

Els factors de risc agrupen totes les
circumstancies que d’una forma directa produeixen
I’asma, o bé I’aparici6 dels simptomes de la malaltia.

Es diferencia entre factors predisposants (p.ex.
atopia), causants (p.ex. al-lergogens) i contribuents (p.ex.
pol-lutants, tabac, infeccions, dieta). Factors causants i
contribuents s’anomenen com a factors secundaris
(provoquen 1’aparicié dels simptomes i increment de la
severitat) en front dels factors predisposants o primaris
que serien els causants de I’aparicié de nous casos (taula
8). L'efecte de risc d'aquests factors varia en els diferents
estadis de la vida, i depenent de la raca (Becklake iErnst
1997).

Al'lergogens

Els al-lergogens generalment son petites particules
respirables de distribucié ubiqua, 1’exposicié als quals
incrementa el risc de sensibilitzacid, i també el risc
d’empitjoraments episodics. Els més
proteines que provenen de diverses fonts; d’ambients
tancats "interns", com proteines dels acars de la pols,
d’escarabats, de la pell dels animals o fongs, o bé
d'ambients “oberts” com el pol-len de plantes (Parietaria,
Chenopodium, Artemisa, Ambrosia, Plantago, etc.) i
arbres (Olea, Cupressus, Platanus, etc.). La seva
distribuci6 i persisténcia determina un diferent grau de
sensibilitzaci6 en els individus. Un cas apart, per la seva
especial localitzacid, son els anomenats al-lergogens
ocupacionals, el risc dels quals depén de 1'exposicid en el
lloc laboral.

La sensibilitzaci6é als acars de la pols és la de
major prevalenca al mon. La causalitat entre la preséncia
de l'al'lergogen varia depenent de la zona. En el cas
espanyol, el 32% dels pacients d'asma tenen una
component al-lérgica (mesurada per splgEs i SPT). De
manera similar a la resta de mon, la prevalenga a 1'acar de
la pols és la més alta, sent més important la dels
al-lergdgens interns que exteriors. Només la preséncia de
tres al-lergogens (acars de la pols, herba comuna i pol-len
d'olivera) determina el 92,6% dels casos afectes (Soriano
et al. 1996).

Alguns autors hipotetitzen que I'augment de
prevalenca de la malaltia es deu a un augment de la
carrega al-lergénica de 1’ambient, i encara que no s'ha
demostrat una major carrega, si que han variat
determinades caracteristiques que poden estar associades

comuns son



a una sensibilitzacido més eficient, com 1’aillament de les
cases, la calefaccid, 1"as de moquetes, etc.)

Taula 8

Principals riscos per Dinici i desenvolupament de ’asma (Beckale,
1997). Marcats amb negreta estan els factors de risc establerts com
a riscos primaris

determinants Tipus’
Hoste factors geneétics P

historia d’al-lérgies ( materna) P

atopia P

raga i origen étnic P
Ambientals  exposicions laborals P

(isotiociants)

pol‘luci6 per al-lérgen extern P

exposicio postnatal a al-lergens P/S

de la llar

infeccions viriques S/P

exposicio al tabac S/P

estils de vida canviants

pol-lucioé dels cotxes

dietes, manca d’alletament, falta S/P

d’infeccions

caractristiques de la llar; humitat, S

gas, moquetes,

desavantatges socioeconomic S

Pol-lutants: tabac, transit

Entre els pol-lutants més importants estan els
derivats de la contaminaci6é deguda al transit, elements
com el bioxid de nitrogen (NO,) i bioxid de sulfur (SO;)
aporten un risc a la severitat de la malaltia (Sunyer et al.
1997). Respecte el NO,, experiments de laboratori han
demostrat que I'exposicié a NO, augmenta els efectes de
I’exposici6 a al-lergogens.

Pel que fa al fum del tabac, encara que no hi ha
evidéncies clares que els fumadors
predisposicidé a patir asma, diversos estudis I’han
relacionat amb la preséncia d’HRB. Seria més un factor
secundari. En el cas dels infants (fumadors passius) la
preséncia d'un pare fumador esta relacionada amb el grau
de severitat de la malaltia, amb pitjors simptomes en fills
de mares que fumen (Murray iMorrison 1988). Els nens
amb un pare fumador (principalment si és la mare) tenen
un risc augmentat de patir asma (20%) o sibilancies
(40%). L'efecte pre i post natal és dificil de distingir,
pero els fills de les mares fumadores tenen una funcio
pulmonar disminuida poc després del naixement, la qual
cosa es relaciona amb un risc de patir sibilancies
(Martinez et al. 1995).

tinguin una

Infeccions

Introduccio

Les infeccions viriques determinen episodis
d'empitjorament tant en adult com en infants. Existeixen
estudis contradictoris en els que certes infeccions
(xarampid) en l'infant tenen caracter protector per a una
posterior sensibilitzacio, atribuit a un canvi en patrd de
resposta immune, mentre que altres infeccions, com la
del virus respiratori sincicial (VRS) té un efecte contrari,
augmentant el risc de sibilancies (Martinez, 1999).

Altres causes de risc

Factors de caracteristiques diverses han estat
reportats com a factors de risc: tempestes electriques,
edat materna, alletament matern (relacionat en patrd
d'infeccions associades a sibil-lacions), la dieta (sal,
magnesi, antioxidants, etc.), etc.

El fenotip asma
en els estudis genétics

La definicid6 de que¢ és un pacient asmatic €és
important per al metge en el moment de determinar el
protocol més adient de tractament, pero en el cas del
genetista no és pas menys important. La classificacio
erronia dels pacients dificulta I’establiment d'un grup
homogeni, i incrementa la preséncia de variables de
confusio.

En la major part dels estudis epidemiologics i
genetics, I'asma es defineix com la presencia d'un o més
simptomes respiratoris, referits a un periode de temps
recent que sol ser de 12 mesos, i una prova d’HRB,
generalment a la metacolina, positiva; és el que
s'anomena "current astma" o asma en curs (Toelle et al.
1992).

En els estudis genétics s'han utilitzat diverses
formes de definici6 del “fenotip genétic” asma, revisat a
Koppelman i col'l, 1999 (Koppelman et al. 1999). A
continuacid, es llisten alguns dels procediments més
comuns

Diagnostic

El diagnostic d’asma depén de I'edat del pacient i
es basa en la historia clinica del pacient, de la familia i en
mesures de fenotips intermedis. El diagnostic pot estar
basat en els simptomes (diagnostic clinic), en 'analisi de
certs parametres analitics (diagnostic analitic) (en
pacients de més d'un any) o bé en l'estudi de la funcié
respiratoria (diagnostic funcional) (en pacients a partir de
5-6 anys).
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Qiiestionaris

Sén procediments que incorporen una série de
preguntes amb criteris unificats de diagnostic sobre la
preséncia dels simptomes d'asma (sibilancies, esbufecs,
opressié al pit i tos), la preséncia d'atacs, preséncia
diiirna o nocturna dels simptomes, freqiiéncia dels atacs i
la medicacié en us. Els que tenen un us més generalitzat
son: el proposat per I’International Study of Asthma and
Allergy in Children (ISAAC) en el cas d’asma infantil i
el de I’European Community Respiratory Health Survey
(ECRHS) i1 el de [IlInternational Union Against
Tuberculosis and lung Disease (IUATLD) en cas de
I’asma en adults. A més, shan desenvolupat
videoqiiestionaris, per tal d'evitar possibles problemes
lingiiistics, en aquests casos s'ha observat una correlacio
molt alta en quant al grau de deteccid dels simptomes.

Fenotips intermedis

Alguns dels fenotips intermedis tenen una
distribucio continua (p.ex. nivells d’IgEs, PD,,) per la
qual cosa s'han assumit un valor llindar per consens,
encara que els nivells bassals poden ser diferents en cada
poblacié (p.ex, nivells patologics d’IgEs).

Funcié respiratoria

Les mesures de la funcié han d'estar perfectament
estandarditzades, degut a la variacio respecte la técnica i
diversos parametres modificadors (p.ex, sexe, edat, etc.).

Mesures d'atopia

La definicio d’atopia varia en diversos estudis,
englobant una o més mesures de I’atopia. La comparacio
objectiva de cadascuna per separat millora 1’objectivitat
de I’estudi.

Resposta a medicaci6

Amb aix0 es fa referéncia a un diagnostic a
posteriori, per la medicacid. El diagnostic per la resposta
a la medicacié6 afegeix un grau d’incertesa a
I’homogeneitat de la mostra.

Mesures d'asma: "score"

Sén maneres d’establir una mesura objectiva que
englobi diverses mesures de l'asma. Han estat utilitzats
en diversos estudis i son combinacions de qiiestionaris
i/o mesures de fenotips intermedis.
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Malalties
obstructives relacionades amb I’asma

L’asma ¢és una malaltia obstructiva de les vies
acries que degut a la seva expressio variable pot ser
confos amb altres manifestacions obstructives,
principalment en els individus adults. Les malalties
pulmonars d'obstruccié sén aquelles en les que hi ha
present una limitacié del flux espiratori maxim, i es
caracteritzen per tenir un quocient FVE,/FVC <70%
sense reduccié de la capacitat pulmonar total (Barbera
J.A iCosio M.G 1995).

A continuacié es resumeixen algunes de les
malalties obstructives diferenciades de 1’asma.

Malaltia pulmonar d'obstrucciéo cronica
(MPOC)

La MPOC, és una malaltia obstructiva cronica
que ¢és caracteritza per un augment de la resisténcia al pas
d'aire i una pérdua d'elasticitat pulmonar, perd que a
diferéncia de l'asma, un cop establerta no presenta
recuperacié completa del flux aeri, a més és caracteristica
d’individus adults (>50anys) normalment homes amb
antecedents de fumador. El tabac el factor de risc més
important, a més d'altres, com la contaminacié ambiental,
l'exposicio laboral, les infeccions virals infantils 1 el
tabac passiu.

La seva alta prevalenga en l'edat adulta, fa que
pugui confondre's amb asma en els casos d’individus de
risc (fumadors), encara que la falta de reversi6 de
I’obstruccio és definitoria de la MPOC.

La bronquitis cronica (BC), definida com la
presencia de tos i d'expectoracions (>3 mesos seguits) i
I'emfisema pulmonar (eixamplament dels alveols per
destruccid6 de parénquima pulmonar), so6n dos
caracteristiques presents a MPOC, encara que no en son
diagnostiques.

Es considera que 1'asma, la bronquitis cronica i
l'emfisema sén expressions diferents d’una mateixa
malaltia. Considerant I'asma com un pas intermedi dintre
de l'evoluci6 global de Ila patologia obstructiva
respiratoria  cronica.  Aquesta idea  formulada
originariament per metges holandesos es coneix com la
hipotesi holandesa (DH). Factors determinants de I'hoste
(predisposiciéo a HRB o atdpia), modulats per edat i sexe
interaccionen amb factors ambientals en l'origen de la
MPOC. L’HRB, s'ha demostrat un factor de risc per
MPOC, en tant que disminueix la funcid respiratoria,
mentre que el paper de l'atopia és menys clar. Malgrat
que no ha pogut ser demostrada, alguns autors proposen



que els termes asma, bronquitis i emfisema no han de ser
considerats com a entitats patologiques separades (Sluiter
et al. 1991).

Enfront a aquesta consideracid, 1’escola anglesa,
separa entre patologies d'obstruccio variable respecte de
les d’obstruccidé cronica, per la diferent etiologia,
fisiopatologia i curs evolutiu de la malaltia.

Bronquiectasies, Sarcoidosi, Fibrosi Quistica

Aquestes malalties s'engloben en el que
s'anomena alteracions obstructives mixtes, que més d’una
disminuci6 dels fluxos espiratoris, causen una disminuciod
del volum pulmonar.

Bronquiectasies

Sén dilatacions anomales i1 permanents dels
bronquis cartilaginosos amb destruccié del component
muscular i elastic de la paret bronquial. Es una alteracio
produida per diverses malalties que modifiquen o
destrueixen les estructures de suport de la paret bronquial
(p.ex., infeccions permanents o factors de predisposicio).
Pot presentar-se en processos allérgics com
l'aspergil-losi  broncopulmonar al-lérgica (ABPA),
processos d'obstruccié bronquial (bronquitis cronica,
fibrosi quistica), com a resultat de déficits de antitripsina
0 en processos associats a immunodeficiéncies.

Sarcoidosi

Introduccio

Es una malaltia d'etiologia desconeguda
caracteritzada per l'acumulacié de cél-lules limfoides Th
i monocits, 1 la formacié de granulomes en els teixits
afectes (pulmo, ganglis mediasti, pell i ulls).

Fibrosi quistica (FQ)

La preséncia de cicles d'inflamacié i d'infeccio
continuada que caracteritza el curs de la malaltia pot
produir obstruccido, amb el desenvolupament de
bronquiectasies. Més endavant s’introdueix de forma
especifica la relaci6 de la FQ amb 1’asma.

Anatomia i fisiologia dels bronquis

Les vies respiratories superiors son 1’organ
diana de 1’asma. A continuacio es fa una breu descripci6
dels components estructurals i dels principals tipus
cel-lulars que es troben a les vies aéries.

Les vies estan disposades de forma ramificada en
el que s'anomena l'arbre traqueobronquial. L’arbre es
diferencia entre vies superiors i inferiors, les primeres
abracen des de les fosses nasals fins a la carena traqueal
mentre que les inferiors comprenen la resta, fins els
alveols. Els conductes superiors es caracteritzen per tenir
un suport cartilagindés que a la traquea es presenta en
forma d’anells complets i que a les parts distals
(bronquis) sén de forma irregular o absent (bronquiols).

b

Vasos sanguinis

Muscul llis

Membrana basal

—— Submucosa

Cel-lula

caliciforme

Epiteli ciliat

Moc

Llum bronquial

Llum bronquial

Epiteli

Muscul llis

Figura 8

Estructura de les vies aéries. (a) esquema d’una seccié transversal d'un bronqui amb els principals components presenta a la paret, i (b)
aspecte real dels conductes respiratoris en situaciéo normal (superior) i en una condicié d’obstruccié (inferior).

Tots ells formen el que s’anomena la part conductora de
les vies, sense cap mena de funcié en I’intercanvi gasos.
Les darreres divisions dels bronquiols ja tenen funcions
propiament respiratories (bronquiols respiratoris) i de
cadascun d’ells en surt la unitat respiratoria, anomenada

acinus respiratori,
alveolars.

formada pels conductes i sacs

Composicié de la paret bronquial
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Es distingeix des de la llum de la via, dues capes
(mucosa i submucosa) envoltades per una membrana
serosa (membrana adventicia). La mucosa es diferencia
en epiteli i el teixit subjacent, i esta formada per teixit
connectiu, limfoide, vascular i nervios. En la submucosa,
es troben els nervis, muasculs i les glandules mucoses. A
la figura 8 s’esquematitza 1’estructura de la paret
bronquial, i I’aspecte normal i patologic dels bronquis. A
la taula 9 es troben indicades algunes dels tipus cel-lulars
presents a la paret bronquial.

Taula 9

Tipus cel-lulars presents a la paret bronquial i principal funcio.

Funcions
Epiteli
cel-lula ciliada moviment mucus / fluid periciliar /secretora
cel-lula mucosa secreciéo mucus acid/abrsorcio /
proliferativa
cel-lula serosa secrecié mucuds neutre / fluid periciliar /
proliferativa
cel-lula clara surfactant / proliferativa
DCG neurosecretora
céllula basal proliferativa
limfocit immunoreactiva
leucocit imflamacio

Submucosa
céllula serosa secrecido mucus neutre / lactoferrina /
lisozima / antiproteases
cel-lula mucosa secrecid mucus acid / proliferativa
oncocit regulacio de I’equilibri ionic
mioepitelials expulsié mucus
cel'lula reguladora de secrecid i vasculatura
endocrina
limfocit immunoreactiva
nervis reguladora de la secrecio
intraacinars
Neuronal
NEB* regulaci6 del to bronquial i vascular /
control de la secrecid
terminals broncoconstricci6 / secrecio / moviment
nervioses ciliar

*NEB, cossos neuroepitelials

L’epiteli esta cobert d’una superficie humida i
esteril degut a les secrecions de les cel-lules caliciformes,
les glandules mucoses, proteines derivades del torrent
sanguini, diverses secrecions de les cél-lules
plasmatiques i epitelials (IgA i IgM) que formen una
barrera de defensa fisica, que atrapa les particules
nocives i permet la seva mitjangant 1’activitat ciliar de
I’epiteli. L’epiteli descansa sobre la membrana bassal,
absent en I’edat fetal, que es diferencia en dues capes
(lamina lamina bassal) els components
principals de les quals son el collagen tipus IV,
proteoglicans, laminina i fibronectina. En humans es pot
distingir una tercera capa externa a la lamina bassal,
anomenada lamina reticularis, que conté fibres de
col-lagen de tipus 1111 V a més de fibronectina.

lucida 1
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Les glandules submucoses estan presents en totes
les vies aeéries cartilaginoses, ja presents des del
naixement i el seu nimero no varia en I’edat adulta. La
descarrega es produeix 1’accio de cél-lules mioepitelials
controlades per terminacions nervioses adjacents; tant de
les fibres adrenérgiques com NANC (no adrenergic-no
colinérgic).

A T’epiteli hi ha presents terminacions nervioses
lliures, que corresponen a les fibres sensorials “C”,
relacionades amb reflexos locals que produeixen una
estimulacié de la secrecid mucosa, broncoconstriccid i
vasodilatacio. A la submucosa es troben fibres eferents
del sistema autonom (colinérgiques i adrenérgiques) i
fibres aferents (sensorials). El control colinérgic i
adrenergic de les estructures efectores dels bronquis;
glandules submucoses, muscul llis i vasculatura, és de
caracter estimulador (muscarinic colinérgic, «-
adrenérgic) i inhibidor (B-adrenérgic). A mes del classic
control colinérgic i1 adrenérgic, les fibres NANC,
implicant neuropéptids 1 derivats d’ATP com a
neurotransmissors en el sistema respiratori, té funcions
estimuladores  (broncoconstrictor) i inhibidores
(broncodilatador). Entre els péptids reguladors hi ha:
CGRP (de T’angles calcitonin gen related peptide),
Neuropeptid Y, neurokinines (NKA/NKB), SP
(substancia P), VIP (de D’anglés, vasoactive intestinal

polypeptide).

Cél-lules immunocompetents

En condicions normals es poden trobar com a
cel-lules residents a [Depiteli cel-lules
immunocompetents. Mastocits (aprox. 2% de superficie
epitelial), cellules dendritiques (DC), limfocits (IEL;
limfocits intraepitelials), tant limfocits de tipus o/f com
/0.

diverses

En el subepiteli i en la submucosa la preséncia de
cél-lules immunocompetents estd més organitzada,
presentant-se organitzats en noduls limfatics, noduls
limfoepitelials o BALT (de [I’anglés,
associated linfoid tissue) i agregats limforeticulars. A
part es poden trobar diversos tipus cel-lulars lliures,
residents o en transit: Cel-lules plasmatiques, limfocits T
(CD4', CDS8"), macrofags i mastocits (la major part
associats als teixits subepitelials).

Patofisiologia de ’asma

bronchial

Les lesions presents a nivell bronquial es
caracteritzen per una perdua per descamacio de I’epiteli
respiratori, augment del gruix de la lamina reticularis,
hipertrofia i hiperplasia del miscul 1lis 1 de les glandules
submucoses, augment de cél-lules caliciformes, canvis en
la composicid del mucus, alteracions en la capacitat
mucociliar de I’epiteli, oclusié de la llum bronquial per



un cumul de mucus i infiltracié inflamatoria massiva de
les vies respiratdries (tant a la paret com a la llum),

Com a conseqiiéncia de la inflamacio persistent a
les vies aéries es produeix un engrossiment i remodelacio
de Destructura de la paret, remodelaci6 dificilment
reversible i que és més important en els bronquiols on
provoca un increment de resisténcia al pas de 1’aire i un
augment de la sensibilitat a estimuls constrictors.
Aquesta remodelacio es produeix per diversos
mecanismes (edema, deposicio de col-lagen, factors de
creixement, etc) (Elias, 1999).

Inflamacié al-lérgica i hiperreactivitat bronquial
son les principals alteracions presents en la patologia
asmatica. A la figura 9 s’han resumit les principals vies
implicades en el procés patologic de I’asma. A
continuacio es descriuen quines son les caracteristiques
d’aquests processos.

Inflamacio

La inflamaci6 massiva de la paret i de la llum
bronquial és molt important en els pacients amb asma.
En I’asma la natura de I’infiltrat cel-lular és especifica de
I’asma i difereix d’altres processos obstructius similars
(p.ex., MPOC) (Barnes 2000) i a diferéncia d’altres
malalties obstructives existeix una deposicié d’IgEs en la
paret (epiteli, glandules submucoses, lamina bassal).

Es poden distingir dues fases (primerenca/tardana)
en la inflamacio, cadascuna de les quals es caracteritza
per una poblacid de cel'lules implicades diferent:
mastocits, basofils, eosinofils i limfocits.

Limfocits
Sén presents tant en la fase primerenca com en la
tardana. La poblacié de limfocits T estan augmentada en
numero 1 presenta un estat d’activacid en els pacients
amb asma. Més endavant es parlara especificament
d’aquesta poblacid de cél-lules.

Mastocits i Basofils

Séon les cél-lules responsables de la fase
primerenca de la reacci6 al-lérgica. El seu paper en
I’asma ve determinat per l’activacié produida per la
preseéncia de receptors d’IgEs a la membrana. La uni6
“al-lergen-receptor”,  produeix  ’activacio,  amb
I’alliberaci6 i sintesi de mediadors. Els mastocits son
presents en gran nombre a la mucosa respiratoria i encara

Introduccio

que el seu numero no sembla augmentar en asma,
presenten un estat de continuada activacid. Aquesta
produeix una alliberaci6 de mediadors inflamatoris i
immunologics (sintetitzats i de novo), procés que és
coneix com a reaccid anafilactica, amb alliberacio
diverses citocines (IL-4, 5, 6, 13 i TNF), mediadors
lipidics de la inflamacié (PGD,, LTC,, PAF) i altres
mediadors (histamina, heparina, triptasa, quimasa).

Els efectes patologics de ’acci6 dels basofils son
principalment a nivell de disrupci6 de I’epiteli, deposicio
de col-lagen (activacié de fibroblasts), secrecid6 mucosa,
contracci6 muscular, eosinofilia i augment de la
permeabilitat vascular.

Aquestes cél-lules poden respondre a diversos
estimuls no-IgE, suggerint que poden estar implicades en
fenomens d’homeostasi i immunoregulacio.

Eosinofils

Sén les principals cél-lules implicades en la fase
tardana de la inflamacié asmatica, i les que estan més
augmentades en numero, la qual cosa freqiientment ha fet
que es parlés de I’asma com a bronquitis eosinofila.
Diversos estudis han demostrat una important associacio
entre la severitat de 1’asma (FEV,; i I’HRB) amb el
numero d’eosinofils i la quantitat dels productes
alliberats pels eosinofils (Bentley et al. 1992).

La infiltracio i activacié d’eosinofils és produida
per I’accié combinada de molécules d’adhesio, citocines i
quimocines (GM-CSF, IL-3 i 5, i eotaxina), que actuen a
diferents nivells; (a) induint la diferenciacié a nivell de
medul‘la d’os, (b) per quimiotaxis d’eosinofils del torrent
sanguini i (c) per ’activacio in situ de les cel-lules.

Els eosinofils activats alliberen multiples
mediadors inflamatoris: granuls de proteines, enzims
proteolitics, mediadors lipidics, metabolits d’O,,
citocines 1 quimocines. L’alliberaci6 de les proteines dels
granuls i els metabolits d’O, produeix un important dany
epitelial. Els proteics contenen productes
citotoxics entre els quals hi ha hidrolases lisosomiques i
diverses proteines especifiques; proteina catidnica major
(MBP), proteina cationica d’eosinofils (ECP), peroxidasa
(EPO), neurotoxina (EDN). Els principals mediadors
farmacologics produits pels eosinofils son el PAF i els
leucotriens LTCy, LTD4 1 LTE,. A més certes poblacions
tenen la capacitat de sintetitzar mediadors immunologics:
citocines i quimocines (IL-3, IL-5, GM-CSF, RANTES,
etc.) de forma poden retroalimentar la inflamacio.

granuls

A la taula 10 es resumeixen algunes de les
funcions dels mediadors immunologics rellevants en el
desenvolupament i/o progressi6 de 1’asma.
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Al-lérgia

La preséncia de reaccions d’hipersensibilitat
immediata (al-lergica) és una de les causes de I’asma, i la
que produeix la inflamacié eosinofilia caracteristica.

Aquest fenomen d’hipersensibilitat es deu a la
sensibilitzacid6 no patologica en front determinats
antigens ambientals. En les vies respiratories normals, la
preséncia d’un al-lergogen provoca una rapida resposta
d’obstruccié bronquial, que en el cas dels asmatics és
exagerada i pot convertir-se en cronica.

La preséncia d’un allergogen a les vies
respiratories en un primer contacte, es detecta a nivell de
les cél-lules dendritiques presents a I’epiteli, les quals
processen 1’antigen i migren als noduls limfatics locals
sensibilitzant una poblacié de cel'lules T. En un segon
contacte antigenic, al-lergogen ¢és presentat per les
cel-lules presentadores d’antigen (APC) a les cél-lules T
sensibilitzades (o cél-lules memoria) (CR45RO™), en un
procés que presenta restriccidé per molécules de MHC de
classe II. A més de les dendritiques altres cél-lules
presents als bronquis expressen aquestes molecules;
cel-lules epitelials, limfocits T activats, limfocits B,
macrofags i fibroblasts. Com a conseqiiéncia d’aquest

segon contacte, es desencadena la  resposta
d’hipersensibilitat, amb 1’alliberaci6 de citocines
/\AIgEs
Al‘lergogen
rgog o o
o,
L4 + Inflamacio

' /\
LTh2

proinflamatories (IL5, IL3) i de I’'I[L4 que intervé en la
regulacio de la produccio d’IgEs.

Hiperresposta bronquial

L’HRB fenomens
d'hipersensibilitat com d’hiperreactivitat. El seu origen
ha estat associat amb la preséncia de la inflamacio i
també amb alteracions del sistema de control neuronal;
adrenérgic, colinergic i NANC. Els mecanismes
nerviosos, musculars, mecanics, estructurals i
inflamatoris que causen ’hiperresposta bronquial poden
actuar de forma conjunta. Existeix una correlacio entre la
inflamaci6 i la severitat de ’HRB. Molts dels factors
irritants que provoquen I’aparicié de ’HRB (p.ex. tabac,
gasos irritants), produeixen una degradacio de 1’epiteli i
I’exposicio de les terminals neurogeniques, contribuint a
I’HRB (fenomen d’inflamacié neurogenica). Aquesta
degradaciéo afavoreix el contacte amb al-lergogens,
productors de la inflamacid, i el manteniment del cicle.
Models animals murins han implicat les quimocines en
els processos d’HRB (revisat a Blease, 2000). D’altra
banda el remodelatge de les vies acries, pot contribuir de
forma important al seu desenvolupament (Boulet et al.
1997).

També s’ha relacionat amb les cél-lules limfoides
T v/5 i el control que exerceixen sobre el to muscular,
encara que es desconeix a traves de quin mecanisme (De
sanctis, 1995).

implica, tant

Figura 9

Mecanisme moleculars i
cél'lulars implicats en la
patologia de ’asma. Moltes
de les alteracions
observades en ’asma estan
produides per I’exposici6 a
una molecula al-lergogena i
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eosinofil; EPI, cél-lula
epitelial; FB, fibroblast. +,
quimiotaxis.
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Introduccio

Funcions de les citocines i quimocines rellevants a la progressiéo de ’asma. Les citocines tenen una funcié pleotropia i redundant. A la taula

s’indica les funcions implicades en ’orquestracié de la resposta al-lérgica

Origen cel-lular Funcio gen
Citocines
2q13-21
IL-1 Mondcits, macrofags Activaci6 de cel'ls T.Proliferacio6 de cél-ls B 5g23-31
1L-2 cellules T Proliferaci6 i activaci6 cel-ls T 4q26-27
1L-3 Activacio eosinofils 5q23-31
1L-4 cél-lules Th, Creixement /activacio cél-lules B. IgE “switch”. Promocié Th,/ 5g23-31
inhibicié Th; Promoci6é CD8. Expressio CAMs, quimocines
IL-5 cellules T Diferénciacio eosinofils 5q23-31
IL-6 Mondcits, macrofags, eosinofils  Diferénciacio ceél'ls. Bi T. Tp21
1IL-9 cellules T Creixement mastocits 5q31
Producci6 IgE
IL-10 cel-lules T Antiinflamatoria 1931
IL-12 mondcits macrofags Produccié IFN-y / TNF/ IL-2. Inhibici6 IL-4, IL-5 i IL-10 5q31
IL-13 cel-lules Th, Creixement /activacio cél-lules B. Regulaci6 sintesi IgE. Inhibici6 IL-2, 5931
IL-11 TNF
Expressio CAMs, quimocines
IFN-y cél-lules Th, Diferénciaci6 i activacié macrofags. Promocio Th,/ inhibicio Th,. 12q
Activacio CD8 i NK
TGFb eosinofils Profibrotic, quimiotactic de mastacits i factor de creixement d’eosinofils
GM-CSF diverses Hematopoiesi 5g23-31
Quimocines
CcC
Eotaxina, Endotelials ,epitelials, miscul i  Diferenciacio i quimiotactic d’eosinofils
RANTES fibroblasts
CXC
1L-8 Quimiotactic d’eosinofils 4q12-13
Limfocits. IgEs s’ha observat un increment del niimero de cél-lules Th2

Els limfocits T i B, via la preséncia dels seus
receptors especifics (TCR i BCR), son els mediadors de
la resposta immune especifica. D’una forma simplificada
es pot dir que les cél-lules B son les encarregades de la
produccié d’anticossos especifics i les cél-lules T tenen
capacitats citotoxiques especifiques (CDS") i de
regulacié de la resposta; supressores (CD8") i d’ajuda (o
helper) (CD4"). Altres poblacions de cél-lules T (cel T
v/8) i no T (NK) poden tenir implicacions en els
simptomes o desenvolupament del fenotip asma.

Poblacions de cél-lules T

S’ha distingit dues subpoblacions de cél-lules T
helper. Les diferéncies son principalment funcionals i es

basen en el patro de citocines que poden sintetitzar
( igura 10

esenyo upament de a resposta i 2001). Le&fik%%g@'ﬁl
pradugixerniFDirndargroees 1L-4, en canvi_ 18s

traflestantibitapcid lepcekBilgs Jo-5 perd no INF-y ®Pes dos
ucades (THO) és determine .
pqd]p‘qégnthe aqhgs%&a@ clinicament iferent

m%ebSdmems sea; ynesegen les Th; estan relac1onades
encie.

- €S .
aneﬁa spmm?&mﬁ@ ekl i resposta 8 angigefs
baespentifivs, Diferbits factoss da resposta contra parasits

heﬁ ’i'spcforé'é%?ﬂ)ﬂs dey. f@fgﬁues En pacients asmatics

rent ~les  dues " vies.
3

cél-lules Th madures trancriuen
i secreten diferents tipus de
citocines: 114, II-9, IL-13, 1II-5
les de tipus Th2 i IFN-Y , IL-12 i
TNF les de tipus THI1. La
presentacié per part de les
céllules dendriitiques (APC) és

en BALF respecte als individus sans, en canvi no existeix
cap diferéncia respecte la poblacié Thl (Robinson et al.
1992).

Diferenciacio de les poblacions Th

Les poblacions de cél-lules T helper verges (Thg)
es determinen després d’un primer contacte cap a un
“llinatge funcional”. Els patrons d’expressié possible
depenen de les citocines presents localment en el procés
de diferenciaci6. L’IL-12 potencia les Th;, mentre que
Th, és promoguda per IL-4. Aquest procés no és
definitiu, i és reversible principalment en les primeres
fases. El procés de diferenciacio de les cellules T esta
molt influenciat pel patré de citocines presents en el
moment de I’estimulacié antigénica (Romagnani 1991;
Romagnani 2001) (figura 10).
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contacte antigénic i requereix la preséncia del factor de
transcripcid NFAT (Agarwal i coll., 2000). Després de
la determinacio, la posterior estimulacié antigenica i
I’augment de la transcripcié determinat per NFAT sera
especific de “llinatge”.

Funcio efectora de les IgEs: receptors d’IgEs

La funcio efectora de les IgEs es produeix via
els receptors de la fraccid constant. S’han identificat dos
receptors de superficie: FceRI (receptor d’alta afinitat) i
FceRII (receptor de baixa afinitat).

FceRI esta format per quatres cadenes (o, 3 1 2y).
La cadena a conté els dominis d’uni6 a I’IgE, i les altres
tres cadenes estan relacionades amb la transduccio de
senyal. Aquest receptor s’expressa principalment a
mastocits 1 basofils, 1 en menor mesura en eosinofils.
L’activacio es produeix per una la uni6 de receptors a un
antigen multivalent, provocant en les cél-lules portadores
I’alliberament dels mediadors de la inflamacio.

FceRIl també anomenat CD23, no pertany a la
superfamilia de les Igs i esta format per oligomers
(dimers o trimers) d’una proteina integral de membrana
amb un domini extracel-lular lectina-like. Per proteolisi,
es pot trobar una forma soluble (sFceRII) totalment
funcional. S’expressa principalment en cél-lules B, i en
menor mesura en basofils, cél-lules dendritiques i

cel-lules T. Aquest receptor té funcions relacionades amb

la regulaci6 de la resposta; presentacid antigens,
modulacié de resposta.
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Sintesi i regulacio de les IgEs

La sintesi a gran escala d’IgEs requereix un pas
previ en les cél-lules B; el que es coneix com a canvi de
classe (“switching class”). Aquest fenomen significa el
reordenament genomic dels fragments que codifiquen per
a I’isotip IgE. El canvi de classe es produeix en el primer
contacte antigénic, normalment en el centres nodulars.
Tanmateix, altres cel-lules (mastocits activats) es creu
que poden aportar els dos factors clau pel canvi de classe,
de forma que no estaria restringit a les zones nodulars.
Per una altra banda el canvi de classe pot ser afectat per
la preséncia de diferents estimuls: LPS, citocines.

La produccio (i canvi de classe) de les IgEs per les
cél-lules B es determina per la preséncia i activacio de les
cél-lules ajudadores del patrd Th,. Després de reconéixer
i processar 1’antigen, aquest es presenta per les cél-lules
B a les Th, mitjancant el seu receptor. Aquesta unio
resulta en D’expressid6 d’una seérie de molécules
d’activacio i adhesio per part de la cel-lula Th, (CD40L,
CD28) i per les cél'lules B (B7) que resulta en la
produccio d’alts nivells d’IL-4, que en la cél'lula B,
juntament amb el senyal via CD40 resulta en I’expressio
de I'IgE especifica. A la figura 11 s'esquematitza els
principals senyals involucrats en la via sintesi de les
IgEs.
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Figura 11

Sintesi d’IgEs. Principals senyals implicats en la sintesi i regulacié
de les IgEs.

Receptors de citocines

Les citocines tenen unes funcions molt diverses
i a la vegada for¢a redundants (taula 10). Aixo és degut
en part al fet que els receptors de moltes citocines
pertanyent a la mateixa familia compartint les mateixes
caracteristiques de la transduccio de senyal.

Transduccié de senyals: Junk, STAT i altres
amics

Els receptors de citocines son especifics de
lligant i tenen la capacitat de transduir el senyal
internament. En la fraccid citoplasmatica del receptor hi
ha associada una tirosin-quinasa, quinasa de la familia
Janus (entre les quals es coneixen les Jakl, Jak2, Jak3 i
Tik 2). La uni6 de la citocina produeix 1’oligomeritzaciod
del receptor i I’activacio de les Jak quinases, les quals
fosforil-len el receptor i una segona proteina (STAT)
adherida al receptor activat (Liu et al. 1998).

Les proteines STAT (de I’anglés, Signals
Transducers and Activators of Transcription) formen una
familia de factors de transcripcid conservades
evolutivament i presents en els primers eucariotes, de les
quals n’han estat identificat 7 gens STAT diferents en
mamifers, aquest estan organitzats en tres clusters:
STATI i 4 (2q32), STAT2 i 6 (12q12), 1 STAT3, 5a i 5b
(17g21) (O'Shea et al. 2000) (O'Shea et al. 2002). Les
STATs son activades per fosforil-lacid6 de residus
especifics de tirosina. Es transposa directament al nucli
en forma de dimers i s’uneix directament a seqiiéncies
diana, on de forma independent o sinérgica amb altres
factors, activen la transcripcid especifica de gens.
L’especificitat de resposta de les STATs ¢és determinada
pels dominis especifics denominats SH2 (taula 11).

Poblacions Th i molécules STAT

Introduccio

Estudis funcionals en ratolins de manca de funcio,
indiquen que la majoria dels STATs tenen una funci6
relacionada amb la senyalitzacid de citocines. Les
STAT4 1 STAT6 son essencials en la diferenciacio de
cél-lules T (Takeda iAkira 2000).

STAT 6 s’expressa de forma ubiqua mentre que
STAT4 s'expressa principalment en testis i limfocits.
Ratolins deficients en STAT6 no presenten una
diferenciacio de la subpoblacié de cél-lules Th, en
resposta a IL-4 (Takeda et al. 1997). A més presenten
una proliferacio reduida de les cél-lules B i una deficient
produccié d’IgEs. Per contra, els deficients en STAT4
son incapagos de desenvolupar la poblacid Th; en
resposta a IL-12, i a més presenten una producci6 reduida
de IFN-y en resposta a IL-12 (Hoey iSchindler 1998).

Taula 11

Familia STAT i principals activadors especifics

Principals activadors ~ G€N

STATI1 IFN-y, IFN-, altres 2q32
citocines i GF

STAT2 IFN-y 12q12

STAT3 IL-6,IL-10, altres 17921
citocines i GF

STAT4 I1-12, IFN-y 2q32

STAT5a/b IL-2, IL-3, altres 17q21
citocines i GF, GH

STAT6 IL-4,1L13 12q12

Models murins d’asma

L’estudi de ’asma en humans s’ha vist limitat
per la gran variabilitat tant a nivell patologic com clinic
de la malaltia la qual cosa dificulta I’experimentacid en
humans.

Només es coneixen dos animals que desenvolupen
asma o els simptomes d’asma, de forma natural; el primat
Macaca fasciculata i el ca Basemji. En els models de
primats, aquests desenvolupen simptomes respiratoris
semblants als humans, principalment en resposta a
aeroal-lergogens. Altres models no primats, com els
porcs de Guinea, presenten alteracions histologiques
similars a les descrites en humans. Quant als rosegadors,
el més desenvolupat és el model muri, ja que les rates no
desenvolupen una resposta especifica d’IgEs.

No existeix el que podien anomenar un “ratoli
asmatic”, si, en canvi tenim a I|’abast models que
incorporen algunes de les caracteristiques essencials de
I’asma: HRB, inflamacio6 i remodelacio6 de les vies aéries,
diversos models de forma natural o induida serveixen
com a models per a 1’asma i fenotips associats (HRB,
splgEs) (Drazen et al. 1999). Han estat creades soques
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congenites de ratolins per a demostrar moltes de les
caracteristiques de I’asma en humans, incloent els nivells
elevats d’IgEs, inflamaci6 infiltraciéo eosinofilica del
pulmé i reactivitat bronquial. A més, s’han desenvolupat
models que mimetitzen els efectes observats en els
pacients amb asma després de I’exposicid aguda o
cronica a al-lergogens.

Contribucié genetica a I’asma

Heretabilitat de I’asma

Concordanca familiar: Risc

El primer gran estudi sobre I’heréncia de les
malalties anomenades “al-lérgiques” va ser realitzat per
Cooke i col'l.,(Cooke iVan der Veer 1916), confirmant la
tendeéncia de I’asma a agregar-se en families. Perd molt
abans, durant la primera meitat del segle XVII, tal i com
descriu Wiener (Wiener et al. 1936) aquest fenomen ja
havia estat observat al 1650 per Sennertus, en observar
que la seva dona, tres de les seves germanes i una neboda
patien d’asma.

L’increment de la freqiiéncia de 1’asma, 1’atopia i
de ’HRB en familiars de primer grau respecte la
poblacié general ha estat descrit en diversos estudis
(Sibbald iTurner-Warwick 1979; Hopp et al. 1984;
Bruderman et al. 1987) estimant el risc en familiars de
primer grau entre 5 i 6, i I’heretabilitat entre valors que
oscil'len entre minims de 0,60 i 1. Aquestes estimacions
estan influides tant per I’ambient que comparteixen els
membres de la familia com per la preséncia de
fenocopies a la poblacié (Sandford et al. 1996).

Concordanca en bessons: Heretabilitat

Dels estudis de concordanca en bessons
monozigotics (MZ) i dizigotics (DZ) s’han descrit valors
d’heretabilitat entre 0,36 (Nieminen et al. 1991) i 0,79
(Bazaral M et al. 1974). Les variacions observades
depenen tant de la forma de seleccid de la mostra com
del métode emprat per calcular-la (Allen et al. 1967); en
general la concordanga és menor en estudis poblacionals
(Edfors-Lubs 1971; Duffy et al. 1990; Nieminen et al.
1991) que en estudis dirigits (Hopp et al. 1984; Hanson
etal. 1991).

En estudis de concordanca per a asma i fenotips
intermedis en bessons criats junts o separats no s’ha
Taula 12

trobat diferéncies, deduint-ne una major component
genctica que ambiental (Hanson et al. 1991). Aquests
resultats s’han interpretat com un argument a favor d’un
control genétic dels nivells d’IgEs (Sandford et al. 1996).

Estudis de segregacio: Patré d’heréncia

Aixi, poc ha variat des que al 1916 Cook i col"L,
varen suggerir un patré d’heréncia autosomica dominant
per l’atopia, considerant ’acci6 de multiples factors
heretats separadament, per tal d’explicar les diferéncies
en la severitat i 1’edat de presentacié de la malaltia.
Aquesta idea va ser represa posteriorment al 1954 quan
es va suggerir una heréncia poligenica (Tipps 1954).

La major part dels estudis de segregacio han estat
realitzats amb els fenotips intermedis d’atopia i d’HRB.
Respecte 1’atopia, la majoria s’han fixat en el nivell total
d’IgEs, essent pocs els que consideren altres mesures
intermeédies de la condici6 al-lergica (SPT positius,
splgEs o eosinofilia). A continuacidé es resumeixen els
principals estudis de segregacio, les conclusions i les
caracteristiques principals de I’estudi (taula 12).

Atopia

Considerant els nivells de concentracié total
d’IgEs, s’ha suggerit diferents models d’heréncia, fins i
tot contradictoris.

Cookson i col'l, basant-se en una definicid
d’atopia determinada per: >1 test SPT positius >2mm o
nivells elevats d’IgEs o nivells d’IgEs especifiques, va
proposar un model d’heréncia autosomic dominant (AD)
amb penetracié incompleta (Cookson iHopkin 1988). El
mateix grup, més tard proposa ’efecte d’un gen major
controlant els nivells totals d’IgEs, de forma independent
a la resposta d’IgEs especifiques (splgEs), amb una
heréncia autosomica recessiva (AR) (i una contribucié
genctica relativa del 28%) (Dizier et al. 1995). En canvi
altres estudis han observat que el patrd que s’ajusta
millor a la seva poblacié6 és un model codominant
d’heréncia (Martinez et al. 1994), un model que ja havia
estat proposat en un estudi de la poblacid6 Amish de
Pensilvania (E.U.A) (Meyers et al. 1982).
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Introduccio

Models proposats d’heréncia per a I’asma i fenotips intermedis. En cada cas I’estudi pot diferir en la forma de diagnosi i en la poblaci6

estudiada
Model genétic Diagnostic Poblacio
Asma
Lawrence,1994 poligénic amb gens de baix efecte quiestionari general
ECRHSG,1997 gen bial-lelic amb codominancia qiiestionari historia d’asma
Jenkins, 1997 oligogenic quiestionari general infantil
HRB
Longo, 1987 dominant baixa penetracio carbachol historia d’asma
Panhuysen, 1996 dominant alta penetracio, independent d’IgEs histamina
Lawrence,1994 poligénic amb gens de baix efecte histamina general
IgEs totals
Marsh,1974 poligénic, recessiu
Gerrad, 1978 poligénic, recessiu
Meyers, 1982 codominant families Amish
Hastedt, 1983 poligénic

Meyers, 1987
Cookson, 1988
Martinez, 1994

dominant
codominant

Lawrence, 1994
Dizier, 1995
Xu, 2000

model mixte recessiu

poligénic amb gens de baix efecte
gen major recessiu diferent a control de spIgEs
model recessiu de dos locus, epistasi

general

historia d’asma

Models de tipus poligenic pur (Blumenthal et al. 1981;
Hasstedt et al. 1983) o mixtes, amb un gen major que
actuaria de forma recessiva en un context poligénic
també han estat proposats (Marsh et al. 1974; Gerrard et
al. 1978; Meyers et al. 1987; Meyers et al. 1994).

Finalment, també s’ha suggerit I’heréncia de dos
loci locus (Lawrence et al. 1994). Xu i col‘l.,(2000), han
evidenciat dos gens majors no lligats; un locus que
explicaria el 50% de la variacié dels nivells d’IgEs i
actuaria de forma recessiva, i un segon, amb un efecte
estimat del 19%, que actuaria com a modificador del
primer.

Hiperresposta bronquial

Respecte a I’'HRB, Longo i coll, estudiant la
resposta especifica a carbachol en pacients asmatics,
pares sans de nens asmatics i en controls sense historia
familiar d’asma, han suggerit un model d’heréncia de
caracter autosomic dominant amb una baixa penetracié
(Longo et al. 1987). D’altra banda, Panhuysen i col-L,
emprant families triades a partir d’un membre afecte, i
analitzant la resposta especifica a la histamina,
evidencien un patré6 dominant amb elevada penetracio
(Panhuysen et al. 1995), a més suggereixen una heréncia
independent de I’HRB i dels nivells d’IgEs.

Resumint, els estudis de segregacid posen de
manifest una clara predisposicid genética, tant per a
I’atopia, com per I’HRB, pero no queda clar quina és la
forma d’heréncia ni quants soén els gens implicats. Pel

que fa a I’atopia, la major part dels estudis realitzats en
diferents paisos postulen la preséncia d’un o més gens
majors regulant el nivell total d’IgEs i, en un estudi es
diferencia entre el control genétic de la resposta d’IgEs
especifiques de la d’IgEs totals.

Les diferéncies observades poden ser atribuides a
factors com heréncia materna (Cookson et al. 1992) o la
preséncia  d’heterogeneitat genética en diferents
poblacions. A més, diferéncies en la definicié del fenotip
atopic o en el metode de seleccionar els participants i els
controls poden explicar els resultats tant diversos.

Lligament

En la segiient seccio, es fa una descripcio de les
principals regions del genoma descrites mitjangant
técniques de lligament genétic. Les regions reportades de
forma més consistent es localitzen a les regions
cromosomiques 11q, 5q1i 12q.

Aquestes regions han estat definides utilitzant
diferents aproximacions, ja sigui respecte a les
caracteristiques de les mostres analitzades, de la definicio
del fenotip, del tipus d’analisi genética o del punt de
partida de I’estudi. En cada cas es descriu quina és la
técnica emprada, la poblaci6 estudiada, les diferéncies en
el métode de seleccio dels individus i el fenotip usat a
I’estudi. A la taula 13 es resumeix els resultats dels
principals estudis realitzats.
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Cromosoma 11

La regio 11q, va ser la primera regio de
predisposici6 en ser descrita. Cookson i coll,
confirmaren el lligament de set families amb un
marcador del cromosoma 11 i un LOD maxim de 5,58,
compatible amb una heréncia de caracter autosomic i
dominant (AD) (Cookson et al. 1989). Aquests resultats
van ser replicats pel mateix grup en poblacions diferents.
Al 1992, amb un grup més extens de families de tipus
nuclear, en una mostra de la poblacié australiana, van
evidenciar una heterogeneitat genética del 60%, i en
poblacié britanica, mitjangant 1’analisi de comparticio
d’al'lels, trobaren lligament amb el marcador DI1597
independentment de la definici6 d’atopia emprada
(Cookson et al. 1992). Al 1996 membres del mateix
grup, en una cerca global aleatoria del genoma
confirmaren aquest locus de predisposicio (Daniels et al.
1996).

La definici6 tant amplia d’atopia usada pel grup
de Cookson i la falta de replicacid del resultat per altres
grups, (Amelung et al. 1992; Hizawa et al. 1992) (Rich et
al. 1992) (amb families amb heréncia paterna) va portar
controversia sobre la versemblanca d’aquesta troballa
(Morton 1992). En canvi altres grups, en poblacions
diferents, si que han trobat lligament mitjangant métodes
diversos; de lod score i amb una definicié d’atopia molt
estricta, en poblacio japonesa (Shirakawa et al. 1994a), o
per metodes de comparticio d’al-lels, en poblacio
holandesa (Collee et al. 1993) i australiana (van
Herwerden et al. 1995). En aquest darrer estudi es va
confirmar un locus per a asma, definit a partir d’una
historia recent de simptomes, perd no lligat amb atopia
sin6 amb ’HRB.

Cromosoma 5

Al 1994, de forma independent, dos grups van
suggerir la preséncia d’un locus a la regi6 5q31 que
regularia la producci6 d’IgEs (Meyers et al. 1994)
(Marsh et al. 1994). Meyers i col-l. a partir de 92 families
seleccionades a partir d’un pare amb asma i Marsh i
col'l,, a partir d’11 families extenses, d’'un grup de
poblacio relativament aillat dels E.U.A (Amish de
Pensilvania), seleccionades a partir de nens amb al-lérgia.
En el cas de les families Amish, el locus identificat
regulava la producci6 d’IgEs d’una forma antigen-
independent. Els dos estudis diferien en la localitzacio
exacta del locus, aixi com en el model de segregacio, fent
pensar en la preséncia de dos loci diferents dintre de la
regi6 5q. Al 1995, el grup de Meyers, identifica en un
estudi de “sib-pairs”, I’heréncia conjunta de ’HRB amb

44 Asma i Psoriasi

I’atdpia, i la identificacié d’un locus per a ’'HRB a 5q31
(Postma et al. 1995), la qual cosa explicaria la relacio
entre tots dos trets, manifestada en diversos estudis
epidemiologics.

Altres estudis en diverses poblacions, han
evidenciat lligament a la regi6 5q31 per atopia, amb
marcadors  d’atopia, tant  quantitatius  (spIgEs
especifiques, IgEs total, eosinofils) (Marquet et al. 1996;
Martinez et al. 1998; Palmer et al. 1998) com qualitatius
(SPT test) (Hizawa et al. 1998), i per a asma clinic
(encara que seleccionats a partir d’'un nen al-lérgic)
(Noguchi et al. 1997). Indicant la importancia interétnica
d’aquest locus en la regulacié del fenotip atopic, tot i que
la falta de replicacio en tots els estudis (Kamitani et al.
1997; Laitinen et al. 1997) (Luo et al. 1999; Holloway et
al. 2001) indiquen la preséncia d’heterogeneitat genctica
en I’asma i fenotips associats.

Cromosoma 12

A 1996, en una cerca dirigida del genoma,
Barnes i col'l, van analitzar dues poblacions molt
diferents tant des del punt de vista geografic com étnic
(afrocaribenys de Barbados, i caucasics del grup Amish
de Pensilvania (EUA)) amb diversos marcadors del
12q15. Es va estudiar els individus amb asma (diagnostic
medic) i amb nivells sérics elevats d’IgEs. En totes dues
es va trobar lligament amb els nivells d’IgEs totals, i en
les families de Barbados, amb asma. Els resultats
observats respecte els nivells d’IgEs eren independents
del fenotip asma, suggerint diferents bases genétiques per
als nivells d’IgEs i I’asma (Barnes et al. 1996).

Altres estudis han confirmat aquest locus a 12q.
Nickel et al, mitjangant test d’associacio (TDT) en
poblacid alemanya i lligat a nivells alts d’IgEs (Nickel et
al. 1997), asma (Wjst et al. 1999; Immervoll et al. 2001),
asma i IgEs en poblacio britanica (Thomas et al. 1997), i
a ’HRB, asma, IgEs total i spIgEs en poblaci italiana
(Malerba et al. 2000) .

Els resultats en aquesta regid han estat reproduits
per molts grups, en estudis d’un Jlocus o en cerques
globals del genoma, la qual cosa indica de 1’existéncia
d’un  veritable 12q15. Les regions
cromosomiques implicades en els diferents estudis no
coincideixen totalment, per la qual cosa no es pot
descartar la preséncia de més d’un locus a 12q. Els
resultats negatius en un estudi alemany, que no considera
el fenotip asma (Heinzmann et al. 2000a), podria indicar
que el locus pot ser important respecte els aspectes
inflamatoris de I’asma, més que pels al-lérgics.

locus a



Dintre de la regi6 es localitza nombrosos gens que
poden tenir un paper important en la regulaci6 de la
patologia present en I’asma: STAT6, NOS2, LTA4H, IFN-

7

Cromosoma 13

Marcadors de la regid6 13ql2-34 presenten
lligament amb asma atopic en diverses poblacions. En
poblacié australiana i britanica en una cerca global
(Daniels et al. 1996), i en poblacid japonesa, en un estudi
dirigit del cromosoma 13 (Kimura et al. 1999) i
confirmat més tard en una cerca global (Yokouchi et al.
2000). Kimura i col-l, mitjancant TDT van observar la
transmissio preferent d’un al-lel del marcador de la regio¢
(D13S153) anens amb asma atopic.

Altres marcadors de la regié 13q12-34 presenten
lligament amb asma en tres estudis en poblacid caucasica
(CSGA 1997; Ober et al. 1998; Ober et al. 2000b) i amb
marcadors d’atopia; resposta especifica envers acars en
un estudi japonés (Hizawa et al. 1998), namero
d’eosinofils en poblacio francesa (Dizier et al. 2000) i
dermatitis atopica amb marcadors de la regio 13q12-14
(Beyer et al. 2000).

La major part dels resultats confirmen aquest
locus com un locus d’atopia, el qual pot ser comu en
poblacié caucasica 1 asiatica. La localitzacid dels
marcadors no permet aclarir si hi ha més d’un locus a la
zona, ja que la zona abragada és molt ampla.

Cromosoma 6

La major part dels estudis centrats en aquest
cromosoma consisteixen en estudis d’associacid, entre
antigens de I’HLA de classe I i I, en la regio 6p21,1i la
resposta especifica envers determinats aeroal-lergogens.
Molts estudis han posat de manifest I’associacid de certs
antigens de classe I i d’haplotips de la regi6 amb
respostes antigen-especifiques (Fischer et al. 1992;
D'Amato et al. 1996; Donfack et al. 2000), les quals
constitueixen un risc pel desenvolupament de I’asma i
I’HRB (Sears et al. 1989). D’altra banda, en estudis que
consideren el fenotip IgE-independent els resultats no
son tant evidents.

Gens candidats

Introduccio

A continuacio es fa una descripci6 de la funcio i
dels estudis genétics realitzats en els principals gens
candidats per asma. Aquests gens son rellevants
funcionalment a ’asma o han estat localitzats en regions
cromosomiques lligades a asma.

Receptors d’antigens de cél-lules T

Els receptors especifics d’antigen de cél-lules T
(TCR, de I’anglés T cell receptor) estan composats per
dues cadenes, que poden ser de quatre classes; o, f3, y, .
La major part de les cél-lules T porten receptors de tipus
/B, essent les y/d una poblacidé minoritaria. La
combinacid de les multiples regions variables de les
cadenes confereixen especificitat de reconeixement al
TCR.

Respostes al‘lérgies especifiques (principalment a
acars) han estat descrites en diversos estudis com un
factor de risc pel desenvolupament de 1’asma i I’HRB
(Sears et al. 1989).

Gens per al TCR: TCR-o/TCR-6i TCR-f

La cadena beta de TCR esta codificada pel gen TCR-
S (locusID:3957), que mapa al cromosoma 7q34 i la
cadena alfa per un complex genétic al cromosoma 14q
(TCR-@) (locusID:6955), que a més conté el gen per la
cadena delta (TCR-9).

Estudis de lligament dirigits en ambdues regions
han evidenciat la seva relacid6 amb la regulacio dels
nivells d’IgEs. Al 1994, Moffat i col. en dos grups
independents de families de diferent origen (britanic i
australia), amb 312 parelles de germans varen observar
lligament amb marcadors interns del gen TCRa (TCRA1
i TCRA2) amb la resposta d’IgEs especifica (Moffatt et
al. 1994). En un altre estudi en poblacid japonesa no es
va obtenir confirmacid, perd en canvi va evidenciar
lligament amb asma, nivells elevats d’IgEs i la resposta
especifica d’IgEs, amb marcadors interns del gen TCR-f
(per a asma) i marcadors propers (D75684) (per a IgEs)
(Noguchi et al. 1998a). Aquests resultats no han estat
replicats de forma independent en cap altre estudi, només
en estudis posteriors, de cerca global de genoma, s’ha
posat de manifest la preséncia d’un o més loci implicats
amb asma o fenotips associats, en aquestes regions,
encara que no especificament amb els complexos TCR
(URL/Asthma Gene Database).
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Taula 13

Introduccio

Resum dels resultats de les regions 11q, 5q, 12q i 13q que presenten lligament amb asma i fenotips intermedis (atopia, HRB)

Fenotip Diagnostic Comentaris Poblacio
11g+  Cookson, 1989 Atopia >1 spt o nivells alts d’iges o spiges Britanica
Young, 1992 Atopia >1 spt o nivells alts d’iges o spiges Heterogeneitat 60% Australiana
Cookson, 1992 Atopia >1 spt o nivells alts d’iges o spiges Herencia materna Britanica
Moffat, 1992 Atopia Atopia Britanica
Daniels, 1996 Total Iges >1 SPT o nivells alts d’iges o spiges Cerca global aleatoria Bmémc.a /
? Australiana
Collee, 1993 Atopia Holandesa
Shirakawa, 1994 Atopia Iges elevades (400 ui) i>3 spt Japonesa
Van Herwerden, 1995 HRB Histamina Independent atopia Australiana
Asma Simptomes i medicacio Australiana
11g- . . s No confirmat, posible
4 Amelung, 1992 Atopia >1 spt o nivells alts d’Iges o splges 21 locus distanrt) Holandesa
Amelung, 1998 Iges/HRB  Families a partir de proband amb asma Analisi dos-locus Holandesa
Hizawa, 1992 Atopia >1 spt o nivells alts d’iges o spiges Japonesa
Lympani, 1992 gsgla / Families a partir de proband amb asma
Possible heréncia
Rich, 1992 Atopia paterna en dos
families
Families a partir de
Coleman, 1992 Atopia >1 spt o nivells alts d’Iges o splges proband amb
dermatitis atopica
Martinatti, 1996 Atopia >1 spt o nivells alts d’Iges o splges Italiana
Noguchi, 1997 Iges /asma Asma intermitent / Iges elevades (400 UI) Japonesa
S5q+ Meyers, 1994 Asma Cas index amb asma Holandesa
Marsh, 1994 Iges Cas index amb alergia Amish
Postma, 1995 Atopia/HRB  Cas index amb asma Heréncia conjunta Holandesa
Xu, 1995 Analisi dos-locus Holandesa
Marquet, 1996 splges
Palmer, 1998 Iges
Martinez, 1998 Eosinofils Americana
Hizawa, 1998 SPT Japonesa
Noguchi, 1997 Asma/atopia  Asma intermitent / Iges elevades (400 UI) Families a partir de Japonesa
proband amb asma
59- Laitinen, 1997 Atopia Finesa
Kamitani, 1997 Atopia SPT Australiana
Lu, 1999
Holooway, 2001
12q+ Afrocaribenys
Barnes, 1996 Iges / Amish
Asma Independent d’Iges Afrocaribenys
Nickel, 1997 Iges Cas index seleccionats per Iges elevades Germanica
Thomas, 1997 Asma/ iges Britanica
HRB, asma, .
Malerba, 2000 . Italiana
iges
12g-  Heinzman, 2000 Atopia Germanica
13 g+
Daniels, 1997 Atopia >1 SPT o nivells alts d’Iges o splges Cerca global aleatoria Brltanlp a/
australiana
Kimura, 1999 Atopia Japonesa
Hizawa, 1998 Splges Japonesa
Dizier, 2000 Atopia Eosinofils Francesa
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Serpines: a-1-antitripsina i a-1-

antiquimotripsina.

Dintre de la regi6é 14q hi mapen els gens de les
serpines: a-l-antitripsina (SERPINAI) (locusID:5265) i
la a-l-antiquimotripsina (SERPINA3) (locusID:12).
Aquestes proteines actuen com a inhibidors de proteases
sériques. El paper principal de la o-1-antitripsina es el
d’inhibir les elastases alliberades pels neutrofils durant la
inflamaci6. Deficits de SERPINAT1 han estat associats al
desenvolupament d’emfisema pulmonar i un risc de
desenvolupar MPOC i variants géniques n’han estat
associades a MPOC (Poller, 1992).

Malerba i col-l, 2001, mitjancant TDT han
observat la transmissié preferent d’un al-lel (Thrl5Ala)
de la SERPINAI amb tots els fenotips d’asma analitzats
(asma al-lergic, ’'HRB i IgEs totals i1 IgEs especifiques).

Receptors d’IgEs: FceRI i FceRII

La reacci6 allérgica és una dels components
essencials del procés asmatic, i les IgEs el lligam entre el
desencadenant de la resposta (al-lergogen) i la part
efectora de la resposta (mastocits, eosinofils, etc..). Els
dos receptors de les IgEs (FceRI i FceRIl), juguen un
paper decisiu en la funcio de les IgEs, i a grans trets
complementari en 1’autoregulaci6 de la sintesi d’IgEs.

Receptor d’alta afinitat: FCER1B

El FceRl, és un tetramer composat per tres
cadenes (cadena o, i dues cadenes y unides per ponts
disulfur) (Blank et al. 1989). La cadena a i y estan
codificades per un gen localitzat al cromosoma 11 la 3 al
cromosoma 11. Estudis de lligament genétic han posat de
manifest la preséncia d’un locus d’asma al cromosoma
11 perd no a I’1. Sandford i col-/.,1993, van identificar el
gen candidat pel locus 11q13, com el que codifica per la
cadena [3 del receptor d’alta afinitat per les IgEs.

El gen per a la cadena B, FCERIB, (locusID:2206)
és un gen d’una sola copia, amb 7 exons, que codifica per
a una proteina amb quatre dominis transmembrana i dos
llargs dominis intracitoplasmatics que intervenen en la
senyalitzacio interna (Kuster et al. 1992).

A continuaci6é es fa una descripcié dels canvis
presents a la zona codificant que poden tenir una relacid
directa en la funcio.

Introduccio

Variants Leul81 i Leul83

Les variants L1811 i L183V estan localitzades al
4rt domini transmembrana de la cadena B del receptor,
corresponent al 6¢ exd del gen. Alteracions en aquests
dominis poden causar canvis significatius en 1’expressio i
funcié del receptor (Varin-Blank iMetzger 1990). La
cadena B, com la vy, cont¢ en els dominis
intracitoplasmatics, els anomenats ARAM
(presents a molts immunoreceptors (TCR/CD3, FcRs,
etc.), necessaris els processos de senyalitzacio (Weiss
iLittman 1994). A més, estudis comparatius (en ratoli i
en receptors homolegs) han posat de manifest la
importancia de la subunitat § en 1’ensamblatge del
receptor.

En un estudi en poblacié britanica el 15% de
pacients amb asma eren portadors de la variant Leul81 i
cap de la variant Leul83. Leul81 presentava una forta
associacio amb els nivells elevats d'IgEs, aixi com SPT
positius. A més ’estudi de la segregacioé en 60 families
va demostrar una alt component matern (Shirakawa et al.
1994b). La mateixa variant ha estat identificada en
poblacié australiana, amb una menor freqiiéncia de
portadors (4%), perd també amb un risc augmentat
d’atopia en el cas d’heréncia materna de 1’al-lel, (Hill et
al. 1995). Altres estudis en diversos grups ¢tnics han
descrit associacié amb asma; arabs (Hijazi et al. 1998),
negres (Green et al. 1998), encara que no de forma
universal en tots els grups (Duffy et al. 1995; Hizawa et
al. 1995).

motius

Variant Gly237Glu

Localitzada en 1’ex6 7, corresponent al domini
intracitoplasmatic del FCERIB, la variant Gly237 amb
una freqiiéncia del 5,3%, s’ha observat associada amb
atopia (SPT positius) i I’HRB en un estudi en poblacié
caucasica australiana (Hill iCookson 1996). De forma
similar, en poblacié japonesa (6% Gly237) ha estat
associada amb asma atdpic (essent més important en
asma infantil que en adult), a més, d’estar fortament
associada amb nivells molt elevats d’IgEs totals
(>1000UI/ml), pero no amb una resposta especifica
(spIgEs a acars de la pols) (Shirakawa et al. 1996b).

Receptor d’IgEs de baixa afinitat: FCER2

La proteina (321 aminoacids) és similar a la
subunitat y del receptor d’alta afinitat i té una alta
homologia amb algunes lectines. Estructuralment és
diferent al receptor de alta afinitat i només esta format
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per una sola cadena, a més també és pot trobar en una
forma soluble (SFCER2) a més de la tipica de membrana.
El gen FCER?2 (locus 1D:2208) mapa a 19p13.3, t€ una
llargada de 13 kb i conté 11 exons (Ludin et al. 1987).

Aquest receptor esta relacionat amb la regulacid
de la resposta i sintesi d’IgEs. Diverses evidéncies
apunten a un paper en la regulacio de la produccio d’
IgEs (Stief et al. 1994) i la seva implicacié en malalties
al-lergiques o en I’HRB (Haczku et al. 1997).

L’estudi de 8 marcadors en una regio de 10 cM al
voltant del gen, detecta I’associacié d’un haplotip amb
asma (definicié basada en simptomes amb qliestionaris),
perd no detecta cap variant polimorfica dintre de la zona
codificant (Laitinen et al. 1997).

Clara Cell 16: CC16

CCl6 mapa a 11ql3 és un mediador de la
inflamaci6 derivat de les cél-lules anomenades Clara,
presents en la regio distal de la mucosa bronquial. Nivells
reduits han estat associats a inflamacié (Lensmar et al.
2000). Dos estudis contradictoris, han analitzat un
polimorfisme de la regié 5’ del promotor (G38A), un de
positiu en poblaci6 australiana, respecte a asma al-lérgic
(Laing et al. 1998; Laing et al. 2000) i dos amb resultat
negatiu en poblacid japonesa i britanica (Gao et al. 1998;
Mao et al. 1998).

Cluster 5q

El cluster 5q, citokine cluster o cluster de ’1L4,
inclou una série heterogénia de gens rellevants per a la
fisiologia i/0 patologia de I’asma; modulacio de la
resposta nerviosa i humoral de la musculatura bronquial,
i inici, maduracio, amplificacio, modulacid, especificitat
de la resposta d’IgEs. Entre els gens inclosos en aquesta
regio, es troben els gens que codifiquen per a: 1L-4, IL-
13, IL-5, IRF-1 (factor de regulacio d'interfero), 1L-3,
CSF-2 (factor estimulador de colonies), IL-9, EGR-1
(factor primerenc de creixement), CD14, ADRB2, FGF-
A (factor de creixement de fibroblasts), GRL-1 (receptor
de glucocorticoids especific de limfocits), PDGR-R
(receptor de factor de creixement derivat de plaquetes),
I’IL-12f (cadena f d’IL-12), HAVCR (receptor de virus
de la hepatitis A).

Diverses linies d’evidéncia apunten a un paper
rellevant dels gens d’aquesta regidé en la patologia de
I’asma. Estudis en ratolins transgeénics per a YACs han
identificat un QTL relacionat amb I’HRB i els nivells
d’IgEs a la regi6 5q31 (Symula et al. 1999). També en
ratolins, s’ha posat de manifest elements reguladors

comuns que produeixen I’activaci6 d’una forma
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coordinada i especifica de llinatge de les citocines 4, 5 i
13 (Lacy et al. 2000).

Cluster de citocines

Nombroses citocines estan sobreexpressades en
les vies aéries i en molt tipus cellulars de pacients
asmatics (limfocits T, eosinofils, mastocits, macrofags
cél-lules epitelials, fibroblasts, endoteli, muscul llis)
(revisat a “Citokines in allegic airway disease”. Asthma
and Rhinitis). Es pot diferenciar entre dos grups de
citocines en relacio al llinatge de les cel-lules T: Th; i
Th,, El llinatge Thl secreta IL-2 i TNF i INFy, i sén les
principals efectores de defensa contra parasits
intracel-lulars. Th2 produeixen IL-4, IL-5, IL-6, IL-10,
IL-13, i actuarien com a defensa de parasits complexos
(helmints, parasits extracel-lulars). IL-4 1 IL-13,
estimulen la producci6 d’IgEs i d’IgG4; IL-5, diferéncia i
manté els eosinofils; IL-4 i IL-10, actuen com factors de
creixement de mastocits; i IL-4, 13 i 10 inhibeixen certes
funcions de macrofags, a més de Thl, disminuint les
probabilitats de danys per inflamacié continuada,
comportant-se com a reguladors de les respostes
immunes. De forma comu. els dos llinatges T produeixen
IL-3, TNF i GM-CSF. A la taula 10 (pagina 39) ja s’han
resumit les principals funcions.

Les citocines produides o relacionades amb
I’acci6 predominant de tipus Th2: IL-4, IL-5, IL-9 i IL-
13 es denominen cluster Th2. A continuaci6é es fa un
resum dels estudis especifics en alguns dels gens de les
citocines del cluster Th2 i la seva relacié amb asma.

Interleucina 5 (IL-5)

IL-5 té un paper clau en el desenvolupament i
manteniment de 1’eosinofilia (Hamelmann and Gelfand
1999). Un estudi mutacional de la regid codificant del
gen de IIL-5 (locusID:3567), no ha trobat
polimorfismes associats en la regio (Pereira et al. 1998).

Interleucina 4 (IL-4)

La interleucina 4 té un paper essencial en la
generacio6 de la resposta d’IgEs, models animals de falta
de funcid (Kopf et al. 1993) Brusselle et al. 1994)
presenten una manca de resposta IgEs especifica.

11-4: regi6 del promotor (-509 C/T)



La wvariant (-509 T) del gen de I'IL-4
(locusID:3565) ha estat associada amb una major
activacio del promotor i amb nivells elevats d’IgEs
(Rosenwasser et al. 1995). Estudis en poblacié japonesa
en la que han identificat lligament a la regidé 5q, s’ha
observat associacido amb dermatitis atopica i asma, pero
per una via diferent de la regulaci6é d’IgEs (Noguchi et al.
1999). De forma similar, un estudi fet en poblacid
caucasica I’ha exclos com a regulador dels nivells d’IgEs
(Dizier et al. 1999).

Interleucina 13:1L-13

Estudis en models murins suggereixen un paper
central en el desenvolupament de ’asma, mitjancant
diferents incloent inducci6 d’IgEs,
eosinofilia a les vies acries i hiperreactivitat (Wills-Karp
et al. 1998). Ratolins transgénics que expressen el
receptor de I’IL-13 en bronquis desenvolupen un model
d’asma amb HRB (Zhu et al. 1999) d’una forma
independent d” IL4Ra (Mattes et al. 2001).

mecanismes,

IL-13: Argl130GIn

L’al'lel GIn130 del gen /L-13 (locusID: 3596), ha
estat associat amb nivells elevats d’IgEs (Graves et al.
2000) i amb asma atopic i no atopica, a més
I’homozigositat per la variant esta associada amb un
nivell séric elevat d’IL-13. Estudis de prediccio de funcio
suggereix que el canvi produeix una resposta augmentada
degut a una variaci6 en ’afinitat per I’IL-13 (Heinzmann
et al. 2000b).

Interleucina 9: IL-9

ILY (locusID:3578) codifica per a una citocina
pleotropica, que actua sobre moltes de les céllules
implicades en asma; cél-lules T, cél-lules B, mastocits,
eosinofils, neutrofils i cél-lules epitelials. Estudis en
ratolins han demostrat lligament del gen /-9 amb
I’HRB, a més d’observar uns nivells sérics d’IL-9 més
baixos en el teixit bronquial d’una soca hiporreactiva
(Nicolaides et al. 1997).

D’altra banda la sobrexpressio d’IL-9 en ratolins
transgenics, causa inflamacid eosinofilica, nivells elevats
d’IgEs, increment de secrecié mucosa i ’'HRB (Temann
et al. 1998), a més d’una sobreexpressiéo de quimocines
d’eosinofils (CC-quimocines) en les cél-lules epitelials
(Dong et al. 1999).

Encara que molts estudis de lligament han posat
de manifest la preséncia de lligament a la regié 5q (taula
20b, 20c), només un n’ha detectat especificament
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lligament amb IL-9 (Doull et al. 1996), mentre que un
altre estudi en poblacié finesa va descriure una variant
genica (T113M) pero no associada amb asma (o fenotips
intermedis) (Laitinen et al. 1997).

Altres gen del Cluster 5q

Gen per ’antigen de diferenciacié CD14

CD14, és un receptor multifuncional amb alta
afinitat per LPS (lipopolisacarid) i altres productes
derivats de la membrana bacteriana. CD14 és expressat
de forma constitutiva en la superficie de monocits,
macrofags 1 neutrofils i a més és també es troba en forma
soluble (sCD14) en el sérum com a resultat d’una
secrecio o del clivatge enzimatic de la forma de
membrana (mCD14).

El gen CDI14 (locus 1D:929), d’1,5 kb amb un
petit intrd (Ferrero iGoyert 1988), mapa a la part
telomérica terminal del Cluster 5q. Diversos
polimorfismes han estat descrits en la regié 5° del
promotor (en les posicions -1619, -1359, -1145, -809, -
159 de D’inici de transcripcio) (Baldini et al. 1999;
Vercelli et al. 2001) i en I’ex6 2 (G1344C) (Hayden et al.
2000).

Un estudi en poblacio infantil d’E.U.A, ha
observat associacié de la variant —159C del promotor
amb els nivells de sCD14, els nivells d’IgEs i la severitat
del fenotip al-lérgic, perd no amb asma o atopia. Quant al
model d’accido també hi ha discrepancies; dominant
codominant o recessiu (Baldini et al. 2002).

Receptor B,-adrenérgic

El receptor P,-adrenérgic, és un membre de la
familia dels receptors d’unié a proteina G. L’estructura
com la majoria d’aquests receptors, és de set dominis
intracitoplasmatics (TM1-7), tres dominis de llag
extracitoplasmatics (ECL1-3) i intracitoplasmatics
(ICL1-3), a més de dues cues terminals, la aminoterminal
externa i la carboxiterminal interna.

El receptor s’expressa al muscul llis, i també a
cél-lules epitelials del tronc respiratori, aixi com diverses
cél-lules inflamatories (limfocits, neutrofils, eosinofils i
macrofags) (Nijkamp et al. 1992). Lactivacidé continuada
produeix una regulacié de contraccio del muscul llis.
Agonistes del receptor son broncodilatadors o
protegeixen contra la broncoconstriccio.
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El gen per al receptor [,-adrenérgic (BADR?2)
(locusID:154) és un gen sense introns, de 1,2 kb, que
codifica per a una proteina de 413 aminoacid. En aquest
gen s’han identificat nou polimorfismes puntuals en la
regio codificant (Reihsaus et al. 1993) dels quals quatre
son variants d’aminoacid: Argl6Gly, GIn27Glu,
Val34Met (domini aminoterminal) i Thr164lle (TM4).
Tres d’aquestes (Argl6Gly, GIn27Glu i
Thr1641le) son rellevants per a la funcio del receptor, i
han estat associades amb asma i fenotips relacionats. A
més s’han descrit polimorfismes en la regid 5°, que afecta
I’expressio del receptor (McGraw,1998).

variants

Variant Ile164

Estudis funcionals han posat de manifest una
reduccio de I’afinitat per I’agonista (Green et al. 1995b).

Variants Argl6Gly/ GIn27Glu

Els polimorfismes 16 i 27 afecten la severitat de
I’asma, funcid6 pulmonar, hiperreactivitat bronquial,
resposta a certs agonistes o la manifestacié de certs
fenotips asmatics (asma nocturn). Estudis in vitro han
demostrat que la preséncia de /a variant Gly16, produeix
un augment de la downregulacio per contacte amb
I’agonista, mentre que la preséncia en homozigosi de la
variant Glu27 presenta una resisténcia incrementada a la
downregulacio (Green et al. 1995a).

Glyl6 ha estat associada amb un augment de la
hiperreactivitat bronquial, en poblacié general (D'Amato
et al. 1998), en pacients amb asma (Hall et al. 1995) i
amb el grau de severitat de I’asma (Weir et al. 1998)
especialment en el cas d’asma nocturn (Turki et al.
1995). En el cas del fenotip nocturn ja s’havia descrit una
disminuci6 de la densitat de BADR en leucocits circulant
(Szefler et al. 1991). D’altra banda, la variant Glyl6 ha
estat associada amb una resposta disminuida enfront a
certs agonistes (Martinez et al. 1997), i a una disminucid
de la funci6 pulmonar (Summerhill et al. 2000).

Glu27 es correlaciona amb una menor reactivitat
bronquial, tant en individus asmatics (Hall et al. 1995)
com de la poblacié general (Ramsay et al. 1999a).
D’altra banda la variant GIn27 s’ha observat associada
amb nivells elevats d’IgEs en families asmatiques, pero
no amb asma o atdpia per se (Dewar et al. 1998;
Deichmann et al. 1999).

Gens candidats en regio 6p21

Estudis de cerca global del genoma han posat de

manifest la preséncia de lligament de I’asma i fenotips
intermedis amb la regido 6p21 (taula 20b). En aquesta
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regi6 mapa el complex major d’histocompatibilitat
(MHC), que és pot considerar un locus major per les
malalties al-lérgiques.

La regio del MHC o HLA s’estén en 4000 kb i
conté nombrosos gens, principalment implicats en la
immunitat innata i especifica. Dintre dels gens de ’'HLA,
podem distingir, els de classe I (Classics 4, B, C i no-
classics E, F, G), Il (DR, DP, DQ) i els de classe III (gens
No-HLA; TNF, HSP70, C4, etc...). A més el complex
MHC conté altres gens No-HLA dintre de les regions de
Classe 111 (TAP, etc.) (figura 12).

Gens HLA

Aqui es fa referencia al gens classics de ’'HLA.
Els productes de classe I intervenen en la restriccio de la
resposta cel-lular i s’expressen a totes les cél-lules,
mentre que els de classe II, que s’expressen
principalment en cél-lules B, célllules T activades,
monocits i macrofags, intervenen en la restriccié de la
resposta humoral.

La relaci6 amb asma o fenotips intermedis es
manifesta des de fa molt temps, amb 1’associacid de certs
serotips amb la resposta especifica a determinats
al-lergdgens en l'era pre-DNA, i amb haplotips especifics
en I’era actual, principalment amb /Joci de classe II com
el DR (el més polimorfic), pero també del DQ i DP, amb
la resposta d’IgEs a diversos al-lergogens purificats. Pel
que fa als antigens de classe I, en certs casos les
associacions han estat degudes al desequilibri de
lligament amb els de classe II. Com és el cas de I’al-lel
B8, associat en certs estudis amb atopia, i lligat a DR3,.
estudis in vitro han demostrat que limfocits amb aquest
haplotip (B8-DR3) produeixen menys IFN-y i més 1L-4,
en resposta a PHA, aportant una base fisiologica a
aquesta associacio.

Respecte als de classe II, 1’associacié més forta i
consistent ha estat la demostrada entre Amb aV i
DRBI1*1501 (Marsh iHuang 1991), pero, diferents al-lels
del mateix locus han estat correlacionats amb distints
al-lergogens en diferents poblacions (revisat en Moffat i
Cookson 1996. Aquestes associacions es fan extensibles
a casos d’asma ocupacional, com en el cas de I’asma
induida per isotiocianats (IAA), perd soén menys
consistents.

Gens no-HLA: Cluster TNF

El Factor de Necrosi Tumoral (TNF) és una
citocina pleotropica descrita primerament per la seva
capacitat citotoxica sobre cél-lules tumorals, encara que



moltes altres i diverses funcions n’han estat descrites
(revisat en Aiyer i Aggarwal,1987 (Aiyer iAggarwal
1987). Una de les funcions principals és el seu paper
director de I’inici i modulacio6 de la reacci6é inflamatoria.

La concentracio de TNF s’ha trobat augmentada
en la submucosa bronquial de pacients amb asma i en
I’esput, el fluid broncoalveolar (BALF) i en el sérum de
pacients amb asma agut. A més se 1’ha relacionat amb els
processos inicials de broncoconstriccidé i amb els
fenomens tardans de flux i activacio de les cél-lules
inflamatories, la qual cosa I’impliquen en el procés
patologic de I’asma.

Va
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Figura 12

Complex de gens HLA en el bra¢ curt del cromosoma 6 (CYP,
enzims del citocrom p450; TNF, Factor de Necrosi tumoral; HSP.
Proteines de xoc termic; C, proteines del complement)

El cluster TNF, situat dintre de la regi6 MHC III i
telomeric als gens de classe II, abraga unes 7 kb. En
aquest cluster es troben tres gens: LT« (locusID:4049),
LTS (locusID:4050) (Limfotoxina alfa i beta) i TNF
(locusID:7124) (Nedwin et al. 1985).

La Ltp té una alta homologia amb Lta, i forma
amb aquest, un heterodimer que intervé en processos de
selecci6 del repertori immune (Crowe et al. 1994), via un
receptor diferent del de Lta i TNF.

Lta i TNF, es troben en forma soluble (el TNF
també unit a membrana), com un monomer i un trimer
respectivament. Tenen una alta homologia, principalment
en la part secretada, compartint els mateixos receptors i
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amb unes activitats biologiques similars. TNF deriva
principalment dels macrofags activats, i en menor mesura
d’eosinofils 1 mastocits, en canvi LTa es produeix
principalment per limfocits activats.

Dos polimorfismes dintre d’aquesta regido han
estat relacionats amb asma i fenotips associats.

LtaNcol en el primer intré de Lta. Aquest canvi
no sembla alterar la funcié del gen perd s’ha trobat
associat a un canvi en la posicid 26 que in vitro es
relaciona amb els nivells de Lto. (Messer et al. 1991). El
segon, -3087NF G/A esta en la regié del promotor de
TNF i sembla influir la transcripcid del gen (Wilson et al.
1993). L’al-lel menys freqiient (TNF2) ha estat associat
amb uns nivells elevats de TNF, confirmat en estudis in
vitro (Wilson et al. 1997).

Receptors d’IL-4, IL-13 i IL-9

Ja s’ha esmentat I’important paper que tenen
I'IL-4, IL-13 1 IL-9 en els processos relacionats amb
asma. Alteracions dels receptors poden de igual forma
ser importants en la regulacié de la via que controlen.
Estudis de cerca global del genoma o dirigits han posat
de manifest la importancia d’aquestes regions (veure
taula 20b i 20c).

Receptor de I’'IL-4 (IL-4R)

El receptor esta format per un complex de dues
cadenes, alfa (o) 1 gamma (y): la primera que també
forma part del receptor d’IL-13 s’uneix a I'[L-4, la
segona, que és comu a diversos receptors de citocines
(receptors d’IL-2, 4, 7, 9 i 15), amplifica el senyal de la
cadena alfa. Estudis funcionals in vitro han posat de
manifest la relacido de variants géniques del gen de la
cadena a del receptor (IL-4Ra) amb un guany de funcio
del receptor (Hershey et al. 1997).

De forma independent, diversos estudis de
lligament genétic i de cerca global del genoma
(URL/Asthma Gene Database), han posat de manifest la
preséncia de lligament amb 1’atopia a la regio 16p12, on
mapa el gen IL-4Ra (locusID:3566), pero no amb I’IL2R
(LocusID:3536) que mapa en Xql3.

S’han detectat nombroses variants en el gen de la
cadena alfa, la majoria estan en la part
intracitoplasmatica (veure taula 14).

Variants 1 asma: Q551R, I50V 1 S478P

La variant I50 ha estat associada amb asma atopic
i nivells elevats d’IgEs en poblaci6 japonesa, encara que
altres estudis en la mateixa poblacid no han pogut
confirmar aquesta associacio (Noguchi et al. 1999).
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Funcionalment, la variant I50 causa una
sobreactivaciéo de STAT6, un augment de la proliferacio
cel-lular i una activacié de la transcripcié de la cadena ¢
de les IgEs, a més d’un augment d’IgEs i de CD23 en
PBL ex vivo. L’efecte de la variant no cursa via un
augment de 1’afinitat ni del nimero de receptors presents
a la membrana (Mitsuyasu et al. 1998; Mitsuyasu et al.

1999).

La variant Q551R va ser descrita en pacients amb
Sindrome de Job (Sindrome de hiper-IgEs)
(MIM:243700), una malaltia caracteritzada per Ila
preseéncia d’infeccions recurrents i uns nivells elevats
d’IgEs, perd no d’IL-4. La variant R551, associada amb
la Sindrome de Job i amb atopia, produeix un guany de
funcié amb uns nivells incrementats de CD23 (FceRII),
respecte a la variant salvatge. La variant R551 provoca
un augment de dissociaci6 de la fosfatasa SH-1
(regulador negatiu del receptor), perd no una
sobreactivacio de STAT6 (Hershey et al. 1997). Malgrat
aquesta evidencia funcional, altres estudis genétics no
han confirmat aquesta associacié amb la Sindrome de Job
(Grimbacher et al. 1998) o amb asma/atopia (Mitsuyasu
et al. 1999; Dupre et al. 2000), i d’altres, encara que han
observat una relacio, han assignat un paper contrari a la
variant R551. Aquests, han detectat in vitro que la variant
R551 junt amb el canvi P503, esta associada a nivells
baixos d’IgEs (via augment de IRS1/2 fosforil-lacio i no
uni6 de Stat6) (Kruse et al. 2000).

Ober i coll, han estudiat 11 canvis en diferents
poblacions; inbred (hutterites) i outbred (hispans, negres
i caucasics no hispans), i han observat la preséncia de
desequilibri de lligament entre les variants estudiades,
perd només limitat a la regid corresponent a la part
intracitoplasmatica del receptor.

Receptor de I’IL-9

IL-9R és un receptor heterodimeéric (oy), format
per la cadena IL-9Ra i la cadena y (IL2Ry) comu amb
diversos receptors de citocines. El gen IL9R
(locusID:3581) mapa a la regio pseudoautosomica Xq28,
i s’expressa de forma independent del sexe (Vermeesch
et al. 1997). A més s’han descrit quatre pseudogens sense
cap activitat funcional a 9q, 10p, 16p i 18p. IL-9R
s’expressa en moltes cel'lules hematopoiétiques
(cél'lules. T, mastocits, macrogafs) i de forma especifica
en cél'lules polimorfonuclears (PMN) de pacients
asmatics (Abdelilah et al. 2001).

Estudis de lligament i d’associacié mitjancant

haplotips, han evidenciat una relacié d’/L9R amb asma i
HRB en dos poblacions independents i diferents, tant
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geograficament com genéticament (Holroyd et al. 1998;
Kauppi et al. 2000).

Taula 14

Variants identificades en la seqiiéncia codificant del gen de
I’IL4RA.

Posicio Domini  Variant

148 EC 150V Deichmann, 1997
426 EC NI142N  Deichmann, 1997
474 EC L249L  Deichmann, 1997
864 EC F288F  Deichmann, 1997
1124 1C E375A  Deichmann, 1997
1167 1C L389L  Deichmann, 1997
1216 1C C406R  Deichmann, 1997
1218 1C C406C  Deichmann, 1997
1224 1C L408L Deichmann, 1997
1232 1C S411L  Deichmann, 1997
1432 1C S478P  Kruse, 1999

1645 1C Q551R  Hershey,1998
1654 1C V5541  Lozano,2001
2180 IC S727P  Ober,2000

2281 1C S761P  Deichmann, 1997

EC domini extracel-lular; IC domini intracel-lular

Receptor de I’IL-13

Els gens per a les cadenes IL-13Ral
(locus1D:3597) i IL-13Ra2 (locusID:3598) mapen a
Xq24 1 Xq13-q28 respectivament. El receptor de I’IL-13
s’expressa a cél-lules epitelials i mascul 1lis de bronquis i
esta format per un heterodimer d’IL-4Ra i IL-13Ral.
Aquest receptor hibrid comparteix senyals de
senyalitzacié que estan relacionades amb les activitats
biologiques comunes entre IL-4 i IL-13.

Una variant de la zona codificant d’IL13Ral,
A1389G, ha estat associada amb nivells elevats d’IgEs
perd6 no amb asma, essent molt important el risc
especialment en la poblacié masculina (Heinzmann et al.
2000b).

Cerques Globals del genoma

Cerques globals aleatories del genoma han estat
realitzades per 1’asma en poblacions diverses pero les
variades metodologies aplicades en cada cas fan dificil
fer una valoracié conjunta de les troballes. Un resum de
les caracteristiques i resultats dels principals estudis



reportats des de l'aparicié de la primera cerca global al
1997 es troba resumit a les taules 21a, 21b121c.

Regions candidates en els models animals

L’as de soques hiperreactives i models amb
HRB induida han servit per localitzar regions
homologues en humans (De Sanctis et al. 1995; Levitt et
al. 1995). De Sanctis i col'l., van detectar tres loci (20, 22
i 6p) influint 'HRB. Altres han mapat un Jocus per a la
resisténcia a ’HRB per 0z6 en la regi6 prop del TNF
(Kleeberger et al. 1997). També regulant ’'HRB s’ha
identificat un locus anomenat Tapr que té un homoleg a
la regi6 5q23-35 (Mclntire et al. 2001). L’analisi de QTL
ha identificat una regio de susceptibilitat a HRB,
identificant Tlr4 com a possible candidat (Kleeberger et
al. 2000). L’homoleg en humans, TLR4, ha estat implicat
en la resposta diferencial a LPS i HSP70 (Asea et al.
2002). Entre els candidats identificats hi ha citocines,
receptors de citocines, factors de creixement, proteases
(I11b, 113b1, 113b2, PDGF, TNF i proteasa de mastocits),
molts dels quals corresponen a regions identificades en
les analisi en humans.

Taula 15

Estudis de lligament realitzats en models murins d’asma o fenotips
associats

De Sanctis, Levitt, Zhang,
1995 1995 1999
Fenotip HRB HRB  IgEs HRB
Regio en 9, 10,
ratolins 215,17 . 1.2 1,17
11923,
. . 12q22,
Sinteniaen 50 5y 6 5q31-33 2,11 5q3l,
humans
17q12,
6p21
comentaris Ratolins HRB Models
hiporreactius induida d’asma

Fibrosi quistica i asma

La fibrosi quistica (FQ) (MIM:219700) és una
malaltia monogenica causada per
mutacions el gen CFTR (de l’anglés Cystic fibrosis
transmenbrane conductance regulator) (MIM:602421)

multisistémica
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que afecta a gran nombre d'Organs, incloent les vies
respiratories, el tracte gastrointestinal, el pancrees, el
fetge, les glandules de la suor i el tracte genitourinari.
Diversos efectes secundaris poden acompanyar a la
disfuncid en aquests organs; diabetis, complicacions
reumatiques, osteoporosi, risc de tumors en el tracte
digestiu o conseqii¢ncies en el ritme de creixement degut
les anormalitats nutricionals i respiratories (Welsh et al.
2001).

La FQ, multisistémica, afecta
principalment les vies respiratories inferiors. En el cas de
malaltia pulmonar existeix una gran variabilitat
fenotipica, atribuida a 1'efecte tant de factors ambientals
com genetics. En aquesta linia diverses variants dels gens
implicats en processos inflamatoris i immunologics han
estat relacionats amb el grau de severitat de la malaltia
(Hull iThomson 1998). D’altra banda I'elevada
freqiiéncia de determinades mutacions de CFTR, com la
F508del, ha estat atribuida, entre d’altres alternatives, a
un possible avantatge dels individus portadors, havent-se
proposat com una proteccio envers malalties infeccioses
com el colera (Gabriel et al. 1994), febre tifoide (Pier et
al. 1998) i també per altres no infeccioses com [’asma
(Schroeder et al. 1995). Tot plegat s’ha atribuit a CFTR
el paper de candidat funcional dintre del complex patr6
d'interaccions géniques que contribueixen a 1’asma.

encara que

A continuacié es fa un resum de les alteracions
principals observades en pacients de FQ, i encara que en
relacié amb asma 1’afeccié pulmonar és la més rellevant,
s’ha inclos un resum de les alteracions més importants
observades en altres organs.

Patologia de FQ en el tracte respiratori

La malaltia pulmonar ¢és la principal causa de
morbiditat i mortalitat en els pacients de FQ (Welsh et al.
2001). Els pacients tenen un progressiu declivi de la
funcid respiratoria, arribant en darrer terme a una parada
respiratoria i la mort. Els pulmons sén histologicament
normals al naixement, amb el progrés de la malaltia
s’arriba a produir un eixamplament dels bronquis i
bronquiols (bronquiéctasies 1 bronquiolectasies) i
aparicié de quists amb secrecions mucoses. Els lobuls
superiors presenten una afectacié major, i a diferéncia
dels bronquis, els intersticis i els alvéols no estan molt
afectats.

Les pedres de toc de la patologia respiratoria son
la secreci6 de moc, la infeccid i la inflamacid. En les
zones peribronquials 1 peribronquiolars afectades es
produeixen processos fibrotics, i al lumen és troben
secrecions mucoses amb un important infiltrat de
neutrofils. Les parets de les vies respiratories tenen una
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pérdua important de céllules epitelials, junt amb un
important infiltrat de limfocits a la part intramural. En
aquestes zones amb 1’epiteli danyat prop de la paret dels
bronquis i bronquiols es localitzen bacteris, junt amb el
mucus intraluminal. En el curs de la malaltia el dany
tissular  s’incrementa produint  bronquiéctasies i
bronquiolectasies aixi com quists amb secrecions
mucoses, per acabar en les fases terminals amb una
destruccié massiva de 1’estructura pulmonar i una fibrosi
del parénquima pulmonar al voltant de les vies
respiratories. Els productes derivats de la inflamacio
(citocines, proteases, productes -citotoxics), son els
causants de la fibrosi i dany observat.

Quant al temps d’aparici6 dels simptomes
respiratoris, aquests generalment es presenten durant la
infancia, pero poden presentar-se ja en 1’edat adulta. La
presencia de tos cronica és comu en totes les edats, aixi
com la d’esputs encara que de forma puntual. Quant a
I’afeccid de les vies superiors, aquesta va associada a la
preséncia de polips nasals i sinusitis. En la infancia en
certs casos es poden observar sibilancies, i és de destacar
que en més del 90% dels casos de pacients FQ es
produeixen episodis d’hiperreactivitat bronquial (Welsh
etal. 2001).

Altres organs afectes

El pancrees té una pérdua de funcié amb una
reduccio aquosa, de bicarbonat i d’enzims en la secrecid
pancreatica. El 80% dels pacients tenen una funcio
exocrina anormal (insuficiéncia pancreatica (IP)), mentre
que la resta presenten una suficiéncia pancreatica (SP)
amb una funcié disminuida (<50%).

A nivell de I’aparell digestiu, la malaltia també
afecta als conductes biliars amb manifestacions que van
des d’una elevacié asimptomatica dels enzims hepatics a
una cirrosi hepatica. En lintesti prim s’observa una
dilatacio i hiperplasia de les glandules submucoses, amb
acumulacié de secrecions en el lumen i en les criptes.
Una manifestacio molt comu en els nounats, és 1’apariciod
del meconi ileal (Meconium Ileus; MI), present en el 10-
20% dels pacients FQ nounats.

A les glandules de la suor existeix un augment de
les concentracions de CI,, Na" i K', aquest augment de la
salinitat de la suor és una de les alteracions funcionals
més consistents de la clinica de FQ. Aquesta anormalitat
és present des del naixement i durant tota la vida adulta.
La delimitacié dels nivells normals s’ha establert en
concentracions menors de 40 mmol/l, perd no existeix
una correlacié perfecta. Hi ha un 2% de pacients amb
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manifestacions atipiques de FQ que tenen uns nivells
normals o limits de cl” a la suor.

El 97% dels homes FQ tenen infertilitat degut a
una azoospérmia per una abséncia bilateral dels
conductes deferens ABCD (o CBAVD en angles). En el
cas de les dones no hi ha cap anormalitat anatomica
present, perd un canvi en la naturalesa del mucus cervical
s’ha hipotetitzat com a causa d’una reduccié en la
fertilitat.

CFTR

El gen CFTR (Cystic fibrosis transmenbrane
conductance regulator) (GDB:P13569) (Kerem et al.
1989; Riordan et al. 1989; Rommens et al. 1989) abraga
250 kb al brag llarg del cromosoma 7 (7q) i esta
composat de 27 exons. Es transcriu en un RNA missatger
de 6,5 kb que codifica per una proteina de 1480 aa d’una
massa de 168 kd, amb una glicosil-latzio de la proteina
molt reduida (Welsh et al. 2001).

El lloc majoritari d’expressio és en la membrana
apical de les cel-lules epitelials. Quant a [’epiteli
respiratori, 1’expressié no és uniforme. En les cel-lules
ciliades de [D’epiteli de superficie s’expressa en un
nimero reduit de copies i la quantitat present en
membrana és baixa, en canvi I’expressio és molt alta en
un petit grup de cél-lules no ciliades (<1%) de ’epiteli de
superficie distal i les cel'lules distals de les glandules
submucoses. En altres tipus cel-lulars també s’ha detectat
expressio de CFTR, encara que d'una forma minoritaria:
neutrofils (Yoshimura et al. 1991) o limfocits (Bubien
2001).

L’expressio de CFTR esta fortament regulada
durant el desenvolupament i és especifica de teixit i de
tipus cel-lular. El patré d’expressiod esta conservat en les
diferents espécies de mamifer. Les seqiiéncies a 5’
determinen els nivells bassals de la transcripcié de CFTR
i la comparacid, ha posat de manifest la preséncia
d’elements reguladors en cis en una zona de 34 pb al
voltant del codd +1. S’han identificat dos seqiiencies
consens que corresponen a una caixa CCAAT invertida i
una variant de 1’element de resposta a cAMP (CRE).

A part de la generaci6é de transcrits amb regions
no traduides a 5° degut a I’Gs de diversos inicis de la
transcripcid, hi ha fenomens d’splicing alternatiu que
produeixen diferents isoformes, encara que no sempre
amb una significacio biologica: la deleci6 de I’ex6 5
produeix en humans una isoforma que no s’expressa a
membrana, pero que és present en altres espécies (muscul
cardiac de conill), la incorporacié d’un ex6 nou (ex610a)
sembla produir una proteina no funcional més curta, i la
delecio de I’ex6 13 i part del 14a en ronyo, també present



en rata, produeix una isoforma funcional. Tot i aixi
aquests son fenomens poc freqiients perd que posen de
manifest la diferent regulacid6 depenen de teixit i
d’espécie.

La forma més comu d’splicing en humans és la
deleci6 completa de I’ex6 9. Existeix una variacid
important quant a la quantitat de transcrits amb la delecio
de I’ex6 9; des de 1’abséncia fins al 92% del total. La
variabilitat és produida per la diferent llargada d’una cua
de polipirimidines (cua poli-T) en el lloc acceptor
d’splicing davant de I’ex6 9. La llargada determina
l'eficiéncia de I’splicing de I’ex6 9. La menor eficiéncia
¢s en el cas dels homozigots 5T/5T, amb un rang de 89-
92% de transcrits mutants. Les altres variants 7T i 9T
estan associades a una millor eficiéncia en I’splicing. La
freqiiéncia allélica de I’al'lel ST és prop del 5% en
poblacié caucasiana i en afroamericana, un 10% per al
9T i 85% per a I’al-lel 7T. Factors especifics de teixit
modifiquen la eficiéncia de 1’splicing, aixi en el vas
deferens i I’epiteli nasal la proporcié de transcrits sense
I’ex6 9, de forma independent de la seqiiéncia de
pirimidines, és menor que en altres teixits (Chiba-Falek
et al. 1999).

Funcions de CFTR

CFTR ¢és un membre de la familia dels
transportadors A TP-Binding-Cassette (ABC) (Hyde et al.
1990), que funciona com un canal epitelial d’ions clorur
depenent de fosforil'laci6. Es troba localitzat
predominantment a la membrana apical de les cel-lules
epitelials, on té un paper important en el transport
transepitelial de sal, flux de fluid i concentracions d’ions;
ja sigui en la seva absorcid (conducte de la glandula de la
suor i en epiteli respiratori) o secrecid (intesti, pancrees i
cargol secretor de la glandula de la suor). L’abséncia de
CFTR, o de la seva correcta funcid, comporta una
alteraci6 de les propietats fisiques o bioquimiques de les
cel-lules de I’epiteli i del seu microentorn (Frizzell 1995).
Aixi doncs, el CFTR

v' A nivell apical i com a canal d’ions clorur té un
paper essencial en la regulacido de les
caracteristiques del transport ionic transepitelial,
a més actua com a regulador d’altres canals
d’ions (ORCC, EnaC, ROMK?2).

v' A nivell dels compartiments intracel-lulars és
present en les membranes d'organuls interns
podent actuar i modificar les caracteristiques
dels fluids interns, d’aquesta forma pot alterar
els mecanismes de processament de diverses
molécules, modificar les seves propietats, alterar
processos de apoptosi, produir productes
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antioxidants contra dany titular, etc. A més, s’ha
observat que CFTR interacciona amb el
citoesquelet i que pot tenir una funcid activa en
I’endocitosi i I’exocitosi.

v" Té un paper actiu (directe i indirecte) en la
immunitat innata contra infeccions bacterianes.

Estructura molecular del canal CFTR

El model de la seva estructura es basa en la
seqiiéncia primaria (Riordan et al. 1989) i en I’estructura
d’altres membres de la mateixa familia. La familia de
transportadors anomenada ABC es defineix per la
preseéncia de dominis d’unié a nucleotids (NBD) molt
conservats i la preséncia de dominis transmembrana
(MSD) amb una mateixa estructura encara que amb
seqiiéncies diferents. El CFTR esta composat per dos
dominis MSD (MSD1 i MSD2), que consten de sis
segments transmembrana cadascun (M1-6 i M7-12), i
dos dominis NBD (NBD1 i NBD2) que conté seqiiéncies
que interaccionen amb ATP (figura 13). MSD1 i MSD2
estan units per un unic domini regulador (R) que conté
multiples seqiiéncies consens de fosforil-lacio. Els
dominis R i NBD estan a la part intracitoplasmatica,
encara que el NBD també s’ha descrit associat a
membrana (Sheppard iWelsh 1999).

2

NBD1 NBD2

Figura 13

Model dels dominis proposats per al CFTR. MSD, MT, NBD, R,
ATP)

Estudis de mutageénesi han permeés assignar un
paper a cadascun dels dominis de CFTR (revisat a
Shhepard, 1999 (Sheppard iWelsh 1999). Els dominis
NBD regulen I’inici i duracio de I’obertura del canal.
NBDs tenen uns motius altament conservats, entre ells
els dominis Walker (1 i 2) que uneixen ATP, i els
dominis LSSGGQ, que son comuns a altres GTP-binding
proteins. Els dos dominis NBD, no sén equivalents;
NBD-2 pot actuar com a regulador negatiu, unint-se
d’una forma competitiva a ADP.
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Els dominis MSD, contribueixen a formar el canal
del porus; un canal estret amb dos vestibuls (extern i
intern) que determinen la conduccid i la permeabilitat
passiva dels ions, aixi com el bloqueig per altres (p.ex.,
iodur). Aquests dominis sén els que determinen
I’especificitat del transportador, activant-se mitjancant
canvis conformacionals a partir de la hidrolisi d’ATP que
té lloc en el domini NBD.

El domini regulador R conté multiples seqiiéncies
de fosforil-lacio per a PKA (proteina quinasa A), pero
d’altres quinases també poden actuar, com la PKC
(proteina quinasa C), la fosforil-lacié de la qual es creu
necessaria per a 1’accié6 de la PKA. La fosforillacié
d’aquestes seqiiéncies R estimula ’activitat ATPasa al
NBD, que queda inhibida per l’acci6 de diverses
fosfatases, com la PP2Ca, que és present a intesti i
epiteli respiratori. El procés de fosforil-lacio és gradual,
permeten una fina regulacid de I’obertura del canal.
Basats en la seqiiéncia, s’han descrit dos dominis dintre
de R (1 i 2), el primer, a diferéncia del segon esta molt
conservat, encara que la majoria de llocs de fosforil-lacio
estan al R2.

El control de I’obertura esta regulat pel balang de
I’activitat quinasa-fosfatasa i pels nivells d’ATP a la
cel-lula. L’activacio de la PKA regulada pel cAMP,
produeix la fosforil-laci6 de multiples residus serina al
domini R, i aquesta fosforil-laci6é és regulada per cicles
d’hidrolisi d’ATP als dominis NBD.

CFTR en la malaltia respiratoria

Basats en la seva funcidé com a canal d’ions clorur
en la membrana apical, la seva disfuncié comporta una
alteraci6 de la composicid i volum del LSR (liquid de la
superficie respiratoria), la qual cosa provoca una
alteraci6 de la correcta neteja del mucus per part dels
cilis.

La funcié en els compartiments intracel-lulars,
produeix alteracions en els processos de maduracid
(sialitzacio, sulfatacio) de les glicoproteines de
I’embolcall extracel-lular, que un cop secretades
provoquen canvis en la composicio del LSR; la qual cosa
d’una banda proveeix de nous lligants als bacteris, i per
altra banda produeix una obstruccid de les glandules
submucoses, impedint la correcta funcié de la major part
de les defenses antibacterianes respiratories (p.ex.,
lisozima, lactoferrines, betadefensines, IgAs,

peroxidases) i altres productes del LSR (p.ex., inhibidors
de proteases, albumina).

La resposta inflamatoria es veu influida per
alteracions en el CFTR, ja que afecta als processos
d’opsonitzaci6 o d’apoptosi, desequilibris en la
produccié d'agents oxidants, disminucié d’antioxidants
(glutatid) o desregulacié de la produccidé de citocines.
D’altra banda els bacteris, mitjancant la producci6
d’exoproductes i de la induccié de gens de mucines,
poden col-laborar en el manteniment persistent de la
infeccid. Infeccid i inflamacié son dos processos cabdals
en I’establiment de la patologia respiratoria. La repeticio
de cicles d’infeccio, inflamacid i1 la incorrecta neteja
ciliar comporta alteracions morfologiques dels pulmons i
a la pérdua de funcionalitat. En la figura 14 es
resumeixen com les disfuncions en el canal de CFTR
poden produir la malaltia respiratoria (revisat a Pilewski i
Frizzel, 1999).

Mutacions al gen CFTR

La Fibrosi Quistica és una malaltia monogénica
recessiva causada per mutacions a CFTR. Es la malaltia
recessiva més comu en la poblacié caucasiana, amb una
incidéncia que en poblacions europees és per mitjana
entre 1/2000 i 1/4000 naixements (Welsh et al. 2001).
Aquestes dades d’incidéncia han estat confirmades en
estudis de triatge neonatal en diferents poblacions. La FQ
és menys freqiient en poblacions africanes i americanes:
1/9000 en poblacid6 mexicana, 1/15000 en poblacid
afroamericana, i molt poc freqiients en poblacions
asiatiques; 1/ 90000 a Hawaii i 1/323000 en poblacio
japonesa. Per contra en determinades poblacions
europees (o derivades) s’han reportat dades amb una
incidéncia molt alta, com la descrita en determinades
zones de la Bretanya francesa i de la regid franc-
canadenca del Quebec, ja amb unes incidéncies altes;
1/377 1 1/891 respectivament.

S’han descrit més de 1000 mutacions en el gen
des de la seva caracteritzacio, i la seva classificacio atent
a diferents criteris: des del punt de vista funcional,
genétic o de la freqiiéncia que s’observen.

efecte en Cl

.

Alteracié del volum i composicié del fluid de les vies

inactivacio de defensines i antimicrobials

neteja mucociliar disminuida

Glicosil-lacié de mucus i glicoconjugats de membrana alterats

obstruccid de les vies adhesines per bacteris
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Figura 14
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Sumari de les alteracions produides en les vies respiratories per un defecte en CFTR (modificat de Pilewski i Frizzel,1999). Cicles d’infeccio i

inflamacié porten a una obstruccié respiratoria important.

Funcionalment

Segons el tipus de disfuncié que ocasiona; les
mutacions es poden classificar en cinc classes (I-V), tot i
que moltes vegades una mutacio causi més d’un tipus de
disfuncio.

Classe I: Manca o reduccido de la quantitat de
proteina. S6n mutacions sense sentit
delecions que produeixen una aturada prematura de la
sintesi degut a alteracions de la pauta de lectura.

0 insercions o

Classe II: Processament defectiu de la proteina.
Aquestes mutacions afecten al correcte processament de
la proteina. En condicions normals només un 30% de la
proteina sintetitzada és correctament processada, essent
degradada abans de sortir del reticle endoplasmic.
Seqiiéncies especifiques del gen han estat relacionades
amb el correcte plegament, i mutacions en aquests
dominis poden actuar com a mutacions supressores. Una
part de la proteina pot arribar a la membrana encara que
amb una funci6 disminuida (pex, F508del).

Classe III: Regulacio defectiva. Les proteines son
presents a la membrana, perd0 mutacions als dominis
NBD, i R afecten a la correcta regulacié del canal.
Depenen del grau de disfuncié del canal, hi ha una
severitat més o menys forta.

Classe 1V: Conductivitat defectiva. En aquesta
categoria també es detecta proteina a la membrana, pero

tenen una conductivitat reduida. Son mutacions que
afecten principalment als dominis transmembrana que
formen el porus del canal.

Classe V: Nivells de RNA missatger. Son
mutacions que afecten el nivell de transcripcid o
Isplicing.

Genéticament

La major part de les variants de seqiiéncia
detectades consisteixen en canvis puntuals o petites
delecions de pocs nucleotids. Només un 1% de les
variants patologiques associades a FQ son reordenacions
per delecions o insercions de centenars a milers pb. Les
altres son: mutacions amb error de sentit (44%),
mutacions de canvi de pauta de lectura (22%), mutacions
d’splicing, (16%), mutacions de final de lectura (14%),
mutacions de delecions en pauta (2%). Només un 1% de
les mutacions detectades es troben en la part 5’ no
traduida del gen (Welsh et al. 2001).

Freqiiéncia

Una classificaci6 molt emprada es basa en la
freqiéncia amb la que es presenten a la poblacid
estudiada, es diferencien de major a menor prevalenca
entre; mutacions comunes, poc comunes i rares. Les
mutacions més comuns soén poques: amb una freqiiéncia
menor del 0,1%. El 94% de les mutacions son
classificades com a rares, i només un petit grup de 20
mutacions (5%) tenen una freqiiéncia per sobre del 0,1%.
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Aquesta classificacié depeén de la poblacio; aixi
algunes mutacions son especifiques o bé sén comuns,
mentre que en altres poblacions son rares o absents.

Mutacions o polimorfismes

Generalment les mutacions son reportades a nivell
d’ADN, amb la descripci6 del pacient o grup de pacients
en el que ha estat identificada, pero no existeix una base
funcional per classificar-les. Existeixen, pero, una série
de criteris per assignar un paper als canvis de seqiiéncia
(Welsh et al. 2001).

a) Evidencia d’una alteracié de la funcié en el
teixit diana o altres.

b) Afeccio de residus que estan molt conservats
evolutivament en el CFTR o en altres membres de la
familia dels transportadors ABC.

¢) Coincidéncia d’altres mutacions demostrades
en el mateix codo.

d) Abséncia de la mutacié en 100 cromosomes
d’individus sans de la mateixa poblacio i grup étnic.

e) Abséncia d’altres canvis en la seqiiéncia.

Correlacio genotip-fenotip en FQ

En el cas de CFTR existeix una correlacio clara
amb la malaltia pancreatica i les anormalitats en el tracte
reproductiu masculi, perd0 no amb les manifestacions
pulmonars o el meconi. Aquestes correlacions es basen
principalment en la quantitat de funcié que reté el canal
mutant i en els requeriments per a la funcid correcta de
I’6rgan. Mutacions que causen la forma classica de FQ
presenten uns nivells entre 1-3% del normal (Chu et al.
1993), mentre que la retencid de part de la funcid esta
associat a formes atipiques de la malaltia. El grau
d’afeccio depén del teixit implicat (Estivill 1996).

A continuacio s’exposa breument les correlacions
que s’ha pogut establir en algunes de les mutacions de
CFTR.

Malaltia pancreatica

Germans amb genotips idéntics, tenen més
d’un 95% de concordanga en el cas de la SP. Les

mutacions relacionades amb la SP es caracteritzen per
Taula 16

presentar una funcié residual, mentre que les de IP
presenten una abséncia de funci6.

Infertilitat masculina

El 97% dels homes afectes de FQ pateixen
infertilitat degut a CBAVD. Els pacients amb CBAVD
presenten, des d’anormalitats aillades del tracte
reproductiu, fins a formes lleus de FQ amb infertilitat,
i el 75-85% dels individus presenten mutacions al gen
de CFTR, encara que 1’espectre mutacional associat és
diferent (Anguiano et al. 1992; Chillon et al. 1995). La
mutaci6 d’splicing IVS8-(T)s, és molt més freqiient en
CBAVD que a la poblacié general. Les formes de FQ
estan causades per la preséncia de la forma (T)s a més
d’una segona mutacio.

Malaltia pulmonar

Existeix una correlacié amb la severitat de la
malaltia, mesurada per la funcié pulmonar (FEV)),
perd aquesta només €s present en casos de mutacions
que mantenen una certa funcié. La correlaciéo més alta
és en casos de SP (suficiéncia pancreatica), indicant
que la menor severitat de la malaltia pulmonar és
deguda a I’estat nutritiu, mes que al genotip. També
s’ha preséncia
Pseudomonas aeuruginosa,

correlacionat la d’infeccié per
encara que en estar
associada a SP, no es pot deslligar de la millora
nutritiva. En el cas de la mutacié6 R117H, aquesta en
un determinat background genétic (combinacid amb
al-lel IVS8-(T);) permet un funcionament pulmonar

normal, independentment de 1'estat nutritiu.

Freqiiéncia de les mutacions

La taxa de noves mutacions és molt baixa, la
majoria han passat una vegada durant 1’evolucié humana
i apareixen agrupades en determinats haplotips (Morral et
al. 1994; Bertranpetit iCalafell 1996; Mateu et al. 2002).
La mutacié més freqiient a la poblacié caucasica és la
delecio del codd 508 (F508del). La seva freqiiéncia és de
70% en les poblacions caucasiques amb ancestres
europeus, en canvi és absent en algunes poblacions
africanes o asiatiques. En les poblacions europees hi ha
un efecte geografic amb una prevalenga que augmenta
progressivament des del sud-est al nord-oest d’Europa.

Freqiiéncia de les mutacions més comuns de CFTR en els diferents continents (dades modificades a partir de I’informe de The Cystic Fibrosis

Genetic Analysis Consortium, 1997 )
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La freqiiencia és de 30% a Turquia, 40-50% al
sud d’Italia, 53% a Espanya, 70% en la
poblacidcentreeuropea fins a nivells del 85-88% a
Dinamarca i les Illes Britaniques (Estivill et al. 1997). La
meitat dels pacients de FQ son homozigots per a la
F508del, en la seva abséncia, la FQ tindria gairebé la
mateixa incidéncia en totes les races. A la taula 16 es
resumeixen algunes de les mutacions més freqiients en
diverses poblacions del mon. Per a explicar I’alta
freqiiéncia de la mutaci6 F508del. S’ha proposat un
efecte dominant de I’al-lel mutant, amb un avantatge de
I’heterozigot FQ. Estudis in vitro han demostrat la major
resisténcia a la infeccid per diversos patogens; protegint
contra la deshidrataci6 produida per Vibrio cholerae
(Gabriel et al. 1994), o bé contra I’adhesi6 a Salmonella
typhi (Pier 2000). Altres hipotesis proposen, de forma
alternativa, que els allels mutants haurien estat
seleccionats degut a I’efecte d’un gen en desequilibri de
lligament amb la mutacid. Recolzant aquesta hipotesi un
estudi en poblacid centreeuropea ha demostrat que dones
portadores dels haplotips associats a les mutacions
freqiients (F508del i altres mutacions) tenen una taxa de
superviveéncia més elevada (Welsh et al. 2001).

Mutacions al gen CFTR en patologia no FQ

Afeccions respiratories

Ja abans de la descripcio del gen CFTR, als anys
60 es va investigar la hipotesi que els parents sans dels
malalts presentessin predisposicid6 a desenvolupar
malalties respiratories. Els resultats varen ser diversos i
contradictoris; aixi alguns estudis no varen detectar
diferéncies en la funcié pulmonar, bronquitis cronica o
asma (Batten et al. 1963; Hallett et al. 1965; Sandford et
al. 1997), en canvi d’altres varen observar un increment
de ’HRB i de les sibilancies amb reduccié de la funcio
pulmonar (FEV)) (Davis iVargo 1987).

Respecte la preséncia de simptomes al-lérgics en
pacients amb FQ, els estudis també son contradictoris, no
detectant increment en la prevalenca de 1’atopia

Introduccio

(Counahan iMearns 1975) o bé detectant un increment de
pacients amb historia de malalties al-lérgiques o amb
tests SPT positius (Lowenfels et al. 1998; Warner 1998).

Després de la identificacio del gen CFTR i amb
les noves técniques de triatge s’ha produit la identificacio
de nombroses variants geniques. Encara que s’ha
establert un consens per determinar si una variant pot ser
considerada com una mutaci6 de FQ (Rosenstein
iCutting 1998), DI’espectre clinic de la FQ i de les
malalties associades a mutacions de CFTR s’ha
incrementat molt.

A continuaci6é es fa una relacié de les malalties
associades a variants de CFTR que poden presentar-se de
forma independent o bé associades a formes atipiques de
FQ. D’aquesta llista s’ha exclos la infertilitat produida
per CBAVD, per estar clarament demostrada la seva
relaci6 amb les mutacions en CFTR. En canvi en les
altres malalties, no s’ha pogut encara demostrar la
implicacié directa de les mutacions descrites amb el
desenvolupament de la malaltia.

La majoria son malalties associades a alteracions
respiratories (de les vies superiors i inferiors): sarcoidosi
pulmonar, bronquitis cronica i emfisema (COPD),
bronquiectasies, aspergil-losi al-lérgica broncopulmonar
(ABPA), asma bronquial, atopia, poliposi nasal,
rinosinusitis o bé de naturalesa digestiva; pancreatitis
cronica idiopatica 1 hipertripsinémia.

Vies superiors

S’ha observat que pacients amb afeccio de les vies
respiratories superiors, com la rinosinusitis presenten
mutacions a CFTR (Wang et al. 2000).

Vies inferiors

La relaci6 de CFTR amb les malalties
respiratories obstructives ha estat estudiades en diverses
poblacions mitjangant estudis de lligament (Gasparini et
al. 1990) o de forma directa mitjangant la cerca de
mutacions al gen (Dumur et al. 1990; Poller et al. 1991;
Akai et al. 1992; Gervais et al. 1993). Pignatti i col'l, en
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un estudi d’una série de pacients amb diverses patologies
respiratories van detectar un increment de mutacions en
pacients amb bronquiectasies i amb sarcoidosi pulmonar
(Pignatti et al. 1995; Bombieri et al. 1998; Bombieri et
al. 2000b) (taula 18).

L’ABPA ¢és una malaltia inflamatoria de les vies
acries causada per la sensibilitzacié al fong Aspergillus
fumigatus (Af) que pot conduir a [D’aparicidé de
bronquiectasies (Greenberger 1988). Generalment es
presenta com una complicacié del procés patologic de la
FQ i s’ha observat que entre el 2 i el 11% dels pacients
de FQ la pateixen, encara que la poblacié sensibilitzada a
Af és més alta (Becker et al. 1996). En ’analisi completa
de la regi6 codificant del CFTR en pacients amb ABPA
(amb nivells normals de suor), es va observar un
increment de variants (Miller et al. 1996), d’igual forma
que en l’estudi parcial de 13 mutacions comunes
(Marchand et al. 2001) (taula 17). Pignatti i col'l, en
I’estudi d’una série de pacients amb malalties pulmonars

Taula 17

també han identificat portadors de variants en pacients
amb ABPA (Pignatti et al. 1995).

Afeccions no respiratories

Altres malalties no respiratories relacionades amb
alteracions de la funcié pancreatica han estat associades
amb un increment de la freqiiéncia de mutacions en el
gen: pancreatitis idiopatica i la hipertripsinémia del
nounat. La hipertripsinémia del nounat, es caracteritza
per la preséncia de tripsinogen en sang, com una
conseqiiéncia d’una disfuncid obstructiva del pancrees.
La pancreatitis cronica esta associada a manifestacions
lleus de la FQ (FQ amb suficiéncia pancreatica) i té com
a principal factor etiologic I’alcohol (i d’altres factors
com el tabac, etc..) sent idiopatica en el 40% dels casos.

Diversos estudis han observat una alta freqiiéncia
de mutacions en pacients amb hipertripsinémia del
nounat (Castellani et al. 1999; Castellani et al. 2001) i en
la pancreatitis cronica idiopatica (Cohn et al. 1998;
Sharer et al. 1998; Castellani et al. 2001).

Mutacions i variants descrites en els principals estudis de ABPA

Miller, 1996 Marchand, 2001 Eaton, 2002
parcial dirigida dirigida
(15 mutacions i part de la zona codificant) (13 mutacions) (13 mutacions i total en 6 individus)
ABPA 11 individus 21 individus 34 individus
mutacions F508del/R347H F508del F508del
R117H-7T G542X R117H
R1162X
1717-1G
R117H
variants R75Q
129 G/C
5T

grup comparatiu 53 pacients amb bronquitis

43 asma negatius per a Af
142 poblacié general

21 asma positius per a Afi no ABPA
28 asma negatius per a Af'

Taula 18
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Mutacions i variants descrites en els principals estudis realitzats en pacients amb malalties respiratories. Els estudis s’han centrat en I’estudi
d’una regié del gen o en determinades variants (parcial) o bé en I’estudi complet de la part codificant del CFTR (total). En negreta estan

remarcades les variants classificades com a mutacions per a FQ.

Poller 1991 Girodon 1996

1998

2000 Wang 2000 Tzetis 2001

Tipus de cerca

Parcial Total
(Ex6 101 11) i haplotip TG,,-T,

Total
i TGy-Ty

Total Parcial Total
i TG,-T, (16 mutacions) i TG,-T,
i TGy T,

Test de la suor
NPD

No fet Negatiu
No fet No fet

Negatiu
No fet

Negatiu Negatiu
No fet No fet

Grup afecte

10 32

26 147 19

BE

F508del F508del
1507del
1717-1G>4
G551D
2183AA>G
3849+10kbC>T
406-2A>C
DI92N

1556V

H949Y

R31C

L997F

T12201

R75Q

E528E

23
F508del
R75Q
G576A
R668C
L997F
R1066C
5T
3667insA
M1137V
2736A>G
2736A>G
**875+40G>T
125G>C
TTGA
2694T>G
4521G>A

F508del
11027T
D565G
R668C

T8961
1148T
S977T

5T

MOPC

27 ind. (BC)
PIIL
RI17H
E585X
P1072L
R668C
ST
3271+18C>T
1716G>A
3041-71G>C
2377C>T
4002G>A
4404C>T
4029A>G
grup **

12 ind.
F502v
S1235R
5T

Sarcoidos

8 ind.
F508del
E826K
4382delA
L997F
V754M
grup**

R75Q
R347P
621+3 A>G
1898+3A>G
L997F
G1069R
1991V

Altres
malalties pulmonars
no obstructives

26 CP
1148T
DI1270N
R74W
Y301C
5T
grup**

Rino-sinusitis

F508del
G542X
N1303
K
L997F
L967S

Grup control

No No

33
poblacié general

52

89 123 .
poblacié general

controls

L997F
R31C
1506V

5T
1716G>A
3690A>G
4002G>A
4404C>T

F5085del
F1052V
R668C
D565G
R75Q
R297Q
L997F
5T

Abreviatures en la taula: BE (bronquiéctasies disseminades), MOPC (malaltia pulmonar obstructiva cronica), BC (bronquitis cronica), CP
(cancer de pulmo). NPD (test de potencial nasal)
** grup de variants comuns detectades en I’estudi de Bombieri 1998 en diversos grups de pacients i en controls
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Taula 19a
Caracteristiques dels principals estudis de lligament genétic de cerca global del genoma realitzats amb psoriasi

Tomfohrde Matthews Nair Trembath Capon Enlund Samuelsson Lee Veal
1994 1996 1997 1997 1999 2001 1999 1999 2000 2001
Poblaci(') Caucasica Nord-est Regne Uniti EUA Caucasica Caucasica Caucasica Caucasica . Caucasica
(EUA) (Irlanda) (Alemanya) (Regne Unit) (italia) (Suécia, sud-est)  (Suécia, sud-est)  NorddAlemanya oo e Unity
outbred outbred outbred outbred outbred outbred outbred outbred outbred
> 2 lesions de psoriasi > 2 lesions de
e P o psoriasi o Plagues en el moment
Criteri psoriasi Plaques Plaques 1 lesié 21% superficie Plaques Plaques Plaques Plaques 1 lesié de 21% de diagnostic
corporal superficie corporal
A Edat <40 22 membres afectes >1 germa afectat o al Els dos pares no Els dos pares no = 1 parell de familiars
Estrategia >1 germa afectat o 5 : 23 afectesendoso '
., Premsa, metge i menys un altre afectat a la afectes afectes . informatius
de seleccid 24 membres afectes . pr I > quatre generacions
o agrupacio familia Agrupacio Agrupacié Metge
en families extenses
Families 8 families - - 41 families (n=262) 1 (n=21) de 22 families 20 i 104 families - o
(individus) (n=151) 1 de 6 families 115 families (n=726) 28 families (n=61) (n=224) (n=440) 32 families (n=354) 158 families
Ti
DS . Extensa Extenses 86 nuclears Extenses Extenses Nuglgars Nw’;lgars Extenses Nuclears
de familia 29 extenses (multiples afectes)  (multiples afectes)
Clinica pustulosa Fenotip desconegut
Caracteristhues No afectes <30 anys No afectes <30 anys com Estratificacio origen Estratificacié exclosa :r:lc:lsn?;
de I’estudi com desconeguts desconeguts geografic clinica No afectes <20 E Fi)stasi 9
anys exclosos pista -
Estratificacio lligament
s . alemanya-americana two stages i
Poblacio repl1ca On stage two stages T one stage two stages associacio one stage one stage
wo stages .
independent
. LOD ( two points) ARM (Genehunter;  ARM (Genehunter;
Analisi Ag;,t';‘)m (wo | o (two points) ;gD (two points) LOD ( two points) LOD ( two points) ARM (Genehunter:  LOD i NPL LOD i NPL sp
g IA)\PM ARM (Genehunter; ARM (Genehunter; IBD ARM (Genehunter; NPL LOD i NPL Muiltipoint) Multipoint) ARM (Genehunter; NPL
estadistica APM Multipoint NPL Multipoint) NPL Multipoint) ’ HRR Multipoint)) Multipoint) Multipoint)
TDT
Marcadors 110 cM 180 1125 °"’5'3(”=287) * 1114,1 oM (n=260) 1110 cM (n=198) 1110 cM 1110 cM 1/10 cM (n=70) 1113 oM (n=271)
Abreviatures

Outbreed / imbreed; poblacions genéticament obertes / tancades
AO; “affected only”. APM “Affected pedigree member”. ARP “Affected relative pair”. NP; analisi no paramétric. SP;sib-pairs; analisi de comparticio d’al lels en parelles de germans
TDT; analisi d’associacio pel test de desequilibri de la transmissio
IBD; identics per descendéncia
two-stage; estudi genétic de lligament que inclou la repeticio i saturaciéo de marcadors en una segona mostra
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Taula 19b
Resultat de les cerques globals del genoma realitzades per a la psoriasi

g * N=) =~ Q
& g N N i )
5 2 - - 2z 2 = =
o %) = ) =) ) 2 (=3 =
2 2 2 N § - & = 3 S =
£ & 28 - < g8 § g g 5
E = b= -5 & 2 g © <
5 <= S S L 3 = | B
E @ = z = S & s 3 3 >
1 DIS197
p DIS200
DIS514
1 . DI15498
q DISI664
DI152346
2p D2S134
3p D3S1285
D381269
: . D3S1269  D3SIS51 gjli f]féljic .
q D3S1551 (no afeccio de les D3SI551)
articulacions)
4p D45418
D4S1535 gjgﬁ;l
4q D45408 . + ++
D4S1540 (centromeric a
D4S1535)
D65276 D6S276 ) D6S276
++ (no afeccid de  D6S260
6p D65291 D6S273 ++ + les articulacions ) D622 D65273
D65270 D6S291
Tp D78519
D8S286
8q D8S284 (cemtromeric a
D8S284)
10 D10S569
q DI0S583
12p DI12599
14q DI4S50 +
16 . DI1653032 DI165422
q DI16S3110 D165289
DI175784 DI75785
179 pisors  PI7ST95 pisson A + i
DI8S59
18q D185474 D18S1150
19 D19S916 D19S901
P D195865 D195922
D205882
D205900
20p D20S85] D20S186
D20S917
21q D2151256

* analisi preliminar d’una cerca global realitzada pel mateix grup

** analisi preliminar d’un triatge previ de les regions PSORS en 1999
+/++ resultats suggestius de lligament e les regions indicades
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Caracteristiques dels principals estudis de lligament genétic de cerca global del genoma realitzats per a I’asma

Poblacio

Criteri asma
Estratégia
de seleccio
Families
Tipus

de familia

Tipus d’estudi

Poblaci6 replica
Analisi
estadistica
Marcadors

Daniels CSGA Ober Ober Ober Wijst Malerba Mathias Dizier Laitinen
1997 1998 1999 1999 2000 1999 1999 2000 2000 2001

Diversos grups étnics
Caucasica Caucasica Caucasica Caucasica Caucasica Caucasica Hutterittes Caucisica Caucasica
( A:stn‘ilia) Afroamericans (AA) Hutterittes EUA Hutterittes EUA Hutterittes EUA (Alemanya/ (It :lia) (EUA- (Fr':n a) (K:inu—Finl?m dia)

Caucasics (C) (Alemanya) (Alemanya) (Alemanya) Suécia) Alemanya) ¢

Hispans (H)
Outbred Outbred Inbred Inbred Inbred Outbred Outbred Inbred Outbreed Inbred i outbred
IgEs elevades, Asma i atopia Simptomes resp., HRBi  Simptomes resp., HRBi Simptomes resp., asma asma asma asma asma
SPT o spIgEs P asma (loose) asma (loose) HRB i asma (loose)
Asma atopia >2 germans afectes asma  Asma Asma Asma >2 germans amb asma >2 germans amb asma Asma >2 germans amb asma >lafecte amb asma
80 families 140 families 1 familia extensa Ifamilia extensa Ifamilia extensa P ST SEPT NP
(n=364) (43 AA79C I8H) (n=361) (1=370) (n=693) 97 families 172 families 107 families 253 families
Nuclear Extenses nuclears Extensa Extensa Extensa Extensa Extensa Extensa Nuclear / extensa sz:]:;/ trios

y one-stage . y g one-stage / ~ AT :
two-stage en diferents grups &tnics two-stage two-stage one-stage replica two-stage / réplica two-stage
Britanica No Hutterittes Hutterittes No Alemanya sueca Italiana Hutterittes Francesa Canadenca finesa
sib-pair LR (sib-pair) TDT LR (sib-pair) IBD TDT QTL IBD TDT
TDT TDT Multiples punts NP Multiples punts NP Miltiples punts NP Multiples punts NP

269 (13 Xlink) 295 295 563 (386 +177) 351 preliminar (42) 254

Abreviatures de la taula

AA; grup étnic afroamerica; C; grup etnic caucasia; H; grup étnic hispa
Outbreed / inbreed; poblacions genéticament obertes / tancades
NP; analisi no paramétric
sib-pairs; analisi de comparticio d’al-lels en parelles de germans
TDT; analisi d’associacio pel test de desequilibri de la transmissio
IBD; idéntics per descendeéncia
QTL; locus quantitatiu (quantitative trait locus)
two-stage; estudi genétic de lligament que inclou la repeticié en una segona mostra
Fenotips d’asma: HRB, hiperresposta bronquial; eos, eosinofilia; SPT, test cutani de pell (skin prick test); Simp. resp., preséncia de simptomes respiratoris; asma loose; (simptomes respiratoris o HRB)
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Resultat de les cerques globals del genoma realitzats per a ’asma

1p

2p

2q

3p

3q

4q

Sp

Sq

6p

p

8q

9q

R < 7] =}
=z < S < - 5]
2~ B ® = 00 =N = 2 (SN S o o £ =
£ 3 28 2% 28 28 22 =8 3& 5§58 %8
A= o= o= o= o & = 2 =2 =& A& =&
1p36 (D1s468)
asma
1p32 1p36 (DIs1597) SplgE Eos 1p31*
1p35 (D1s3669)
(D1s239) >1SPT simp/HRB IgE asma
1p12 (D1s239)
SPT
2pl4 (D2s2298)
IgE asma
HRB SpIgE
2q21 ]
2232 W (D251328) 2935 £€1€52944)
i simp/HRB
3p21 D3S1766 > 1 SPT
(D3S1768)  (centroméric a 3"21215@2‘35 64)
simp/HRB D3S17688)
3q13 (D352459)
SPT
4q35
D4s426
IgE atopia IgEesp IgE
HRB+
5pls D5S1470+
asma (AA) HRB
5q23 P2 D5s1462 + 5q31 (D3S1453)
asma (C) (@EsIkTL simp/HRB simp
asma/HRB
6p21 (D6s291)
6p21 6p21 6p21 Asma
IgE Eos asma (C) >1 SPT IgE splgEs
Eos
Tpla Tpl5 Tpl4
IgE Eos IgE asma
HRB splgEs IgEs
8q13 + ‘
(D851136) 8q13 (55%2324)
asma
?gé;” o ORI 9922 (D95938 ) Z‘ﬁam 951784)
Qimn/LTRR >1SPT Sump TaR onlaFo

Abreviatures de la taula
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AA; grup étnic afroamerica; C; grup etnic caucasia; H; grup étnic hispa. Outbred / inbred; poblacions genéticament obertes / tancades.
Fenotips d’asma: HRB, hiperresposta bronquial; eos, eosinofilia; SPT, test cutani de pell (skin prick test); Simp. resp., preséncia de simptomes respiratoris; asma /oose (simptomes respiratoris o HRB)

Taula 20c

Resultat de les cerques globals del genoma.

& N
[2) ) =) ,g 3 %
E < — — — .= = o
= O ®© 5 5 5o 2 O == Lo ==
53 28 2 2 28 =3 =2 &= S8 %%
a2 o2 o o & 52 =2 =& AR A&
11q FCERI + P
spIgEs Eos llgllgl?s
IgE
11p 11p15 11pll (D11S1392) 11pl4 (D115899) 11p13%**
asma (C) >1SPT SPT IgE
12q 12q15 " sk
12q15 (D12:375) 12914 (D1251036 ) 12q15 DI25350) g 12012 12q24
asma (C/H) asma/ HRB >1SPT asma asma** €os
13 13q13 13p12 13p12 B
(D13s153) 13q21 (D135787) (D13S787) 13431
atopia asma asma (€) HRB Simp Eos
14q 14ql11 gatal93a07 14932
asma (C) Simp HRB I’'HRB
15q IgE
16p DI6s289
Atopia Asma 16p12 (D16s401)
HRB+ SPT
IgE+
16q 16q24 (D16s539)
SPT
17p 17pl1
Asma (AA)
*%
17q 17q11 .
Asma (AA) SPT
18q 18423
/;?HYCYAPI (D185844)
P- IgE
19q 19q13 19q13 19q13 1913 .
Z‘;‘S © (D19s178) (D195900) (D195540) atopia 11{9131;3
Asma HRB HRB IgE
20p 20p11 (D20s470)
SPT
21q 2121 21q21 21q22
4 (D21s1440)  (D21s1262)
A H
sma (H) Asma HRB
Xp
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Abreviatures de la taula

AA; grup étnic afroamerica; C; grup étnic caucasia; H; grup eétnic hispa

Outbred / inbred; poblacions genéticament obertes / tancades

Fenotips d’asma: HRB, hiperresposta bronquial; eos, eosinofilia; SPT, test cutani de pell (skin prick test); Simp. resp., preséncia de simptomes respiratoris; asma /oose (simptomes respiratoris o HRB)
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’objectiu global d’aquesta tesi ha estat aprofundir en el coneixement de les bases genétiques de I’asma i
la psoriasi en la poblacid espanyola.

Els objectius concrets d’aquest treball han estat:

v Obtenci6 d’una mostra ben caracteritzada de pacients amb psoriasi i de pacients amb asma.

v Identificacié de les regions genomiques de predisposicio a psoriasi en poblaci6 espanyola.

v Identificacio de gens implicats en el desenvolupament de la psoriasi.

v Identificacid de gens candidats implicats en patologia asmatica.

v Valoraci6 de la contribucié de CFTR a la variabilitat del fenotip asmatic.
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quest apartat de resultats s’ha estructurat

en dos capitols independents corresponents

als resultats obtinguts en l’estudi de la
psoriasi i de I’asma. En cas que el treball realitzat hagi
donat lloc a la publicacidé dels resultats, s’inclou una
copia de Dl’article en I’apartat corresponent. A més s’ha
afegit una addenda quan s’ha realitzat un estudi
complementari.

D’altra banda, per a facilitar la millor comprensio6
dels resultats presentats a continuacid, s’inclou aqui una
descripci6 de la metodologia seguida en [’analisi
d’associacid de les regions candidates estudiades.

Analisi de I’equilibri de Hardy-Weinberg

La preséncia d’equilibri genotipic en la mostra
control es va posar com a requisit indispensable per a
I’analisi de la mostra. L’analisi es va realitzar mitjancant
comparacié de les freqiiencies genotipiques observades
amb les esperades sota equilibri de H-W, i comparacio
mitjangant test de Khi’>. Es va fer servir el programa
d’utilitats LINKUTIL o el programa d’analisi genética de
poblacions GENEPOP.

Analisi d’associacio per al-lels

De forma independent al model d’accid, es va
estudiar la freqiiencia de les variants al-léliques en els
grups d’estudi. Per comparar les freqiiéncies es va fer
servir el test exacte de Fischer (test F).

Analisi d’associacio per genotips

Es va realitzar observant 1’associacio sota tres
suposits diferents corresponents a tres models d’heréncia
o d’acci6: codominant, amb els tres genotips amb un
efecte fenotipic diferenciat; recessiu, amb el genotip
homozigot pel canvi estudiat com a causant de 1’efecte
fenotipic, i dominant en el cas que només la preséncia
d’un al-lel sigui suficient per a la manifestacié del fenotip
(heterozigot i homozigot pel canvi).

Depenent de la freqiiéncia de 1’al-lel estudiat es
van assajar només determinats models. En cas que la
variant fos poc freqiient (amb una baixa freqiiéncia
d’homozigots) només es va estudiar el model dominant,
donada la poca significacid que representaven els altres
models.

Com en I’analisi d’al-lels, la significacio o el grau
d’associacio es va estudiar mitjangant el test exacte de
Fisher. El test es va realitzar amb el programa d’analisi
estadistica SPSS 8.0, i quan no es partia d’evidéncies
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previes d’associacid, es va fer el test sota hipotesis no
direccional o test de dues cues de probabilitat (p2s).

Analisi
lligament

d’haplotips i desequilibri de

Estudis d’haplotips

Quan no es podien determinar amb certesa els
haplotips dels individus es va fer una analisi d’estimacio
mitjangant el programa d’analisi genetica PMPLUS.
Aquest metode fa una estimacié dels haplotips presents
en la mostra a partir de la freqiiéncia observada dels
al-lels. El programa incorpora una opcid en la que es pot
fer una analisi sota diversos tipus d’heréncia, només amb
els suposits inicials de la prevalenca observada per a la
malaltia i un model de partida per a ’heréncia, definit a
partir de diferents graus de penetracio i de la freqiiéncia
de fenocopies. A partir d’aqui, per analisi de
versemblanga s’estima la preséncia dels haplotips en la
mostra de controls i de casos sota un model dominant,
recessiu, models d’heréncia amb heterogeneitat i una
opcié denominada Model-free, que no assumeix cap
model d’heréncia. El programa, a més, incorpora un test
per a l’estimacié de la significacid dels resultats
d’associacié a partir de la réplica de DI’estudi en n-
répliques independents de les dades originals amb canvis
en |’assignacio de I’estatus d’afeccio per a cada individu.

Analisi de I’associacio al-l¢lica

Per mesurar la presencia de desequilibri de
lligament és necessari conéixer els haplotips. En el cas de
les mostres d’individus no relacionats I’estudi es va
realitzar a partir de la freqiiéncia estimada dels haplotips
de la mostra. Aquesta analisi s’ha realitzat amb els
programa PMPLUS i EHPLUS, en l'opci6 d’analisi
d’associacio al-I¢lica, sense definir 1’estat d’afeccio.

Si era possible la determinacio dels haplotips,
I’estudi d’associacio per haplotips es va fer comparant la
freqiiéncia dels haplotips observats en les mostres de
casos i controls mitjangant el test de Fisher. L’estudi
d’associacio al-lelica es va fer comparant la freqiiencia
observada dels haplotips amb la freqiiéncia esperada en
cas d’equilibri de lligament entre els marcadors
analitzats. Aquestes mesures es van realitzar amb el
programa d’analisi gené¢tica GENEPOP.



Mesura del Desequilibri de lligament:

En cas d’associacio allélica entre marcadors
s’ha realitzat una mesura del grau d’associacié al‘lélica o
desequilibri de lligament, mitjangant el calcul (real o
estimat) del coeficient de desequilibri normalitzat (D’).
Aquest coeficient dona una mesura del grau d’associacié
i de la direccid del desequilibri (fase o repulsio). En el
cas de I’estudi amb haplotips estimats, el calcul s’ha fet
manualment a partir de les freqiiéncies estimades dels
haplotips de la mostra o bé mitjancant el programa
d’analisi genética 2LD o xLD (per a marcadors bi-
al-lelics o multial-lélics respectivament). Aquest
programa ens dona el grau d’associacio al-lélica present a
la mostra i calcula el coeficient D’ de desequilibri de
lligament. En el cas de conéixer els haplotips es va
realitzar de forma manual seguint les indicacions d’Ott,
1999 (Ott 1999).

Resultats
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Analisi dels gens de predisposicio a psoriasi en poblacid espanyola

L’elevada prevalenca de la psoriasi a la poblacié general (1-2%), juntament amb la descripcié6 d’un grau
d’heterogeneitat genetica variable entre diferents poblacions, van fomentar la necessitat de crear un grup d’estudi
multidisciplinari amb la finalitat d’identificar els gens responsables de la psoriasi en la poblacioé espanyola. En aquest
capitol es presenten els resultats d’aquest estudi dividits en els segiients apartats:

v Obtenci6 d’un banc de material genétic (DNA) de pacients/families amb psoriasi.

o Descripcid clinica dels pacients i de la mostra.

o Caracteristiques dels pacients amb psoriasi tipus I i tipus II.
v Analisi genetica de lligament de les regions de predisposicié6 PSORS1, PSORS2, PSORS3 i PSORS4.

o Analisis de las regiones de predisposicion a la psoriasis en la poblacion espafiola: evidencia de un gen
principal implicado en la psoriasis en la region 6p21 (Med. Clinic. 2001; 117:49-51).

o Addenda. Analisi sota patrons d’heréncia complexos.

v Analisi del locus PSORS!I:
o Estudi mutacional del gen TCF19.
o Analisi genética d’associacié dels gens candidats de la regié 6p21.
=  Estudi d’associacié amb HLA-C, POU5F1, TCF19, CDSN.
= Estudi del gen HCR.

= Coding haplotypes analysis supports HCR as the putative susceptibility gene for psoriasis at
the MHC PSORSI locus. (Human Molecular Genetics 2002: Vol. 11, No.5, 589-597).
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Resultats
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Obtencié0 d’un banc de material genetic
(DNA) de pacients/families amb psoriasi

Descripcio clinica dels pacients

El fet que molts dels estudis previs apuntessin a
un model autosomic dominant per la psoriasi, va fer
pensar en la recollida i obtencido de genealogies grans
amb diversos membres afectes. Tanmateix, donat el
caracter complex de la malaltia, la recollida es va
estendre a altres estructures familiars, inclusivament els
casos aillats de la malaltia. Tots els individus inclosos en
I’estudi van consentir de forma expressa en la
participacio en I’estudi.

Definicié del fenotip

El diagnostic es va realitzar amb la supervisio
d’un metge especialista. Tots els pacients provenien de la
consulta d’un metge especialista o tenien un diagnostic
previ. En els casos on no es va poder certificar el
diagnostic, I’individu va ser classificat com a fenotip
desconegut en els estudis genétics.

En tots els casos que va ser possible es varen
incloure dades sobre 1’edat d’aparicido de les primeres
lesions, la localitzacid, la morfologia i ’extensio de les
lesions, a més de qiiestions sobre la preséncia d’altres
afeccions (artropatia, d’altres malalties dermatologiques)
i habits toxics.

Estratégia de seleccié

L’estudi es va dirigir cap a la seleccio dels
participants a partir d’un membre afecte de psoriasi (cas
index) amb altres familiars afectes, principalment
agrupats en families multigeneracionals. La incorporaci6
a D’estudi es va estandarditzar mitjangant el disseny d’un
qiiestionari anomenat PSORIGEN, que inclou dades
relacionades amb ’origen geografic, preséncia
d’antecedents familiars, dades cliniques del malalt, a més
d’altres dades complementaries sobre habits toxics.

Els qiiestionaris varen ser dissenyats per ser
complimentats per personal meédic especialitzat, pero
també d’una forma facil pels propis malalts (annex 2).
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Es van seguir diferents estratégies de seleccié per
recollir les mostres de pacients.

o Contacte amb metges dermatolegs d’arreu de
I’Estat Espanyol.

Mitjangant la col-laboracié de 1’empresa
farmacéutica GLAXOWELCOME es va trametre
informacié sobre I’estudi als metges especialistes
d’arreu de I’Estat, demanant la col-laboraci6 per la
captacio i selecci6 de pacients.

e Contacte amb 1’associaci6 de malalts de
psoriasi de Catalunya (Accio Psoriasi).

Amb la col-laboracié d’Accié Psoriasi, es
va realitzar una difusidé de ’estudi als individus
afectes, mitjancant 1’organitzacié de jornades
informatives i del butlleti i pagina web de
I’associacio.

e Difusi6 a la poblacié general mitjangant
contacte amb les farmacies d’arreu de
Catalunya.

Amb la colllaboracio del Collegi de
Farmaceutics es va fer arribar un diptic informatiu
a les farmacies de tota Catalunya, els diptics
contenien una explicacidé concisa sobre la
naturalesa genctica de la malaltia i sobre 1’abast
nacional de I’estudi.

Es varen incorporar el major nimero possible de
familiars dels casos index, tant afectes com no afectes; la
incorporacié de familiars no va ser idéntica en els tres
metodes de seleccid emprats. A grans trets es pot dir que
en els casos de seleccid mitjangant 1’associacio i les
farmacies, les families extenses seleccionades contenien
gran numero de familiars no afectes, a més d’identificar-
se molts casos esporadics. En el cas de les families
contactades per metges, les families eren de tipus
nuclear, o extenses amb un biaix positiu quant al nombre
d'individus malalts.

Descripcio de la mostra obtinguda

Un cop identificat el pacient/familia es va
procedir a la informacié personalitzada del projecte. Si
els pacients i familiars accedien a realitzar 1’estudi,
aquest signaven un consentiment informat. Posteriorment
es procedia a I’extraccié d’una mostra de sang (15-20 ml)
que es destinava a l’extraccid6 de DNA i part per la
separacio de limfocits i establiment de linies cel-lulars
per a un posterior estudi.



Taula 21

Descripcié de la mostra obtinguda. S’indica pel tipus de families
(nuclears o extenses) i pel nimero de generacions (1-4). Entre
pareéntesi s’ha indicat el nimero mitja d’individus per familia

N Total Afectes
Families n (n/familia) n (n/familia)
Nuclears' 47 94 (2) 69 (1,4)
Extenses> 178 411 (2,3) 313 (1,7)
1 generacid 25 50 34
2 generacions 105 216 168
3 generacions 80 189 141
4 generacions 15 50 39
Total 225 505 382

! dos 0 més germans amb un progenitor com a minim

% genealogies amb més d’un nucli familiar (complet 0 no) en dos o més
generacions. Les generacions fan referéncia al nimero descrit de generacions que
presenten la malaltia encara que no es disposi de mostres de DNA.

Descripci6 de la mostra

Durant tot el periode de seleccié es varen recollir
un total de 560 mostres de DNA pertanyents a 259
families diferents (FAMPS) (taula 21). Del total de 259
histories, de 21 no es va poder obtenir informaci6 sobre
els antecedents familiars, i 13 varen ser classificades com
a casos esporadics, sense cap membre de la familia
afectat.

El criteri de seleccié de les families que varem
establir va ser el segiient:

e Tenir un diagnostic medic de psoriasi, amb

més d’una lesio.

Taula 22

Resultats

Presentar historia d’afeccio en dos o més
generacions, o bé una generaciéo amb més de
tres membres.

Tenir material genétic d’'un o més d’un
membre afectat de psoriasi, i un o més
membres no afectes.

El resultat va ser que de les 177 histories amb
antecedents familiars disponibles en el moment d’iniciar
I’analisi, només el 32% complien aquests criteris; en 78
families només era disponible un membre afectat i en 41
no es va poder aconseguir material de cap membre no
afectat. De les restants 57 families, gairebé la meitat no
varen ser incloses en 1’estudi per diversos motius: clinica
confusa (n=2) o diagnostic incert (n=3), abséncia
d’historial clinic (n=1), falta d’informativitat (n=11) o
mida petita (n=8). En resum, varen ser incloses 27
genealogies (grup anomenat link-27).

Posteriorment l’analisi del grup de 27
genealogies, 1 un cop finalitzat el periode de allistament
d’individus, es va fer un estudi d’associaciéo amb els gens
candidats. Primer amb un estudi de tipus cas-control amb
una mostra de 51 casos independents (casos index de 51
families, incloent les 27 prévies), grup CCS51, i
posteriorment amb un estudi de tipus familiar (TDT) amb
59 families seleccionades especificament per la preséncia
de trios, grup HCR59 (incloent part de les families dels
grups Link27 1 CC51).

a

Caracteristiques dels pacients index en el grup total de families analitzades i en els tres grups analitzats

8 Familiars Grup Grup Grup
Ikl Gzl link27  CC51  HCRS9
Afectes independents (n) 13 69 27 51 59
Proporcié homes-dones Afectes/des 9:4 36:33 13:14 27:24 27:32
Cas index amb un afecte de ler grau (%) 0 100 100 100 100
Edat entrada estudi Homes  Dones
Mitjana 42 36,5 33 40 31 36 33
Rang 24-89 3-77 3-77 4-49 16-55 3-62 9-62
Dades desconegudes 1/13 3/69 1/36 2/33 0 2/51 2/59
Edat aparicié malaltia
Mitjana 18 17 19 14,5 16 18 16
Rang 13-58 4-49 4-49 5-40 6-38 4-49 4-47
Dades desconegudes 2/13 8/69 3/69 5/69 1/27 6/51 5/59
Grups d’edat d’aparicio
Pacients amb edat d’aparici6 <40 (n) 9(7/2) 57 31 26 26 42 51
Mitjana d’edat d’aparici6 (anys) 17,5 15 18 14 16 17 15
Pacients amb edat d’aparicié <17 (n) 5(3/2) 31 14 17 14 22 28
Mitjana d’edat d’aparici6 (anys) 14 12 13 10 12,5 11 11
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En conjunt s’analitzaren la totalitat de les families
que complien els dos primers criteris de seleccio
anteriorment descrits (n=69). A la taula 22 es fa una
descripcio de les caracteristiques generals del total de
families i dels tres subgrups seleccionats. La descripcid
esta realitzada a partir de les caracteristiques del cas
index de la familia. A més es presenta una classificacio
dels pacients segons ’edat d’aparicié6 de la malaltia;
individus amb edat d’aparicio inferior a 40 anys, i amb
una edat inferior a 17 anys, que és I’edat mitjana
d’aparicid en el nostre grup. A més a la taula s'inclou la
descripcio dels pacients classificats com a esporadics,
encara que la mida mostral d’aquest grup és molt petita
(n=13).

Descripci6 dels pacients

Resultats

El 13,5% dels pacients (37,5% d’homes)
presentaven artropatia, i un 20% (46,1% d’homes) altres
lesions dermatologiques diferents a la psoriasi, de caire
molt variat (dermatitis seborreica, dermatitis atopica,
epiteliomatosi i fungosi). Un 20% dels pacients patien
d’altres malalties de tipus cronic (hepatitis C i ulcera).
Respecte als habits toxics, el 39,7% (36% d’homes) i el
55% (60% d’homes) eren consumidors de tabac i
d’alcohol, respectivament. Entre un 7-10% dels 69
pacients analitzats no varen contestar a alguna de les
anteriors qiiestions.

Taula 23

Caracteristiques cliniques dels pacients index i els casos esporadics

Clinica Esporadic Familiar
La major part dels pacients presentaven lesions en y y H;:;n)es d(?;‘js
. ., ., . ( (] () ()
més d’una localitzacié, amb afectacid preferent al cuir Guttata 153 219 314 103
cabellut, les extremitats i amb una important part de Plaques 100 98,4 97,1 100
lesions localitzad les articulaci A la fi 15 Petites 46,1 38,1 353 413
esions localitzades a les articulacions. A la figura 15 es MRty 308 302 204 311
representa la distribucio de lesions en els pacients index. Grans 23,1 31,7 353 27,6
Quant a la clinica dels individus index, gairebé el e 2 63 29 10,3
~ S Eritrodérmia 7,7 6,3 5,7 6,9
100% dels pacients amb antecedents familiars, * 0 23 . .
presentaven leS.IOI.lS en p'laques, una cinquena part * clinica desconeguda
presentava psoriasi guttata i només el 6,3% presentaven
formes més greus amb pustules o eritrodeérmia (taula 23).
25 lesions en els pacients
20
a 15
=)
2
o
= 10
5 -
0- ;
Cuir . ’ !
Cara Tronc Palmell  Planta Extr.sup Extr.inf Ungles Plecs Articulacions
cabellut
B Casos familiars 6,59 16,28 14,73 5,43 426 1512 155 5,81 5,04 11,2
DCasos esporadics 6,1 20,4 12,2 4,1 2 18,4 18,4 12,3 2 4,1

Figura 15

Comparacio de la freqiiéncia que es localitzen les lesions de psoriasis en els pacients amb historia familiar i en els casos esporadics. Les
lesions es localitzen més freqiientment en el cuir cabellut, tronc i extremitats, tant en els casos familiars com esporadics.
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Caracteristiques dels pacients amb psoriasi:
Diferéncies cliniques entre tipus I i tipus II

Des del punt de vista etiologic, s'han descrit dos
tipus de psoriasi, amb una distribucié bimodal quant a
l'edat d'aparicio de la malaltia, un grau d'agregaciod
familiar diferent i associacid especifica amb determinats
allels de I'HLA. En l'apartat anterior s'ha fet una
descripcid general de les caracteristiques de la mostra
d'individus seleccionats, aixi com una descripcid
especifica dels 69 pacients index seleccionats, en quant a
edat d'aparici6 de la malaltia, tipus de lesions i
localitzacidé 1 distribucio de les zones afectades. Per
investigar possibles diferéncies pel que fa a la clinica i
severitat de la malaltia es va estudiar en aquests pacients
no relacionats les caracteristiques cliniques i la
distribuci6 corporal de les lesions en relacido amb 1'edat
d'aparici6 de la malaltia i al genotip HLA-Cw*6.

Clinica i distribucié de lesions en portadors
de Cw*6

El 60% dels pacients son portadors de 1'al-lel
Cw*6, tots ells en heterozigosi. La freqiiéncia al-lélica no
mostra diferéncies entre sexes.

Els portadors no presenten una associacid amb
cap caracteristica clinica, ni tampoc amb artropatia.
Quant a la distribucié corporal de les lesions, si es van
observar diferéncies, ja que els portadors de Cw*6
presenten lesions localitzades preferentment a les
extremitats (bracos, p2s=0,001; cames, p2s=0,007)
(figura 16).

Quan es va estratificar la mostra per sexe es va
observar que els portadors femenins presentaven més
freqiientment lesions localitzades en el tronc en
comparaci6 amb les pacients no portadores (test F,
p2s=0,027), mentre que en el cas dels homes no hi havia
una diferéncia significativa.

Edat d'aparicié de la malaltia

Dels 69 pacients analitzats tres no sabien quan
va aparcixer la malaltia. En la resta 1'edat mitjana era de
17 anys (rang 4-49); 19 anys (rang 4-49) en homes i 14
anys (rang 5-40) en dones. No hi havia pero, diferéncies
significatives, respecte el sexe (test U de Mann-Whitney,
p2s=0,3). A la taula 24 s’indica I’edat mitjana d’aparicid
de la malaltia segons la clinica dels pacients i1 la
localitzaci6 corporal de les lesions.

Aquests mateixos pacients, estratificats per Cw*6,
no presentaven una edat mitjana d'aparicié de la malaltia

Resultats

diferent, perd quan es va estratificar la mostra per sexe es
varen observar diferéncies en el cas dels no portadors
(test U, p2s=0,016), sent menor 'edat d'aparicio en els
pacients de sexe femeni.

A la literatura s'ha descrit I'edat de 40 anys com
el llindar de separaci6 entre psoriasi de tipus I i II. Quan
es van estudiar les diferéncies en d'edat d'aparicié de la
malaltia estratificant per Cw*6 no es va observar cap
diferéncia. En canvi, quan es va separar els pacients
segons l'edat mitjana d'aparicid, es va observar que entre
els individus amb edat inferior a 17 anys els portadors de
l'al-lel Cw*6 presentaven una edat d'aparicio inferior que
els no portadors (test U, p2s=0,05), mentre que en els
individus amb una edat superior a 17 anys les diferéncies
no sén en absolut significatives (p2s>0,3). Aquesta
diferéncia és més significativa en els homes quan
s'estratifica per sexe, (p2s=0,019, wvuit i cinc casos,
respectivament).
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Figura 16

Freqiiéncia de pacients segons la distribucié corporal de les lesions
en pacients portadors i no portadors de I'allel Cw*6. En el cas de
les lesions de tronc la diferéncia presentada és la corresponent a les
dones després de I’estratificacié per sexe.
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Respecte a les caracteristiques cliniques, a la
distribucio de les lesions o a la severitat, només es va
observar una diferéncia en el grup de pacients amb una
clinica de psoriasi pustulosa (tres pacients), amb una edat
mitjana d’aparici6é inferior a la resta de pacients sense
patologia pustulosa, vuit anys (rang 8-10) vs 18 anys
(rang 4-49) (test U, p2s=0,44). En aquest cas no es va
realitzar una estratificacié per Cw*6, perod dos dels tres
pacients amb clinica pustulosa eren portadors de 1’al-lel
Cw*6.

Taula 24

Edat mitjana d'aparicié de la malaltia, segons la clinica de psoriasi
i la distribucié corporal de les lesions en el grup de 69 pacients
estudiats

% Pacients Mitjana Rang

Localitzacid
cara 25,86 18 6-47
cuir cabellut 67,24 17 5-47
tronc 58,62 14 4-47
palmell 18,97 18 6-47
planta 17,24 16 6-47
extremitats sup. 58,62 16,5 4-49
extremitats inf 62,07 16 4-49
ungles 24,14 18 8-47
plecs 20,7 14 6-47

Plaques
petites 36,8 15 4-36
mitjanes 28,07 20 6-49
grans 35,09 15,5 4-47
guttata 24,60 16 5-16
pustulosa 5,26 8 8-10
eritrodérmia 7,017 13,5 6-28
artropatia 14,81 14,5 8-20
Severitat

Per a estudiar la severitat, ja que no es disposava
d'un index estandarditzat de severitat (tipus index PASI),
es va elaborar un "score" o valor de severitat basat en la
preseéncia i extensio de les plaques psoriasiques (petites,
mitjanes i grans) i d'artropatia. El 98,4% dels pacients
presentaven plaques de psoriasi, i el 14,78% reportaven
artritis. Aquests dos trets varen ser seleccionats com a
indicadors del grau de severitat de la malaltia.

Basant-nos en la mida de les plaques, juntament
amb la preséncia d'artropatia, es van establir quatre
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categories de severitat, de menys a més greu; (1) plaques
petites sense artropatia, (2) plaques petites amb artropatia
o plaques mitjanes sense artropatia, (3) plaques mitjanes
amb artropatia i plaques grans sense artropatia, i (4)
plaques grans amb artropatia.

Utilitzant aquesta classificacio es va observar que
els pacients amb lesions situades al tronc (Mann-Whitney
test; p2s=0,007), als plecs (p2s=0,001), al palmell, a la
planta (p2s=0,036 i p2s=0,018, respectivament) i a les
ungles (p2s=0,001), tenien un score més alt de severitat.
Per altra banda, no es va observar cap diferéncia en la
severitat pel que fa a sexe 0 Cw*6.

Com que la preséncia d'artropatia s'ha relacionat
amb una etiologia genética diferent a la de la psoriasi
vulgaris, es va realitzar una classificacio de la severitat
en tres classes, segons la mida de les plaques
psoriasiques. Es va observar la mateixa associacid que
amb la classificacio anterior, excepte per a les lesions als
palmells de la ma.



Analisi genética de lligament de les regions
de predisposicio PSORS1, PSORS2, PSORS3
i PSORS4

Al 1994 es va descriure la primera regido de
predisposici6 a psoriasi en el cromosoma 17.
Posteriorment n’han estat descrites multiples regions, la
importancia de les quals ha demostrat ser variable en
diverses poblacions. Quan es va iniciar el projecte no hi
havia cap estudi fet en poblacidé espanyola, la majoria
dels estudis estaven realitzats en poblacions europees o
americanes d’origen europeu, perd0 no en poblacions
llatines.

El nostre grup va realitzar ’estudi de les regions
de predisposici6 descrites en el moment d’iniciar
I’estudi: PSORSI, PSORS2, i PSORS4. L’analisi de la
regi6 PSORS3, va ser empresa com a cerca funcional a
partir de les dades d’expressio de la SIO0A7 (psoriasina),
que poc després va ser descrita lligada a psoriasi en una
poblacié mediterrania.

Resultats
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Analisis de las regiones de predisposicion a
la psoriasis en la poblacion espaiiola:
evidencia de un gen principal implicado en
la psoriasis en la region 6p21

Rafael de Cid, Victor Volpini, Laura Almasy,
David Otero, Xavier Estivill, Conxi Lazaro y el grupo

clinico para el estudio de la psoriasis.

Med. Clinic. 2001; 117:49-51

Resultats
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Addenda.
Analisi sota patrons d’heréncia complexa

Amb la finalitat de refinar els resultats obtinguts
préviament presentats, es van analitzar les quatre regions
de predisposicido en les families Link-27 amb algunes
variacions respecte a la primera analisi.

v’ Es va realitzar una analisi amb criteris
d’heterogeneitat genética, maximitzant el valor
de LOD per a una determinada fraccié (o) de
families lligades, HLOD score. L’analisi es va
fer amb el programa d’analisi genctica,
GENEHUNTER v2.1.

v Alguns dels individus classificats com a sans en
la primera analisi varen manifestar la malaltia,
per la qual cosa es va incloure el seu nou estat
en les analisis posteriors.

v Les freqliéncies géniques de 1’al-lel malaltia es
van recalcular a partir de les dades especifiques
de la prevalenca en la poblacié espanyola,
estimada en el 1,3% (Ferrandiz et al. 2001).

v En I’analisi del cromosoma 6 es varen incloure
quatre marcadors més dintre de la zona on
haviem obtingut els millors resultats en 1’analisi
previa. Tres estan localitzats en la zona
codificant del gen HCR (HCR-307, HCR-325 i
HCR-1723) (Asumalahti et al. 2000) i un quart
dintre la zona codificant del gen CDSN (CDSN-
1240), tots dintre de la regid critica entre els
marcadors D6S276 i D6S273.

v’ Les freqiiéncies géniques varen ser fixades com
equifreqiients en el cas dels marcadors
multial-lelics (microsatel-lits) 1 estimades a
partir de poblacido no afectada en el cas dels
bial-lélics (SNPs).

v' Analisi  d’interacci6 entre els loci de

predisposicio.

Analisi sota hipotesi d’heterogeneitat

Els resultats de D’analisi no parameétrica d’igual
forma que a la primera analisi, mostra un maxim en els
marcadors del cromosoma 6: D6S276 1 D6S273
(NPL=1,54; p=0,039 i NPL=1,50; p=0,042). Cap de les
altres regions analitzades demostraren un grau de
comparticid diferent del que s'esperaria sota condicions
de no lligament (taula 25).

Resultats

Quant a l’analisi parametrica, es va realitzar pels
models d’heréncia monogeénica dominant i recessiva
assumint uns valors variables de penetracié (90, 80 i
60%). El millor resultat es va obtenir amb un model
d’heréncia autosomica dominant (AD) amb baixa
penetracio (60%) i amb un 10% de fenocopies en els
cromosomes 4, 6 i 17 mentre que en els cromosomes 1 i
6, el model amb millors resultats va ser un model
autosomic recessiu (AR) amb penetracioé reduida (60%) i
amb un 10 % de fenocopies.

Al cromosoma 6 es va detectar un maxim
HLOD=1,3, 0=0,78, al marcador HCR-325, amb un
model recessiu, i un HLOD de 0,60, a=0.5, al marcador
D6S273, amb el model dominant.

Taula 26

Resultats de I’analisi de multiples punts amb els marcadors de la
regié 6p21 amb major informativitat. Analisi no paramétric (a) i
analisi paramétrica; (b) model AD i (c) AR amb 60% penetracié i
10% fenocopies.

(@)
Posicio NPL p informativitat
D65260 0 1,50 0,042 0,74
5,79 1,49 0,044 0,57
D6S276 14,48 1,52 0,041 0,81
14,70 1,58 0,036 0,70
D6S273 15,03 1,67 0,029 0,82
16,85 1,42 0,051 0,72
D6S291 19,57 1,12 0,094 0,72
23,95 1,20 0,08 0,54
D65426 30,51 1,39 0,055 0,57
(b)
LOD o HLOD informativitat
0 -4,13 0,16, 0,13 0,74
5,79 2,61 022, 0,18 0,57
14,48 5,13 0,15, 0,12 0,81
14,70 49 0,17, 0,15 0,70
15,03 -4,7 0,19, 0,19 0,82
16,85 43 0,16, 0,11 0,72
19,57 55 0,11, 0,06 0,72
23,95 3,7 0,15, 0,10 0,54
30,51 -3.8 0,20, 0,16 0,57
()
LOD o HLOD informativitat
0 -7,24 0, 0 0,74
5,79 -4,45 0,02, 0 0,57
14,48 -6,77 0,06, 0 0,81
14,70 6,30 0,08, 0,02 0,70
15,03 -6,18 0,12, 0,05 0,82
16,85 5,39 0,12, 0,04 0,72
19,57 5,36 0,14, 0,05 0,72
23,95 2,87 025, 0,12 0,54
30,51 -5,12 0,16, 0,10 0,57

L’analisi de lligament de multiples punts es va
realitzar a partir de les distancies genétiques
especificades en el mapa genétic de Marshfield, excloent
els marcadors amb baixa informativitat (HCR-307, HCR-
325, HCR-1723 i CDSN-1240) i els que no presentaven
una posici6 ben definida en el mapa genétic (TNFA).

87



Taula 25

Resultats de les analisis de dos punts, paramétrica i no parametrica, per a les quatre regions analitzades. Els resultats de I’analisi
parameétrica corresponen als millors resultats obtinguts dels 6 models genétics testats en ’analisi de dos punts. AD, autosomic
dominant. AR, autosomic recessiu.

Cromosoma 1

AR LOD score (o, HLOD) p ** NPL p informativitat*
D15498 -8.83 ©, 0) -0.63 0.767 0.56
DI152346 -5.61 0, 0) -0.17 0.571 0.38
DI1S2721 -6.09 ©, 0) -0.56 0.742 0.62
DI1S52635 -8.7 ©, 0) -0.31 0.638 0.55
Cromosoma 4
AD
D452920 -4.48 (0.23, 0.09) 0.71 0.197 0.49
D4S1554 -8.99 0, .0) 0.39 0.315 0.70
D4S51635 -5.23 (0.10, 0.02) 0.28 0.360 0.57
D4S1540 -0.61 (0.53, 0.69) p=0,046 0.81 0.167 0.42
D452921 -1.70 (0.36, 0.30) 0.46 0.285 0.52
Cromosoma 6
AR
D6S260 -7.15 0, 0) 1.44 0.049 0,71
D6S5422 -2.99 ©, 0) 0.27 0.36 0,23
D6S276 -4.03 (0.08, 001) 1.54 0.039 0,56
CDSN-1240  -4,79 ©, 0) 0.01 0.482 0,21
HCR-1723  -6,49 0, 0) -0.37 0.663 0,13
HCR-325 1,12 p=0,014 0,7, 1,3) p=0,008 0.80 0.170 0,31
HCR-307 0,03 (0,5, 0,64) p=0,037 0,41 0,308 0,32
TNFA -8.24 0, 0) 0.67 0.2125 0,63
D6S273 -3.73 (0.20, 0.12) 1.50 0.042 0,62
D6S291 -3.13 (0.25, 0.18) 1.19 0.083 0,54
D65426 -3.59 (0.31, 0.41) 1.35 0.060 0,46
D6S271 -1.67 (0.18, 0.01) 0.36 0.325 0,20
Cromosoma 6
AD
D65260 -3.83 0.2, 0.17) 1.44 0.049 0,71
D65422 -0.69 (0.37, 0.2) 0.27 0.36 0,23
D6S276 -0.59 (0.48, 0.60) p=0.047 1.54 0.039 0,56
CDSN-1240  -3.66 0, 0) 0.01 0.482 0,21
HCR-1723  -2.54 0.17, 0.07) -0.37 0.663 0,13
HCR-325 -1.79 0, 0) 0.80 0.170 0,31
HCR-307 -0.16 (0.46, 0.2) 0,41 0,308 0,32
TNFA -5.38 (0.09, 0.5) 0.67 0.2125 0,63
D6S273 -3.65 (0.09, 0.01) 1.50 0.042 0,62
D6S291 -3.32 (0.23, 0.22) 1.19 0.083 0,54
D65426 -3.04 (0.22, 0.16) 1.35 0.060 0,46
D6S271 -1.11 (0.38, 0.18) 0.36 0.325 0,20
Cromosoma 17
AD
DI178515 -4.52 (0.19, 0.11) 0.35 0.331 0.69
D175785 -10.04 0, 0) -0.23 0.601 0.75
D178802 -5.50 0.21, 0.25) -0.43 0.689 0.59
D175784 -15.8 0, 0) -1.40 0.956 0.69
D175928 -3.58 (0.22, 0.21) 0.24 0.374 0.60

*Estimacié que proporciona el programa sobre la informaci6 que s’extreu de I’analisi del marcador
** Significacié del HLOD estimada empiricament per simulacié amb SLINK
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L’analisi de multiples punts només amb els
marcadors  més augmentar la
informativitat dels marcadors restants, obtenint un
increment en el valor dels NPL i de la seva significacio:
NPL=1,67 i p=0,029 (taula 26, pagina 87).

Per aprofitar al maxim la informacio dels
individus genotipats, la familia PS118 (veure figura 1 de
I’article presentat a la pagina 86) va ser dividida (splif)
en tres nuclis familiars. Aquesta variacié va produir un
augment de la significacio del maxim valor NPL detectat
entre els marcadors D6S276 i D6S273, NPL=1,68 i
p=0,026, mentre que produi un lleuger descens en els
valors maxims en ’analisi de multiples punts. Donada la
poca informaci6 aconseguida i per evitar problemes en la
correccio per la independencia dels grups, es va realitzar
la resta de 1’analisi amb les families sense dividir.

informatius va

Analisi amb restriccio6 de fenotip: edat

d’aparicié de la malaltia

Estudis genétics i epidemiologics han posat de
manifest la relacié entre el grau d’heretabilitat de la
psoriasi i ’edat d’aparicié de la malaltia, establint de
forma general que una edat d’aparicid6 de la malaltia
inferior a 40 anys esta associada amb la preséncia de
I’al-lel HLA-Cw6 1 amb un major risc familiar. Aquest
llindar d’edat ha estat establert en 33 anys a la nostra
poblacio (Ferrandiz et al. 2001).

Per considerar 1’efecte de 1’edat en la nostra
analisi, es van establir classes de penetracio, diferents per
a la malaltia, segons ’edat d’aparicid. Es van fer dues
classes de penetracio per sota de 33 anys, englobant tots
els casos “genétics”, i una classe per sobre d’aquesta
edat, representant aquells casos de la malaltia amb una
etiologia diferent. Dintre del grup amb edat menor de 33
anys es van establir dues altres categories amb un llindar
de separacié als 17 anys, que és 1’edat mitjana d’edat
d’aparici6 de la malaltia en el nostre grup. El grup amb
edat d’aparicid per sota de 17 es va introduir per a tenir
en compte els casos de presentaci6 tardana (taula 27).

Taula 27

Resultats

variacions importants en les regions estudiades dels
cromosomes 4 1 6.

En la regio del cromosoma 4 (PSORS3) es va
posar de manifest un maxim valor de LOD=1,19 (a=0,8,
HLOD=1,20) en el marcador D4S51540, sota un model
dominant, amb un augment d’1,81 punts en el Lod score
respecte 1’analisi sense classes de penetraci6. L’analisi de
multiples punts va evidenciar un increment del Lod score
telomeéric a aquest marcador (3.53cM centromeric de
D452921), encara que es mantenia negatiu; LOD=-0,82
(a=0,46, HLOD=0,38) (taula 28).

Taula 28

Classes de penetracid, segons I’edat de presentacié de la malaltia.

Pacients DD* Dd dd
Afectes amb edat <17 0,8 0,8 0
Afectes amb edat >17 i <33 0,9 0,9 0,001
Afectes amb edat >33 0,001 0,001 0,002

* D al'lel malaltia
Aquesta analisi va ser realitzada en totes les

regions candidates, perd0 només es van observar

Analisi de dos punts per grups d’edat amb el model AD amb 60%
de penetracio i 10% fenocopies

Marcador LOD (a, HLOD)

D452920 -3.02 (0,19, 0,09)

D4S1554 -6.32 0, .0)

D4S1635 -4.89 (0,08, 0,02)

D4S1540 1.19 0,85, 1,2) p=0,001*
D452921 -2.47 (0,21, 0,30)

Valor de LOD en I’analisi de multiples punts a 14.3cM= -0.82
* Significacié empirica amb SLINK

A la regi6 de 6p21 (PSORSI) es va observar un
increment dels valors de LOD, sota un model recessiu
amb els marcadors HCR-307 (LOD=1,3; p<0,0001;
0=0,99; HLOD=1,3), i HCR-325 (LOD=0,5; p<0,068;
a=0,67; HLOD=0,66).

Analisi de ’efecte parental

Quan es va considerar la mostra sencera de totes
les genealogies recollides; el 52% (n=166) dels casos
index afectes, tenien el pare afectat, mentre que 43%
(n=137) tenien la mare (OR = 1.2, .C95%= 0.9 - 1.7),
encara que les diferéncies no eren significatives (p=0,26).
En els individus afectes la proporcié de sexes €s manté
indistintament del sexe del progenitor afectat (84
homes/82 dones en el cas que el pare fos afecte i 67/70
en cas que fos la mare).

L'edat mitjana d’aparicié6 de la malaltia en els
individus afectes era similar en els individus que tenien
el pare afectat (14,5 anys) o la mare (15,5 anys).

Per estudiar un possible efecte parental es va
realitzar una analisi de lligament assumint diferents graus
de penetracid en els heterozigots depenent de 1’origen de
I’al'lel parental amb el programa GENEHUNTER
IMPRINTING v.1.3. Degut a les restriccions que imposa
el programa 1’analisi només es va fer sota un model
d’heréncia dominant (veure taula 29). L’analisi es va
realitzar en totes les regions candidates estudiades.
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Taula 29

Valors de penetracié per als heterozigots. Es va partir del model
autosomic dominant amb 60% de penetracio i 10% fenocopies.

DD* Dd** dD dd
Efecte patern 0,6 0,6 0,3 0,001

Efecte matern 0,6 0,3 0,6 0,001

* D al'lel malaltia
** Dd / dD, heterozigots que hereten al-lel malaltia del pare / mare respectivament

Quan es va considerar la desigual penetracié dels
al'lels parentals, només en la regido analitzada del
cromosoma 6 es va observar una variacié positiva quan
es considera I’efecte patern. Els valors de LOD en
I’analisi de dos punts per al marcador D6S276, (LOD=-
0,58; 0=0,48; HLOD=0,6), va assolir valors positius
(LOD= 0.9; o =0,7; HLOD=1,2) si I’al‘lel és patern,
mentre que disminueix en el cas d’efecte matern (LOD=-
1.26; 0=0,3; HLOD=0,2).

En el cas de la regio del cromosoma 4, es va
analitzar 1’efecte parental considerant a més de 1’efecte
de les classes de penetraci6 per edat. Els valors de HLOD
va disminuir tant en el cas de major penetracio per 1’al-lel
patern com per al matern, encara que es van mantenir
positius (HLOD=1,03 i HLOD=1,10 en el cas d'efecte
matern i patern respectivament).

Analisi de la interaccio entre els loci

Aquesta analisi es va realitzar amb dues aproximacions
diferents

Modificacié de les classes de penetracio.

Mitjangant 1’analisi de tres SNP dintre del locus
HLA-C, que defineixen 1’al-lel Cw6 (Tatari et al. 1995)
es varen genotipar tots els individus, establint categories
de portadors de I’al-lel Cw6 1 no portadors (individus
portadors de qualsevol dels altres al-lels HLA-C).

A partir de les 27 genealogies i mitjancant
I’analisi del GRR (Genotip relative risk) amb el
programa d’analisi genetica GAS (Genétic Analysis
Software) es va calcular el risc relatiu (RR) de I’al-lel
Cw6 per al desenvolupament de psoriasis, i es va obtenir
un risc relatiu RR= 6.6, p=0.000001.

Basant-nos en 1’elevat risc que comporta ser
portador de I’al-lel HLA-Cw6, varem establir dues classes
de penetraci6 per als individus afectes portadors de
Cw*6 respecte als no portadors, maximitzant Ia
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penetracio en el cas dels portadors i minimitzant-la en els
no portadors (taula 30).

Els resultats més significatius es van observar al
cromosoma 6 amb el marcador HCR-307 (LOD=1,81;
p<0,001; =0,99; HLOD=1,81) i HCR-325 (LOD= 1,16;
p=0,011; 0=0,99; HLOD=1,16), sota un model recessiu, i
al cromosoma 4 per al marcador D452921 (LOD=0,75;
a=0,7; HLOD=1,1) amb un model dominant.

Taula 30

Valor de penetraciéo amb els que es va analitzar la interacciéo amb el
locus Cw*6

DD* Dd dd

Portador Cw6 0.9 0.9 0

No portador Cw6 0.001 0.001 0.002

* D al'lel malaltia

Avaluacio6 directa de la interaccid

Es va analitzar de forma simultania I’efecte dels
marcadors a un loci, respecte als altres tres /oci estudiats,
fixant el locus malaltia en un locus 1 “movent” el segon
locus en diferents posicions del mapa de la regié dels
altres tres loci. L’analisi es va realitzar mitjangant el
programa d’analisi genética GENEHUNTER TWO
LOCUS v.1.3 . Aquest programa a més de realitzar una
analisi no paramétrica, permet realitzar una analisi
parameétrica amb diferents models d’interaccidé geénica, a
més de permetre incorporar la possibilitat de 1’efecte
parental. Aquesta analisi la vam fer sota dos models
d’interaccid génica diferents; model additiu o heterogeni
i model multiplicatiu simple. A més es va considerar
I’efecte patern que haviem observat en el locus 6p.

Aquestes analisis es van realitzar triant com a
locus malaltia els loci que presentaven els resultats més
significatius en les analisis prévies; el del marcador
D6S276 al cromosoma 6 i el del marcador D4S1450 al
cromosoma 4. Aquests dos /oci es van analitzar fixant-los
com a locus malaltia i analitzant-los respecte els altres
loci.

Estudis epidemiologics en poblacié europea han
estimat una contribuci6 principal del locus 6p al risc de
psoriasi (Trembath et al. 1997), per la qual cosa es va
realitzar 1’analisi d’interacci6 amb una freqiiencia
al-lelica asimetrica, major per al locus malaltia 6p,
proporcional a una major contribucié a I’heréncia que els
altres loci. Quan 1’analisi no incloia el locus 6p21, es va
considerar una contribucié equivalent a la freqiiéncia de
l'al-lel malaltia.



El resultat de 1’analisi no paramétrica (taula 31a)
va ser negatiu en tots els casos analitzats, amb valors
maxims en algun cas de NPL=1,4 pero p>0,05. L’analisi
parameétrica va ser negativa en tots els casos analitzats
menys en el cas dels loci 6p21 14q35 (taula 31Db).

L’analisi amb el locus malaltia fixat a D6S276,
amb un model d’interaccié no epistatic (heterogeni) i
amb efecte patern en el 6p21, demostra un increment del

Taula 31

Resultats

Lod score en el locus D4S1540. L’analisi inversa, fixant
el locus malaltia a D4S1540 va produir un increment
equivalent del Lod score en DG6S273 (taula 3lc).
Mitjangant 1’analisi de multiples punts es va poder situar
el punt de maxim Lod score entre el marcador D4S1540 i
D4S52921 a 3 cM de I’extrem del mapa. La reanalisi de la
interaccié amb el 6p21 fixant el locus a D4S2921, no
evidencia cap canvi en els resultats obtinguts a 6p21, sent
el maxim a D6S273.

Resultats de ’analisi d’interaccié. (a) analisi no paramétrica de dos punts entre els loci a 6p21 i 4q35 i marcadorsen 1, 6,4 i 17, (b)
analisi parameétrica entre el locus 6p21 i marcadors a 4 amb diversos models, (c) interaccio entre locus 4 i marcadors a 6 amb

diversos models d’interaccio

() .
Locus secundari
Locus principal 1921 4q35 6p21 17q
NPL pvalue locus NPL pvalue locus
. 1,33 0,06 D452920
D65276 ns 135 0,06 D4S1540 ns
1,38 0,054 D6S276
D4S1540 ns 1,38 0,054 D65273 ns
(b)
Locus secundari a 4q35
Locus principal . Model. , BT Two-point Multipoint
interaccio patern
max LOD Locus max LOD posicid loci
D6S276 Multiplicatiu Si negatiu negatiu
D65276 Multiplicatiu No negatiu negatiu
D6S276 Heterogeni si 1,53 D4S1540 1,07 D4SIS540-(4,23cM)-D4S2921
D6S276 Heterogeni No negatiu negatiu

(©)

locus secundari a 6p21

Efecte patern

No efecte patern

Locus principal Model interacci6  Two-point Multipoint Two-point Multipoint
max LOD max LOD max LOD max LOD
(locus) (a; HLOD) (locus) (a; HLOD)
(pos,;locus) (pos; locus)
D4S1540 Heterogeni 041 0,7 0.26 2,5
g 0,77; 0,52) ’ (0,155 0,27)
(D65273) (15,03; D65273) (D6S273) (15,03; D65273)
D452921 Heterogeni -0,89 -0,36 2,7
(D65273) (0,71; 0,5) (0,71; 0,5) (0,13; 0,25)
(15,03; D65273) (D6S273) (15,03; D65273)

*ns, no significatiu
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Analisi no paramétrica per SimIBD

De forma complementaria a ’analisi de NPL, es
va realitzar una analisi no paramétrica per IBD amb
parelles d’afectes per a les quatre regions de
predisposicio. Aquesta analisi es va realitzar amb el
programa SimIBD v2.0 que permet una estimacid
empirica dels resultats per simulacidé de multiples
répliques a I’atzar. L’analisi de la comparticid entre
parelles d’afectes es va corregir, segons les opcions
internes del programa, per independéncia de les parelles
d’afectes, ja que moltes provenien de la mateixa familia.

Les regions PSORS2, PSORS3 i PSORS4
presenten valors molt allunyats de la significacié. Només
en la regid PSORSI es varen observar resultats positius,
amb valors molt significatius al voltant de la regi6 on
mapa del gen HCR, incloent els marcadors D6S273 i
D6S276. Els resultats es troben resumits a la taula 32.

Taula 32

Resultats de I’analisi de parelles d’afectes per IBD mitjancant el
programa SimIBD, amb el valor p associat. La comparticié esta
corregida pel nimero de parelles dintre de la familia, i la
significacié ve donada per la réplica dels resultats en 1000 families,
generades pel mateix programa.

Cromosoma 1 p value
DI1S498 0,794
DIS 2346 0,524
DIS 2721 0,597
DIS 2635 0,652

Cromosoma 4

D48 2920 0,220
D4S 1554 0,519
D4S1635 0,389
D4S 1540 0,105
D48 2921 0,186

Cromosoma 6

D65260 0,055
D6S422 0,383
D6S276 0,030
CDSN 1243 0,479
HCR 1723 0,945
HCR 325 0,00016
HCR 307 0,000048
TNFA 0,158
D6S273 0,024
D6S291 0,067
D65426 0,033
D6S271 0,027

Cromosoma 17

D178 515 0,275
D178 785 0,535
D178 802 0,435
D175 784 0,973
D175 928 0,387

Resultats
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Analisi del locus PSORS'1

Aquest locus ha estat associat de forma repetida
a psoriasi en diverses poblacions i tal com s’ha demostrat
anteriorment també en la poblacié espanyola.
La regi6 ha estat delimitada de forma molt precisa
en diversos estudis a una regié aproximadament de 300
kb, una regid encara prou gran per contenir més d’un gen
candidat. Aquesta regi6 esta totalment seqiienciada i
s’han identificat, a part del locus HLA-C, quatre gens
expressats POUSFI (OTF-3), TCF19 (SCI), HCR i
CDSN, a més de quatre gens predits a partir de la
seqiiéncia.

El nostre grup ha realitzat un estudi mutacional
del gen TCF19, en 51 pacients amb psoriasi i1 ha analitzat
les variants descrites en els gens POU5SF1, CDSN i HCR.

Per a realitzar aquesta analisi es va estudiar el
grup CCS51 i es va utilitzar com a poblacidé control un
grup d’individus anonims de la regié de Barcelona.

Resultats
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Estudi mutacional del gen TCF19

Mitjangant 1’analisi de SSCP/HD es va realitzar
un triatge de les regions codificants, de les zones d’uni6
intro-ex0, i de part de les regions no traduides a 5° 1 3’
del gen. L’analisi de 51 pacients i 48 individus controls
ha identificat vuit canvis diferents; tres en regions
introniques i cinc en regions codificants. Set dels canvis
han estat trobats tant en controls com en pacients, mentre
que el restant només és present en els pacients.

Les variants introniques son dos transversions de
nucleotid en el primer intrd, 1248T>C i 1288G>A, i una
deleci6 de quatre bases CCTT en en la posicid 3925 del
segon intrdé (CCTT3925del). Les dues primeres es troben
a 751 105 pb respectivament de les seqiiencies donadores
de I’extrem 5’ de ’intré 1, i no sembla que afectin el
procés d’eliminacio6 dels introns. La deleci6 es troba just
en la zona receptora de la seqiiéncia consensus
d’empalmament de I’extrem 3’ de I’intrd 2, pero deixa un
segon triplet TTC util a 3’ amb el que queda inalterada la
seqiiéncia consensus. De les variants en la zona
codificant, tres s6n mutacions amb error de sentit:
Prolina/Treonina a la posicid6 109 de la seqiiéncia
peptidica (2991C>A), Valina/Metionina a la posicio 210
(3306G>A), Prolina/Leucina a la posicid 241
(3383C>T). Les dues variants restants so6n canvis
sinonims: Prolina a la posicié 219 (3332C>A0G) i
Treonina a la posici6 348 (4175C>T).

A la figura 17 s’indica la posicié dels diferents
canvis en la seqiiéncia de TCF19. Les variants tenen una
freqiiéncia relativament baixa, entre el 0,03 i 0,021 en el
cas més alt, sent lleugerament menor en els pacients que
en els individus controls i estan en equilibri de Hardy-
Weinberg, tant en els controls com en els pacients.

3306G>A

1248T>C  1288G>A 2991C>A
5SUTR ¢ ¢
O

% \\‘ \6

SN, \"\~ |

S S i

TN IP109T
V210M
Figura 17

Resultats

Taula 33

Distribuci6 dels al-lels de les variants codificants en pacients i
controls

Pacient Control
S S
Variant N (%) N (%) P2s value
2991*C 89 (93%) 81 (86%) 0.162
29914 7 0% 13 (14%)
3306*G 88 (88%) 63 (79%) 0.153
3306*A 12 (12%) 17 (21%)
3332*C 85 (85%) 79 (79%) 0.291
3332*4 11 (12%) 10 (12%)
3332°G 36% 7 (9%)
3383*C 88 (82%) 72 (80%) 0.795
3383*T 8 (8% 8 (10%)
4175*C 65 (90%) 65 0.177
(83%)

Amb les variants descrites en la zona codificant es
va realitzar una analisi d’associacid6 comparant la
distribucio dels al-lels en els pacients i individus controls,
i també amb diferents models d’accié (codominancia o
model dominant). Mitjancant comparaci6 amb Test
Fisher no es va observar cap diferéncia significativa (p
>0,05) (veure taula 33 i 34). La mutaci6 CCTT3925del
es va trobar tres vegades en heterozigosi en els pacients,
pero no en els individus controls.

3383C>T

CCTT3925del 4175C>T

3332C>A/G

P219pP

P241L

Posicié dels canvis detectats en la seqiiéncia de 7CF19 en I’analisi de SCCP/HD. En roig estan marcats el canvis descrits de nou en aquest
estudi i amb un asterisc (*) les posicions dels SNPs no observats en aquest estudi, pero descrits en la base de dades SNP de NCBI (20 agost
2002). Les posicions de les variants estan referides a la seqiiéncia U25826.1 del GenBank. Les fletxes indiquen les posicions dels encebadors

utilitzats.
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Taula 34

Distribucio per genotips de les variants de la regié codificant, i analisi d’associacid, segons un model codominant o dominant. A la part
inferior els valors de H-W indiquen quin és el grau de desviacié de ’equilibri de H-W

~—~ ~ O ~—~ ~—~ fan)
N
- S = I T - ¢ & _ g =
@) Z 2 O & g @) Z g O Z g o Z 2
a ) = g ) =) g 0 = & 2] = p 2] =
N < S) & = < S & = < S 2 o < S) & = < 1) &
N @] @) =Y o @] Q o f<a) Q Q o _on @] @) o <t @] @) o
CC 41 34 0,14 GG 37 24 0,14 CC 36 24 0,17 CC 40 33 0,76 CC 38 26 0,15
CA 7 13 AG 10 15 AC 8 8 CT 8 6 CT 9 13
AA 0 0 AA 1 1 AG 1 0 TT 0 1 TT 0 0
AA 1 1
CG 2 7
GG 0 0
A- 7 13 0,14 A- 11 16 0,11 A- 10 9 1 T- 8 7 1 T- 9 13 0,15
CC 41 34 GG 37 24 No A 38 31 CC 40 33 CC 38 26
G- 3 7 0,17
No G 45 33
H-W 0,58 0,27 0,74 0,44 0,59 0,60 0,52 0,29 0,46 0,21
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Estudi d’associaciéo al‘lélica

POUSF1 i CDSN

HLA-Cwé,

Es van analitzar dos polimorfismes del gen
POUSFI, a les posicions 2T>G i 5856A>G, dos
polimorfismes del gen CDSN, a les posicions 1240G>T i
1243C>T 1 l’al'lel Cw6 al locus HLA-Cw. La regid
compresa pels tres gens és aproximadament de 245 kb.
Aquestes variants estan dintre de la zona codificant o han
estat descrites préviament en altres estudis, associades a
psoriasi.

Taula 35

Distribucié dels al-lels de les variants en HLA-C, POU5SF1 i CDSN
en pacients i controls

HLA-C
Controls  Pacients
N (%) N (%) p2s
O.R; IC 95%
HLA-Cw
Cw*6 18 (8%) 31 (32%) <0,0001
No Cw*6 206 (92%) 65 (68%) O.R=5,5 :(2,9-
10,4)

POUSF1
12*T 71 (32%) 24 (24%) ns
+2*G 151 76 (76%)

(68%)
+5856*A 143 47 (46%) 0,002

(64%)
+5856*G* 81 (36%) 55 (54%) O.R=2; (1,3-3,3)
CDSN*
+1240*G 224 102 (100%) ns

(100%)
+1240*T 0 0
+1243*C 134 60%) 70 69%) 0,08
+1243*T 90 (40%) 32 (31%) O.R=15 ;(0,9-2,4)

Es va estimar el risc del genotip pel locus amb
I’analisi de 1’al-lel Cw*6 en les 27 families utilitzades per
al lligament (grup link-27) mitjangant el programa de
software GAS. El risc per Cw*6/C*X ¢és del 6,6 (p=6,5
102", i gairebé el doble en el cas homozigosi (11; p=7.2
10"®), mentre que el risc calculat per al genotip “salvatge”
només era de 0,13. Aquesta dada es va confirmar amb
I’analisi d’una poblacié de casos independents. Es varen
tipar 51 pacients (grup CC-51) i 112 individus de la
poblacid general. Dels pacients analitzats no es va trobar
cap homozigot, el 66% eren heterozigots per I’al-lel
Cw*6, aixo significa una freqiiéncia al-lélica del 32%,
mentre que en la poblacid general és del 8%. Aquestes
diferéncies van ser contrastades per un test de Fischer,
resultant molt significatives, p2s<0,0001 amb una
O.R=5,5(2,9-10,4).

Resultats

POUSF1 i CDSN

L’analisi de la distribucié de genotips pels al-lels
de POUSF1 va evidenciar diferéncies significatives entre
casos 1 controls quan es considera un efecte dominant
(p2s=0,019), i també en el cas d’un efecte recessiu de
l'al'lel POUSFI1+5856*G (anomenat al-lel B) amb un
valor p de significaci6 de 0,021 (taula 35).

Quan es va estratificar, segons Cw*6, I’associaciod
dels allels B i CDSN+1243*C amb la malaltia
desapareixia, tant en el cas dels portadors de Cw*6 com
en el de no portadors. D’altra banda, 1’associaci6 al-1¢lica
amb Cw*6 es mantenia entre el marcador de POUSFI de
forma independent a I’afeccié de I’individu (p2s=0,025
en els casos i p2s<0,001 en els controls quan es
considerava codominancia o efecte recessiu), mentre que
amb els marcadors de CDSN s’incrementava, pero només
en el cas dels individus afectes de psoriasi (p2s=0,012 a
p2s=0,007)

Equilibri Hardy-Weinberg

Cap de les 4 variants estudiades en POUSFI i
CDSN s’allunya de I’equilibri de Hardy-Weinberg, el test
de probabilitat dona valors de p2s>0,50; tant en els
pacients com en els controls.

35
—&—cas
control F-3
| 25
L2
Q
_g 15
L1
L 05
aA_—~ \\/ o
05
NN S
,CJ 6§< K% N FUN
F &S S oS
<Q X S S
<2O
centromer
Figura 18

Equilibri de H-W. A D’eix de les abscisses és indicat el log de p,
valor indicatiu del grau d'allunyament de I’equilibri (minim a p=1,
log p=0, i significatiu a p=0,05, log p=-1,3 ). Els valors més negatius
indiquen una associacié més alta.
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En el cas del locus HLA-Cw, es va fer servir la
classificacié de portadors de I’al-lel Cw*6 i no portadors,
sent aquesta darrera una categoria artificial que inclou a
tots els al-lels diferents. Els valors del test de probabilitat
donen valors molt significatius en el cas dels pacients
amb p2s =0,0009, mentre que en els controls segueixen
I’equilibri (p=0,34) (figura 18).

En la variant CDSN +1243 es va observar un
lleuger increment respecte als controls.

Estudi d’haplotips

La combinacio de la informacié de diversos
marcadors permet extreure un maxim d’informacié per
detectar els haplotips associats a la malaltia (Rao
iProvince 2001). Amb els marcadors que de forma
individual van demostrar diferéncies significatives entre
els pacients i els controls, es va realitzar un estudi
d’haplotips per a definir les relacions entre les diverses
variants analitzades.

Davant la impossibilitat de construir els haplotips
de forma manual per inspecci6 de les genealogies, es va
realitzar una estimacio de les freqiiéncies dels haplotips,
basats en métodes estadistics de maxima versemblanga
(taula 36).

Taula 36

En els pacients també s’ha demostrat associacio
al-lelica entre els marcadors amb les mateixes fases
d’acoblament, encara que amb uns valors mesurats de D’
lleugerament diferents.

A la taula 37 indiquem els valors de desequilibri
estimats.

Taula 37

Resultats de D’analisi d’haplotips estimats de les variants HLA-
Cw*6, POU5SFI-2 i CDSN-1243

Model Chi* ¢gll p p
nominal empirica*

Independentde patrd ) o) g 000002 pe0,0001

d’heréncia

Heterogeneitat 32,46 7 p=0,00003  p<0,0001

* significacié després de 1000 repliques
gll, graus de llibertat

A partir de les freqiiéncies estimades dels
haplotips es va mesurar 1’associacio al-lélica, quantificant
el desequilibri de lligament entre els diversos marcadors
en la mostra de controls. Els quoficients de desequilibri
es van calcular corregits pel maxim desequilibri
esperable (D’= D/D ).

En la mostra de 112 controls es va observar una
associacio al-lelica entre els loci estudiats de I’HLA,
POUSFI i CDSN (p<0,05). Per a HLA-Cw*6 i POUSF1
+5856 es va estimar un valor de desequilibri de D’=0,89
sd=0,09, presentant-se els allels Cw*6 1 B en fase; i de
D’=0,62 sd=0,20 per a HLA-Cw i CDSN 1243 (fase
Cw*6 1 I'al'lel 1243*C). POUSF1+5856 i CDSNI1234
presentaven una D’=0,26 sd=0,10 (acoblament d’al-lels
B-1243*C). Els dos marcadors de POUSF1 (+2 i +5856)
estaven en desequilibri absolut (D’=0,99 sd=0,0003) i la
fase era 2*T-B.
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Mesures de desequilibri de lligament (D’) entre els marcadors
analitzats

Controls HLACw6  POUSFIT POUSFI B CDSN C
LG 1 +0,99 +0,89 +0,61
POUSFIT 1 0,99 _
POUSFI B 1 +0,26
CDSN C 1
Pacients HLA Cw6  POUSFIT POU5SFI B CDSN C
HLACw6 1 +0,71 +0,57 +0,79
POUSFIT 1 1 -
POUSFI B 1 +0,41
CDSN C |




Coding haplotypes analysis supports HCR as
the putative susceptibility gene for psoriasis
at the MHC PSORS] locus.

Asumalahti, K., Veal, C., Laitinen, T., Suomela, S.,
Allen, M., Elomaa, O., Moser, M., de Cid, R., Ripatti,
S., Vorechovsky, 1., Marcusson, J. A., Nakagawa, H.,
Lazaro, C., Estivill, X., Capon, F., Novelli, G., Saarialho-
Kere, U., Barker, J., Trembath, R., Kere, J.

Human Molecular Genetics 2002: Vol. 11, No.5, 589-
597

Com a part de I’estudi intercentric, Rafael F. de
Cid és responsable de ’analisi molecular de les mostres
espanyoles descrites en D’article i de la confeccio dels
haplotips dels individus de les 59 families analitzades,
aixi com de [I’analisi preliminar de lligament i
d’associacid de les dades de la poblacid espanyola.

Resultats
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Resultats

Analisi dels gens de predisposicié a asma en poblacid general.

L’asma ¢és una malaltia d’elevada prevalenga en la poblacio espanyola, principalment en 1’edat infantil. La malaltia
té una gran variabilitat fenotipica i a nivell genétic presenta una elevada heterogeneitat. Per raons basades en el tipus de
mostra, I’estudi de gens candidats va ser I’aproximacié escollida per analitzar les bases genétiques en poblacid
espanyola. En aquest capitol s’han presentat els resultats d’aquest estudi dividits en els segiients apartats.

v

Obtenci6 d’un banc de material genétic (DNA) de pacients /families amb asma.

o

Descripci6 clinica dels pacients i de la mostra.

Analisi de les regions candidates en poblacié espanyola.

o Regi6 5q31, 11qi 14q.
= Association study of proposed candidate genes/regions in a population of Spanish
asthmatics. European Journal of Epidemiology 16: 745-750, 2000.
=  Analisi de ADRB2 i CD14.
o Regi6 6p21.
Analisi deTNF i Lta.
o Regi6 16.
Analisi d’/JL4RA (cadena alfa receptor d’1L4).
o Regi6 19p13: FCER2.
Association study of the chromosomal region containing the FCER2 gene suggests it has a regulatory role
in atopic disorders. Am J Respir Crit Care Med (2000) 161: 700-706.
Analisi de CFTR i asma.
o Analisi mutacional i d’associacido de CFTR en poblacié d’asma adult i infantil i en poblacié general.
=  Missense Mutations in the Cystic Fibrosis Gene in Adult Patients with Asthma. Human Mutation:1999
14:510-519.
=  CFTR and asthma in the French EGEA study. European Journal of Human Genetics: 2001 67-9.
=  Different role for Cystic Fibrosis transmembrane regulator gene (CFTR) variants in childhood asthma
patients. Clin.Exp.Allergy (sotmés octubre 2002).
= A new approach for identifying non-pathogenic mutations. An analysis of the Cystic fibrosis
transmenbrane regulator gene in normal individuals. Human Genetics (2000) 106: 172-178.
o Estudi de la prevalenca de simptomes respiratoris en poblacid portadora de mutacions CFTR.
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Obtencié0 d’un banc de material genetic
(DNA) de pacients /families amb asma

Descripcio clinica dels pacients

Els models proposats per I’heréncia de 1’asma
son de naturalesa poligénica, encara que per als fenotips
associats s’han proposat models tant dominants com
recessius. D’igual forma que en el cas de la psoriasi, es
va dirigir I’estudi cap a la cerca de genealogies extenses.

Tots els individus inclosos en I’estudi van
consentir de forma expressa la seva participacid en
I’estudi.

Definicié del fenotip

La informaci6 sobre els simptomes respiratoris i
al-lergics, historia meédica i factors ambientals es va
recollir en un qiiestionari unic (ASMAGEN), que inclou
informaci6 sobre la preséncia d’altres malalties
al-lergiques a la familia (dermatitis atopica, rinitis,
poliposi, conjuntivitis), els habits toxics, de les
condicions de [’habitatge, de I’entorn i les dades
cliniques dels pacients (classificacio clinica de 1’asma,
comptatge d’eosinofils i nivells d’IgEs) (annex 2).

Els criteris per la definicié d’asma es varen basar
en els criteris de I’ATS (ATS. American Thoracic
Society Committee on diagostic standards for
nontuberculous diseases 1962).

L’avaluacio de ’HRB no es va realitzar amb uns
criteris unics. Depenent de ’edat del pacient o de les
facilitats del centre on es va realitzar la seleccio dels
pacients, es van fer servir criteris clinics de resposta al
tractament o funcionals amb mesures de la funcid
respiratoria amb tests especifics.

Les determinacions seériques d’IgEs, i els test
cutanis d’allérgia es van realitzar en cadascun dels
centres participants en ’estudi. Les mesures d’IgEs es
van estandarditzant en unitats internacionals per
mil-lilitre (Ul/ml). La determinacié plasmatica de I’IgEs
especifica per a un allergogen es va realitzar per
tecniques de RAST o modificades (sistema CAP). Un
test de RAST es va considerar positiu si
splgE>0,35Ul/ml. Les mesures dérmiques d’allérgia o
tests cutanis es varen realitzar per SPT enfront a una
bateria dels allergogens més comuns, o de forma
especifica contra els al-lergogens de risc descrits en el
pacient.

Resultats

Estratégia de selecci6

D'igual forma que en el cas de I’estudi sobre la
psoriasi, es va dirigir I’esfor¢ cap a 1’obtencio de families
amb asma o atopia, a partir d’un cas index amb un
diagnostic d’asma o atopia.

L'estratégia usada en aquest cas va ser la seleccio
per personal médic especialista a partir dels individus
que visiten de forma habitual els serveis d’al-lergologia o
pneumologia dels hospitals o centres d’assisténcia
especialitzada.

A continuacid es descriuen els diferents grups de
les mostres de pacients als que es va tenir accés aixi com
les caracteristiques de seleccio i definicié de la malaltia.

Descripcio de les mostres de pacients

Mostres de poblacié espanyola
Asma adult

Com a resultat de la col-laboracid establerta amb
I’equip de recerca dirigit pel Dr. J.M. Ant6 (Departament
d’Epidemiologia i Salut publica, IMIM, Barcelona),
s’accedi a una mostra de 145 pacients amb asma, no
relacionats.

Aquest grup va ser seleccionat entre els individus
que varen accedir als serveis d’Urgeéncies de la ciutat de
Barcelona degut a un atac d’asma, durant el periode
1981-1987, periode durant el qual es varen detectar fins a
26 brots epidémics d’asma, afectant a 687 persones i
causant 1155 admissions i prop de 20 morts. La causa
d’aquests brots epidémics es va identificar en els nivells
ambientals elevats de pols de soja, degut a la descarrega
portuaria (Anto et al. 1989).

Aquest grup de 145 pacients va ser classificat com
a epidemic (80 pacients) si havien estat atesos en els dies
classificats com a epidémics i com a no-epidémics en cas
contrari. Entre un 86 i 92% dels individus presentaven un
diagnostic d’asma, segons la definicio establerta de: tenir
simptomes respiratoris (qiiestionari estandarditzat de la
IUATDL, ATS-DLD78) més preséncia d’HRB o atopia
(Sabria et al. 1994). L’avaluaci6é de ’HRB es va avaluar
per una espirometria for¢ada deprés de provocacido amb
metacolina o per prova broncodilatadora amb salbutamol.

A la taula 38 s’indiquen les caracteristiques de la
mostra de 145 pacients seleccionats. Les caracteristiques
dels individus i les definicions d’atopia i d’HRB
emprades en la definici6 de la poblaci6 estan descrites en
I’article 3 presentat en la pagina 109, i més ampliament
en el treball de (Soriano et al. 1997).
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Asma infantil

Aquest grup es va seleccionar a partir dels
pacients que accedien de forma habitual al Servei
Respiratori Pediatric de I’Hospital de Cruces de Bilbao.
La seleccié i recollida de dades dels pacients es va
realitzar, segons els criteris establerts anteriorment en la
seleccid de families i seguint el qiiestionari ASMAGEN.
El diagnostic d’asma va ser fet pel mateix metge
especialista, Dr. Carlos Vazquez de 1’Hospital de Cruces,
i els criteris adoptats per la diagnosi d’asma en els
pacients infantils varen ser els criteris dels consensos
pediatrics internacionals (Warner JO 1992; Warner
iNaspitz 1998).

La preséncia d’HRB es va explorar per anamnesi i
de forma ocasional per proves de broncodilatacid i
provocacid bronquial per exercici.

Les proves d’al'lérgia cutania es varen realitzar
amb una bateria d’al-lergogens comuns o de forma
dirigida en cas d’haver indicis de reaccié a algun
determinant especific.

La majoria de pacients vivien en un entorn urba i
I’origen geografic, malgrat ser del Pais Basc era molt
divers, ja que molts eren fills d’emigrants (primera o
segona generacio) de diferent origen: castellans,
extremenys 1 andalusos. Les caracteristiques dels
pacients estan resumides a la taula 38.

Families d’asma

Com a resultat de la col-laboracié amb diversos
metges d’arreu d’Espanya es varen obtenir 19 families
amb la classificaci6 clinica d’asma IgE dependent o asma
atopic. Les caracteristiques del grup de casos index son
indicades a la taula 39.

Mostres de poblacions europees

Altres mostres de pacients varen ser accessibles
per a l’estudi puntual de determinats gens o regions
candidates.

Projecte MULTIGENES

Altres mostres varen ser accessibles a partir d'una
collaboraci6 multicéntrica que es va establir amb un
centre d'Helsinki  (Finlandia): Projecte  Biomed-
Multigenes (BIOMED:BMH4-97-2486). Aquest projecte
pretenia la collaboraci6 per la cerca de gens de
predisposicié a malalties multifactorials en poblacions
europees aprofitant els avantatges que han ofert les
poblacions aillades en el mapatge de gens en malalties
monogeniques. L’estudi de diferents poblacions europees
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incrementa la possibilitat d’éxit en la deteccio de factors
de predisposicid en eliminar la possibilitat d'efectes
“locals”, a més de permetre la replica dels resultats en
poblacions independents.

De la collaboraci6 amb el grup europeu es va
poder accedir a dues mostres de pacients. En tots dos
casos el diagnostic d’asma es va basar en les
recomanacions de I’ATS.

Mostra de 20 pacients asmatics amb HRB (50%
d’homes) no relacionats pertanyent a la mostra de 253
families provinents de la regi6 Kainuu, al nord-est de
Finlandia. La crida per a la col-laboracio va ser realitzada
a traves d’anuncis a la poblacio general i seleccionats a
partir de la preséncia d'un o més familiars asmatics
(Laitinen et al. 1997; Laitinen et al. 2000).

Mostra de 61 pacients amb asma (43% d’homes)
allistats en diversos punts del pais basats en la preséncia
de simptomes respiratoris d’asma.

Projecte EGEA

Aquesta mostra pertany al Projecte EGEA
(Epidemiological study on the Genetics and Environment
of Asthma, bronchial hyperresponsiveness and atopy)
(Kauffmann et al. 1999) i ens va ser accessible a partir
d’una col-laboracié amb el grup de la Dra. Kauffman
(INSERM, Villejuif, Paris).

La mostra EGEA original inclou 388 families
seleccionades a partir d’un cas index amb asma (n=348)
0 amb dos germans amb asma (n=40), amb un total de
1847 individus i una mostra de 416 controls no asmatics,
aparellats per regions d’origen, per edat i sexe (Ravault
iKauffmann 2001). El criteri per definir asma va ser:
resposta positiva a una de les dues respostes segiients,
atac d’asma? o ofecs amb sibilancies?, associat amb un
dels segiients criteris: HRB, hospitalitzacié o us de
medicacié antiasmatica. Aquests criteris estan en
concordanga amb els obtinguts segons I’aplicacid del
qiestionari [UATLD (Ravault iKauffmann 2001).
L’estudi inclou mesures d’HRB, tests cutanis i mesures
dels nivells d’IgEs.

El nostre equip va accedir a una mostra de 443
individus, 247 asmatics i 174 individus no asmatics com
a controls, aparellats per origen, sexe i edat.

Grups controls asma



D’igual forma que en el cas de I’estudi de
psoriasi, en els estudis realitzats es van fer servir
individus de la poblacié general com a individus
controls. A més, en els treballs realitzats amb poblacid
francesa i finesa, els individus controls van ser sans i no
asmatics de la poblacié especifica en qiiestio.

Grups controls en poblaci6 espanyola

Un grup control va constar de 50-100 donants de
sang anonims. Tots eren individus adults de raga
caucasica de la regi6 de Barcelona (50% d’homes).

Un altre grup va consistir en 100 individus,
parelles de portadors de mutacions en altres gens: 59
parelles de portadors de mutacions causants de Charcot-
Marie-Tooth (47% d’homes), i 41 parelles de portadors
de mutacions en CFTR (49% d’homes). Tots els
individus eren adults de raca caucasica de diverses
regions d’Espanya.

Grups controls en altres poblacions

Tant en la colllaboraci6 amb el projecte
MULTIGENES com en ’EGEA es va poder accedir a
una mostra d’individus controls;

Un grup format per 174 individus adults sans,
no asmatics (49% d’homes) d’origen francés, aparellats
per sexe, edat i zona d’origen geografic.

Un altre grup format per 197 individus adults
sans, no asmatics (53 % d’homes) d’arreu de Finlandia.

Descripcio dels fenotips d’atopia i nivells
serics d’IgEs utilitzat en aquest estudi

Resultats

En aquest treball s’ha definit el fenotip d’atopia
a partir de la combinaci6é dels tres fenotips associats;
nivells serics totals d’IgEs, sensibilitzacié dérmica a un o
més al-lergogens mitjangant SPT i comptatge d’eosinofils
en sang (només efectuat en la mostra infantil). Amb
aquest tres criteris s’ha definit el que s’ha anomenat
atopial, atopia? i atopia3.

Atopial, quan hi ha present algun dels tres
criteris esmentats: Nivells d’IgEs>100UI/ml, o >1 test
SPT positiu, o una concentracié d’eosinofils en sang
>300 cel-lules/ml.

Atopia2, quan hi son presents al menys dos dels
anteriors criteris.

Atopia3, quan hi son presents els tres criteris al
mateix temps.

Quant als nivells serics d’IgEs, s’ha establert com
a llindar “patologic” el valor comunament més reportat a
la literatura, establert en 100 Ul/ml, perd a més s’ha
analitzat considerant patologic la
concentracié mitjana d’IgEs en les mostres analitzades:
en el cas de la mostra de pacients adults la mitjana és de
185 Ul/ml, mentre que en el cas dels pacients infantils la
mitjana era de 628 Ul/ml.

com a valor

Taula 38

Caracteristiques de les mostres d’asma adult de ’'IMIM, Barcelona
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Caracteristiques fenotipiques i cliniques

Homes n 54
Edat, mitjana i rang (anys) 58 (24-93)
Edat d’aparici6 de la malaltia, mitjana (anys) 37,5
Asma

Atesos en dies epidemics (n) 77
Atac d’asma en darrer any (n) 60
Admissio en urgéncies en darrer any (n) 36
Medicacio6 actual (n) 125

Simptomes respiratoris en darrer any

Sibilacions (n) 109
Sibilacions i esbufecs (n) 74
Opressio nocturna al pit (n) 41
Tos habitual i expectoracions 12
habituals durant més de tres mesos (n)
Mesures de capacitat respiratoria
FEVI/FVC (%)
<35 (n) 12
>35 (n) 128
FEV1 predit (%) 66,2%
Atopia
SPT + a més d’un al-lergogen (n) 68
SPT + a Aspergillus (n) 15
IgE asoja >0,35 IU/ml (n) 46
IgE a Der P1>0,35 IU/ml (n) 53
Concentracié mitjana d’ IgE total (Ul/ml) 72,4
Hiperreactivitat bronquial
Positius (HRB o PBD) 83
Positius a metacolina (< lmg) 32
Fumadors
Mai 92
Passat 31
Actualment 22
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Taula 39

Resultats

Caracteristiques fenotipiques i cliniques

Families amb asma

Caracteristiques de les mostres d’asma recollides a partir del giiestionari ASMAGEN. Grup casos index de les 19 families i 50 casos d’asma
infantil.

Asma infantil

N=19 (%) (n/N)* N=50 (%)
Homes n (%) 11 (58%) 30 (60%)
Edat, mitjana, rang (anys) 15 (2-42) 10 (3-16)
Edat d’aparici6 de la malaltia, mitjana, rang (anys) 4 (3-16) (17/19) 3 (1-10)
Asma
Severitat (13/19)
Lleu 7 (54%) 16 (33%)
Moderada 5(38%) 30 (61%)
Aguda 1 (8%) 3 (6 %)
Atopia
Resposta especifica (SPT/RAST) (%)
0 allergen 12% 8%
1 al'lergen 35% 41%
2 al'lergen 29% 35%
3 al-lergen 17% 14%
>3 al-lergen 6% 2%
Concentraci6 mitjana d’IgEs total (IU/ml) 283 (52-10000) 629 (12-3018)
IgE>>100 TU/ml 83% 82%
IgE>200 IU/ml 67% 72%
IgE>400 TU/ml 28% 52%
Eosinofilia (>5% o >300 c¢l-lules./ml) 100% (11/19) 88%
Historia familiar de malalties al-lérgiques 100% 77%
Hiperreactivitat bronquial dades de tres pacients 100%
Rinitis 90%  (9/19) 87%
Dermatitis atopica 37% 31%
Entorn ambiental sd
Urba/industrial sd 92%
Rural sd 8%

* Numero de casos (n) sobre el total (N) dels que hi ha informacié disponible

SPT (Skin Prick Test); Test cutani de punxada / RAST (Radioallergoadsorbent test) Prova de radioal-lergoabsorcio.

sd, sense dades
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Association study of proposed candidate
genes/regions in a population of Spanish
asthmatics.

J.B. Soriano, R. de Cid, X. Estivill, ].M. Anto, D. Otero,
J.Roca, R.Rodriguez-Roisin, F. Morell, M.J. Rodrigo, G.
Ercilla, T.H. Beaty and C. Lazaro.

European Journal of Epidemiology 16: 745-750, 2000
El doctorant Rafael de Cid és responsable de part

de I’analisi molecular de les mostres descrites en 1’article,
aixi com de ’analisi preliminar d’associacié de les dades.

Resultats
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Regio cromosomica 5q31

Gen ADRB2

En el gen ADRBZ es varen estudiar les variants
codificants Glyl16Arg i GIn27Glu.

A la posicio 16, la variant 16Gly representa el
42,4% dels al-lels tant en els pacients (150/354) com en
els controls (40/94) amb petites diferéncies no
significatives entre el grup d’asma infantil (44,6%) i asma
adult (41,8%). La freqiiencia dels residus a la posicié 27,
presenta diferéncies significatives en els grups analitzats:
48,6% per a 27GIn en el grup de pacients i 62,5% en el
grup de controls (p2s=0,027).

Entre les dues variants existia una associacid
al-lelica significativa en els pacients (p2s<0,0001), mentre
que no ho era en la mostra de controls (p2s=0,076). El
coeficient corregit de desequilibri va ser estimat en
D’=0,53, presentant-se en fase les variants Gly16 i GIn27.

La distribuci6 dels genotips en els diferents grups
de pacients i1 en els controls va posar de manifest que
mentre que la variant Gly16Arg es trobava en equilibri de
H-W (en tots tres grups), la variant de la posicio
GIn27Glu s’allunyava de I’equilibri de forma significativa
en els pacients (p2s<10®), perd també en els controls
(p2s=0,007). Degut a la falta d’equilibri observat en la
variant GIn27Glu en la poblaci6 control, no es presenten
els resultats obtinguts en 1’analisi de la variant ni en
I’estudi de I’associacio d’haplotips.

Variant Gly16Arg

La variant Gly16 és la menys freqiient en la mostra
analitzada, amb una freqiiéncia mitjana en les tres mostres
del 42,4%, sense diferéncies significatives entre les tres
mostres analitzades. Quant a la distribucio dels genotips,
Glyl6Arg es troba en equilibri de H-W (p2s>0,05) en les
tres mostres, encara que amb una marcada diferéncia en el
grup infantil (taula 40).

Taula 40

Freqiiéncies genotipiques de la variant Glyl6Arg.

Glyl6Arg

Gly/Gly Gly/Arg Arg/Arg H-W*
Asma adult 23 71 46 0.61

(164%)  (50,7%) (32,9%)
Asma infantil 6 29 14 o013

(122%)  (592%) (28,6%)
Grup control 8 24 15 076

(17 %) GL1%)  (G19%)

* p2s de test d’equilibri de H-W

Resultats

La variant Glyl6 no presenta una distribucié
diferent respecte al sexe, ni tampoc respecte a 1’edat.
Tampoc es va observar una major freqiiéncia en asma o
fenotips intermedis.

Relacions de dominancia

Es va analitzar ’efecte de dosi génica estudiant un
possible efecte dominant de la variant Gly/Arg. Quan es
van analitzar els fenotips associats es va observar que en
el grup que no presenta hiperreactivitat bronquial, existia
un augment de la freqiiéncia de portadors de 1’al-lel Glyl6
(Gly/Gly o Gly/Arg): un 84,6% de portadors en pacients
sense HRB i1 un 64% en pacients amb HRB (la mateixa
freqliéncia que en la poblacid control). A més es va
observar una menor freqiiéncia d’homozigots Gly/Gly en
el grup de pacients amb concentracions seriques d’IgEs
superiors a 200 Ul/ml: 9,7% respecte al 20% en els
controls. Tot i aixi les diferéncies no son significatives.

Léefecte de la wvariant Glyl6Arg en les
concentracions d’IgEs totals i de I’'HRB es va analitzar
per separat en les mostres d’asma adult i infantil.

En la mostra infantil hi havia un descens de la
freqiiéncia dels homozigots Gly/Gly en els pacients amb
concentracions d’IgEs superiors a 100 Ul/ml (9,7 %) o
200 Ul/ml (7,4 %) respecte a una freqiiéncia del 33-37%
en els individus amb concentracions per sobre d’aquests
limits. Tot 1 aixi les diferéncies estaven en el limit de la
significacio estadistica (p=0,06). En el grup d’adults les
diferéncies eren molt menys significatives (p>0,2).

Les concentracions d’IgEs associades a les variants
16Gly i 16Arg son similars (285+36 Ul/ml 1 288+31
Ul/ml respectivament). Les diferéncies més importants es
presenten entre els portadors de 1’al-lel 16Arg respecte als
homozigots 16Gly. Els portadors de 16Arg, presentaven
una concentraci6 mitjana d’IgEs de 309+38 Ul/ml
respecte als individus Gly/Gly amb una mitjana de
177448 Ul/ml. Les difereéncies eren significatives amb el
test T de student (p2s=0,036). Aquestes diferéncies
desapareixen en el grup adult (187+£36 Ul/ml i 189+22
Ul/ml respectivament) i es mantenen en el grup d’asma
infantil (706 Ul/ml i 276 Ul/ml), encara que no soén
significatives.

Respecte a I’HRB, I’increment de la freqiiéncia de
Arg/Arg en els pacients amb HRB presentava una
significaci6 limit en la mostra de tots els pacients i en la
mostra d’asma adult (p2s=0,08) mentre que era clarament
no significatiu en els infants (p>0,5).
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Mitjangant 1’analisi per regressio logistica es va
estudiar aquestes tendéncies. L’HRB no variava amb la
introducci6 de les classes d’edat i 1’analisi mostrava en
adults un valor predictiu de I’HRB pels portadors de Gly
(p=0,048), perd no pels portadors de Arg.

En el cas de les concentracions d’IgEs, 1’edat no
afectava en la mostra infantil i indicava un efecte de
Arg/Arg en els nivells elevats d’IgEs (IgEs>200 Ul/ml)
(p=0,03).
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Gen CD14

CD14 és un gen d’un sol intr6 que abraga 1,5 kb
a la regi6 5q31. En aquest estudi es va analitzar una
variant del promotor -/59C>T i una variant intronica,
1433G>C.

Els dos al‘lels de la variant -/159C>T eren gairebé
equifreqiients, tant en els pacients (50,5% i 49,5%
respectivament) com en els individus controls (46% i
53,9%). La variant /433G>C té un allel majoritari
(1433*@) que es presentava en el 85,5% dels pacients i en
el 87,8% dels controls. Les diferéncies en la freqiiéncia
entre els diferents grups de pacients o respecte als
controls no era, pero, significativa en cap cas.

A la taula 41 es presenten les freqiiéncies
genotipiques de les variants en els diferents grups
analitzats. Les dues variants complien les lleis de

I’equilibri de Hardy-Weinberg en tots tres grups
(p2s>0,1).
Taula 41
Freqiiéncies genotipiques de les variants CDI14-159 C/T i
CD14+1433 G/C.
CD14-159
c/c C/T /T H-W*
Asma adult 35 69 37 0.80
(24,8 %) (48,9 %) (26,2 %) ’
Asma infantil 12 17 12 027
(29,3 %) (41,5 %) (29,3 %) ’
Grup control 22 39 29 022
(24,4 %) (43,3 %) (32,2 %) ’
CD14+1433
G/G G/C C/C H-W*
Asma adult 96 34 2 0.60
(72,7 %) (25,8 %) (1,5 %) ’
Asma infantil 29 12 027
(70,7 %) (29,3 %) ’
Grup control 68 22 018
(75,6 %) (24,4 %) ’

* p2s de test d’equilibri de H-W

En la mostra d’individus de la poblaci6 general els
dos canvis presentaven una associacié al-l¢lica
significativa  (p=0,00002) amb un coeficient de
desequilibri corregit de D’=+0,81 (sd=0,12) entre els
allels —159*T 1 1433*G. L’associacid al'lélica entre els
dos marcadors era encara més forta (p<0,00001) en la
mostra de pacients (adults i infantils), amb un desequilibri
de lligament practicament igual a 1.

Quan es van analitzar les freqiiéncies geniques,
només es va observar una diferéncia significativa amb la

Resultats

presencia d’eosinofilia en sang. Mentre la proporcié de
I’al-lel —159*T en els individus amb, o sense eosinofilia
era similar, tots els individus sense eosinofilia eren
homozigots per I’al-lel —159*C (p2s=0,005). A part, es va
observar una tendencia similar en la mostra infantil quan
es va considerar el fenotip més estricte d’atopia anomenat
atopia2 (p2s=0,055).

En el grup d’individus amb asma adult les
concentracions d’IgEs presentava només una tendéncia
respecte a la variant -/59C>T. Els pacients amb els
nivells d’IgEs superior a la mitjana del grup presentaven
un excés de Dalllel —159*T (78,6% vs 49,3%)
(p2s=0,052). A més, els portadors de 1’al-lel —159*T
presentaven una concentracié mitjana d’IgEs totals
(217+27 Ul/ml ) superior a la de dels individus portadors
de —159*C (157+19 Ul/ml) (p2s=0,07).

Aquesta tendéncia amb les concentracions d’IgEs
pero, no s’evidencia en la mostra infantil (p>0,5). D’altra
banda els pacients infantils portadors de CD14-159*T
presentaven una concentracid mitjana d’eosinofils
(775£225 cel/ml) superior a la de dels individus portadors
de —159*C (3254115 cél-lules/ml). Aquesta diferéncia,
encara que no era significativa, es troba en el limit,
p2s=0,08.

Respecte la wvariant 1433G>C no existeien
diferéncies ni tendéncies (p>0,4), tant en la concentracié
d’IgEs com en la d’eosinofils en sang.

Models d’accid

En la poblacié infantil quan es va considerar el
genotip CDI14-159, es va observar que 1’al'lel T en
dominancia estava incrementat en els pacients amb
eosinofilia (p2s=0,006) amb una tendéncia similar en els
pacients amb atopia? (p2s=0,07). Les concentracions
mitjanes d’eosinofils eren de 2305+714 c¢l-lules/ml en
els portadors de 1’al-lel T respecte als homozigots per a
I’al'lel C, amb una mitjana de 625+182 cel-lules/ml
(p2s=0,033). D’altra banda, quan es va comparar 1’edat de
presentacio, en la poblacid infantil, els pacients
homozigots per a I’alllel T presentaven una edat
d’aparici6 de la malaltia lleugerament inferior que els
portadors de lalllel T (1,92 0,31 vs 3,19
+0,56)(p2s=0,05).

En la mostra d’individus adults només era evident
un excés d'homozigots per —159*T en els pacients amb
una mitjana d’IgEs superior a la mitjana de la poblacid
adulta (p2s=0,05).
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Estudi d’haplotips.

Mitjangant 1’estudi dels haplotips es va estudiar
I’associacié amb eosinofilia. El model d’heréncia estimat
que millor s’ajustava a les dades era un model recessiu
(khi*=12,72; pooo = 0,03).

Encara que amb falta de poténcia, es van
analitzar les 19 families amb asma IgE dependent, que
s’havien reunit. En 1’analisi per TDT és va observar una
transmissio  preferent de [I’alllel /433*G, amb 7
transmissions (contra 10 no transmesses) no a 1’individu
afecte (p=0,008), mentre que en el TDT2 (considerant la
transmissio de les dues variants de forma conjunta) no es
va observar la transmissio preferent de cap haplotip, en tot
cas una menor transmissié de 1’haplotip —159*T/1433*C
amb un valor de p=0,025.
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Regio cromosomica 6p21

Gens Ltai TNF

Els gens Lt i TNF es troben separats tres kb en la
regi6 denominada de Classe III del Complex Major
d’Histocompatibilitat, telomerics als gens de Classe II i
centromerics als gens de Classe 1.

H471kS

Lta*Ncol

Limfotoxina alpha
6p21.3

472k
H473k
474k

475k I

476k

TNF-308

Factor de Necrosi Tumoral
6p21.3

Figura 19

Resultats

en la mostra dels casos és molt més significativa
(p<0,000001) amb una D’=+0,91, amb petites diferéncies
depenent del grup d’asma analitzat (infantil i adult).

Taula 42

Esquema de la disposicié cromosomica dels gens Lta i TNF

Es va investigar 1’associacid6 amb asma i els
fenotips intermedis de dos variants préviament descrites:
una substitucio en la zona del promotor del gen TNF (-
308 G/A) i una altra en una zona no codificant, en el
primer intr6 del gen Lt (variant Neol ) (figura 19).

Lta*l (variant amb diana de restriccid Ncol)
representa 1’al-lel majoritari amb una freqiiencia del
72,9%. La freqiiéncia en els grups de pacients adults i
infantils és similar (72-76,3%) i lleugerament superior a
la del grup control (70,2 %). TNFI (variant TNF-308 G)
¢és amb el 89,1% I’al-lel més freqiient, amb proporcions
similars en els grups de pacients (89,4-87,8%) i controls
(90,4%). Les diferéncies, perd, no sén estadisticament
significatives (taula 42).

Les variants TNF-308 i Lta*Ncol es troben en
equilibri de H-W tant en la poblacié control com en la
mostra de pacients (p>0,4), amb petites diferéncies entre
els dos grups de pacients.

Els dos canvis presentaven associacid al-l¢lica
significativa en la mostra de controls (p2s=0,0001), amb
un coeficient de desequilibri entre els al-lels Ltal i TNF2
de D’=+0,80 (sd=0,16). L’associacio al-l¢lica observada

Freqiiéncies genotipiques de les variants 7VF-308 i Lta*Ncol.

Lta

1/1 1/2 2/2 H-W*
Asma adult (7130) (432/0) % Z%%) 0,62
S v (7,93 v Gl 162 v 60?53 vy 043
Grup control (10,3 %) (39}69%) (Sgéf%) 0,67

INF
1/1 1/2 2/2 H-W*
Asma adult (791,163%) (19?78%) (0’71 %) 0,60
Asma infantil (78?2 %) (18,79 %) (2,71 %) 0,48
Grup control (81?39 %) (18,% %) 0,47

* p2s de test d’equilibri de H-W

L’al-lel Lta2 s’ha trobat associat amb nivells serics
d’IgEs elevats (superior a la mitjana d’IgEs) en la mostra
d’asma adult (p2s=0,036), i Ltal amb HRB en la mostra
d'asma infantil (p=0,055), encara que en aquest cas s’ha
de valorar que només hi havia un individu sense HRB
(homozigot Ltal/Ltal).

Les concentracions mitjanes d’IgEs associades a
Lta2 1 TNF1 son lleugerament superiors, encara que les
diferéncies no son significatives (290,15+27 1 249,8+45
Ul/ml respectivament en Ltal i Lta2, i en el locus TNF,
210+48 respecte 290+£25 Ul/ml). Els nivells d’eosinofils
és més elevat en el cas de I’allel Lta2 , encara que les
diferéncies no son significatives (649+294 vs 1454+368
cel/ml).

Es van analitzar les relacions de dominancia o
recessivitat dels al-lels Ltal 1 TNF2. TNF2 de forma
dominant (TNF2/2 i TNF2/1) es troba associat amb atdpia
cutania (p2s=0,037) en la mostra total (adults i nens), pero
per grups, només es conserva en els adults (p2s=0,02).
Només hi ha dos homozigots TNF2 (taula 42), els dos
amb uns nivells baixos d’IgEs totals, i en el cas del nen,
aquest no té historia familiar d’al-lérgies.

Lto mostra una tendéncia en codomindncia amb
els nivells elevats d’IgEs. De forma especifica 1’al-lel
Lta2 quan es va considerar un efecte dominant, és més
freqiient en els individus amb nivells elevats d’IgEs
(superiors a la mitjana) en la mostra d’asma adult
(p2s=0,037). Coneguda la dependéncia de I’edat dels
nivells d’IgEs es va fer una analisi de regressi logistica
considerant I’edat. Per aixo és va fer una classificacié dels
individus per classes d’edat. Els resultats de la regressio
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van demostrar 1’associacié dels nivells d’IgEs amb 1’edat
(p=0,0024) en la poblacié adulta. L’associaci6 amb la
Lta2 era estadisticament limit després de corregir per
I’efecte de I’edat (p<0,09).

En el cas de I’associacio amb TNF2, 1’atopia no
demostrava dependéncia de [’edat, pero si del sexe.
L’associaci6 amb TNF2D és manté després de corregir
per D’efecte del sexe (p=0,009).

En el cas dels nens, es va observar una relaciod
entre Ltal i una edat d’aparicié de la malaltia per sobre
de tres anys amb un efecte dominant de I’al-lel Ltol: el
70% (7/10) dels nens amb edat d’aparici6 superior a tres
anys respecte del 28% (7/25) dels nens amb edat inferior
de 3 anys (p2s=0,011),. L edat d’aparicié de la malaltia en
els homozigots Lta2 era de 1,81+0,22 anys respecte a
3,36+0,76 en els portadors de Ltal (p2s=0,07).

No es va observar cap associacié amb el tret
d’asma epidémic o altres marcadors d’atopia o asma, com
I’eosinofilia. En aquest cas és interessant apuntar que els
quatre casos de nens sense eosinofilia eren homozigots
per Lta2 i per a TNF1.

Associacioé amb haplotips

Mitjangant el programa Pmplus es va realitzar un
estudi d’associaci6 amb haplotips. Les significacions
empiriques es van aconseguir després de 1000 répliques
(p100o) per a cadascun dels models, eren significatives,
perd, no es va poder obtenir, una idea clara del model
d’heréncia més probable (taula 43).

Taula 43
Resultats de I’analisi d’haplotips estimats de les variants Lta i TNF
Khi® gll p P1000
Recessiu 9.68 3 0.021 0,018
Dominant 9.94 3 0.019 0,016
Model-free 9.94 4 0.041 0,019
Heterogeneitat 9.94 3 0.019 0,018

Quan es va testar 1’associacid dels haplotips amb el
fenotip atOpia cutania, 1’haplotip format pels al-lels
Ltol i TNF2 presentava una freqiiéncia augmentada
respecte a la resta d’haplotips possibles, la qual cosa
confirma els resultats obtinguts en [’analisi anterior.
L’analisi dels marcadors de forma individual va ser
negatiu per a Lto, i molt significatiu per a TNF. La millor
significacié es va observar amb un model dominant
d’heréncia (p=0,0047; p190e=0,0060).
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Regio cromosomica 16p12

Gen de Ila cadena o del
d’interleucina 4 (IL4RA)

receptor

El gen de la cadena o del receptor d’interleucina
4 mapa al brag llarg del cromosoma 16, en una regi6 que
ha estat associada amb asma i atopia en diversos estudis
independents. El nostre grup va realitzar un estudi de les
variants [50V 1 Q551R, i a més amb col-laboracié amb el
grup del Dr. Lozano de I’Hospital Clinic de Barcelona es
van analitzar altres cinc SNPs codificants del gen /L4RA
en dues mostres independents de pacients; 65 individus
amb asma (del grup d’asma adult de Barcelona) i 31
individus classificats com al-lérgics a partir de proves
cutanies positives a una bateria d’al-lergogens ambientals
(Parietaria, Phleum, Olea, etc). Com a grup control es
van utilitzar 47 individus sense allérgia (i
majoritariament amb nivells d’IgEs inferior a 100UI/ml).

El primer que es va realitzar va ser una comparacio
de la distribucié al‘lélica en un estudi d’associacio de
tipus cas control.

A la taula 44 s’han resumit les freqiiéncies dels
canvis en les tres mostres estudiades.
Taula 44

Freqiiéncia al‘lélica dels SNPs analitzats en les mostres de pacients i
individus controls

L Albngn | SoEl
no al-lérgic
150V
1 91 31 53
(53,5%) (50%) (57,6%)
\Y 79 31 39
(46,5%) (50%) (42,4%)
E375A
E 121 53 85
(82,9%)  (91,4%) (90,4%)
A 25 5 9
(17,1%)  (8,6%) (9,6%)
C406R
C 124 51 88
(89,9%) (91,1 %) (93,6 %)
R 22 5 6
(151%)  (8,9%) (6,4 %)
S411L
S 137 56 88
(93,8%) (100 %) (95,7 %)
IL, 9 4
(6,2 %) (4,3 %)
S478P
S 132 54 77
(78,6 %) (87,1 %) (81,9 %)
P 36 8 17
(21,4 %) (12,9 %) (18,1 %)
Q551R
Q 125 51 75
(74,4 %) (82,3 %) (79,8 %)
43 11 19
(256%) (17,7 %) (20,2 %)
V5541
\Y 167 60 93
(982%) (100 %) (98,9 %)
I 3 1

Resultats

No es va detectar cap al-lel 411L entre els pacients
al-lergics (4,3 1 6,2% en controls i en asmatics
respectivament) (taula 44).

Associacions amb els fenotips intermedis

Quan es van analitzar els fenotips intermedis
d’asma, en el grup de pacients que presentaven el fenotip
atopial es va observar un increment de les freqiiéncies de
les variants R406 (20% vs 7,1%; p2s=0,055) P478 (26,4%
vs 12,9%; p2s=0,051) 1 V554 (100% wvs 95,2%;
p2s=0,047).

A més, es va observar un augment de la freqiiéncia
de les variants A375, R406 i P478, en el grup de pacients
al-leérgics amb nivells d’IgEs superiors a 100UI/ml, amb
una freqiiéncia del 13,2%, encara que només eren 5 al-lels
i la significacio estadistica era baixa. Dintre del mateix
grup la variant 150 mostrava un augment significatiu
(25,9% vs 4%; p2s=0,023) en els individus amb nivells
molt elevats d’IgEs (>400Ul/ml).

Equilibri de Hardy-Weinberg

L’estudi individual de les freqiiéncies genotipiques
en les tres mostres d’individus mostrava que les variants
estan en equilibri d’Hardy-Weinberg, encara que existien
diferéncies en el grau d’allunyament de I’equilibri. A la
figura 20 es representa les diferéncies observades entre les
tres mostres.

nivell designificacié p=0,05
-1,3

-1,14

-0,9
E375A

C406R
0,7 o~ %

0.5 \
03
0.1 L\ sa78P V5541
' SMIL
A A 4 o

0,14

X

log (p value)

al-lérgia —— control noal-lérgic

Figura 20

Representacié de les mesures d’equilibri de Hardy-Weinberg en les
mostres analitzades. A I’eix d’ordenades es representa els diferents
canvis, situats de forma relativa a la seva posicié6 en el gen. A
abscisses, els valors log (p value) representen la mesura que les
freqiiéncies genotipiques s’allunyen de Dequilibri H-W, sent
significatiu amb valors de log (pvalue)=-1,3, i minim a 0. En els cas
de la mostra d’al-lérgics en el punt S411L no s’ha pogut calcular
degut a que el 100% s6n homozigots.
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Genotips

Es van estudiar les diferéncies genotipiques de les
variants, considerant un efecte recessiu o dominant de la
variant majoritaria. L’estudi es va fer en relacié amb els
fenotips que mostraven més significacid; atopial i
al-lérgics amb nivells superiors a 100Ul/ml d’IgEs. A la
taula 45 s’ha resumit les freqiiéncies genotipiques
observades en els diferents subgrups.

Taula 45

Freqiiéncia genotipica dels SNPs analitzats en les submostres de
pacients amb asma i al‘lérgia.

Atopial No Allergia  Al'lérgia Control
atopial >100 <100 no al-lérgic
150V
/v 41 23 14 7 37
(75,9%) (75,9%) 73,7%)  (77,8%) (80,4%)
\'A% 13 8 5 2 9
(24,1%) (25,8%)  (26,3%)  (22,2%) (19,6%)
VV/1IV 37 21 15 7 30
(68,5%) 67,7) (78,9%)  (77,8%) (65,2%)
I 17 10 4 2 16
(31,5%) (32,3%)  (21,1%)  (22,2%) (34,3)
E375A
AA/EA 15 6 5 9
(33,3%) (21,4%) (26,3 %) (19,1%)
EE 30 22 14 7 38
(66,7%) (78,6%) (73,7 %)  (100%) (80,9%)
C406R
#RR/CR 15 4 5 6
(33,3%) (143%) (26,3%) (12,8%)
CcC 30 24 14 6 41
(66,7%)  (85,7%) (73,7%) (100 %) (87,2%)
S411L
LL/SL 6 3 4
(13,4%) (10,7 %) (8,7%)
SS 39 25 19 6 42
(86,6%) (89,3%)  (100%)  (100%) (91,3%)
S478P
## PP/PS 24 8 5 2 16
453%) (258%) (26,3%) (22,2%) (34%)
SS 29 23 14 7 31
(54,7%)  (742%) (73,7%) (77,8 %) (66%)
Q551R
§ RR/QR 27 10 8 2 17
(50,9%) (323%) (42,1%) (22,2%) (36,2%)
QQ 26 21 11 7 30
(49,1%) (67,7%)  (57,9%) (77,8 %) (63,8%)
V5541
§§ I/VI 3 1
9,7%) 2,1%)
\'A% 54 28 19 8 46
(100%) (90,3%)  (100%)  (100%) (97,9%)

# R406 dominant; p=0,06 atopial vs no atopial; p=0,017 atopial vs

controls

## PA78 dominant; p=0,06 atopial vs no atopial
§ RS551 dominant, p=0,07 atopial vs no atopial

freqiiéncia augmentada en els pacients sense atopial
(p2s=0,046) i en els controls (NS).
Desequilibri de lligament entre les variants
d’ll4RA

En el cas de les variants de 1’ex6 12 es va poder
estimar el desequilibri de lligament real entre els diferents
canvis. Tot i estar en una zona molt proxima, el
desequilibri no és total entre les variants. En ’esquema de
la figura 21 es sintetitza quines son les relacions de
lligament entre les diverses variants en les tres mostres
estudiades:

Asma m &} %] %) o >
E375A  + + - + + +
C406R  + - + + -
S411L  + + + -
S478P + + -
Q551R - + -
V5541 +
Allérgics
E375A + + Nc + + -

C406R  + Nc i s -
S411L  Nc Nc Nec Nc

S478P  + . +
Q551R  + -
V5541 +
Controls no
al-lérgics
E375A  + + _ + + o
C406R | + _ + + )
S411IL 0,10 -0,06 + + + -
S478P 04 1 1 + + -
Q551R 0,88 1 1 072 + -
V5541 1 0,068 -021 -021 -023 @+
Figura 21

La variant R406 que ja presentava una tendéncia
similar en el grup total d’asma, es troba de forma
dominant amb una freqiiéncia més elevada en els pacients
amb atopial que en els controls (p=0,017). A més, encara
que no ¢és estadisticament significatiu P478 i RS551
presenten una freqiiéncia major. 1554 presenta una
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Esquema de les relacions d’associacié al-lélica entre els diferents
parells de marcadors de I’ex6 12 del gen de I’Il4-R. La relacié de
desequilibri de lligament entre els parells indicats en els dos eixos
esta marcat en gris amb les relacions positives (+), en blanc les
relacions negatives (-) i les no calculades per abséncia d’homozigots
(Nc). Les relacions d’associacié difereixen entre les mostres. A la
part inferior es representen els valors del coeficient de desequilibri
calculat en els controls, les relacions estan calculades respecte a les
variants salvatges.

Nivells d’IgEs

El binomi 114-114R té una funcié molt ben definida
en la regulacio de I’expressi6 de les IgEs. Aqui s’ha
estudiat la relaci6 de les variants geniques amb Ia
concentracio d’IgEs totals en seérum. A la figura 22 es
representa la mida i les concentracions mitjanes dels
diferents grups i subgrups estudiats.



Resultats

O asma atopial Oasma no atopial

Oal-lérgiai >100

Dallergiai <100  Dcontrol |

25,27U1/ml (sd=3,39)

261,3 Ul/ml (sd=32,7)

Figura 22

374,89 Ul/ml (sd=88,07)

39,56 Ul/ml (sd=23,55)

47,39 Ul/ml (sd=10,87)

Concentracié mitjana d’IgEs totals (Ul/ml) en el sérum en els grups d’individus analitzats. La mida de les porcions del formatge correspon a
la mida total del grup estudiat, encara que no de tots els individus es té les mesures de la concentracié d’IgEs; 19/47 en controls, 28/31 en

al-lérgics i 144/145 en asmatics.

Els tres grups estudiats presenten grans diferéncies a
nivell de la concentracié total d’IgEs: 184,40 Ul/ml
(£23,36) en el grup d’asma, 267,11 Ul/ml (£66,5) en els
al-lergics i 47,39 Ul/ml (£10,87) en els controls no
al-lérgics. Les diferéncies entre el grup de controls i de
pacients (grup d’asma i d’allérgics) sén molt
significatives.

Quan es va considerar el fenotip atopial les
concentracions detectades eren molt superiors als
pacients amb asma sense atopial (test T, p2s<0,0001) i
similars a les presents en el grup d’al-lérgics. Pero el grup
del pacients al-lérgics tampoc és homogeni quant als
nivells sérics d’IgEs; fins a un 32% tenia uns nivells
baixos d’IgEs totals (inferior a 100UI/ml), amb una
concentracié mitjana similar a la dels controls i pacients
asmatics sense atopial.

La correlaci6  genotip-fenotip, quant a
concentracions d’IgEs no era clara. Només en el cas dels
pacients al-lérgics amb nivells superiors a 400 Ul/ml
s’havia observat un augment de la freqiiencia de la
variant 150. A la taula 46 es resumeixen les
concentracions mitjanes corresponents a cada al-lel en les
tres mostres, i encara que hi ha diferéncies, no sén
significatives.

Per tal de definir la relaci6 amb la concentracid
d’IgEs i els genotips es va triar els individus asmatics
pero sense atopial. Els nivells d’IgEs en aquest grup
eren sensiblement més baixos que en els individus amb
atopial i similar a les que es van observar en els controls
no al-lérgics.

En aquest grup, les variants A375, P478 i R551 en
dominancia tenen associades unes concentracions d’IgEs
més altes que 1’homozigot de la variant més comuna
(figura 23).

En el grup de pacients allérgics, els individus
amb  valors  d’IgEs<100  Ul/ml  presentaven
concentracions més elevades en el cas de tenir la variant
150 en dominancia, encara que no significatives: 42,86 vs
28; p2s>0,1. En el cas de les altres variants Ies
diferéncies no eren significatives.

Taula 46

Concentracions mitjanes d’IgEs en sérum segons al-lels individuals

Asma Allergia Cont‘r 01.
no al-lérgic

150V

I 174,22+25,73  341,22+7,30 42,7+11,65

V  194,81+34,02 198,10+£52,12 25,568
E375A

E 177,674£25,34 293,96+54,38 38,09+8,35

A 168,08+50,58  200+£32,12 13,75+6,61
C406R

C 165,34+423,29 303,87+56,36 38,09+8,35

R 183,36+56,81  200+31,12 13,75+6,61
S411L

S 167,51+54,56  293,48+50,94 32,14+7,63

L  176+54,56
S478P

S 170,39+22,19 282,80+52,72 38,69+9,40

P 221,31455,64 157,29+35,81  25,33+10,46
Q551R

Q 168,03+21,79 265,87+54,12 38,53+9,08

R 194,88+47,43 272,80+82,95 24,25+1,80
V5541

V  186,08+21,25 274,37+48,05 35,23+7,58

T SA+14 72

121



En el grup de pacients al-lérgics amb nivells
>100UI/ml, les variants A375, R406 i P478 en
homozigosi (p2s=0,06) i la variant 150 en dominancia
(p25=0,055) presenten una concentracié d’IgEs elevada.

v [ 36.7
W e — 44,38
I I 35,5
WV e} 40,19
ANEA [ 59.83*
EE [ 32.55
RRICR [T 55,5
cc =} 3554
LL/SL
ss /0 36,48
PPisP g — 54,13
ss /1333
RRIOR [ 51,6°
QQ B0 32,52
v [ 56
v ) 36,82

150V

Q551R  S478P  S421L  C406R _ E375A

V554I

* test F, p25<0,01

Figura 23

A la taula 47 s’indica quins eren els haplotips i
les freqiiéncies en les tres mostres.

El grup d’atopial presentava un increment de la
freqiiéncia respecte als controls de 1’haplotip ARSPRV,
En el grup de controls no allérgics eren presents els vuit
haplotips, set en asma i cinc en els al-lérgics amb una
freqiiencia del 20% respecte el 6,4% en controls no
al-lérgics (p2s=0,0079) (taula 48).

Taula 48

Concentracions d’IgEs totals (UI/ml) en sérum per genotips en
pacients asmatics que no presenten el fenotip aropial. Tots els
individus tenen concentracions d’IgEs menors de 100UI/ml, i no
presenten atopia cutania. En el cas de ISQV es representa els
genotips amb dominancia d’I50 o de V50, en la resta de les variants
només és representat el genotip dominant per la variant menys
freqiient.

Haplotips i concentracions d’IgEs

En el conjunt de les tres mostres Lozano i coll,,
han pogut definir fins a vuit haplotips diferents formats
per les variants de I’ex6 12 (Lozano et al. 2001).

Taula 47

Freqiiéncia dels haplotips de I’exé 12.

Asma Al-lergia Control
no al-leérgic
ACSPRV 2
(2,1%)
ACSSRI 3 1
(2,1%) (1,1%)
ARSPRV* 22 5 6
(15,1%) (9,3%) (6,4%)
ECLPRV 9 4
(6,2%) (4,3%)
ECSPQV 2 2 4
(1,4%) (3,7%) (4,3%)
ECSPRV 1 1 1
0,7%) (1,9%) (1,1%)
ECSSQV 105 41 71
(71,9%) (75,9%) (75,5%)
ECSSRV* 4 5 5
2.7%) 9.3%) (5.3%)

*nle=N NA
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Freqiiéncia dels haplotips observats en els grups de pacients i
controls, amb la mitjana d’IgEs observada i la desviacié (SEM).

*
> > > > > >
- & X 9 & 2
B 7] A R [ A »n »n
w2 2] 172} — w2 wn wn w)
Q Q & &) Q Q Q Q
< < < = = = = =
Atopial
18 6 1 1 61 3
(20%) (6,7%) (1,1%) (1,1%)(67.8%) (3,3%)
(IgEs U/ml] 211,78 2373 24221 600
(67.86) (6957) 0% B 3135) (519,84
No
topial 3 4 3 1 44 1
dIoD (5.4%) (7,1%) (5.4%) (1,8%) (78,6%) (1,8%)
(IgEs Ulml) 56 5550 5433 o 34,11 @
(14,73) (12,25) (18,58) (2,83)
Al-lergic
~100 5 30 3
(13,2%) (78.9%) (7.9%)
(IgEs Ul/ml) 200 387,30 542,33
(32,12) (74,19) (205,79)
Al-lergic
<100 1 1 7 1
(10%) (10%) (70%) (10%)
(IgEs Ul/ml} 27
76 3 o7y 6
Control , 6 4 4 1 7 5

(2,1%) (1,1%) (6,4%) (4,3%) (4,3%) (1,1%) (75,5%) (5,3%)
(IgEs Ulml, 1375 . 175 0 477 12
(6.61) (6,74) (1031)  (5.51)

* ARSPRV p2s=0,0079 atopial vs controls
Nd, sense dades

Nd Nd

Variant I50V

La variant [50V (ex6 5) esta a 20 kb de I’ex6 12.
Considerant els haplotips com a unitats senceres o
“al-lels”, es va realitzar estudis d’associacié amb les 8
variants haplotipiques descrites i la variant IS0V.

La variant I50V presentava una associacié amb
distints haplotips en les diferents mostres. Es va observar
que en la mostra de controls la variant [50 s’associa amb
I’haplotip més comi, ECSSQV, mentre que V50
s’associava amb els haplotips ECSSRV i ECLPRV. En el
cas de I’asma (i del fenotip atopial), la variant 150



presenta una associacié significativa amb [’haplotip
ARSPRV amb una D’=0,5, mentre que V50 amb
I’haplotip ECLPRV, D’=1. En els allérgics pero
ARSPRV es presentava associat amb V50 (D’=1) i
ECSSRYV amb 150 (D’=1).

Resultats
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Analisi de la regié 19p13

Association study of the chromosomal region
containing the FCER2 gene suggests it has a
regulatory role in atopic disorders.

Laitinen, T., Ollikainen, V., Lazaro, C., Kauppi, P.,de
Cid, R., Anto, J. M., Estivill, X.,Lokki, H.,Mannila,
H.,Laitinen, L. A.Kere, J.

Am J Respir Crit Care Med (2000) 161: 700-706

En aquest treball es presenten les dades de
I’estudi de microsatel-lits de la regié 19p13. El doctorant
es responsable de 1’analisi del marcadors moleculars i de
I’analisi estadistica preliminar. En la addenda es presenta
una analisi més detallada dels resultats.

Resultats
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Analisi de la regié 19p13

Gen candidat FCRE?2.

El gen FCRE2 mapa a la regi6é 19pl13 i és un
candidat funcional important en relacio a la regulacié de
la resposta d’IgEs. Estudis previs del grup col-laborador
de Finlandia han demostrat I’associacié amb haplotips de
la regi6 encara que no han trobat cap canvi en la
seqiiéncia del gen. Nosaltres vam estudiar la regio en
relacié amb asma mitjangant marcadors microsatel-lits de
la regid, concretament amb els marcadors que en I’estudi
finlandés donaven la més alta significacio: D195884,
D1985922,1D19S534.

La distancia fisica de 3 Mb; tel - D19S5534- 2 Mb -
D195922- 13 kb -D19S884 - cen.

A la taula 49 s’han resumit les freqiiéncies
alleliques observades dels marcadors estudiats. Tots els
allels presentaven equilibri de Hardy-Weinberg en la
mostra control, mentre que es perdia en el cas del
marcador D19S884 en la mostra de pacients (p=0,04).

Taula 49

Freqiiéncies al-léliques dels marcadors microsatel-lits de la regio
19p13

Resultats

sense HRB (13 vs 0; p2s=0,042). Aquesta associacié amb
I’HRB es perdia després de corregir mitjangant una
analisi de regressié logistica, per I’efecte del sexe i de
I’edat en I’HRB.

Els dos marcadors més centromérics presentaven
una associaci6 amb asma i fenotips intermedis. La
freqiiéncia al-lélica del marcador D795834*D1 era més
elevada en la mostra d’individus amb atopial: 13,5%
(n=24) vs 5,3% (n=5), p2s=0,040, i en els individus amb
nivells d’IgEs>100Ul/ml; 14,9% (n=18) vs 7,3% (n=11),
p2s=0,05. L’associacié es mantenia després de corregir
pel sexe i ’edat en el cas de ’atopial (p=0,046), mentre
que en el cas dels nivells d’IgEs la correccid per 1’edat es
perdia (p=0,051).

El tercer marcador, D/95922, presentava una
freqiiencia de I’al'lel D79S922*D3 augmentada en la
mostra d’individus asmatics en comparaci6 amb els
controls de la poblacié general: 12,6% (n=36) vs 4,3%
(n=4), p2s=0,031, significacid6 que es mantenia després
de corregir per I’efecte del sexe. Altres allels del
marcador DJ95922 presentaven diferéncies en la
freqiiéncia en diversos fenotips. L’al-lel D/95922 *D8
presentava una freqiiéncia augmentada en els individus
que presentaven uns nivells d’IgEs per sobre de la
mitjana (7,9% (n=6) vs 2,4% (n=5), p2s=0,044) o majors
de 200UI/ml (8,9% (n=6) vs 2,3% (n=5), p2s=0,029),
encara que les correccions per ’edat fan que desaparegui
la significaci6 de I’associaci6 (p=0,16) (taula 50).

D195922 D195884 D195534
Taula 50
cas control  cas control cas control Resultats de ’analisi dels marcadors microsateél-lits
Al‘lels
DI 71(24,8) 19(2043) 29(10,62) 8(8,99) 11 (4) marcador _fenotip b p*el
D2 7245 22,150 5(1,832) 4(4,49) 203(75) 66 (75) D195922*D3  Asma 0,04 0,03
D195884*D1 1gEs>100 Ul/ml 0,05 0,051
D3 36(126) 4@43) 18(6593) 7(7.87) 15(55 2(23) DI9SS$4*DI  Atopial 0.04 0,046
D4  25(8,74) 7(7,52) 42(1538) 7(7.87) 44(16) 19(21,6) *rl, correccid per regressio logistica
D5  37(129) 16(17,2) 47(17,22) 13(14,6) 1(04)
D6 41(143) 14(1505 8(2,93) 1(L12) 1(1,1) ) ., i
Estimaci6 d’haplotips
D7 52(182) 24(2581) 22(8,059) 11(12,4)
D8 11(3.85) 4(43) 12(4,396) 6(6,74)
D9 3(1.05) 78 (28.57) 27 (303) Mitjangant estimacié dels haplotips (PMPLUS i
DI0  1(035) 72564 2(225) ZFd) es va estimar el desequilibri de lligament entre els
DIl 207) 3023 51832 1(L12) dlfer.ents parells de marcadors. "I‘\Ior.nes ’es varen
D12 L(L12) considerar els al-lels amb una freqiiéncia més alta del
I3 1(1512) 5%. La significacido més alta en aquest grup va ser entre

Cap dels al‘lels del marcador D79S534 presentava
associacié amb asma. L’al-lel D/95S534*D3 presentava
una distorsid en els individus varons, i en els pacients
amb hiperresposta bronquial, sent absent en els individus

els marcadors D195922*D4 1 DI19S884*D1 amb un
coeficient D’=0,7 1i entre els marcadors D195922*D3 i
D195884*D7 amb un coeficient D’=0,6 .
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Missense Mutations in the Cystic Fibrosis
Gene in Adult patients With asthma

Rafael de Cid, Conxi Lazaro, Jordi Sunyer, Joan
Soriano, Javier Giménez, Moénica Alvarez, Teresa Casals,
Josep M. Ant6 and Xavier Estivill

Human Mutation 14:510-519 (1999)

Resultats
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CFTR and asthma in the French EGEA
study

de Cid R, Chomel JC, Lazaro C, Sunyer J, Baudis M,
Casals T, Le Moual N, Kitzis A, Feingold J, Ant6 J,
Estivill X, Kauffmann F.

European Journal of Human Genetics: 2001 67-9.

Aquest treball es va realitzar amb col-laboracid
amb el grup de la Dra. Kauffman. El nostre equip va
realitzar 1’analisi de les variants de CFTR amb error de
sentit en la mostra EGEA.

Resultats
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Different role for Cystic Fibrosis
Transmenbrane regulator gene (CFTR)
variants in Childhood asthma.

de Cid R, Casals T, Vazquez C, Elorza X, Estivill X and
Lézaro C.

Sotmés setembre 2002 Clinical Experimetal
Allergy

Resultats
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A new approach for identifying non-
pathogenic mutations. An analysis of the
Cystic fibrosis transmenbrane regulator
gene in normal individuals.

C. Bombieri, S Giorgi, S.Carles, de Cid R, F. Belpinati,
C. Tandoi, N, Pallares-ruiz, C. Lazaro, B. Ciminelli, M.
Romey, T.Casals, F. Pompei, G. Gandini, M. Claustres,
X. Estivill, P. Pignatti and G.Modiano.

Human Genetics (2000) 106: 172-178

En aquest treball es presenten les dades de la
freqiiencia de les variants detectades en la poblacio
general en tres poblacions mediterranies, i s hipotetitza
sobre el paper patogénic de les variants en base a la seva
freqiiencia a la poblaciéo general. El nostre grup va
realitzar I’analisi de la mostra d’individus de la poblacio
espanyola.

Resultats
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Enquesta
a portadors de mutacions a CFTR

Per a estudiar la contribucié del gen CFTR a
I’asma es va realitzar una enquesta sobre la preséncia de
simptomes respiratoris d’asma en la poblacié espanyola
portadora de mutacions en el gen CFTR. A continuacid
s’explica com es va realitzar el procés i els resultats que
se’n van derivar.

Es va dissenyar un qiliestionari curt on
s’interrogava sobre la preséncia de problemes respiratoris
generals, aixi com per la preséncia especifica de
simptomes respiratoris en un periode de temps concret
(els darrers dotze mesos) (veure annex 2). El qiiestionari
es basava en els models proposats per la IUATLD per
investigar la preséncia d’asma a través de la descripcid
dels simptomes respiratoris recents.

Es va considerar que un pacient presentava asma
quan responia de forma afirmativa a la pregunta ;ha
tingut sibilacions o xiulets al pit durant els darrers dotze
mesos?, a més d’una resposta afirmativa a alguna de les 5
qiiestions segiients; simptomes nocturns d’opressio?,
simptomes nocturns d’ofec? simptomes nocturns de tos?,
atacs d’asma? o is de medicaci6 antiasmatica?.

Juntament amb les qiiestions sobre simptomes
respiratoris es va incorporar la pregunta sobre preséncia
de rinitis, aixi com la descripcié d’altres problemes
respiratoris presents (sinusitis, al-1érgies, refredats, etc.).

Amb la intencié d’entrevistar als portadors
obligats de mutacions a CFTR, juntament amb el butlleti
mensual d’informacié de I’Associacié Espanyola de
Malalts de FQ, es va fer arribar un exemplar del
qiiestionari a 7000 socis de 1’associacid. D’aquests,
només un 8,4% van ser contestats (n=589). Per a que la
mostra fos el més independent possible es van descartar
els membres relacionats directament (pares-fills, germa-
germa, etc..) comptabilitzant només els membres no
relacionats de la familia. Amb aquesta estrategia vam
incloure 462 qiiestionaris (6,6 % dels enviats).

Els 462 individus de la mostra eren espanyols
provenint de totes les regions de I’Estat, el 48,8% eren
homes, amb una edat mitjana de 56,1 anys i un rang
d’edat entre 12 i 92 anys. L’edat mitjana entre homes i
dones era lleugerament inferior en homes [55,31 (25-92)]
que en dones [56,8 (12-85)]; T test, p,s =0,101. La
mitjana d’edat en els subgrups amb problemes
respiratoris, amb asma o amb rinitis era similar.

Resultats

Taula 51

Descripci6 i freqiiéncia de les mutacions reportades en I’enquesta.
El diagnostic d’asma esta basat en els simptomes respiratoris
reportats pels pacients.

% g
Mutacio _ 2 © 2 g °
= A~ »n 2 < @n <
%m %M % (n) % (n) % (1)
G85E 04(1) 25(1) 0,4 (1)
E92K 0,4 (1) 0,4 (1) 0,4 (1)
R117H 0,4 (1) 0,4 (1) 0,4 (1)
H119Y 04(1) 25(1) 04(1) 0,4 (1)
P205S 0,4(1) 0,4 (1) 0,4 (1)
V232D 0,4 (1) 0,4 (1) 0,4 (1)
R334W 0,72 5(2) 43(1)  04(1)
R347H 0,4 (1) 0,4 (1) 0,4 (1)
R347P 0,4 (1) 0,4 (1) 0,4 (1)
G542X 72200 753) 72017 872  7,1(18)
A561E 0,7 (2) 0.4 (1) 0,4 (1)
G673X 0,4 (1) 0,4 (1) 0,4 (1)
K710X 0,4(1) 2,5() 0,4 (1)
Q890X 0,7 (2) 0,9 (2) 0,8(2)
L1065R 0,4 (1) 0,4 (1) 0,4 (1)
R1066C 18(5) 25(1) 17(%) 43() 164
Y1092X 04 (1) 0.4 (1) 0,4 (1)
R1162X 2,2 (6) 2,6 (6) 2,4 (6)
G1244E 0,4 (1) 0,4 (1) 0,4 (1)
W1282X 0,72 25(1) 04(1) 43(1) 04(1)
NI1303K 43(12) 2,5(1) 4711 43(1) 4.4(11)
Q1313X 04 (1) 0.4 (1) 0,4 (1)
E2-3del 0,7 (2) 0,9 (2) 0,8 (2)
1078 del T 04(1) 25() 0,4 (1)
1609 del CA 0,7 (2) 0,9 (2) 0,8 (2)
1949 del 84 0,7 (2) 0,9 (2) 0,8 (2)
1507del 0,4 (1) 0,4 (1) 0,4 (1)
F508del )6&5(189 70 (28) (61863)) 69,6 (16) 68,3 (172)
E19del 0,4 (1) 0,4 (1) 0,4 (1)
2869ins G 0,4 (1) 0.4 (1) 0,4 (1)
3905ins T  0,4(1) 0,4 (1) 0,4 (1)
1811+1,6 kbA>G 0,7 (2) 0,9 (2) 0,8 (2)
3121-1G>A 0,4 (1) 0,4 (1) 0,4 (1)
3272-26 A>G 04 (1) 0,4 (1) 0,4 (1)
5T 0,7 (2) 0,9 (2) 0,8 (2)
71141 G>T 1,1 (3) 13 (3) 1.2 (3)
712-1G>T  1L1(3) 0,9 (2) 1,2 (3)
*

en aquestes colummnes i en ombrejat s’ indiquen les mutacions
amb una freqliéncia major en la mostra de portadors amb problemes
respiratoris 0 amb asma

137



El 9,4% (n=43) dels enquestats presentava asma,
segons la preséncia de simptomes respiratoris
(sibilacions i1 simptomes nocturns, o atacs d’asma o
medicacié d’asma), sense diferéncies significatives per
geénere, encara que la proporcié era més elevada en dones
(7,6 % en homes i 11,1 % en dones, p2s=0,205).

El 8% (n=37) dels enquestats es van
autodiagnosticar amb rinitis, sent la proporcid
significativament més alta en les dones (5,3% en homes i
10,6 % en dones).

Del total d’individus enquestats, gairebé la meitat
desconeixien de quina mutacié eren portadors, o bé
només tenien el diagnostic de I’haplotip de risc sense
definicié de la mutacio. Només en determinats casos es
va poder esbrinar quina era la mutacié a partir de la
inspeccid de les histories familiars classificades en el
nostre laboratori. Com a resultat final, s’ha pogut
con¢ixer la mutacié en el 60 % (n=276) dels individus
(50,4 % d’homes). A la taula 51 s’han resumit les
mutacions presents en la mostra de pacients enquestats.

El 69,6 % de les mutacions dels individus
asmatics eren delecions (F508del) (68,3 % en els no
asmatics), la proporcid de mutacions sense sentit era
gairebé la mateixa en tots dos grups (13% i1 12,4%
respectivament) mentre que la proporcié de mutacions
amb error de sentit era major en els individus asmatics
(17,4%) que en els no asmatics (10,4%) encara que no
significativament diferents (p2s>0,3).

D’igual forma, tant en el grup de portadors amb
problemes respiratoris com en el grup especific de rinitis,
les mutacions amb error de sentit eren més freqiients
(15% 1 19% respectivament) que en el respectiu grup
control (al voltant de 10,4%), encara que tampoc de
forma significativa. Respecte als altres grups de
mutacions (delecions, i mutacions sense sentit) les
proporcions eren molt similars (p2s>0,2).

En la poblacié amb problemes respiratoris o amb
asma, es va observar una freqiiéncia més elevada de les
mutacions R334W, R1006C i W1282X, encara que s’ha
de tenir en compte que la mostra era reduida (40
individus amb problemes respiratoris i 21 amb asma) i el
namero de portadors molt reduit (taula 52). La mutaci6
sense sentit G542X que és la segona més freqiient en la
mostra global, té una freqiiencia disminuida en el grup de
portadors amb rinitis.

Entre els individus amb problemes respiratoris
perd no asmatics, 12 en son portadors de la mutacid
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F508del, i cinc individus sén portadors d’una de les
segiients mutacions: G542X, 1078 del T, G85E, K710X i
R334W. Finalment cinc dels individus amb problemes
respiratoris no definits diferents de I’asma 1 rinitis, son
portadors de la mutacio F508del.



Resultats
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PSORIASI

A |
. F—— —

L’etiologia de la psoriasi és encara confosa. L’etiopatogénia de la malaltia es debat
entre la preséncia d’un determinant epidérmic o bé d’una alteracié immune. Es clar
que existeix un component genétic important en la predisposicio, perd que

generalment es manifesta després de 1’actuacio de determinats factors ambientals

com I’estrés o el clima.

La presentacio juvenil
esta associada amb HLA-Cw*6

Des de la seva definicio el 1985 per Henseler i
Christophers (Henseler iChristophers 1985) s’ha intentat
distingir clinicament entre la psoriasi de tipus I i II
(Swanbeck et al. 1995; Bernhard 1996). En un intent
d’evidenciar aquestes diferéncies, el nostre grup va
genotipar 1’al'lel HLA-Cw*6 en 69 pacients no
relacionats 1 va estudiar la relacid6 entre Iles
caracteristiques cliniques de la malaltia amb 1’al-lel HLA-
Cw*6 1 també amb I’edat de presentacio.

Aquests resultats estan basats en I’analisi dels
casos index seleccionats amb uns criteris especificats a
priori per a incloure casos amb un component heretable
important. Aixi, tots els individus pertanyen a families
amb membres afectes en dues o tres generacions, o bé
presenten més d’un membre afecte a la familia. Aquesta
seleccio prévia €s una estratégia encertada per als estudis
de lligament que s’han realitzat, ja que enriqueix la
mostra amb casos “familiars”, pero dificulta
I’establiment d’unes classes diferenciades entre els dos
tipus de psoriasi amb un biaix positiu cap a la psoriasi
tipus L.

El nostre equip va observar una correlacié entre
I’al-lel HLA-Cw*6 i I’edat de presentacid en els casos de
presentacié més juvenil. Aixi, en considerar dos grups
d’edat amb un llindar en 1’edat mitjana de presentacio de
la malaltia en la nostra mostra (de 17 anys), es va
observar que en el grup d’individus amb una edat inferior
a 17 anys, els portadors de Cw*6 presentaven una edat
d’aparici6 inferior, sent especialment significatiu en els
individus de sexe masculi. Aquest fet confirma
I’associaci6 de Cw*6 amb 1’edat de presentacid juvenil
de la malaltia, de forma idéntica al que s'ha reportat pel
grup d’Enerback i col'l. quan van establir un llindar
d’edat en els 20 anys dintre del grup amb presentacio
primerenca (menors de 40 anys) (Enerback et al. 1997),
definint Cw*6 com un al-lel “marcador” de risc.

142 Asma i Psoriasi

El patré de localitzacidé corporal de les lesions
no difereix gaire entre els pacients, només les lesions
localitzades a les extremitats eren més freqiients en els
individus portadors de I’al-lel Cw*6. La localitzacio en
altres regions, en canvi, no sembla estar associada. El
significat d’aquesta relacio no és clar, pero el fet d’haver
estat reportat en un altre estudi realitzat en una poblacio
islandesa (Guedjonsson et al. 2002), una poblacid
d’origen étnic 1 sotmesa a unes condicions ambientals
totalment diferents a les presents en la nostra poblacid
(p-ex., menor exposicié al sol i baixes temperatures),
posa de manifest una forta determinacié genética en la
manifestacio de la malaltia deguda a I’efecte de Cw*6 (o
potser a I’efecte d’altres gens propers). D’altra banda, la
major freqiiencia de lesions al tronc que es reporta en
I’estudi islandes, només es va ser observat pel nostre
grup en les dones portadores. Aquesta diferéncia pot ser
atribuida a (1) una reduida mida mostral del grup (n=33),
(2) a un efecte modificador depenent del sexe o (3) a una
possible diferéncia en la percepcié de les lesions per part
d’homes o dones. En aquest sentit, és conegut que la
psoriasi presenta unes conseqiiéncies importants en la
qualitat de vida, amb efectes tant a nivell social com
emocional (Fried et al. 1995). Una menor afectacio
psicosocial ha estat associada amb una edat d’aparici6
tardana i amb el sexe masculi, i malgrat que un estudi
realitzat sobre la qualitat de vida dels pacients no va
revelar diferéncies en el grau d’afectacid psicosocial
entre sexes (Gupta iGupta 1995), és possible que la
preséncia de la malaltia en determinades localitzacions
pugui ser entesa de forma diferent pels homes o les
dones. D’altra banda, tampoc es pot descartar que la
psoriasi sigui un caracter influit pel sexe; de fet, ’edat de
presentacio es més primerenca en el sexe femeni.

L’aparici6 de lesions en determinades
localitzacions; els plecs, planta del peu, palmells, ungles i
tronc era indicativa d’una major severitat, i es
relacionava amb una major extensié de la superficie
corporal afectada, pero la severitat no estava influida pel
sexe ni per I'allel HLA-Cw*6. Es possible que les



formes que presenten aquesta distribuci6, amb una
severitat associada més elevada, puguin representar
formes de psoriasi amb uns determinats genics diferents a
Cw*6. Aixi, per exemple, s’ha descrit que les lesions a
les ungles estan associades a la manifestacio6 artritica de
la psoriasi, de la que s’ha postulat una determinacio
genctica diferent a la psoriasi (Gonzalez et al. 1999;
Hohler et al. 2002).

Pel que fa a les caracteristiques cliniques de la
malaltia, no es va observar una diferéncia significativa
entre els individus portadors i no portadors. Només, de
manera curiosa, destacarem que la forma de psoriasi
guttata era tres vegades més freqiient en homes, de forma
que cap la probabilitat que I’associacié d’HLA-Cw*6 i la
presentacidé primerenca observada en homes sigui un
reflex de ’associacio amb la forma guttata descrita en
altres poblacions. D’altra banda, i de forma similar al que
s’ha observat en la poblacid islandesa, els pacients que
presenten lesions amb pustules (a més de lesions en
placa) presentaven una edat d’aparicid molt primerenca
(8 anys), sent dos dels tres pacients, portadors de I’al-lel
HLA-Cw*6.

Identificacio de PSORSI com a locus de
predisposicio

Un dels objectius principals quan es va
comencar el treball era la identificacié de les regions
genomiques de predisposicid a psoriasi. Durant el
periode de col-leccio de les mostres es varen descriure
fins a tres regions de predisposicid, anomenades
PSORS1, PSORS2 i PSORS3 (Tomfohrde et al. 1994;
Nair et al. 1995; Matthews et al. 1996; Trembath et al.
1997). El nostre grup va analitzar aquestes regions i la
regi6 1g21, posteriorment anomenada PSORS4, basant-se
en la preséncia de candidats funcionals en la regio
(Hardas et al. 1996). Les altres regions de predisposicid
descrites posteriorment (veure taula 19b, pg.63), malgrat
la seva importancia en altres poblacions, no varen ser
incloses en aquest estudi i la seva implicacié en la
predisposicid a psoriasi en la nostra poblacié no esta
establerta.

Mitjangant I’analisi de lligament s’ha observat
que en la mostra de la poblaci6é espanyola analitzada la
regi6 6p21 ¢és susceptible de contenir un gen de
predisposicio a psoriasi (de Cid et al. 2001b). Els
resultats obtinguts van ser lleugerament diferents segons
la metodologia emprada, encara que coincidents.
Inicialment, els resultats de les analisis paramétriques

Discussio

van excloure PSORS] i les altres tres regions analitzades
(PSORS2, PSORS3 i PSORS4). Pero I’analisi no
paramétrica amb el métode de comparticio d’al-lels va
evidenciar la preséncia d’una regi6é de lligament en la
zona 6p21.3, al voltant del gen TNF i del locus HLA-C.
La regi6 amb maxima significaci6é esta delimitada pels
marcadors D6S276 i D6S273, la qual cosa esta d’acord
amb les regions reportades en altres cerques realitzades
anteriorment (Trembath et al. 1997; Veal et al. 2001; Xu
et al. 2001).

La falta de replicaci6é observada en les regions
de 17q, 4q 1 lcen-q21, més que una exclusido de les
regions com a Joci de predisposicid, es pot atribuir a la
preséncia d’heterogeneitat genética i a un efecte menor
en la predisposicid en la mostra espanyola, dels gens
situats en aquestes regions. D’altra banda, és possible
que, a més dels determinants genétics, les interaccions
entre els loci causants de la predisposicio siguin també
diferents entre les poblacions. La regi6 17q ha estat
replicada en altres estudis, pero s ha descrit en interaccio,
encara que de signe divers, amb altres loci (Tomfohrde et
al. 1994) (Barnes et al. 1998), a I’igual que el locus de la
regi6 lcen-q21 (Capon et al. 1999b). Aquest resultat
negatiu també podia ser degut a la baixa significacid, en
la nostra poblacio, dels marcadors utilitzats. En aquest
sentit, la confirmacié de diferents loci en distintes
poblacions no sempre és coincident en els marcadors
amb més alta significacio. D’altra banda, és possible que
els resultats negatius en les regions analitzades només
posi de manifest 1’especificacid erronia del patrd
d’heréncia i les caréncies de I’aproximaci6 classica dels
metodes de lligament.

Aixi doncs, posteriorment a la publicacio dels
primers resultats (presentat a la pag. 86), es van incloure
nous marcadors en la regid6 PSORSI definida pels
marcadors D65276 1 D6S273 i algunes modificacions en
I’analisi de les dades, considerant en el calcul de
lligament la hipotesi d’heterogeneitat gencética en les
families 1 modificant el valor de la freqiiéncia génica del
locus malaltia d’acord amb les dades recents en la
poblacié espanyola (Ferrandiz et al. 2001). Aquestes
modificacions van evidenciar novament el lligament amb
el locus 6p21, perd no amb les altres regions PSORS
analitzades.

Esta establert que una prevalenga major
disminueix la poténcia de [I’analisi 1 augmenta
lleugerament la probabilitat d’un error de tipus I (Xu et
al. 1998). La wvariaci6 de la prevalenca influeix
directament en la freqiiéncia génica del /ocus malaltia, i
augmenta la probabilitat que un individu no tipat sigui
portador. Aquest efecte pot ser important en els casos
com el nostre, en el que les dades familiars son
incompletes i d’alguns individus es desconeix el genotip.
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Per aix0, d’'una forma experimental, es van realitzar
proves a posteriori simulant 1’analisi amb diferents
freqiiéncies géniques (des de 0,01 fins a 0,1). Els
resultats no van variar de forma significativa, la qual cosa
suggereix que la manca de poténcia en [’analisi
parametrica es devia probablement a altres factors, com
I'especificaci6  erronia  del  model  d’heréncia
(dominant/recessiu) o la preséncia de fenocopies
genétiques, aixo €s, d’heterogeneitat genética.

A continuacié es discuteix principalment sobre els
resultats obtinguts en la regié6 PSORS1 i PSORS3.

Caracteritzacio dels loci PSORS

La regidé o locus PSORSI ha estat reportada de
forma consistent en poblacions de diferent origen étnic,
encara que fins ara es desconeix quin és el gen implicat
en la predisposicio. PSORS] esta localitzat en la regio6 del
MHC, una regié especialment rica en potencials gens
candidats (veure figura 5, pg. 23) amb funcions molt
diverses: gens de reconeixement i restricci6 de la
resposta immune especifica com els gens del complex de
MHC, gens immunomoduladors com el TNF, gens que
intervenen en la presentacio i processament dels antigens,
gens que intervenen en el procés de diferenciacid
cel-lular i altres gens com els que codifiquen per a les
proteines de estrés cel-lular.

Un cop establert PSORS! com una regio de
predisposicidé en la nostra mostra, I’analisi de multiples
punts va establir el punt de lligament en una posicié més
centromerica (D6S273) que l’analisi de dos punts
(D65276). Aixo s’explica en part degut al fet que encara
que l’analisi de multiples punts és més robusta a
I’assignacié incorrecta de les freqiiéncies al-léliques,
d’altra banda és molt sensible a la posicio dels marcadors
al mapa (Kong et al. 2002). La localitzacidé poc acurada
d’alguns dels marcadors, pot estar en la base de les
variacions que s’observen amb els marcadors D6S273 i
D6S276, pero també es podria explicar per un patrd de
recombinacio especific dintre d’aquesta regio. De fet,
aquests dos marcadors estan separats fisicament 8 Mb,
perd la distancia genética és molt més reduida, al voltant
de 0,5 cM, la qual cosa reflexa la reducci6 dels processos
de recombinaci6 que pateix la regio i apunta a la manca
d’eficacia de I’analisi de multiples punts en el mapatge fi
d’aquesta regio.
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Heréncia del locus PSORS'1

Referent al model d’heréncia de la psoriasi, els
estudis de segregacio realitzats en diverses poblacions
han donat resultats distints (veure taula 3, pg. 19), pero
d’una forma general, els estudis epidemiologics han
proposat un model autosdmic dominant com a model
d’hereéncia de la psoriasi. En canvi les analisis realitzades
pel nostre grup presenten evidéncies de 1’heréncia
recessiva de la malaltia, si més no, l'associada amb el
determinant de PSORS].

En D’analisi paramétrica, s’evidencia que el model
que millor s’ajusta al locus 6p21 és un model recessiu
amb baixa penetracié i amb una taxa de fenocopies del
10%. Tot i aixi, 6p21 no és I’inic determinant ja que no
totes les families lliguen i el maxim LOD s’aconsegueix
amb un 70% de les families lligades. Aixi, estudis
genetics en families han observat, de forma independent,
un patré d’heréncia recessiu amb els marcadors del
cluster TNF (Nair et al. 1997) i amb el marcador D65273
(Trembath et al. 1997). Potser, com proposa Swanbeck i
col'l,, el patrd d’heréncia sigui de tipus seudodominant
amb una alta freqiiéncia per a I’al-lel malaltia. Aquesta
hipotesi estaria d’acord amb la proposada per Reich i
Lander (2001), que han suggerit que, en les malalties
complexes, el risc seria atribuible a un numero petit de
loci, pero amb una freqiiéncia genica elevada.

Mitjangant I’analisi de la regié amb métodes que
no requereixen [I’establiment d’un model genétic
preestablert es va observar una significacié més elevada,
amb un maxim en els marcadors D6S276 1 D6S273 quan
es va fer servir el programa GENEHUNTER. En el cas
del SimIBD, en canvi, els resultats més significatius es
van observar amb dos marcadors interns de la regi6
definida (HCR-325 i HCR-307), de forma coincident amb
I’analisi paramétrica realitzada sota un model recessiu.
No sembla ser un efecte inespecific degut al caracter
bial-lelic del marcador ja que els altres marcadors
bial-lélics (HCR1723 i CDSN-1243) no presentaven
resultats significatius.

Els resultats de les dues aproximacions no
coincideixen totalment. Només en els marcadors D6S273
i D6S276 els resultats son comparables, pero en el cas
dels marcadors d’HCR, el valor de I'NPL no €s en absolut
significatiu. Aquesta discrepancia es podia explicar per la
forma diferent de valorar la significacid. A més, en el cas
de loci que actuen de forma recessiva, el métode SimIBD
és molt més potent, i la sensibilitat a 1’error en
I’assignacié de les freqiiencies al-leliques és més baixa
que en el cas del GENEHUNTER o d’altres métodes que
no fan servir la simulacidé com a estratégia per a mesurar
la significacio (Davis et al. 1996). El SimIBD fa una
réplica a I’atzar de 1000 séries diferents, basant-se en la



freqiiéncia de 1’al-lel marcador i de l'al-lel malaltia, de
forma que es compara la probabilitat de les dades
observades i la de les generades a [Datzar
independentment de I’estat d’afeccio. El
GENEHUNTER, en canvi, fa una aproximacio més
conservativa quan, com en el nostre cas, les families son
incompletes i el contingut informatiu és baix (Kruglyak
et al. 1996). De forma indirecta, el resultat altament
significatiu de ’analisi de SimIBD recolza I’heréncia
recessiva observada en els marcadors de la regio del
HCR.

Efecte patern en PSORS1

Diversos estudis, tant epidemiologics (Lomholt
1963; Farber iNall 1974; Traupe et al. 1992) com
genétics, (Burden et al. 1998; Veal et al. 2001), han
apuntat a un efecte patern en I’heréncia de la psoriasi,
juntament amb fendmens d’anticipacié paterna. En
I’estudi dels casos index de les 259 histories
colleccionades no es van observar diferéncies
significatives quant a 1’edat d’aparicio de la malaltia o la
proporcio de sexes en els fills afectes en funcio del sexe
del progenitor.

El baix nimero de meiosis observades o, més
probablement la preséncia de fenocopies genétiques,
potser no ha permés detectar aquest efecte d’una forma
clara en la mostra analitzada. En canvi, mitjancant la
modelacio de les analisis de lligament si que es va
evidenciar un clar efecte patern, de forma especifica en
I’heréncia del locus PSORSI (pero no en les altres tres
regions). L’analisi paramétrica amb el programa
GENEHUNTER va evidenciar un canvi oposat en els
valors de LOD quan es considerava un efecte patern o
matern en [’heréncia de 1’allel malaltia, amb un
increment en el cas de major penetracio de 1’al-lel patern.

L’efecte parental no és un fenomen aillat, és
comu en malalties mendelianes i en complexes, com en
I’asma, ladiabetis de tipus I, I’esquizofrénia, el trastorn
bipolar, entre d’altres (Morison et al. 2001). En el cas de
la psoriasi ha estat descrit un efecte semblant en la
distorsi6 del grau de comparticié dels al-lels del locus
PSORS1 (Burden et al. 1998). Aquest grup va descriure
un maxim de lligament en la mateixa regié que el nostre
grup amb els marcadors D6S276, TNFA, D6S273 i
D6S291, amb una gran diferéncia en el grau de
comparticio depenent de l’origen patern o matern de
I’al-lel, que era de 92% en cas d’origen patern (Veal et al.
2001). En el nostre estudi, de forma coincident, s’ha
observat un maxim en aquesta regio i mitjangant metodes
de lligament paramétric s’ha observat un efecte patern
similar.

Discussio

Les causes d’aquesta transmissié paterna
preferent poden explicar-se per fenomens d’impressio
genédtica (imprinting). Son molts els gens que estan
sotmesos a fenomens de silenciacid per imprinting en el
genoma huma, s’han descrit fins a 40 Joci
(URL/www.otago.ac.nz/IGC) (Morison et al. 2001). En
aquesta regid en concret s’han descrit fenomens
d’impressio genctica per al locus IDDMI (Margaritte-
Jeannin et al. 1995), i també en el gen HFE, implicat en
I’hemocromatosi hereditaria (Bulaj et al. 1996). Es per
aixd que no seria estranya la preséncia d’un fenomen
semblant en el locus PSORSI.

Lligament amb PSORS3

El nostre equip va evidenciar lligament amb
marcadors de la regid6 PSORS3 quan es va considerar
una penetraci6 diferent de la malaltia en funcié de 1’edat
de presentacio.

La ra6 que ens va empenyer a fer aquesta
aproximaci6, radica en el fet que diversos estudis
epidemiologics han proposat una etiologia diferenciada
en els casos de psoriasi de tipus I i de tipus II basant-se
en I’edat de presentaci6 de la malaltia. Swambeck i col‘l.,
en un estudi epidemioldgic, han distingit fins a tres tipus
diferents de psoriasi vulgaris respecte a I’edat d’aparicio,
encara que amb un grau important de solapament
(Swanbeck et al. 1995). De forma especifica, a la
poblacié espanyola, s’han definit dos grups diferenciats
quant a clinica i curs de la malaltia en base a 1’edat
d’aparici6 de la malaltia, amb un llindar d’edat situat en
els 33 anys (Ferrandiz et al. 2002).

La manca de replicacié en altres estudis es
podria explicar per: (1) I’heterogeneitat genética de la
psoriasi, evidenciada en els nombrosos estudis realitzats,
(2) per un hipoteétic baix risc inherent al locus 4q o (3)
per causes circumstancials, com la no inclusié d’un mapa
extens i saturat de marcadors de la regié o un possible
biaix dels grups investigadors cap a ’estudi de regions
amb associacid positiva. Alternativament, com s’ha
observat, la no consideracid6 d’un efecte especific
dependent de 1’edat pot haver contribuit a la manca de
replicaci6. D’altres estudis realitzats en poblacions
diferents (Bhalerao iBowcock 1998) (Samuelsson et al.
1999) donen suport a un locus en aquesta regid, encara
que no representaria un locus principal. Samuelsson i
col'l., van reportar lligament nominal amb un marcador
dintre de la regi6 candidata PSORS3, mentre que
Bhalerao i col'l. van situar-lo en una regi6 a 15cM
centromeérica de D4571535. Tanmateix, s’ha de tenir en
compte, pero, que el nostre resultat només evidéncia una
tendeéncia, i no s’han tingut en compte els criteris
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d’astringencia proposats en els estudis de Lander (Lander
iKruglyak 1995).

L’explicacié més plausible d’aquests resultats
positius en la regi6 PSORS3 posa de manifest un paper
secundari del Jocus amb un baix risc associat. De forma
similar, en 1’estudi original es va posar de manifest el
lligament amb marcadors de 4q (Matthews et al. 1996),
quan es va fer I’analisi amb una restriccié del fenotip;
amb una reduccio6 de les fenocopies presents en la mostra
mitjangant 1’exclusié d’individus sans (no afectes de
psoriasi) amb edat menor de 30 anys i analitzant
genealogies multigeneracionals.

Des del punt de vista de possibles gens
candidats funcionals presents a la regio, el gran avang
que ha significat el projecte Genoma Huma en la
identificaci6 de gens ha posat de manifest que la regio6
entre els marcadors D4S1450 1 D4s2921 és una regio rica
en gens, entre els que podem destacar: gen FAT (FAT
tumor supressor homoleg 1) (LocusID:2195) i el gen
TLR3 (Toll-like receptor-3) (LocusID:7098).

FAT és un membre de la familia de les
cadherines, que s’expressa en l’epiteli fetal i del que
s’hipotetitza que actua com a una molecula d’adhesio
amb un paper important en la comunicacié intercel-lular.
TLR3 codifica per a una proteina de la familia de
proteines TLR (TLRI1-10). Aquests receptors, que es
troben conservats evolutivament des de Drosdfila,
intervenen en 1’activacié de la immunitat innata amb el
reconeixement de motius bacterians (PAMPs de 1’anglés
pathogen-associated molecular patterns). En concret,
TLR3 codifica per a una proteina que s’expressa a
placenta, pancrees i que en la série leucocitaria
s’expressa exclusivament en les cél-lules dendritiques
(CD) (Muzio et al. 2000). Aquestes cél-lules intervenen
en el desenvolupament de la resposta immnune cel-lular
dirigint-la cap a Thl o Th2 (Moser et al. 2000). A més,
I’expressio de TLRs esta sotmesa al desenvolupament
ontogénic en la maduracié de les CDs, dirigint-les cap a
cel-lules presentadores d’antigen més que reconeixedores
de PAMPs (Visintin et al. 2001). Experiments amb
ratolins de manca de funci6 (trl-/-) han demostrat una
capacitat reduida de produir (després d’estimulacio)
citocines  proinflamatories I1L-6, 1I-12 i1 TNF
(Alexopoulou et al. 2001), citocines que poden estar
implicades en la severitat del fenotip psoriasic (Hohler et
al. 1997). TLR3 com a reconeixedora de PAMPs, podria
estar implicada en els brots de psoriasi associats a
infeccions bacterianes o bé en les formes associades a les
infeccions d’HIV (Mallon iBunker 2000), ja que també
pot recon¢ixer RNA de doble cadena (Alexopoulou et al.
2001).
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Interaccio entre PSORS1 i PSORS3

L’heterogeneitat genética complica les analisis de
lligament, ja que, en general, aquestes assumeixen la
transmissié en les families d’un Unic /ocus malaltia, de
forma que es poden detectar falsos recombinats i una
perdua important de poténcia. La seleccid prévia segons
els individus index que es va realitzar en la colleccio de
la mostra (mitjangant criteris clinics i historia familiar)
probablement va reduir 1’heterogeneitat present a la
poblacid, pero aquesta estratégia, encara que ha donat
resultats positius en altres malalties com la malaltia
d’Alzheimer de presentacid tardana (Pericak-Vance et al.
1991), no va ser suficient per eliminar I’heterogeneitat de
la mostra, posant de manifest la preséncia de més d’un
determinant genétic i un possible efecte d’interaccio.
Com a estratégia alternativa es van aplicar métodes
paramétrics que, encara que d’entrada rebaixen la
poténcia de I’analisi en imposar un patrons d’heréncia
determinats, permeten d’altra banda introduir més
flexibilitat en la determinacié del grau de fenocopies
ambientals i genétiques.

El gran component de risc que significa 1’al-lel
HLA-Cw*6 per als portadors i ’evidéncia que no totes
les families lligaven amb 6p21, ens va suggerir la
necessitat de fer una analisi d’interaccid entre els loci,
que per altra banda és el patrd esperable en la majoria de
malalties comunes. Com a primera aproximacié es va
modificar la penetracié de la malaltia depenent de Cw*6.
L'augment del valor LOD per a un marcador de 4q amb
un 70 % de les families lligades posava de manifest un
efecte interactiu entre tots dos loci, i a la vegada
evidenciava que no totes les families que lliguen amb
HLA-Cw*6 presenten un determinant a 4q35. D’altra
banda, 1’increment observat en els marcadors HCR-307 1
HCR-325, amb el 100% de les families lligades, ens
indicava D’estreta relacié d’aquests marcadors amb els
determinants lligats al risc d’HLA-Cw*6. L’analisi
simultania d’interaccid, quan es va fer de forma no
paramétrica, no va evidenciar cap interaccio significativa
amb els /oci a 121 i 17q, només una significacié molt
baixa en el cas de la interacci6 entre 4q35 i 6p21.
L’analisi paramétrica, en canvi, va posar de manifest la
relacidé entre els dos loci a 6p21 i 4q35, amb una
localitzacié del locus de 4q35 a una regio situada a
4,2¢cM telomérica de D4S1540 .

Els dos loci presentaven un model d’accié no
epistatic, suggerint un model d’heréncia amb
heterogeneitat, potser implicant dues vies diferents en
I’etiologia de la malaltia, més que un efecte concurrent
de mutacions en ambdos loci. El fet que els individus



portadors de Cw*6 presenten una edat d’aparicio de la
malaltia més primerenca podria indicar una funcié en
aquestes circumstancies, suggerint per al locus a 4q35 un
paper secundari com a modificador del curs de la
malaltia. La forta correlacié que s’ha observat en altres
poblacions entre la preséncia de 1’al'lel Cw*6 i la
manifestacid clinica de la psoriasi guttata (Mallon et al.
2000) podria explicar-se per un efecte d’interaccid
relacionat amb la hipotética funcié en la inflamacié del
locus 4q en aquest grup de pacients. El nostre equip,
pero, no ha detectat una major freqiiéncia de pacients
amb psoriasi guttata. Alternativament, pot ser que la
interaccid no estigui implicada especificament en
aquestes manifestacions cliniques, pero si en una aparicid
més primerenca de les malalties.

La interaccio entre els loci de predisposicid en
psoriasi ha estat descrita en diferents estudis, pero el
sentit d’aquestes interaccions ¢€s divers en diferents
poblacions. Barnes i col'l. mitjangant estratificacié de les
families per HLA-Cw6, han proposat 1’existéncia
d’interaccié entre diferents loci, suggerint per al locus
17q un model d’accié depenent de I’HLA (Barnes et al.
1998) mentre que Tomforhdre i col'l. han descrit una
accid de 17q independent de CW*6. Finalment, en una
poblaci6 italiana s’ha descrit la interaccid epistatica entre
el locus de 1921 i el locus PSORSI (Capon et al. 1999b).
A més a més, s’han descrit interaccions amb multiples
regions; Veal i col‘l. han descrit la interaccié de PSORS1
amb altres regions candidates a 2q i 20p (Veal et al.
2001), mitjancant estratégies d’estratificaciéo basades en
els valors positius d’NPL observats en les analisis
previes del primer locus.

Els resultats observats pel nostre grup i els que
han estat reportats en altres estudis indiquen que a més de
I’heterogeneitat present en I’heréncia de la psoriasi, el
grau d’interaccio entre els multiples Joci €s molt variable
entre poblacions. La manca d’interacciéo amb les regions
1g21 i 17q en la mostra analitzada pel nostre grup, és
probable que sigui deguda a una abséncia real
d’interacci6 en la poblaci6 espanyola, o bé
alternativement, estar causada per una deficient
modelacio6 de la interacci6. D’altra banda, el fet que amb
una analisi no parameétrica no haguéssim pogut detectar
una interaccid6 amb cap de les regions (inclusives
PSORS1 i PSORS3), recolza la idea de la preséncia de
fenomens d’interaccidé complexos.

Aquest patré d’interaccions entre els diferents
loci de predisposicio és un fenomen esperat en 1’heréncia
de les malalties comunes. A més, en el cas de la psoriasi,
I’important pes de I’etiologia immunologica de la
malaltia fa pensar en una llarga llista de potencials

Discussio

candidats al llarg de les vies immunoldgiques, molts
d’ells amb funcions pleotropiques. De fet, algunes de les
regions candidates de psoriasi han estat associades amb
altres malalties de caire immunologic com I’asma i la
dermatitis atopica (Cookson et al. 2001; Veal et al.
2001). En aquest sentit Becker i col'l. han evidenciat una
colocalitzacido de regions de predisposicié a diverses
malalties de caire immunologic (psoriasi, malaltia de
Crohn, asma, artritis inflamatoria), en 18 regions o
clusters del genoma (diferents del MHC) (Becker et al.
1998). El diferent signe d’aquestes malalties, suggereix
alteracions oposades en el nivell d’expressio dels
possibles gens candidats comuns.

Corol-lari

S’ha cregut adient que, donada la manca de
significacid academica d’alguns dels resultats presentats,
la inclusio del segiient apartat és necessaria per valorar
les dades i les conclusions aportades. S’ha volgut
incloure part de les consideracions metodologiques que
van justificar les analisis realitzades i que permeten
valorar els resultats.

En primer lloc, ’aproximacié que s’ha fet en
aquest estudi és comparable a una cerca genOmica
dirigida (estratégia dels gens/regions candidats), per la
qual cosa s’ha de pensar que els nivells de significacio o,
millor dit, els nivells d’astringéncia requerits per a
I’avaluaci6é de la significacié es poden rebaixar, doncs
existeix una probabilitat prévia d’obtenir un resultat
positiu. Amb uns pressuposits com aquests, sembla que
I’aplicacié dels criteris tant astringents proposats per
Lander i coll, (Lander iKruglyak 1995) soén
excessivament conservatius. Ls de nivells de
significacio elevats per a minimitzar els falsos positius té
I’inconvenient de generar falsos negatius (Rao iGu
2001). Tot i aixi, el que si esta acceptat de forma
universal, és que la réplica d’altres estudis serveix com
una confirmacié d’un resultat positiu.

Quant a la utilitzaci6 de multiples models
d’heréncia que s’han utilitzat en aquesta analisi, els
treballs de Greenberg i Abreu amb la simulacié de
multiples models (Greenberg iAbreu 2001), indiquen que
per a D’estudi de malalties complexes les analisis
paramétriques son una aproximacio igual o més robusta
que les analisis no paramétriques. A més, ’assaig de
lligament sota els distints models de dominancia amb
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penetracid reduida i la correccio pels multiples tests dona
més potencia al test que el que penalitza I’augment de
I’error de tipus 1.

En les analisis no paramétriques, tots els
individus afectes tenen la mateixa taxa de fenocopies, de
forma que es té menys certesa que realment siguin
portadors de I’al-lel malaltia. L’analisi paramétrica, en
canvi, ha permés 1’us de les classes de probabilitat com
una eina per incrementar la informacié de lligament que
es pot extreure de la mostra, maximitzant la informacié
dels individus de risc i minimitzant ’impacte de les
fenocopies, ja que podem assignar diferents graus de
fenocopies (genétiques o ambientals) a diferents
individus depenent de 1’edat, severitat o qualsevol altre
caracter definit com a factor de risc en la poblacié. En les
analisis presentades aqui es criteris
d’estratificacio per edat, per sexe progenitor, i per Cw*6,
criteris que per les evidéncies prévies en altres
poblacions i en la nostra mostra, s’ha cregut que podien
ajudar a reduir I’heterogeneitat de la mostra. L increment
de la significacid que s’ha observat en efectuar els
diferents tipus d’estratificacio (edat,sexe progenitor,
Cw*6) es pot interpretar com una prova indirecta de
I’heterogeneitat en la nostra poblacid. Se sap que
I’estratificacid de la mostra augmenta el poder per
detectar lligament quan realment hi ha present una
etiologia heterogénia (ja sigui severitat del fenotip,
etnicitat o edat d’aparici6 de la malaltia), pero no quan és
absent (Leal iOtt 2000).

van aplicar

Gens candidats
de la regio PSORS1

L’estratégia que es va seguir després d’estudiar
aquestes quatre regions va venir donada, en primer lloc,
pel rapid avang en la publicacié d’estudis similars de
lligament en poblacions de diferent origen geografic:
britaniques, centreeuropees, americanes, nordeuropees, i
també mediterranies (Nair et al. 1997; Trembath et al.
1997) (Enlund et al. 1999a) Capon et al. 1999a; (Lee et
al. 2000; Veal et al. 2001) amb resultats coincidents en
regions concretes (veure taula 19b, pag. 63), i en segon
lloc, per I’estructura de la mostra de pacients de la que
disposavem, que ens va fer pensar que I’aproximacié més
raonable quant a poténcia era un estudi de gens
candidats.

Després de confirmar que 6p21 era el locus que
millor significacio tenia en la nostra mostra (de Cid et al.
2001b) i el que compartien la majoria de poblacions
estudiades, es va decidir centrar-se en 1’estudi dels gens
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de la zona 6p21, amb la identificacié de polimorfismes
funcionals i en I’estudi de les variants associades a
psoriasi en altres poblacions.

TCF19

El gen TCF19 va demostrar ser molt polimorfic.
Després d’haver fet un triatge del gen en 188
cromosomes es van observar 8 canvis diferents, amb una
variant cada 400 pb aproximadament, sent I’ex6 2 el més
polimorfic dels tres.

Els tres canvis amb error de sentit descrits
(P109T, P241L i V211M), encara que afecten a posicions
conservades en mamifer com el Sus sp, son de caire
conservatiu i presenten unes freqiiéncies similars en els
pacients i en els controls. Respecte a la variant
CCTT3925del, cal destacar que es va observar només en
els individus afectes. La posicid de la delecio prop de
I’acceptor d’splicing de I’ex6 2 no afecta la seqiiencia
consens, tot i aixi no es pot descartar una expressio
alterada de TCF19, com ha estat reportat en altres casos;
on seqiliencies repetides prop de 1’acceptor s’associen a
una expressio alterada del gen CFTR (Chu et al. 1993).
No és probable que aquestes variants per se siguin la
causa de predisposicié observada en PSORSI. Els canvis
observats tenen una freqiiéncia entre el 9 i el 10% en la
poblacid general, de forma que en cas de ser al-lels de
predisposicid haurien de tenir una baixa penetracio.
Tanmateix, no es pot descartar que altres variants de la
zona promotora o de la regid6 UTR no analitzada puguin
estar implicades. Els criteris per establir la causalitat d’un
gen en una malaltia estan basats en consideracions
teoriques, i en la baixa freqiiéncia de I’al-lel mutant, pero
en parlar de malalties complexes aquests criteris no
s’adeqiien; és més, una alta freqiiéncia de les variants de
predisposicio a la poblacié general sembla ser la norma
en moltes de les malalties complexes (Elder et al. 2001).
No obstant, a part de les consideracions sobre la natura
de les variants i la seva possible classificacio a priori
com a mutacions o polimorfismes, el fet més important
és que cap de les variants presentava una associacié amb
psoriasi.

Altres estudis han analitzat el paper del TCF19 pero
n’han descartat la seva implicacio. Un estudi realitzat en
una mostra japonesa, si que ha realitzat un triatge
complet del gen (Teraoka et al. 2000), identificant un
possible haplotip de risc format per les variants 33064-
3332G en homozigosi. Aquest haplotip no ha estat
observat en la mostra analitzada pel nostre equip. La
diferéncia podria ser deguda a diferents determinants
genétics en ambdues poblacions, que d’altra banda



explicarien les diferéncies epidemioldgiques ja descrites
d’una baixa prevalenga, edat de presentacié més tardana
o caracter esporadic de la malaltia que caracteritza la
psoriasi en la poblacid japonesa (Oka et al. 1999).
Alternativament poden estar relacionades amb el diferent
bagatge genétic de les poblacions i el diferent patré de
desequilibri de lligament a la regi6. Aixi aquest haplotip
de predisposici6 presenta un desequilibri amb altres
al-lels diferents a Cw*6 (minoritari en la poblacid
caucasica afecta) com HLA-Cw*7 (Teraoka et al. 2000).
Un altre estudi realitzat en una poblacidé caucasica, més
semblant a la nostra, també va descartar TCF19 com a
candidat, perd no es pot considerar definitori, ja que no
van fer un triatge exhaustiu per detectar variants en la
seva poblacid i I’estudi només va considerar tres variants
(Nair et al. 1999).

HLA, CDSN, POU5SF1i HCR

L’estudi realitzat del HLA-C ha
corroborat, com en altres poblacions, que en la poblacid
espanyola els portadors de I’al-lel HLA-Cw*6 representen
un grup de risc important per a desenvolupar psoriasi: el
60% dels pacients son portadors d’aquest al-lel. A partir
de les families estudiades s’ha determinat que ser
portador de Cw*6 comporta un risc de desenvolupar la
malaltia 6,6 vegades superior, risc que s’ha confirmat
mitjangant el tipatge d’un grup de pacients i d’individus
controls no relacionats. La contribuci6 directa dels al-lels
HLA al risc de la malaltia ha estat molt discutit. Dintre
de la regi6 HLA, I’al-lel Cw*6 ha estat associat a psoriasi
en diverses poblacions (Tiilikainen et al. 1980; Mallon et
al. 1999), pero la implicacio directa de 1’al-lel no esta
clarament establerta com ho demostra el fet que: (1) no
tots els afectes tenen I’al-lel Cw6 (ni tant sols part de
I’haplotip ancestral EH57.1 o EHI3.1 que I’inclou)
(Jenisch et al. 1998), (2) només un 10% dels individus
portadors desenvolupen la malaltia (Elder et al. 1994), i
(3) el risc associat varia en diferents poblacions: B13/37-
Cwo és el principal en japonesos i B57-Cwo6 en caucasics
1 Xinesos.

A la nostra poblacié a part de 1’al'lel Cw*6,
dues de les variants dels gens POUSFI i CDSN
s’associen de forma significativa amb psoriasi: la variant
intronica, denominada al-lel B, del gen POUSFI i la
variant codificant CDSN+1243*C de la
corneodesmosina. Aquests resultats en principi estan
d’acord amb les dades observades en una altra poblacio
espanyola, on s’ha observat un fort efecte de I’al-lel B
(Gonzalez et al. 2000). A diferéncia de I’estudi de
Gonzalez i col'l., I’associacié que es va observar en la
mostra analitzada pel nostre grup, és secundaria a I’efecte

locus
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d’HLA-Cw*6, per la qual cosa s’ha cregut que
I’associaci6 seria produida per un gen en desequilibri de
lligament més que per un efecte de predisposicié de la
variant POUSF I, tal i com proposen Gonzalez i col'l. Si
bé és possible que altres canvis no estudiats en POUSF ]
poden ser realment la causa de 1’associacié en la mostra
asturiana, aquesta hipotesi és poc probable ja que el
bagatge genétic de la poblacié asturiana descrita per
Gonzalez i col'l. no pot ser tant diferent del de la
poblacid catalana. Alternativament, és possible que
només part dels haplotips que inclouen totes dues
variants siguin realment de risc i només un “tercer canvi”
no descobert (en aquest o en un altre gen) sigui el
causant.

6p21
) - ._ J
.......................... {iiA-D HLA-B HLA-C HLA-A

: PSORS1 :

Balendran, 1999
_—-
Oka, 1999 S
Nair, 2000
Veal, 2002
]
TNF HLA-C TCF19 HCR CDSN

POUSF1 SEEKI

Figura 24

Esquema de la regié de 6p21 i el locus PSORSI. De dalt a baix
s’indica quines han estat les regions de risc delimitades des de 1999.
A la part inferior s’indica quins sén els gens descrits en la regié en
el darrer draft del Genoma Huma (7NF, factor de necrosi tumoral;
HLA-C, locus C d’antigens leucocitaris; TCFI19, factor de
transcripciéo 19; POUSF1, Factor de transcripcié de classe 5 amb
dominis POU, 1; HCR, homoleg d’helix-a-coil-coiled-rod ; SEEK],
proteina seekl ; CDSN, corneodesmosina)

En aquest sentit és de destacar la possible
implicacié de les variants de CDSN. Els resultats
presentats pel nostre grup quan s’estratifica els pacients
per HLA-Cw*6 apunten a un efecte conjunt de les
variants CDSN+1243*C 1 HLA-Cw*6, suggerint la
preséncia d’un haplotip de risc. L’analisi de les
freqiiéncies genotipiques també confirma aquesta
associacio de manera indirecta, ja que es va observar que
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no existeix una alteracido de 1’equilibri H-W en el locus
POUSF1, pero si una distorsié molt evident en HLA-C i
de forma lleugera en el cas de CDSN.

Aquestes dues aproximacions, la primera amb
dades dels casos i controls, i la segona amb dades només
dels casos, confirmen per separat els resultats de
I’associaci6 i posa de manifest que CDSN de forma
independent a HLA-Cw*6 pot tenir un efecte en la
predisposicié de psoriasi, encara que evidentment amb
una baixa penetracio, ja que la variant és molt freqiient
en la poblacid general.

Com ja s’ha esmentat al parlar de les distancies
genétiques dels marcadors de la regid6 PSORSI, tota la
regié del MHC es caracteritza per una forta associacid
al-lelica, on grans zones denominades “frozen-blocks”
presenten una taxa de recombinaci®é molt limitada
(Marshall et al. 1993) que permet la conservacio
d’haplotips molt extensos (Foissac et al. 1997). En aquest
estudi s’ha partit d’individus no relacionats, de forma que
no s'’ha determinat quins son els haplotips de risc en la
nostra poblacio. Per solucionar-ho es va realitzar un
estudi d’haplotips mitjangcant meétodes d’estimacid, de
forma que s’ha pogut fer un estudi d’associacid
considerant els haplotips, a més de conéixer quines so6n
les relacions de lligament entre els marcadors de la zona
en una mostra d’individus controls.

De I’analisi d’haplotips s’ha deduit que les tres
variants associades a psoriasi [HLA-Cw*6, al-lel B del
gen POUSF1 (POUSFI1*B) i la variant CDSN +1243*C]
formen un haplotip de risc per a la psoriasi, amb una
significacid6 més alta que en el cas de les variants
independents. Aquesta associacido suggereix un efecte
conjunt de les variants: funcional o si més no, per un
efecte de desequilibri de lligament. Perd quina és la
relacid entre les tres variants? I quin el risc que aporten?
De la lectura de les mesures de desequilibri de lligament
s’observa que en la mostra de controls, I’al-lel HLA-
Cw*6 presenta una associacié important amb les variants
POUSFI*B i CDSN+1243*C. En els pacients, pero, el
patré de desequilibri canviava; el desequilibri de Cw*6
augmentava amb la variant CDSN+1243*C i disminuia
amb POUSFI*B. A més POUSFI*B i
CDSN+1243*C presenten un increment d’associacid
allélica en el grup de pacients. Tot plegat s’ha interpretat
com una associacid assimétrica entre allels de CDSN,
POUSFI 1 HLA-C i la malaltia. Una explicacid podria ser
que només part dels haplotips estarien associats, i en
canvi d’altres, originats per una recombinacié entre
POUSFI i CDSN, serien més comuns en la poblacio
control i no aportarien cap efecte de predisposicio.

a més,
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Aquestes dades estarien d’acord amb el fet que
I’associacio amb Cw*6 augmenta en els pacients, perod no
amb les dades reportades recentment per Veal i col'l., que
han observat un patré de desequilibri menor entre CDSN
i HLA, similar en casos i controls (Veal et al. 2002).
Aquest estudi, en canvi, ha identificat la regié nuclear de
I’haplotip de risc en la zona centromerica al locus HLA-
C, regid en la que s’ha definit una regi6 critica minima de
10 kb (figura 24). Aquesta regidé presenta un fort
desequilibri de lligament amb CDSN, pero menor amb
variants de la zona POUS5F 1, la qual cosa estaria d’acord
amb el que es va observar pel nostre grup, si es considera
que aquesta regié minima esta molt proxima a HLA-C.
Possiblement en la mostra analitzada en la poblacio
espanyola aquestes regions estan en desequilibri de
lligament.

Finalment, dintre de la regi6 candidata PSORS],
iinclos en la regi6 telomerica del que podriem considerar
haplotip de risc de la nostra poblacio, definit entre HLA-
C, POUSF1, CDSN, hi mapa el gen HCR. HCR codifica
per a una proteina de funci6 desconeguda, que es troba
sobreexpressada en les lesions de psoriasi (Asumalahti et
al. 2000) i que s’ha suggerit pot estar implicada en la
regulaci6 de la diferenciacio6 o proliferecio dels
queratinocits (Asumalahti et al. 2002).

A nivell genétic, mitjancant un estudi
d’associacid6 de tipus familiar en poblacions
nordeuropees, mediterranies i confirmat en altres amb
molt diferent background étnic i geografic (indies i
japoneses), es va identificar un haplotip comu associat a
psoriasi en totes les poblacions estudiades (Asumalahti et
al. 2002). Aquest, esta format per les variants codificants
Argl03Trp, Argl09Trp, Gly576Cys 1 Ser776Cys
(anomenat haplotip HCR*WWCC) corresponent a les
posicions 307 nt, 325 nt, 1723 nt i 2327 nt de la
seqiiencia de cDNA. La variaciéo de les tres primeres
posicions (307, 325 i 1723), altera de forma important
I’estructura de plegament d’HCR (Asumalahti et al.
2002). Aquest estudi, com ja es va posar de relleu en
I’estudi d’associacié de tipus cas-control que vam
realitzar, va evidenciar I’existéncia d’una zona de
desequilibri de lligament molt ampla en la zona PSORSI,
a més de confirmar-ho com un efecte universal en les
poblacions caucasiques.

Quant al possible efecte de 1’haplotip codificant
HCR*WWCC observat en les nostres families, el fet que
sigui molt freqiient a la poblacié general no el descarta
com a causant de predisposicio, encara que hauria de
tenir una penetracié molt baixa, de forma que dificilment
podria explicar ’alt risc associat al locus PSORSI.
Aquest fet suggereix un comportament especial del locus



PSORSI, amb la presencia d’altres determinats (variants
al-leliques 1 géniques) en la regio. HCR*WWCC podria
formar part d’un cluster de determinants lligats (amb
HLA-C i CDSN), i la seva accio ser determinada per
I’accié6 combinada d’un grup de loci molt proxims, tal
com s’ha suggerit en el cas del locus IDDM1 de la
diabetis tipus I (Lie et al. 1999). Es possible que les
variants presents en el
modificadores, es potenciin o es combinin amb un
resultat final similar. En aquest sentit malalties amb un
patré d’heréncia mendelia classic com la malaltia de
Hirschsprung o la sindrome de Bardet-Biedl han
demostrat tenir un patré complex, de caracter digenic o
fins i tot amb un efecte triallélic (revisat a Badano i
Katsanis, 2002). D’altra banda, 1’existéncia de variants
polimorfiques intragéniques que tenen una funcid
patologica (o no) en funcié de I’haplotip en el que es
troben, s’ha observat en malalties monogéniques com la
fibrosi quistica (variants hipofuncionals, 5T), i també en
altres d’heréncia complexa com 1’asma, on només
determinats haplotips d’IL4RA (gen de la cadena o del
receptor de D’interleucina-4) presenten una associacio,
perd no els SNPs de forma independent (Ober et al.
2000a).

cluster actuin com a

L’estudi de Veal i coll., on han definit les
regions minimes de risc que son transmeses amb la
malaltia, ha posat de manifest que HCR*WWCC es troba
present en tots els haplotips que presenten una
sobretransmissio en els pacients, de forma que és dificil
diferenciar entre 1’efecte especific d’HCR del de la resta
de determinants. D’altra banda, encara que en la majoria
d’haplotips transmesos 1’al-lel HLA-C*w6 ¢és present, un
dels haplotips (denominat cluster E) que no presenta
I’al'lel HLA-Cw*6, és portador de: la regio critica
minima (10 kb) cap a 5° de HLA-C, de I’haplotip
HCR*WWCC i de I’al'lel CDSN+1243*C. A més, alguns
dels haplotips no transmesos son portadors de seqiiéncies
codificants de I’HLA-C. Tot plegat confirmant que I’al-lel
HLA-Cw*6 no és per se la causa de predisposicid, encara
la preséncia de la regi6 critica en la regio cap a 5°, pot
implicar variacions en 1’expressio d’aquest antigen de
classe I. Aquestes resultats reforcen la idea que la variant
telomérica  (CDSN+1243*C) comporta un  risc.
L’associaci6 observada en diversos estudis de les
variants de CDSN amb psoriasi i atribuida a un fenomen
de LD amb HLA-Cw*6 (Allen et al. 1999; Jenisch et al.
1999; Tazi Ahnini et al. 1999; Enerback et al. 2000),
potser no sempre és correcta, apuntant a una possible
funcid de les variants de la corneodesmosina, o bé d’un
locus en LD amb CDSN, diferent de HLA-Cw*6.

Discussio

Corol‘lari

El fet que de forma consistent es repliqui el
locus PSORS1 en poblacions d’origen étnic molt divers
és indicatiu d’un paper com a gen major. Segurament en
cada poblacio el gen o locus secundari sigui diferent
explicant I’heterogeneitat genética que s’evidencia en els
nombrosos estudis reportats. La putativa “mutacio” a
PSORS1 podria representar una variant molt més antiga
que les presents en altres Joci, i comu a la majoria de les
poblacions, si més no en les poblacions caucasiques, ja
que de forma més repetida ha estat implicat el locus
6p21. Aix0 podria tenir sentit donada la localitzacié de la
regi6 candidata en la zona de I’HLA, una regi6 portadora
d’un haplotip molt conservat.

La preséncia d’un locus major a PSORS! i
d’altres secundaris (com el putatiu locus evidenciat en
aquest estudi a 4q35) podria explicar les diferéncies en la
prevalenca observada en diferents poblacions, perd no
pot explicar el diferent risc associat a I’allel Cw*6
reportat en diferents poblacions (Mallon et al. 1999), a no
ser que els determinants de risc en LD, centromeérics
(Veal et al. 2002) o telomérics (Nair et al. 2000) al locus
HLA-C, en siguin la causa. Una altra explicaci6 plausible
¢és que dintre de la regio critica existeixi més d’un gen de
predisposicio, sent la combinacié d'aquests 1'origen de la
malaltia. Recentment s’ha posat de manifest 1’hereéncia
digénica de la resisténcia severa a la insulina (Savage et
al. 2002), on una heréncia en principi dominant amb
baixa penetraci6 ha resultat ser causada per la
combinacié de mutacions en dos gens diferents. Encara
que D’estratégia dels haplotips és molt més potent que
I’estudi individual de les variants, és dificil, mitjangant
reducci6 a la regié minima compartida, determinar quina
és la regio de risc que porta la mutaci6. En alguns casos,
aquesta aproximaci6 ha conduit a resultats tant
sorprenents i decebedors com el que reportaren Nair i
col'l., (Nair et al. 2000), on s’ha arribat a determinar una
regié que no conté cap gen, si bé és cert que no es pot
descartar que elements reguladors no mapats puguin estar
implicats.

Els al'lels HLA-C com ja s’ha esmentat, no
semblen ser la causa directa de la malaltia en la psoriasi,
a diferéncia d’altres malalties relacionades amb els
antigens de MHC, com [I’espondilitis anquilosant
(MIM:1063000) (HLA-B27), la malaltia de Behget
(MIM:109650) (HLA-B51), on totes les evidéncies
apunten a la implicacio directa dels al-lels HLA. Aixi,
variants de la zona codificant de 1’al-lel com I’Ala73
(Ashaina,1991) localitzades en un domini “butxaca” de
reconeixement d’antigen, només ha estat associat en
algunes poblacions, perd no es troba Ginicament a HLA-
Cw*6 sind a altres al-lels com Cw*7, per la qual cosa pot
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ser més un efecte degut a LD i no és probable que en
sigui la causa. Una curiositat que fa pensar que HLA-C
no ¢és Inic determinant i que altres haplotips no
portadors d’HLA-C han d’estar implicats és el fet que
I’heréncia que s’ha demostrat en la regié és recessiva,
igual que en el treball de Nair i col'l., (Nair et al. 1997), i
en canvi la majoria de pacients son heterozigots per
I’al-lel Cw*6.

En P’estudi d’associacié que s’ha realitzat amb
casos i controls, la confirmacié dels resultats observats
en el lligament i el fet d’evidenciar una associacié per
una banda amb Cw*6 i d’altra banda amb 1’haplotip
HLA-C/POUSFI/CDSN, posa de manifest la suficient
poténcia de la mostra per detectar una associacio
positiva. Les evidéncies prévies en la nostra poblacid
(lligament) i en els estudis publicats per altres grups
indiquen la preséncia d'un gen de predisposicid en
aquesta regio, la qual cosa podria fer pensar en obviar les
correccions per multiples tests ja que les evidéncies en la
nostra mostra i les evidéncies en altres estudis, fan que la
probabilitat d’associacié augmenti, pero quan s’aplica la
correccio  estadistica ’associacid  segueix  essent
significativa després de corregir pel numero de gens i
al-lels testats. D’altra banda, es pot argumentar que la
poblacié control no esta estrictament formada per
individus sans siné per poblacido general (amb una
prevalenca de 1'1,3%), pero aquest fet, en el cas d’una
troballa positiva no és negatiu, doncs la preséncia de
genocopies en la poblacié control (encara que amb una
freqiiencia molt baixa) juga en contra de 1’associacio.
Evidentment, en els casos de resultats negatius o amb
significacions bordeliners, la preséncia de genocopies
obscureix els resultats, de forma que seria necessaria una
analisi d’una mostra més amplia.

Per concloure, una de les reflexions més clares
que han eixit de I’analisi de la regi6 PSORS! és que les
técniques d’analisi genética han arribat gairebé al limit de
la seva poténcia, tant en el mapatge per lligament com en
el de la localitzacio fina per LD. La identificacié de gen o
de la combinacié dels gens del locus haura de venir de
I’estudi directe de la funcionalitat dels gens de la zona.
Un cas interessant és el de CDSN, un gen que en repetits
estudis de refinament de la zona, o bé ha estat exclos o bé
no ha estat replicat en altres estudis, perd que donat el
patr6 d’expressio especifica en la pell, i la seva funcié en
la diferenciacié de 1’epidermis no deixa d’estar en la
diana de molts investigadors que el consideren un dels
millors candidats de la zona. Encara que estudis
funcionals de la proteina han demostrat 1’expressio
alterada en psoriasi (Allen et al. 2001), no es coneix
I’efecte in vitro de les variants o haplotips associats, pero
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s’ha de tenir en compte les limitacions de la deteccio,
amb pocs anticossos, i que no reconeixen zones
potencialment implicades en la proteolisi de la molécula
durant el procés de descamacio.

Dr’altra banda, el fet que HCR es sobreexpressi a
les lesions de psoriasi pero no 1’expressio augmentada en
la pell no afectada de pacients, pot ser atribuit a un efecte
indirecte de ’estat de proliferacio dels queratinocits en la
lesid,. Junt amb la caracteritzacié funcional de les
variants de CDSN, la determinaci6 de la funcié d’HCR
pot portar a 1’establiment d’un patré d’accidé del locus
PSORSI. Tanmateix seria interessant la caracteritzacid
de les zones reguladores dels gens.



Discussio

ASMA
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Els nivells seérics d’IgEs han estat correlacionats amb I’HRB i amb ’asma

~ simptomes respiraciris
adpla

en diferents estudis, i de forma general ’HRB i els fenotips atopics han estat

utilitzats per a identificar amb éxit regions del genoma que contenen gens de
ASMA predisposicid a la patogénesi de 1’asma. L’asma ¢és probablement un punt final de
I’acci6 de multiples gens i factors ambientals, mentre que els fenotips intermedis

hiperrespotta hronguial

poden ser deguts a 1’acci6 d’un niimero limitat de gens. En aquest capitol, sense

deixar mai de considerar el fenotip global d’asma, s’ha estructurat la discussio dels
resultats en funcié dels fenotips associats.

La unié de I'IL4 al receptor IL4R indueix el canvi
d’isotip en les céllules B 1 producci6 d’IgEs. La
produccié d’IgEs i la uni6 al receptor de les cel-lules
diana desencadena el procés al-lérgic, fenomen exacerbat
en I’individu atopic. El receptor de I’'IL4 (I14R), format
per una cadena y (II2RG), comuna amb altres citocines, i
una cadena d’alta afinitat (Il4RA), a la vegada compartida
pel receptor diméric de I’IL-13, es converteix en un nexe
comu a diferents vies que fa que esdevingui un candidat
interessant de predisposicio a I’asma i a I’atopia.

Receptor d’IL4 i nivells d’IgEs

El nostre grup ha observat que les variants
A375, R406, P478 i R551, en dominancia, s’associen a
unes concentracions d’IgEs més elevades que els
genotips homozigots per la variant més comuna. Aquests
resultats, pero, son diferents als que han observat Howard
i col'l.,, que han associat E375, C406 i S478 amb unes
concentracions més elevades d’IgEs amb un efecte
recessiu (Howard et al. 2002). Una explicacié d’aquestes
diferéncies podria ser atribuida a diferéncies étniques, ja
que com s’ha reportat no totes les poblacions presenten
associat el mateix haplotip (Ober et al. 2000a). De forma
alternativa, poden ser atribuides al fenotip “asmatic” dels
pacients analitzats. En el nostre cas I’associacio es va
observar en els individus asmatics no atopics i amb uns
nivells sérics d’IgEs baixos, mentre que els individus
analitzats per Howard i col'l. presentaven nivells sérics
d’IgEs elevats i eren la majoria atopics. A més, en la seva
poblacid és present un efecte de la variant de I'IL-13, i
una interaccid6 amb variants d’/L4RA (Howard et al.
2001), de manera que és possible que aquesta mostra no
reflecteixi la contribucié més fisiologica de les variants
de IL4RA als nivells sérics basals d’IgEs. D’altra banda,
en la mostra analitzada pel nostre equip es va observar
que, en el grup de pacients amb atopia i en els individus
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al-lérgics amb nivells elevats d’IgEs, les concentracions
associades als portadors d’alguna de les variants A375,
R406, P478 eren lleugerament inferiors, encara que sense
diferéncies estadisticament significatives. Aquestes
discrepancies  suggereixen la  preséncia  d’altres
interaccions géniques en la generacio de I’atopia.

S’ha observat que les set variants de I’ex6 12
presentaven un fort desequilibri de lligament, de manera
que I’analisi d’haplotips aporta una significacié més
funcional a I’associacioé amb el fenotip. El nostre grup va
observar que només I’haplotip format per les variants
375A-406R-411S-478P-551R-554V (ARSPRYV)
s’associava amb I’asma atopic. Tanmateix, encara que de
forma no significativa, aquest haplotip juntament amb
ECSSRV eren més freqiients en els individus al-lérgics
que presentaven nivells d’IgEs superiors a 100UI/ml, que
en els individus controls no al-lérgics. Quatre de les sis
variants incloses en 1’haplotip ARSPRV (375A, 406R,
478P, 551R) s’associaven de forma individual amb
nivells elevats d’IgEs sériques, mentre que només 551R
és present en ECSSRV. Aquestes observacions apuntaven
a un efecte pleotropic de la Il4RA en la regulacio dels
fenotips “asmatics”.

A la literatura existeix una gran variabilitat en
els resultats d’estudis d’associaci6é realitzats amb les
variants d’/I4RA (Hershey et al. 1997; Mitsuyasu et al.
1998; Kruse et al. 1999; Mitsuyasu et al. 1999). En
alguns casos amb resultats contradictoris, pero que poden
ser explicats per la manca d’analisi dels haplotips
complets de la regid. En diferents grups étnics existeix
una associacié amb asma o atopia amb al-lels d’JL4RA,
pero que difereixen en els haplotips associats (Ober et al.
2000a), suggerint-se que la predisposicio, més que a un
polimorfisme aillat, és deguda a una combinacio de
variants, o haplotips funcionals (Risma et al. 2002).

En la mostra analitzada pel nostre grup la
variant R551 presentava associats uns nivells elevats
d’IgEs, a més, la variant formava part tant de 1’haplotip



associat amb asma atOpic com dels dos haplotips més
freqlients en els individus al-lergics. Aixo suggeria un
paper important en relacié amb el fenotip atopic (IgEs o
+SPT). Estudis funcionals han demostrat que R551
produeix un guany de funcié del receptor, amb una
expressio elevada de FCER2 (CD23) i d’IgEs (Hershey
et al. 1997). D’altra banda, la preséncia de variants
distintes en els haplotips més freqiients en els pacients
amb asma atopic i en els pacients al-lérgics indicava que
no havia un efecte independent de la variant sind que
seria depenent d’haplotip. Experiments in vitro han
demostrat que només certes combinacions de variants
presenten una major sensibilitat a I’efecte de I’'IL4. Aixi,
s’ha descrit que la variant R551 només en combinacio
amb V50 presenta una major activacido (Risma et al.
2002). En aquest sentit, malgrat que en la nostra mostra
la preséncia per se d’I50 o V50 sembla ser independent
dels nivells sérics de les IgEs, s’ha observat en canvi una
major freqiiéncia de la variant 150 entre els individus
al-lergics amb nivells d’IgEs molt elevats (superiors a
400Ul/ml) en concordanca amb I’estudi de Mitsuyasu i
col'l. (1999), perd no amb les dades presentades per
Hershey i coll (2002). Es possible que aquesta diferent
funcionalitat depengui de les variants associades: en el
grup d’al-lergics la variant I50 esta associada a I’haplotip
ECSSRV, mentre que en el grup d’asmatics s’associa a
ARSPRYV.

Asma i atopia (tests +SPT) presenten una
elevada correlacid, pero s’ha hipotetitzat que presenten
diferents etiologies moleculars. Donat 1’alt grau de
polimorfisme funcional dintre de la cadena d’IL4Ra
(zones d’uni6 a Jak, Irs, Stat6, Shp), és possible que
diverses combinacions afectin de forma diferent a la
funcio6 o la interaccié amb els seus lligands naturals: 1L4 i
IL13. Aquestes dues citocines tenen funcions diferents
encara que solapants en el desenvolupament de 1’asma.
IL13 pot actuar de forma independent, i esta relacionada
amb la secrecidé mucosa i un increment de ’'HRB (Webb
et al. 2000; Foster et al. 2001; Mattes et al. 2002). Un
estudi funcional in vitro que inclogui totes les variants, i
no momés la IS0V i R551Q, dels distints haplotips
associats amb asma o allérgia posaria de manifest
I’efecte pleotropic del receptor d’1L4.

En aquest sentit s’ha de tenir en compte les
variants S478P 1 S411L. Les dues presenten un
desequilibri parcial amb les altres variants. S478P és
troba prop dels dominis IRS, implicats en la transmissio
de senyals proliferatives i antiapoptotiques, a més ha
estat implicada funcionalment en la regulacio dels nivells
d’IgEs (Kruse et al. 1999), i s’ha hipotetitzat un paper
protector (conjuntament amb 411L) envers 1’al-lérgia
(Kauuppi et al. 2001). L’abséncia de 411L en els
al-lérgics perd no en els asmatics (amb una freqiiéncia
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similar que els controls), i la preséncia de S478 en
I’haplotip present en els pacients al-lérgics, ECSSRV,
apunta a una funcid per a aquestes dues variants.

En vista dels resultats observats pel nostre grup i
dels reportats en altres estudis (Hershey et al. 1997;
(Ober et al. 2000a); (Howard et al. 2002) (Risma et al.
2002) sembla evident un paper del receptor d’IL4 en la
regulaciéo dels nivells d’IgEs, encara que no es pot
descartar que una variant en desequilibri de lligament,
dintre o fora de la regi6 codificant, o un efecte epigenétic
puguin estar implicats. En aquest sentit
modificadors a nivell postranscripcional poden ser una
nova diana en la cerca de gens candidats, afegint un grau
més en la complexitat de 1’andlisi de les malalties
comunes. Com a exemple, 4/CDA (LocusID:57379), un
gen que codifica per a una deaminasa, ha estat associat a
una immunopatologia caracteritzada per 1’abséncia
d’IgA, IgGs i IgEs, mitjancant processos d’editing que
afecten al canvi de classe (Revy et al. 2000).

enzims

Regulacio dels nivells d’IgEs

La regulacio dels nivells d’IgEs és important ja
que aquestes participen en la generacio de les reaccions
d’hipersensibilitat, per la unidé als receptors d’IgEs
(FCERI i1 FCER2) presents a les cél-lules efectores
(mastocits, basofils, eosinofils). A més mitjangant la
interaccid amb els receptors presents en altres tipus
cellulars ajuden al manteniment de ’estat d’activacio
continuada del sistema immune amb nivells molt baixos
de substancies al-lergogenes, modulant la capacitat
presentadora de les APC, o de la presentacid mitjancant
IgEs .

FCER1 i FCER2

L ‘analisi de FCER?2 es va fer mitjancant un estudi
de tipus cas-control amb marcadors microsatél-lits de la
regié 19p13.3. Aquesta analisi va evidenciar dos al-lels
que presentaven una associacid nominal amb asma i
atopia, en la posicidé D195922 1 D19s884.

L’analisi es va realitzar com un estudi de replica
d’una mostra de la poblacié finesa. L’al-lel D795922 D*3
presentava associacié amb un risc de desenvolupar asma
en les dues poblacions analitzades, amb un risc major en
la poblacio espanyola que la finesa (Laitinen et al. 2000).
Els resultats que es van observar en la mostra estudiada
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pel nostre equip no van ser significatius després de les
correccions per multiples al-lels testats, perd no deixava
de ser curidés que el mateix al-lel pogués comportar un
risc similar en ambdues poblacions. Una explicacid
dificil de creure era I’existéncia de zones molt llargues de
desequilibri de lligament, conservades entre la poblacio
finesa i ’espanyola de forma que poguessin suportar la
idea del lligament amb FCER2 com a gen candidat, i els
al-lels del marcadors D195922 1 D195S884. D’altra banda,
I’estudi de triatge mutacional que es va fer en la regid
codificant de FCER2 en els haplotips de risc en la
poblacié finesa, no va identificar cap variant (Laitinen et
al. 2000).

A nivell de fenotip les dues poblacions estudiades
eren similars quant al diagnostic d’asma i a 1’edat dels
pacients, perd provenien d’un background genétic i
ambiental absolutament diferent. La poblacio finesa, de
la regi6é Kainuu en el nord-est de Finlandia, ha sofert una
expansio rapida a partir de pocs fundadors, i presenta una
variabilitat dels haplotips reduida i molt conservada.
Aquestes poblacions preserven regions fins de 12 ¢cM en
desequilibri (Kere 2001), en canvi en la poblacid
espanyola de la regié nord-est d’Espanya, amb unes
caracteristiques poblacionals diferents, és de suposar que
els haplotips presents tinguin una conservacié reduida a
la vegada que siguin poc freqiients. Aixi doncs, és
possible que FCER?2 no sigui el candidat identificat per
I’haplotip de risc finés i altres gens a la zona han de ser
els causants de la predisposicio. En aquest sentit, la
localitzaci6é d’una zona amb associacié nominal que s’ha
evidenciat en la mostra analitzada pel nostre equip entre
els marcadors D195922 1 D19S884, separats per 13 kb,
pot indicar realment un locus de predisposicio.

En aquesta zona mapa el gen SCYA25 (acronim de
I’anglés, small inducible cytokine subfamily A (Cys-Cys),
member 25) (LocusID:6370), un membre de la familia de
les CC-quimocines que s’expressa durant el
desenvolupament del timus, i que pot estar implicat en el
desenvolupament de la poblacié de cellules T (Vicari,
1997). SCYA25 té¢ una activitat quimiotactica per als
timocits, macrofags i cél-lules dendritiques, i juntament
amb el seu receptor (CCR9) s’ha implicat en funcions de
regulacio i especialitzaci6 de la resposta a nivells de les
mucoses (Papadakis et al. 2000).

Quant al receptor d’alta afinitat, FCERI,
I’analisi amb un sol marcador microsatél-lit intern del
gen de la cadena beta, FCERIB, no va demostrar una
freqiiéncia alterada amb el fenotip asma ni en cap dels
grups analitzats (Soriano et al. 2000). Amb una analisi
similar, en una poblacio de les Illes Canaries tampoc es
va demostrar una associaci6 amb asma bronquial en
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individus sensibilitzats per acars (Torres-Galvan et al.
2001).

L’estudi de les variants Ile181Leu i Glu27Gly
del FCERIB, tampoc va reportar cap associacio. La
variant Ilel81Leu associada amb asma en altres
poblacions (Shirakawa et al. 1994b; Hill et al. 1995) no
¢és polimorfica en la nostra poblacié. Altres estudis han
fallat en la replicacid de les dades originals (Duffy et al.
1995) suggerint possibles problemes derivats de
I'heterogeneitat genética present entre poblacions
(Hizawa et al. 1995), aixi com la consideracié que la
identificacio de la variant Leu pot estar sotmesa a
problemes artefactuals de la técnica de deteccid per
ARMS (Hill et al. 1995).

Referent a I’altra variant analitzada; Gly237
presentava una freqiiéncia incrementada en pacients amb
asma, com ha estat reportat en altres poblacions, amb una
freqiiéncia superior a la detectada en els estudis anteriors
realitzats (Hill iCookson 1996; Shirakawa et al. 1996a),
pero sense cap diferéncia significativa entre asma o els
fenotips associats. En aquests dos estudis 1’associacio
s’ha demostrat amb asma infantil i amb la regulacioé dels
nivells molt elevats d’IgEs (>1000U1/ml)
respectivament, de forma que la manca de replicacioé en
el nostre estudi pot estar relacionada amb el fenotip dels
nostres pacients: una mitjana d’edat de 58 anys, una edat
d’aparici6 adulta, uns nivells mitjans d’IgEs no molt
elevats (147UI/ml) i només amb el 47% dels individus
amb atopia. En el nostre estudi tampoc es va observar
una associacié de cap de les variants estudiades amb
I’HRB en la mostra de pacients adults, com ha estat
reportat en altres estudis de forma independent a 1’atopia
(van Herwerden et al. 1995).

Tot 1 aixi, el resultat negatiu de I’analisi del
receptor d’IgEs no descarta que la regio 11q sigui
portadora d’un gen de predisposicid a asma. Estudis
recents que demostren una regulacid de 1’expressio
davant de I’exposicio a diferents espécies d’acars (Van
Hage-Hamsten et al. 2002) avalen que FCERIB té un
paper en el fenotip atopic. En qualsevol cas, sembla poc
probable que FCERIB estigui implicat en el
desenvolupament de I’HRB en la mostra analitzada, pero
pel que fa a I’atopia, és possible que el fet de no haver
pogut definir les relacions parentals hagi disminuit la
poténcia de I’estudi (Moffatt et al. 1992). En aquest sentit
I’associaci6 amb el cromosoma 11 ha estat reportada per
diferents grups que a la vegada han identificat un efecte
matern en 1’heréncia (Shirakawa et al. 1994b; Hill et al.
1995; Moffatt iCookson 1998).

ADRB2



Un dels factors que influeix en la concentraciod
dels nivells d’IgEs en el sérum és 1’expressio d’ADRB2,
encara que amb un efecte diferent en la poblacié adulta i
en la infantil. En la mostra infantil la variant Argl6
s’associava a nivells elevats d’IgEs (concentracions
>200UI/ml), mentre que en la poblaci6 adulta la variant
Gly16 s’associava amb HRB en pacients asmatics.

L’associacié de Glyl6 amb ’HRB en la mostra
d’individus amb asma adult es va mantenir després de
I’ajustament mitjangant regressio logistica per 1’edat, de
forma que es pot pensar que no esta associada amb altres
formes d’HRB inespecifica lligades a I’edat com Ila
MPOC. A més, el percentatge de pacients amb bronquitis
cronica en la mostra d’asma adult és molt baix. Altres
estudis realitzats en poblacié asmatica (Hall et al. 1995) o
en poblacio general (D'Amato et al. 1998), han demostrat
que la variant Glyl6 predisposa al desenvolupament
d’HRB, la qual cosa, juntament amb el fet que la variant
no sigui més freqiient en els pacients, i que sigui molt
freqient en la poblacid general, suggereix que
principalment és una causa de variabilitat entre els
individus més que una major d’asma.
Alternativament, és possible que com s’ha vist en el cas
d’IL4RA, una combinacid6 de variants siguin més
importants en determinar les relacions genotip-fenotip,
que els SNPs individuals. En aquest sentit pero, un estudi
alemany ha proposat un efecte oposat de I’haplotip
Gly16/GIn27/Thr164 (Ulbrecht et al. 2000). Es probable
que aquestes diferéncies siguin produides per un efecte
combinatori de les variants, perd també és possible que
en ser realitzat en una mostra de la poblacié general, els
resultats no contemplin les possibles interaccions
presents en la mostra de pacients amb asma.

En els pacients infantils I’abséncia d’associacid
amb DI’HRB pot indicar que en edat infantil Ia
predisposicié a HRB no esta influida pel sistema ADRB-
agonista, tenint un efecte només en una edat més
avangada. De tota manera s’ha de tenir en compte que la
mesura de ’HRB no va ser realitzada de la mateixa
forma que en els adults, i per tant els resultats no son
comparables. Malgrat tot, no es pot descartar un efecte de
la variant Glyl6 en la poblacié infantil, i la manca
d’associaciéo podia ser deguda a baixa poténcia de la
mostra per detectar ’efecte en I’HRB o la manca d’una
mostra de controls adequada.

A més d’afectar a ’aparicié d’HRB en adults, es
va observar que la variant Argl6 s’associava amb la
presencia de nivells elevats d’IgEs en la mostra infantil.
Aquesta associacié no ha estat reportada anteriorment,
perd una associacio entre la variant GIn27 amb nivells
elevats d’IgEs, en nens amb una historia d’asma, havia
estat observada préviament (Dewar et al. 1997). Altres
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grups han posat de manifest la relacid entre la variant a la
posicié 27 amb un risc d’asma; ja sigui incrementant-lo
en el cas dels portadors de GIn27 (Hopes et al. 1998) o
bé disminuint-lo per als portadors de Glu27(Martinez et
al. 1997). En el nostre estudi, degut a problemes técnics
en la determinaci6 de la variant GIn27Glu, no s’ha pogut
estudiar la distribucié d’aquesta variant. Malgrat tot, el
fet demostrat que com en altres poblacions, les variants
Argl6 i GIn27 presentin una forta associacid en
poblacions hispanes (Martinez et al. 1997), juntament
amb I’evidencia que I’haplotip Argl6/Glu27 és forga rar
en les poblacions caucasiques (Lipworth et al. 2002),
indica que I’augment observat de 1’al-lel Argl6 pot ser
degut al desequilibri de lligament amb GIn27. En I’estudi
d'Hopes i col'l,, on s’observa una associaci6 d’asma
infantil amb GIn27 (Hopes et al. 1998), la poblacié
presentava una mitjana d’edat comparable a la de la
mostra analitzada pel nostre grup, i encara que en el seu
estudi s’associa amb asma diagnosticada, els efectes de la
variant estan relacionats amb nivells elevats d’IgEs, tal i
com es descriu en un treball anterior del grup (Dewar et
al. 1997).

L’estimulaci6 d’ADRB2 regula el to muscular
de les vies acries, la qual cosa evidentment el converteix
en un candidat per a ’HRB, perd com pot afectar aixo a
I’establiment d’un fenotip atopic?. Funcionalment
existeix un lligam entre la senyalitzaci6 d’ADRB2 i
I’atopia. S’ha observat que el sistema agonista-ADRB2
té un efecte regulador sobre I’expressié d’IL-4, i un
efecte negatiu sobre IFN-y (Mohede et al. 1996). A més
s’ha descrit que la modulacié del microambient en la
maduraci6 de les céllules limfoides €s la que determina
Pestirp funcional de les céllules T (Avni iRao 2000).
Tanmateix, encara que només s’ha demostrat a nivell de
les cel'lules T presents en el cordd umbilical, el sistema
adrenoceptor actua sobre les cel-lules T predisposant cap
a una I’estirp funcional Th2 (Huang et al. 2001). D’altra
banda, la variant Argl6 esta present en haplotips que
presenten una resisténcia molt gran a la downregulacio
per agonista (Green et al. 1994), la qual cosa pot estar
produint un excés d’activacid del receptor en aquests
pacients. A part, altres canvis descrits en la regi6
promotora (Scott et al. 1999b), poden alterar I’expressid
del receptor en cél-lules perifériques (Lipworth et al.
2002), encara que aquests canvis no semblen alterar la
funcié en sistemes in vitro (Scott et al. 1999a).

Finalment, respecte el paper de les variants
d’ADRB2, el fet que s’hagin detectat difereéncies dintre
del grup de pacients perd no respecte a la poblacid
control analitzada, posa de manifest la poca idoneitat de
la mostra de controls, principalment en el cas de ’analisi
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de dos fenotips com I’HRB i I’atopia, que tenen una
prevalenga molt elevada a la poblacio general. D’altra
banda, és interessant destacar les diferencies que es van
observar entre les dues mostres de pacients. L’efecte
d’ADRB2 durant els primers anys pot incidir en el risc
de desenvolupar una manifestacié al-lérgica en edat
infantil, i amb wun posterior risc incrementat de
desnvoulpar asma, perd no en les formes adultes de
I’asma. En canvi, en les formes adultes pot estar associat
amb la regulacié del to muscular i el desencadenamant de
I’HRB associat amb I’asma. En el cas dels pacients adults
amb asma s’ha estimat que el 50% dels casos son
d’aparicié en edat adulta (Bodner et al. 1997), amb una
proporciéo de 30-50% d’origen atopic, de manera que
encara que d’una forma més reduida, es podria posar de
manifest el mateix efecte que 1’observat en els individus
infantils. Aixi doncs, és possible que les diferencies
observades respecte a 1’efecte de les variants d’ADRB2
expressin un efecte pleotropic en I’etiologia de 1’asma, ja
que el grup analitzat de pacients d’asma en adults té una
edat d’aparici6 molt tardana, de manera que representa
un grup d’aparicio tardana al 100%, amb una baix
component atopic.

Eosinofilia i CD14

L’exposicid a productes bacterians influeix en la
sensibilitzacié al-lérgica (von Mutius et al. 2000), de
forma que factors genétics que modulen la seva accio
poden estar implicats en el desenvolupament de I’asma
o I’atopia. CD14 ¢és un receptor de PAMPs (de 1’anglés
pathogen-associated molecular patterns) expressat en
cél-lules mieloides i que actua com a mediador de la
immunitat innata, produint D’alliberacié de citocines
proinflamatories. L’activacio de CDI14 té un efecte
oposat depenent del moment que es produeix la
sensibilitzacio al-lergica. En les cel-lules T no primades
(Thy), I’estimulacio de la via CD14-LPS produeix un
increment de I’IL-12 i IL-18 amb una promoci6 de la
resposta de tipus Th;, mentre que en les cellules
madures reforca la resposta inflamatoria de tipus Th2.

No hi ha estudis especifics funcionals d’expressi6 de
les variants de CD14, pero s’ha observat que tant la
forma soluble (sCD14) com la forma de membrana
(CD14) s’expressen amb nivells més elevats en pacients
amb asma que en controls (Alexis et al. 2001); nivells
elevats de sCD14 es correlacionen amb una variant de la
zona del promotor (CDI14-159C). Aquesta variant esta
localitzada prop d’una zona d’activacio de Ia
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transcripcid, en una posicié d’unié a diversos factors de
transcripcio  (SP1, Ap-2), la qual cosa indica la
potencialitat funcional de la variant (LeVan et al. 2001).

El nostre equip ha estudiat dos grups d’individus
asmatics: en el grup d’asma infantil els individus atopics
representen el 100%, mentre que en el grup d’asma adult
només representa la meitat (47%).

Els pacients infantils amb afopia2 presenten una
freqiiéncia augmentada de ’al'lel CD14-159*T. A més,
I’al'lel —159T és més freqlient entre els individus amb
eosinofilia. D’altra banda, el fet que no s’observés una
associacio0 amb els nivells d’IgEs suggereix que
I’associaci6 amb el fenotip atopia? es deu al pes
majoritari d'eosinofilia en la definici6 del fenotip
atopia?.

El sistema d’activacié per CD14 s’ha implicat
en la modulacid dels nivells d’IgEs en poblacions
infantils i adultes (Baldini et al. 1999; Koppelman et al.
2001), pero segons els resultats observats en la mostra
analitzada, també estaria regulant I’cosinofilia periférica
d’una forma independent als nivells serics d’IgEs.
Aquestes dades no estan en principi d’acord amb treballs
realitzats en altres poblacions on es reportava que 1’al-lel
T era protectort i s’associava a fenotips no atopics, amb
nivells baixos d’IgEs o amb un menor nimero de
respostes SPT positives (Baldini et al. 1999; Gao et al.
1999; Koppelman et al. 2001; Vercelli et al. 2001).
L’associacié negativa observada en el nostre estudi amb
els nivells sérics baixos d’IgEs no és sorprenent, i en
altres estudis tampoc no han observat una significacio
important de la variant CD14-159*T amb les IgEs en
individus que presentaven una RAST positiu (Gao et al.
1999), fet que ha estat atribuit com una prova que CD/4
no és un locus d’atopia (Gao et al. 1999). Aquest estudi,
pero, no va incloure una mesura d’eosinofilia periférica,
de forma que no descarten una implicaciéo de CD14 en
I’atopia, a través de la regulacid dels nivells d’eosinofils
circulants.

Baldini i col'l., han proposat una heterogeneitat
étnica dels determinants genétics de [’atopia; en els
individus d’origen hispa no es va associar la variant de
CD14 amb els nivells d’IgEs (Baldini et al. 1999). Una
susceptibilitat étnica diferent ja ha estat demostrada en
estudis de cerca global de genoma (CSGA 1997). Es
possible que com en aquests estudis, CD14 no estigui
relacionat amb 1’asma o D’atopia en la poblacio
espanyola. En aquest sentit 1’estudi previ d’associacio
que es va realitzar amb marcadors microsatél-lits de la
regid 5q (presentat a la pag.112) va fallar en demostrar
associacio amb atopia, encara que en aquell estudi no es



van incloure mesures sobre eosinofilia. L’analisi de sis
microsatel-lits a la regid 5q, no va evidenciar després de
correccio per multiples al-lels, una significacié important,
només els al-lels de D5S658 1 D5S414 presentaven una
major freqiiéncia en els pacients amb asma respecte als
controls (Soriano et al. 2000).

Els marcadors D5S658 i D5S414 és troben
situats a la part telomérica del cluster 5q, on mapen els
gens CDI14 i ADRB2 (figura 25). D5S658 esta situat a
una distancia de 0,5 Mb entre CD14 i d’ADRB2. Es
possible que existeixi una regid en desequilibri de
lligament que abraci els dos gens o bé, de forma més
probable que diferents haplotips comparteixin les regions
intergéniques. El locus d’atopia que s’ha mapat en
aquesta regio s’ha localitzat en la regié més centromérica
(Noguchi et al. 1998b), pero altres estudis han situat en la
regié telomérica zones de lligament amb fenotips
associats amb asma: un Jlocus associat a HRB en un
estudi en families amb asma (Postma et al. 1995) i d’altra
banda, un lligament amb nivells elevats d’eosinofils
circulants un estudi de lligament en poblacié infantil
(Martinez et al. 1998). Aquest locus regulador dels
nivells d’eosinofils es va detectar just amb el marcador
D5S658. L’eosinofilia en nens es correlaciona amb
I’asma cronic de forma independent de 1’atopia (Karakoc
et al. 2002). Un segon estudi, ha detectat en aquesta
regio al voltant de D5S658, un determinant génic lligat
amb la intensitat de la infeccio pel parasit Schistosoma
mansoni (Marquet et al. 1996). Curiosament una elevada
eosinofilia ha estat associada a una major resisténcia a la
infeccid pel trematode S. mansoni (Sturrock et al. 1983).
L’associacié observada en 1’estudi realitzat pel nostre
equip d’una variant funcional de CD/4 amb eosinofilia
periférica en nens, apuntava a aquest /ocus com a causant
de la susceptibilitat a la infeccié a S. mansoni. D’altra
banda, variants d’4ADRB2 poden explicar també la
intensitat de la infeccié observada a S.mansoni, ja que
poden estar relacionades amb la modulaci6 dels nivells
d’IgEs, afectant d’aquesta forma la intensitat de la
infeccio. En aquest sentit, en una poblacio infantil de
Veneguela amb una infeccidé endémica per cucs
(helmintiasi) s’ha descrit que Glyl6 confereix resisténcia
a la infecci parasitaria (Ramsay et al. 1999b).

Els resultats d’associacié obtinguts en aquesta
regi6é en principi demostren 1’associacié amb els fenotips
d’asma, associacié que desapareix en ser corregida pels
multiples al‘lels. Evidentment una correccid d’aquesta
mida requereix que ’efecte del canvi sigui molt fort o bé
unes mides mostrals dificils d’assolir per tal de detectar-
lo (Risch iMerikangas 1996). Els resultats presentats pel
nostre equip en I’analisi individual de dos gens de la
regi6 5q (CDI14 i ADBR2) posen de manifest que les
correccions efectuades en I’analisi de microsatél-lits
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poden ser excessives, fent aparcixer falsos negatius a la
regio.
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Figura 25

Esquema de la regié 5q31. Cluster S5q dels gens candidats. A la part
dreta esta representada la localitzacié aproximada dels principals
gens que mapen a la regié aixi com la localitzacié dels marcadors
microsatel-lits (URL: Marshfield) estudiats en aquesta mostra.

Quant a ’eosinofilia associada, aquesta ha estat
descrita com un marcador de severitat en asma infantil,
en termes de simptomes respiratoris, funcié pulmonar,
necessitat de medicaci6 i resposta a histamina (Hughes et
al. 2001). En general, els individus que desenvolupen
asma en edat adolescent presenten nivells elevats d’IgEs i
una acusada eosinofilia en edat infantil (Martinez 1999).
De manera coincident tots els pacients sense eosinofilia
(8%) son portadors en homozigosi de 1’al-lel —159C.
D’altra banda, en el nostre estudi els nens asmatics
portadors I’al'lel CDI14-159T presenten un inici més
primerenc de la malaltia. Un inici primerenc (i
perduracié dels simptomes) ha estat establert com a
pronostic de 1’evolucié de 1I’asma en 1’adolescéncia, la
qual cosa suggereix un risc més elevat pel
desenvolupament de ’estat al-lérgic i un pronostic més
greu en els individus CD14-159T, perd no mitjancant la
modulaci6 de la resposta de les IgEs.

El grau d’eosinofilia present en els individus pot
estar relacionat funcionalment amb 1’expressio de CD14
de formes diferents: (1) degut a una elevada produccid
d’eosinofils, per activacid de les cél-lules Th2 i produccio6
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de citocines I1-4, 11-13, I1-5 i 11-9, o (2) degut a una major
superviveéncia d’aquestes cel-lules. Experiments amb
cultius d’eosinofils recolzen aquesta segona hipotesi i
han demostrat que CDI14 ¢és essencial per a la
supervivencia dels eosinofils (induida per LPS)
(Meerschaert et al. 2000). Tanmateix, es desconeix si es
veu afectada la poblaci6 en sang o la resident en teixits.

No es van estudiar haplotips funcionals, pero és
possible que CD14-159 i CD14+1433 formin part d’un
haplotip funcional, de la mateixa manera que els
haplotips descrits per Vercelli i coll (Vercelli et al.
2001). S’ha observat que CDI14+1433 presenta en els
controls un desequilibri de lligament amb CDI/4+159
(D’=0,81) i practicament total en els pacients, amb una
fase CD14-159T-CD14+1433G. L’analisi per TDT de les
variants en les 19 families amb asma atopic, va demostrar
una sobretransmisio (7/0) de 1’al-lel CD14+1433G, pero
en canvi amb el TDT2 no s’ha observat cap haplotip
transmes de forma preferent.

CD14 en adults
Hipotesi de I’higiene

Finalment, referent a la funcidé de CDI14 en
I’asma, les caracteristiques de la mostra d’asma adult que
es va recollir va permetre investigar sobre la Hipotesi de
la Higiene. Aquesta és una de les idees més atractives
sobre I’etiologia de 1’asma, i reactivada en els darrers
anys, que vol explicar la relacié inversa entre el descens
de les infeccions infantils i I’augment de I’asma i les
al'lérgies a nivell mundial. La teoria afirma que una
manca de maduraci6 de les respostes de tipus Th2 a Thl
en el sistema immune infantil és deguda a una
estimulaci6 microbiana menor en les societats
occidentals.

Donat el paper de CD14 en la regulacio del
reconeixement de motius bacterians, es va plantejar el
paper de CD14 en la modulaci6 de la resposta adaptativa,
comprovant la possible implicacié de la variant CD14—
159T en la sensibilitzacié al-léergica dels individus. La
teoria era que, en el grup d’individus adults epidémics la
sensibilitzaci6 demostrada a la soja podia estar
acompanyada d’exposicio a endotoxines, la qual seria la
causa de ’augment de la severitat en els pacients amb
asma establerta, perd no en aquells individus sense asma,
o encara no sensibilitzats, de forma que podria explicar la
rad de I’abséncia de nens afectats durant I’epidémia de
soja de Barcelona. Segons la hipotesi de la higiene,
I’exposicidé a LPS (lipopolisacarid) (o a altres productes
bacterians) actuaria com a protector en sistemes
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immunoldgics no primats antigénicament. Si aixo fos
cert, s'esperaria un augment de la freqiiéncia de I’al-lel T
en aquests individus, respecte als individus no epidémics,
controls o en els nens. Els resultats observats recolzen
aquesta dada, ja que en els pacients amb asma adult amb
nivells elevats d’IgEs (per sobre de la mitjana del grup,
148UI/ml) es va observar un increment de la freqiiéncia
de I’al-lel CD14-159 T en homozigosi.

Aquesta dada es pot interpretar com una
confirmacio de la hipotesi de ’efecte de la via CD14-
LPS en la modulaci6 de 1’asma, pero s’ha de ser caute ja
que només es va observar quan es van considerar només
els individus adults, de forma que pot ser un reflex d’una
sensibilitzacidé diferent en el grup d’asma adult sense
consideracié de la sensibilitzacido per la pols de soja.
Aixo pero, no esta d’acord en altres estudis realitzats en
pacients adults on es va demostrar I’associacio de 1’al-lel
T en homozigosi (Koppelman et al. 2001) o com a
portador (Gao et al. 1999) amb uns nivells baixos d’IgEs.
D’altra banda, s’ha de tenir en compte que en la mostra
analitzada pel nostre equip, el 100% dels pacients
representen casos d’aparicio tardana de la malaltia,
mentre que en els casos d’asma en adults son d’aparicié
infantil en un 50 % dels casos (Bodner et al. 1997).

Els indicis observats suggereixen un paper del
control genétic de la resposta a productes bacterians en el
desenvolupament dels fenotips associats amb atopia. La
contribucié de 1’exposicié a endotoxines com LPS, ha
estat demostrada en altres estudis fent servir un model
animal d’asma amb o sense exposicio a LPS (Tulic et al.
2000), i en humans, on individus homozigots per —159T
han demostrat ser més sensibles a 1’exposicié a LPS
(Vercelli et al. 2001). A més, altres linies d’evidéncia
recolzen indirectament aquestes observacions i la seva
implicacié en I’asma. Aixi, en tres estudis independents
de cerca aleatoria del genoma, amb asma o fenotips
intermedis, s’ha descrit lligament de marcadors de la
regi6 4q35 amb HRB (Daniels et al. 1996), amb nivells
elevats d’IgEs i la resposta especifica d’IgEs (splges)
(Wjst et al. 1999), i amb asma (fenotip loose asthma,
definit com la preséncia de simptomes o d’HRB) (Ober
et al. 1998). En aquesta zona hi mapen els gens dels
receptors Toll-like 2 i 3 (TLR2 i TLR3), receptors
presents en les cél-lules dendritiques (CD) que poden
reconéixer els complexos sCD14-PAMPs presents en el
medi. D’altra banda, s’ha demostrat una expressio
regulada dels TLRs durant el desenvolupament de les CD
(Visintin et al. 2001), que porta a l’establiment dels
llinatges funcionals de tipus Thl o Th2 (Kapsenberg et
al. 1999).
TNF i atopia




En aquest estudi s’ha observat una associacid
significativa de I1’al'lel TNF2 amb la preséncia de
respostes positives a test SPT (>1 test SPT).

L’estudi presentat aqui recolza un paper de
TNF2 en el desenvolupament de 1’atopia en poblacid
espanyola, com ha estat reportat en altres estudis i
fenotips associats amb asma: amb HRB (Li Kam Wa,
1999), asma (Moffatt iCookson 1997; Winchester et al.
2000), asma agut (Witte et al. 2002), simptomes
respiratoris (Chagani et al. 1999) i atopia (Castro et al.
2000). L’associacié amb atopia ha estat realitzada en una
mostra de poblacié espanyola (Castro et al. 2000). En
aquell estudi TNF2 presentava una freqiiéncia major en
individus atopics, respecte individus sans, amb una
freqiiéncia de gairebé el doble que el que es va observar
en la nostra mostra. Aquestes diferéncies son dificils
d’explicar per raons étniques, potser una explicacié més
probable sigui que TNF esta implicat unicament en la
resposta SPT especifica, ja que en la mostra adulta no
s’ha observat associacio amb el fenotip atopial (definit
com la preséncia de SPT o/i nivells elevats d’IgEs), de
forma que una sensibilitzacio diferent podria ser la causa
de les diferéncies apreciades. Esta establert que
I’exposicié al-lérgica com a factor de risc difereix entre
les poblacions, havent-se’n descrit diferéncies entre les
poblacions mediterranies i les del centre de la peninsula.

Respecte a la mostra infantil, el nostre equip,
pero, no s’ha observat cap associacié amb asma atopic.
Aix0 és podria explicar per un paper especific de TNF en
formes adultes d’asma atopic. En aquest sentit un estudi
longitudinal amb 493 nens ha demostrat que TNF2 no
representa un risc a desenvolupar transtorns al-lérgics en
nens (Zhu et al. 2000). Altres estudis realitzats en
mostres infantils han demostrat una associacid amb
I’altre al'lel TNF (TNF1) (Albuquerque et al. 1998;
Trabetti et al. 1999), o bé amb TNF2. Aquests, perd, son
estudis de mida molt reduida (Winchester et al. 2000) o
que presenten una barreja d’individus adults i infantils
(35% de pacients adults) (Trabetti et al. 1999). Una dada
que sembla recolzar el paper diferent de TNF depenent
de I’edat, és que Lta2 €s més freqiient en el cas dels nens
amb una edat d’aparici6 de la malaltia inferior a 3 anys,
suggerint uns nivells menors de TNF en relacié amb una
edat de presentaci6 més primerenca: amb una edat
mitjana dels homozigots d’1,8 anys respecte a 3,4 en els
individus portadors (Lta 1/2 1 Lt 1/1). En aquest sentit,
encara que es basa només en una observacié molt
limitada, els individus homozigots per a LTa2/TNF1 no
presentem eosinofilia periférica, la qual cosa pot estar
relacionada amb els nivells més baixos associats amb
I’al-lel TNF1, i la funcié de TNF en I’influx de cél-lules

Discussio

implicades en 1’asma bronquial (Lassalle et al. 1993). Un
dels principals activadors de TNF ¢és LPS, de forma que
¢és possible que els individus amb un genotip de baixa
expressio (Lta 2-TNF1), estiguin protegits i direccionin
la resposta immunitaria cap a una resposta de tipus no
al-lérgica.

TNF ¢és una de les principals citocines
inflamatories (Holgate 2000), i un dels principals efectes
és l'increment de I’expressio de molecules d’adhesio,
com ICAMI1 i VCAM. De fet, s’ha reportat una major
expressio d’ICAMI1 en I’asma bronquial (Bentley et al.
1994). ICAM1 actua com a molécula que vehicula les
cel-lules imflamatories a través de 1’epiteli, la qual cosa
fa que la sobreexpressio estigui relacionada amb una
major influx de cél-lules de la inflamaci6. D’altra banda,
les cél-lules T yd, han estat realcionades amb la defensa
innata contra els microorganismes, havent-se demostrat
que intervenen en la maduraci6 de les cellules
dendritiques (CD) via TNF (Ismaili et al. 2002), induint
en les CD un augment en la produccié d’IL-12. Aquest
augment de IlI-12 pot comprometre negativament el
desenvolupament del llinatge al-lérgic (Th2), de forma
que els nivells alts de TNF podrien protegir contra el
desenvolupament de 1’al-lérgia afavorint una resposta
inflamatoria no al-lérgica, mentre que en pacients amb un
asma establert, 0 amb un menor component al-lérgic, pot
representar una més facil sensibilitzacié 1 una major
presencia de reaccions SPT.

Quant als al-lels especifics de TNF, el fet que els
dos individus homozigots per a TNF2 presentin uns
nivells baixos d’IgEs, i en el cas del pacient infantil no
presenti una historia de malalties al-lérgiques a la familia,
fa pensar que TNF2 no és 1’al-lel de predisposicio. Aixi
doncs, encara que la variant —308TNF G/A (TNF 1/2) ha
estat associada a nivells d’expressié diferencial de TNF
(Kroeger et al. 2000) és probable que no sigui I’tinica i
que d’altres variants de la zona estiguin implicades en la
regulacio del promotor, la qual cosa explicaria la ra6 per
qué altres estudis no han reportat aquest efecte amb TNF.

Knight i col'l., en un estudi de la predisposicio a
una forma cerebral de la malaria en poblacions africanes
han demostrat que altres variants de la zona del promotor
(TNF-376) presenten nivells més elevats de produccio de
TNF in vitro, evidenciant dintre de la regi6 del promotor
de TNF més d’un efecte independent en la regulacié de
TNF (Knight iKwiatkowski 1999). Aquest estudi de
forma interessant ha mostrat que les variants de TNF
poden estar sotmeses a una pressiéo adaptativa. De la
mateixa forma, és possible que en diferents poblacions
les diferencies amb I’al-lel associat siguin causades per la
diferent carrega ambiental. Trabetti i coll. han suggerit
que una diferent prevalenca de les infeccions

161



helmintiques, en podia ser la causa (Trabetti et al. 1999).
Evidentment, no es pot descartar que ’efecte observat
amb TNF estigui produit per algun gen en desequilibri de
lligament. En aquest sentit, s’ha reportat la presencia
d’haplotips  més  extensos, Ltol-TNF2-HLA-DR,
presents de més freqiientment en pacients amb asma i
HRB (Moffatt et al. 1999).

Receptors de cél-lules T

Esta demostrat que el tipus d’allergogen
influencia el desenvolupament de la malaltia. Aixi,
individus que responen als acars de la pols tenen més risc
de desenvolupar asma que en resposta a altres
al-lergogens (Sears et al. 1989). A més, la susceptibilitat
a determinats allergogens varia entre poblacions
(Martinez 1997). A la regi6 14q diverses cerques han
mapat un locus lligat amb asma (CSGA 1997) i HRB,
(Malerba et al. 1999) i algunes han detectat loci que
controlen la resposta especifica de forma independent
dels nivells totals d’IgEs (Hizawa et al. 1998). Dintre
d’aquesta regio el locus TCR &/y ha estat reportat lligat a
la resposta especifica d’IgEs (Moffatt et al. 1994; Mansur
et al. 1999).

L’analisi d’un marcador microsatel-lit proxim a
TCRa va reportar diferéncies nominals en la freqiiencia
de dos al'lels: FCA.TAI*4 i FCA.TAI*8. Després de
correccido pel numero de test, la significacid per a
FCA.TAI*8 encara era significativa, amb una menor
prevalenca. Aquest resultat va ser imputat a un efecte de
compensacio per l'augment de [I’altre marcador
FCA.TAI*4 (Soriano et al. 2000), perd aquesta
disminuci6 pot ser també atribuida a un efecte protector.
En aquest sentit en models animals amb asma induida,
s’han identificat les cel'lules T 6/y com a reguladores
negatives de la reactivitat bronquial (Lahn et al. 2001),
de forma que la manca de determinada especificitat TCR
d/y pot estar relacionada amb una major susceptibilitat a
I’asma. Nosaltres, perdo no vam detectar cap variacié en
els individus amb HRB. Respecte al gen per a la cadena
o, ’efecte seria més dificil d’explicar per una manca de
funcié ja que a diferéncia de les TCR 8/y, encara que se
sap que determinades especificitats poden determinar una
resposta, no s’ha associat a cap efecte dominant negatiu
(Moffatt et al. 1997). De forma interessant el locus que
codifica per a la cadena gamma del TCR, s’ha observat
recentment lligat amb eosinofilia i HRB (a metacolina)
en una poblaci6é australiana (Leaves et al. 2002). Les
cel-lules yd poden modular la preséncia d’eosinofils en el
lloc d’inflamacié (Penido et al. 1997; Lahn et al. 1999).
El nostre equip en I’estudi de tres marcadors de la regid
7pl5, associada amb asma en una poblacid finesa
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(Laitinen et al. 2001), va observar una associacié amb els
nivells elevats d’IgEs 1 un marcador de la regi6
(D782550). Aquesta associacio, encara que limit, com a
resultat d’un estudi de réplica pot suggerir un paper de
les cél-lules TCR &/y en el desenvolupament de I’asma en
la nostra poblaci6.

Corol‘lari

Com a resum, els resultats observats en els estudis
de segregacio, de lligament i d’associacié en multiples
poblacions, i els nostres mateixos resultats, suggereixen
que molt gens estan involucrats en la patogeénesi de
I’asma, perd0 que cap d’ells t¢ un efecte en la
predisposicié prou fort com per a ser un contribuidor
major al risc de la malaltia. Aquests resultats son esperats
ja que la patogénia de I’asma és complexa i és probable
que les alteracions en moltes de les vies immunes portin
al mateix efecte final, és a dir, que actuin de forma
redundant, la qual cosa també és d'esperar en un sistema
com l'immune. L’evolucié de la malaltia és paral-lela a la
maduraci6 del sistema immune, i I’efecte que 1’ambient
té en la modificacié6 del seu comportament comporta
riscos diferents en diferents edats i situacions, malgrat
una base genética comuna. Tanmateix, com es demostra
en els estudis genétics, és possible que existeixin alguns
gens comuns, pero també és clar que les influéncies
genétiques 1 ambientals controlen la penetracié d’aquest
gens d’asma.

L’estudi realitzat pel nostre grup ha posat de
manifest un efecte genétic en la modulacié dels fenotips
asmatics, amb unes diferéncies entre els pacients amb
asma adult i asma infantil. Els processos ambientals son
critics en la determinacio de la progressié de la malaltia.
Aquestes diferéncies estan relacionades amb la
sensibilitzacié diferent que han sofert els grups de
pacients analitzats. Tot i la bona definici6 dels
simptomes d’asma i I’estandarditzacio de les
caracteristiques cliniques, la manca d’associacid
observada amb el grup total d’asma adult posa de
manifest una heterogeneitat important dins d’aquest grup,
encara que també s’ha de tenir molt en compte la manca
d’un grup control adequat. D’altra banda és possible que
el grup d’asma adult sigui etiologicament més heterogeni
que el grup de pacients infantils: dintre del grup adult, el
grup anomenat “epidémic” presentava un prondstic
diferent al de no epidémics dos anys després de
I’epidémia (Sabria et al. 1994).

Molts factors, tant ambientals (localitzacio
geografica, temps de 1’estudi, medicacid), com genétics
(heterogeneitat  genética, interaccions, pleotropia,



penetracié incompleta) influeixen el fenotip asmatic en
una forma que s’escapa en molts dels dissenys
experimentals. Dades com la historia natural dels
pacients haurien de ser incloses, com a base diferencial
entre els grups de pacients.

Quant a les expectatives de la cerca genética de
I’asma, ’estudi de factors modificadors del fenotip, o
estudis farmacogenomics, seran importants en el futur, de
cara a una intervenciéo medica en la malaltia de 1’asma.
Dr’altra banda, I’asma i el seu desenvolupament ofereixen
un magnific camp per l'estudi de la plasticitat del sistema
immune i la comprensié dels mecanismes de regulacio,
de cara a una intervenci6 preventiva o curativa.

CFTR i ASMA

Discussio

Per qué CFTR i asma?. El paper de CFTR
(Cystic fibrosis transmenbrane conductance regulator)
en la malaltia pulmonar, la principal manifestacio en els
pacients de fibrosi quistica (FQ), és clara i ben descrita.
La seva funciéo va més enlla de la regulacié dels fluids
epitelials, havent-se comprovat la seva implicacié en
I’adhesivitat bacteriana i la infeccid, fenomen clau dintre
de I’evoluci6é de la malaltia quistica pulmonar (Pilewski
iFrizzell 1999). Altrament, CFTR s’ha demostrat
important tant a nivell de ’epiteli respiratori com d’altres
cél-lules no epitelials localitzades en 1’arbre bronquial.
D’altra banda, 1’asma és una malaltia multifactorial on
multiples  gens,  condicionats per  [’ambient,
contribueixen, amb un grau més o menys intens, a crear
una base de predisposicio en I’individu. La majoria dels
gens que han estat implicats en la predisposicido a asma
tenen una implicacié directa o indirecta en el control o
modulacié de les vies d’acci6 immunitaria. En cap cas
s’ha identificat una relacio directa per lligament amb el
gen CFTR. Tot i aixi, I’important grau de polimorfisme
del gen, I’alta freqiiéncia d’alguna de les mutacions
geéniques de CFTR i la creixent evidéncia de la funcioé
pleotropica de CFTR, fan que sigui un camp
d’investigacié molt important i actiu dintre de 1’estudi
dels candidats modificadors de I’asma.

Simptomes respiratoris en portadors de

mutacions

L’elevada incidéncia (1/2500 nounats) d’una
malaltia tant deletéria com la FQ encara no s’ha explicat
de forma convincent. Tanmateix, s’ha proposat que 1’alta
incidéncia pot ser deguda a una avantatge dels portadors
heterozigots de mutacions al gen CFTR. Una de les
primeres passes que es va decidir fer, va ser testar la
preséncia de la prevalenga d’asma en els parents de
pacients de FQ, portadors de mutacions a CFTR.

El nostre laboratori és centre de referéncia per al
diagnostic genetic de FQ i s’han analitzat més de 640
pacients de FQ (Casals et al. 1997). La simple revisio
dels historials clinics dels individus, pero, és poc
informativa. Els simptomes d’obstruccio de les vies en
els pacients amb asma poden ser confoses amb la
simptomatologia obstructiva propia de la FQ si
I’exploracié no es realitza segons uns estandards. Per
aquest motiu, per tenir unes dades més objectives de la
prevalenca de 1’asma entre els individus portadors de
mutacions en CFTR, es va distribuir una enquesta a 7000
individus d’arreu de I’Estat Espanyol.
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Tal com s’explica en la secci6 de resultats, el
qiiestionari va ser dissenyat de forma analoga als descrits
pels estandards de la IUATLD. L’eficiéncia dels
qiiestionaris sobre simptomes respiratoris en la validaciod
d’un diagnostic d’asma no s’ha pogut realitzar de forma
especifica en aquest cas, perd qiiestionaris com aquest
han estat utilitzats eficientment en molts dels estudis
epidemiologics i genetics de I’asma (ECRHS 1996;
ISAAC 1998; Koppelman et al. 1999).

En aquest estudi dels 462 qiiestionaris que es
van incloure, el 15,4% dels individus afirmava tenir
problemes respiratoris (sense especificar), dels quals el
61,5% (n=43) presentaven uns simptomes respiratoris
coincidents amb un diagnostic d’asma (9,4% dels
enquestats) i un 53% (n=37) (8% del total) presentaven
simptomes de rinitis al-lérgica.

La proporci6 de portadors amb simptomes
d’asma és elevada respecte a 1’estimada en poblacié
espanyola, que és aproximadament del 5% en adults
(rang d’edat de 20-44) (ECRHS 1996; Grupo espaiiol del
estudio europeo del asma 1996). Aquesta eclevada
prevalenca no es deu a un biaix per un excés de pacients
infantils, els quals tenen una prevalenca d’asma superior.
Al contrari, el disseny de I’estudi d’entrada introdueix un
biaix positiu cap a una seleccio de la poblacié adulta. Els
enquestats presenten una edat mitjana de 56 anys amb
una edat que varia des de 12 anys fins a un maxim de 92
anys. D’altra banda, com una explicaciéo de I’elevada
prevalenca detectada, es podria objectar que el diagnostic
d’asma va ser sobrevalorat per una estimacio a 1’al¢a dels
simptomes respiratoris. Els simptomes respiratoris no
sempre son diagnostic d’asma, pero I's de Ia
combinacio de simptomes ha estat utilitzat com a mesura
d’asma en nombrosos estudis. L’Gs de qiiestionaris
respiratoris ha estat D’instrument més validable pel
diagnostic de 1’asma (O'Connor iWeiss 1994), i en tot
cas, s’ha observat que infravaloren els casos reals d’asma
(Kauppi et al. 1998).

Quant a les mutacions reportades, el grup
d’individus amb problemes respiratoris presentaven una
major prevalenga de les mutacions F508del i G542X: un
68 % 1 un 7% respecte a una prevalenga de 53% i 3,5%,
respectivament, observades en la poblacido espanyola
(Casals et al. 1997). La mateixa tendéncia va ser
observada en el grup amb simptomes respiratoris d’asma,
perd sense diferéncies respecte als portadors sense
simptomes. Tres dels 22 pacients amb asma son
portadors de les mutacions R1066C, R334W i W1282X,
respectivament, amb una freqiiéncia relativa més elevada
que en la mostra de pacients sense asma, encara que el
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baix niimero de pacients amb asma fa que no siguin més
que indicis sense significacio estadistica.

La proporcio d’individus amb simptomes
respiratoris d’asma entre els portadors de la mutacid
F508del era lleugerament superior, pero no diferent al
que presentaven els individus portadors d’altres
mutacions (8,4% vs 6,8%; p2s=0,6). Dahl i col'l., en una
mostra de 17.000 individus de la poblacié danesa, van
investigar 9200 individus per la preséncia d’asma i per la
mutaci6 F508del, observant una prevalenga d’asma
major en els portadors de la mutacié (Dahl et al. 1998).
Aquest estudi va ser discutit degut al seu disseny en la
forma de seleccionar individus de la poblacié general i
també per la forma de realitzar el diagnostic mitjangant
I’autodiagnostic dels pacients (Kauffmann et al. 1998;
Super et al. 1998; Swift iSu 1998). A més, treballs
anteriors apuntaven a un efecte contrari, postulant una
proteccid contra els efectes severs de ’asma (Mennie et
al. 1995; Schroeder et al. 1995). Pero, la prova de 1’efecte
deleteri de la mutaci6 en 1’evolucié de ’asma la va donar
el mateix grup recentment: en una analisi prospectiva
dels pacients portadors de F508del, han demostrat la
implicacid directa de la mutacio en la funcié pulmonar en
pacients amb una historia familiar d’asma (Dahl et al.
2001).

L’estudi realitzat pel nostre grup va demostrar
una major prevalenca dels simptomes d’asma en els
individus portadors de mutacions que en la poblacié
general, la qual cosa esta d’acord amb els resultats
observats per Déhl i coll. D’altra banda, s’ha de
considerar el fet de que I’estudi no sigui representatiu de
la poblacié de portadors, donat el baix percentatge de
resposta a I’enquesta (8,4%).

Elevada prevalenca de variants de CFTR en
pacients amb asma

En Dl’estudi de portadors de mutacions es va
major freqiiéncia de simptomes
respiratoris. L’estudi, pero, en estar limitat a les
mutacions causants de FQ, presentava un poder reduit. El
segiient pas va ser estendre I’estudi a (1) totes les variants
del gen mitjancant I’analisi completa de les regions
codificants del gen, i (2) analitzar una mostra de pacients
amb asma ben caracteritzats pel diagnostic d’asma i un
grup de controls.

El nostre equip va realitzar un estudi de la
prevalenca de les mutacions de CFTR en relacio amb els
fenotips d’asma, realitzant un estudi en dos grups ben

evidenciar una



classificats i diferenciats: asma adult (edat mitjana=56)
(Lazaro et al. 1999) i asma infantil (edat mitjana=15) (de
Cid, 2002).

Es va detectar una eclevada prevalenga de les
variants de CFTR en la mostra de pacients amb asma
(n=194) respecte a la poblacid control analitzada (n=65).
En total es van identificar 20 mutacions amb error de
sentit, a més de la deleci6 F508del i la variant intronica
IVS8-(T)s.

En D’estudi de poblacié adulta (n=144) es van
identificar 21 pacients amb variants amb error de sentit
(15%), un pacient amb la F508del (0,07%) i 10 pacients
amb un o dos al‘lels IVS8-(T)s (7%) (Lazaro et al. 1999).
La proporcié en la mostra infantil (n=50) era similar amb
8 pacients amb una o dos variants amb error de sentit
(16%) 1 dos pacients amb 1’al-lel IVS8-(T)s (4%), pero
molt diferent quan a la mutacié F508del; tres pacients
amb F508del (6%) (de Cid, 2002).

A part d’aquestes variants es van observar 13
variants introniques no codificants i sis variants sense

875+40A>G

Discussio

canvi de sentit (veure figura 26). El conjunt total de les
variants observades en cadascuna de les mostres de
pacients i de la poblacid control, s’ha adjuntat en I’annex
3.

La proporcidé de variants amb error de sentit és
sensiblement elevada en tots dos grups (15 % i 16 %
respectivament). De les 22 variants detectades, només
una afecta Vsplicing, (IVS8-(T)s), una altra és una
delecio (F508del), i el 80% soén de canvi d’aminoacid, un
percentatge molt elevat si €s té en compte que només
representen el 44% de les mutacions totals de FQ
reportades. Tanmateix, una major freqiiéncia de variants
que poden modificar la funcionalitat de la proteina de
forma menys drastica seria en principi el patrd que
s’esperaria de les mutacions relacionades amb 1’asma
D’altra banda, sembla evident que les interaccions de
CFTR amb asma no poden ser simples, donades 1’elevada
variabilitat al'lelica i funcional de CFTR i
I’heterogeneitat fenotipica i etiologica de 1’asma. En
aquest sentit, la diferent freqiiéncia de la mutacid
F508del observada entre les dos mostres de pacients pot
representar una diferent interaccio en la modulacié de
I’asma en els distints estadis d’evoluci6 de I’asma
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Representacié esquematica de I’estructura genomica CFTR. A la part superior estan senyalades les variants de la regié no codificant i les
variants sense canvi de sentit de la regié codificant (marcades en roig). A la part inferior es representa la localitzacio de les variants
observades en la regio codificant, a més de la variant intronica IVS8-(T)5. En blau estan marcades les variants que també s’han identificat en

la poblacié general. No tota la regi6 intronica va ser analitzada
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Tant la posici6 com la natura dels canvis
d’aminoacid tenen unes caracteristiques que suggereixen

una funcio fenotipica important de CFTR.

Quan es va comparar la seqiiéncia completa de
CFTR en diferents espécies de mamifers (bovina, ovella,
ratoli, conill), peixos (dogfish) i amfibis (Xenopus) es va
observar que la majoria dels canvis es localitzaven en
posicions conservades evolutivament. Els canvis que no
presentaven una gran conservacié estaven en posicions
que poden ser importants en la funcionalitat de Ia
proteina. La variantV754M, pot afectar la regulacio del
canal, ja que la la posicié adjacent Ser753 és una diana
de fosforil-laci6 per cAMP/PKA (Sheppard iWelsh
1999). Altres, com AS534E, estan associats a clinica de
FQ o bé en posicions on s’ha descrit mutacions de FQ.

Una altra caracteristica de les variants observades €s
que cap dels canvis és de tipus conservatiu, a excepcio de
G576A. El CFTR com a canal idnic pot veure afectada la
seva funcid per canvis de carrega dels residus que formen
el porus del canal.

Les mutacions que es van identificar presenten una
distribucio diferent en els dominis de la proteina (figura
27). La proporcid6 observada d'un canvi cada 80
aminoacids de mitjana varia entre els dominis funcionals
de la proteina. La mitjana augmenta a 1/40 aminoacid en
el segon domini transmembrana (MSD2) i en les regions
d’uni6 a ATP (NBDI1 i NBD2), i en canvi son
practicament absents en la regid6 de MSDI (1/269
aminoacid) i en la zona reguladora (R) (1/160 aminoacid)
(veure figura 27). Aquesta aparent distribucié anormal de
les variants pot ser util per a esbrinar quines son les
funcions alterades de CFTR en asma. D’una banda, la
baixa freqiiéncia de mutacions en el domini R suggeria
un efecte lleu d’aquestes variants en l’asma; la part
aminoterminal del domini regulador esta altament
conservada i mutacions de canvi d’aminoacid han estat
implicades en els processos de processament de la
proteina (Vankeerberghen et al. 1998). El fet de trobar
una baixa freqiiéncia de mutacions en el domini R podria
ser esperable, pero el que si que és curids, és ’asimétrica
distribuci6 de les mutacions en els dos dominis
transmembrana. Esta descrit que els dominis TM 4, 5, 6 1
12 formen el porus del canal, perd tenen diferents
funcions. Aixi, s’ha demostrat que el domini TM12 esta
implicat en una alteraci6 de la conductancia del canal. En
canvi, altres dominis com el TM6, semblen ser essencials
en la selectivitat del canal. Els canvis identificats en els
dominis transmenbrana es localitzen en els TM 9,101 12;
de manera que és possible que les variants detectades
influeixin en la conductivitat, més que en I’especificitat
ionica del canal. Altres canvis presents en el domini

MSD?2 poden alterar la conductancia del canal, com els
canvis de carrega (M1028R). D’altra banda, els dominis
intracel-lulars (ICL) afecten al processament intern de la
proteina i la funcio del canal, encara que en aquest punt
no son equivalents: els dos primers (ICL1-2) ajuden a
’estabilitzacid del porus i els altres (ICL3-4) actuen de
forma oposada (Sheppard iWelsh 1999). Es possible que
les variants observades, malgrat la seva localitzacio
dispersa, actuin en una sola direccid, augmentat la
conductancia del canal CFTR. La major part de les
variants estan localitzades en la part intracitoplasmatica
del canal, encara que degut a que la major part de la
proteina és de localitzaci6 citoplasmatica, la posicio en la
part interna (loop interns i dominis NFB1/2 i R)
suggereix que les funcions associades al fenotip asmatic
es deurien a possibles interaccions amb els sistemes de
senyalitzacio interna o de regulacio d’altres canals, més
que per la modificacié d’especificitats externes com en el
cas de l'adhesi6 a Pseudomonas aeuroginosa o
Salmonella typhi, associat a canvis en el domini
ECL1(Pier 2000).

La quantitat de funci6 residual del canal influeix en
la severitat de la manifestacio clinica de la malaltia
(Estivill 1996), pero altres factors addicionals han de ser
presents per a poder explicar la variacié de la severitat
entre grups de pacients amb la mateixa mutaci6. Encara
que hi ha molts estudis sobre I’estructura del canal de cl,
és possible que les alteracions no estiguin relacionades
només amb el transport de clorur i s’hagin de plantejar
altres aproximacions funcionals.

Efecte dominant de les variants

L’analisi dels dos grups de pacients va revelar
que els pacients amb mutacions amb error de sentit
presenten una “associacié” amb la variant M470. Tant en
la mostra d’asma adult com d’asma infantil, no
existeixen diferéncies quant a la freqiiéncia de la variant
M470 o V470, perd el 90% dels pacients adults i tots els
pacients infantils portadors d’una variant de canvi
d’aminoacid son alhora portadors de [D’allel
hiperfuncional M470. De forma oposada, només el 63%
dels pacients no portadors de variants en son portadors,
una freqiiéncia similar a la present en la poblacid general
(Lazaro et al. 1999). S’ha suggerit que la combinacio de
diferents al-lels en els loci polimorfics produeix una
funcié reduida o insuficient que pot estar implicada en
I’expressio de la malaltia quistica (FQ) (Cuppens et al.
1998).
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Representacié de D’estructura teorica de CFTR segons les prediccions de Riordan i col'l., on s’observa que la majoria de les variants
identificades en els pacients estan situades en la part intracitoplasmatica del canal. En blau estan marcades les variants que tambés s’han

trobat en la poblacié general.

Es possible que la preséncia de I’allel M470 en els
individus portadors de variants amb error de sentit en els
pacients amb asma tingui un efecte en els transcrits que
tant pot ser en trans com en cis (Wei et al. 2000), i que
aquesta associaci6 funcional sigui la causa del
desequilibri que s’observa. Encara que s’ha descrit que
algunes de les mutacions més comunes s’han originat en
un haplotip comt (Mateu et al. 2002), el desequilibri de
lligament entre les variants amb error de sentit i la
M470V, tot i la baixa taxa de recombinacid existent a la
zona, ¢és dificil de creure donada la situacié tant dispersa
de les variants en la seqiiéncia génica de CFTR.

L’efecte de les variants amb error de sentit
sembla presentar un efecte dominant en 1’asma. La
freqiiencia de I’al-lel IVS8-(T)s és similar a la detectada
en la poblaci6 general i en tot cas sembla estar
disminuida respecte als controls no asmatics (de Cid et
al. 2001a). Cap dels portadors de variants de canvi
d’aminoacid ho sén de la variant hipofuncional IVSS8-
(T)s. A més, el 83% (10/12) dels individus asmatics que
son portadors de la variant 5T presenten (en
compensacio?) la variant hiperfuncional M470, i cap és
portador de I’haplotip TGy,-Ts, associat amb una menor
expressié de transcrits funcionals (Cuppens et al. 1998).
La combinaci6 de [D’al'lel 5T amb V470 ha estat
observada en pacients amb ABCD (de Meeus et al. 1998)
i I’haplotip TG,-T5 en homozigosi ha estat descrit en un

pacient amb simptomes de malaltia pulmonar CF-like
(Noone et al. 2000).

Mutacions o polimorfismes

Un dels problemes habituals després de la
identificaci6é de variants de seqiiéncia d’un gen és el de
decidir quines son causants de la malaltia i quines no.
Normalment el
s’estudia en una mostra clinicament ben caracteritzada i
amb estudis in vitro. Aquesta darrera opcid, que sens
dubte és la més correcta, és dificil de portar a terme amb
totes les mutacions identificades a CFTR.

Generalment, mutacions o variants del gen
CFTR han estat referenciades de forma classica com
variants mutagéniques referint-se al fenotip classic de
FQ, ja que principalment el triatge s’ha realitzat en
individus de risc de FQ. No obstant, els casos atipics amb
nivells normals de transport d’ions de clor constitueixen
fins el 2% dels pacients, la qual cosa posa de manifest
que Despectre d’anormalitats produides per efecte de
variants CFTR és més ampli. Algunes de les variants
identificades en la mostra de pacients han estat descrites
a la poblacio general, espanyola o bé d’altres regions
(grega, italiana, francesa), pero, aixdo no implica que
aquestes no tinguin un valor patogenic.

caracter patogenic d’una mutacid
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Bombieri i col'l. van proposar un concepte
teoric basat en la freqiiencia de les variants en poblacid
general com a base per a determinar el limit o les
possibilitats d’esbrinar el caracter patogénic d’una
mutacié (Bombieri et al. 2000a). Aquest estudi, en el
qual el nostre equip va col-laborar, es presenta I’analisi
de la regid codificant en individus de la poblacié general
de quatre poblacions de la regié mediterrania: nord-est
d’Ttalia, centre d’Italia, sud de Franca i nord-est de
Espanya. Es va observar que la prevalenga de les variants
codificants de CFTR era menor en la mostra espanyola,
perd la distribucid de les variants identificades (incloent
variants sense canvi de sentit, variants no codificants de
la zona del promotor o variants introniques), i sense tenir
en compte les variants patogéniques per a FQ, no
presentava una diferéncia significativa entre poblacions
(Bombieri et al. 2000a).

Seguint la hipotesi proposada en aquest treball,
8 de les 12 variants detectades en la mostra de la
poblacié general espanyola i no descrites com a
patogéniques (veure taula 3 i 4 de treball 5, pg, 135) van
ser considerades com a al-lels comuns classificables com
a allels no causants de FQ (anomenades EDC, de Easy
demostrable common mutations). En canvi, les altres
variants detectades en baixa freqiiéncia, entre 1/100 i
1/250, eren variants de les quals era necessari un triatge
en una mostra molt més amplia per a esbrinar el paper
patogénic. Entre aquestes variants estan les mutacions
R668C, G576A, L997F, i R75Q, detectades en una
mostra de 368 cromosomes de la poblacié general
espanyola (Lazaro et al. 1999) i amb unes freqiiencies en
conjunt, majors al llindar patogenic del 3% proposat en
relaci6 amb FQ. Donada la freqiiéncia acumulada en
conjunt, no totes poden ser classificades com a
patogéniques, al menys per a FQ, pero hi ha dades que
recolzen el seu paper patogenic. Aixi doncs, existeixen
evideéncies no confirmades que una mutacié amb error de
sentit (D565G) associada amb R668C pot associar-se a
un defecte d’splicing 1 a un skipping de 1’ex6 12 (Tzetis,
Journal of Cystis Fibrosis, 1 (2002). S35-S58). D’altra
banda, la variant R75Q ha estat associada a formes
benignes (mild) de FQ, amb suficiéncia pancreatica
(www.CFTR.org//nw31), i a d’infertilitat
masculina. Aquestes mutacions, encara que presents
també en individus de poblaciéo general diferent a
I’espanyola (Bombieri et al. 1998; Tzetis et al. 2001), han
estat relacionades en diversos estudis amb altres
patologies, com la hipertripsinémia del
(Castellani et al. 2001) i la pancreatitis idiopatica en el
cas de la variant L997F (Gomez Lira et al. 2000); el
desenvolupament de  bronquiectasies dissemindes
(Bombieri et al. 1998; Tzetis et al. 2001) en el cas de
R75Q, G576A, R668C i L997F, i en el cas de la variant

casos
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R75Q amb sarcoidosi (Bombieri et al. 2000b). Respecte
al fenotip d’asma, les variants L997F i R75Q han estat
descrites en una mostra de pacients grecs (Tzetis et al.
2001). El fet que aquestes mutacions fossin presents en
unes proporcions semblants en la mostra control no-
asmatica estudiada en el projecte EGEA (de Cid et al.
2001a), es pot atribuir a diferéncies geografiques respecte
a la poblaci6 francesa i en una hipotética diferéncia entre
el background genétic associat amb aquestes variants; de
forma que en una poblacid presenti un caracter
patogénic, pero no en I’altra, de forma similar al posat de
manifest en 1’analisi del receptor d’IL4 (Ober et al.
2000a). En aquest sentit s’ha descrit certes combinacions
que poden ser patogeéniques, com la descrita en la
poblacid turca; un cas d’un individu heterozigot compost
per la variant TG;;-Ts-V470, i la mutacido G576A en
combinacié amb TG;;-T;-M470, que va morir als tres
mesos a causa d’una infeccid6 sinopulmonar amb
Pseudomonas aeuroginosa, 1 nivells salins elevats (Onay
et al. 2001).

L’expansi6 de 1’espectre de malalties associades
a mutacions en CFTR, fa que la interpretaci6 del caracter
patologic d’una variant sigui més dificil de fixar.

Correlacio amb el fenotip

Lanalisi dels pacients amb asma va posar de
manifest que les variants del gen CFTR presentaven una
freqiiéncia augmentada entre els pacients A més, la
majoria de les variants detectades comportaven una
importancia funcional com es desprenia de (1) 1’estudi de
la conservacié entre espécies i de 1’elevat grau de
conservacié que presenten els residus, i (2) de Ia
implicacié en formes lleus de FQ o en altres malalties.
Com era d’esperar en el cas d’un gen que actua com a
modificador, i dintre del patré d’heréncia complexa que
presenta 1’asma, la majoria dels canvis que s’han trobat
en els pacients amb asma sén canvis que no alteren
dramaticament 1'estructura de la proteina.
afecten  aquest canvis  tant  heterogenis  al
desenvolupament de 1’asma?, ;contribueixen tots al
mateix fenotip “asma”?.

({, Perd com

La preséncia d’HRB en els malalts de FQ i en el curs
evolutiu de la malaltia no esta ben definida. No obstant,
diversos estudis epidemiologics han demostrat que
I’HRB ¢és present entre els pacients de FQ (Davis 1989).
De forma interessant, I’estudi de la funcié pulmonar en
316 portadors obligats de mutacions de FQ va observar
un increment de la prevalenca de les sibilacions i una



funcié pulmonar reduida (FEV1) respecte als controls
sans (Davis iVargo 1987).

Encara que la preséncia de sibilacions esta
estretament relacionada amb els fenomens d’HRB, no
sembla haver una correlacié entre les variants i I’HRB.
L’analisi de la funcié pulmonar en els pacients adults
portadors de les variants de canvi d’aminoacid no va
demostrar la preséncia d’alteracions importants en la
FEV1 o en els tests d’HRB (amb provocaci6 amb
metacolina o per prova dilatadora) (Lazaro et al. 1999; de
Cid et al. 2001a), pero si va evidenciar entre els portadors
de mutacions una major freqiiéncia de simptomes
respiratoris definits per la preséncia de sibilacions amb
respiracions curtes, (Lazaro et al. 1999). Aixo concorda
amb els resultats observats d’una major prevalenga dels
simptomes respiratoris reportada en I’enquesta realitzada
a portadors obligats de mutacions CFTR.

D’altra banda, 1’analisi completa de CFTR en una
poblacié d’origen finés no va evidenciar cap variant en
una mostra de 20 pacients amb asma diagnosticada i una
prova d’HRB positiva. Aquest resultat potser es deu al
baix nimero de pacients analitzats, o bé al fet que la
prevalenca de FQ en la poblacié finesa és baixa aixi com
I’heterogeneitat de les mutacions identificades, i el paper
modificador de CFTR en asma representa un risc molt
menor que en altres poblacions, de fet el numero de
portadors és de >>1/50. A més, les poblacions on s’ha
demostrat una major preséncia de variants entre la
poblacié asmatica son d’origen mediterrani, on existeix
una prevalenga elevada de FQ (i de portadors) i una
elevada heterogeneitat en les mutacions (Casals et al.
1997; Tzetis et al. 1997).

Tot i aixi, la major preséncia de simptomes entre els
pacients adults era evident (Lazaro et al. 1999; de Cid et
al. 2001a), de forma que era possible que CFTR influis
altres manifestacions del fenotip asmatic, perd no el
desenvolupament de ’HRB.

Entre les dues mostres de pacients analitzades, la
freqiiencia de portadors de variants amb error de sentit
era similar (al voltant del 15%), perd existia una
diferéncia important, fins d'un ordre de magnitud major
en la mostra infantil (3/50) quant a la freqiiéncia de la
mutacio F508del. La baixa freqiiéncia en la mostra de
pacients adults es va atribuir en principi a la diferéncia
d’edat entre el grup de pacients, ja que la mutacié
F508del s’ha relacionat amb un pronostic pitjor i una
taxa major de declivi de la funcié pulmonar tant en els
pacients amb FQ (Corey et al. 1997) com entre els
portadors sans (Dahl et al. 2001).

Els pacients de FQ presenten una mitjana d’IgEs
més elevada i un major numero de test SPT positius, pero
no s’ha pogut correlacionar amb els pares (Davis 1989).

En la poblacido de pacients infantils estudiada es va
observar que els portadors de mutacions de canvi
d’aminoacid tenen una mitjana de tests positius major
que els no portadors (2,17 vs 1,56, p=0,045). Com ja s’ha
esmentat, en els pacients adults portadors de variants de
CFTR es va observar una major preséncia de simptomes
respiratoris, en canvi, no es va associar a un fenotip
atopic. Contrariament, els portadors presentaven uns
nivells inferiors d’IgEs sériques i una menor resposta
especifica que els no portadors. Aquestes diferéncies amb
la mostra infantil poden estar relacionades amb una
resposta diferent de 1’acci6 de les wvariants durant
I’evolucié de la malaltia asmatica. L’asma ha estat
descrita com una malaltia amb dues fases: la primera o de
sensibilitzacié es produeix a la infancia. La diferéncia
entre 1’edat de la presentacido de 1’asma entre les dues
poblacions (8 vs 37) pot estar en la base d’una diferéncia
en I’evolucié de la malaltia en les dues mostres de
pacients. Es probable que les variants interaccionin de
forma diferent amb el rerafons genétic durant la infancia
i en I’edat adulta.

En aquest sentit, s’ha demostrat que cél-lules
mononuclears perifériques (PBMC) de pacients amb FQ
tenen una capacitat molt disminuida de secretar IFN-y en
relacio a les cel-lules no-FQ (Moss et al. 2000). A més,
s’ha observat que en soques de ratolins amb un perfil Thl
(productores de IFN-y), I’eliminaci6 de Pseudomona
aeruginosa €s més eficient que en soques de perfil Th2
(Moser et al. 1997). Aquesta deficient produccié de
citocines de tipus Thl pot afavorir 1’establiment d'un
perfil responedor de tipus TH2, al-lérgic (Romagnani
2001). De forma concordant, s’ha hipotetitzat que la
inflamacio6 és prévia a la infeccid present en els malalts
de FQ (Khan et al. 1995). A més a més, s’ha descrit que
en els individus amb test SPT especifics és més probable
que es presenti una colonitzaci6é per P. aeruginosa, que
en els que presenten test SPT negatius (Wilmott et al.
1985).

Hi ha diverses linies d’evidéncia que recolzen un
defecte intrinsec del sistema immune en la FQ, amb un
paper de les citocines i de les cél-lules limfoides en la
predisposicio a la inflamaci6. Aixi doncs, s’ha descrit la
seva expressio del canal en cél-lules limfoides (Chen et
al. 1989) i el seu paper en I’activacio dels eosinofils en
pacients amb FQ (Koller et al. 1995), 1 en la regulacio de
la secrecio en les cel'lules B (Bubien 2001). D’altra
banda, CFTR interactua amb les citocines, ja sia per la
regulacié de CFTR per les citocines (Dong et al. 1995) o
per la regulaci6 de CFTR en I’expressié d’aquestes:, la
downregulacio d’IL-10 en pacients FQ (Bonfield et al.
1995), regulacié positiva d’IL12 després de 1’activacio
per LPS (Hasko et al. 2002).
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La preséncia d’una interaccié amb altres factors
de predisposicid genética a l’asma sembla ser més
important per al risc que comporta la mutaci6 F508del
que les variants de canvi d’aminoacid. Es possible que la
manca de proteina funcional a la membrana no sigui
suficient com a factor de predisposicid pel
desenvolupament de la malaltia, com ho demostra la
menor freqiiéncia d’haplotips hipofuncionals en els
pacients que no pas en la poblacié general (Lazaro et al.
1999; de Cid et al. 2001a), i sigui una activitat extra del
canal la que causi aquesta accid, o bé una interaccié amb
altres sistemes (Naren et al. 1997). En aquest sentit, de
forma concordant en un estudi realitzat en una mostra de
la poblacié danesa, s’ha observat que la mutacié F508del,
a part de ser més freqiient en asmatics, presenta associat
un major declivi de la funcid respiratoria en els individus
que tenen una historia d’asma familiar (Dahl et al. 2001).
No hi ha un estudi semblant amb altres variants
funcionals, perd en el nostre estudi respecte les variants
de canvi d’aminoacid, es va observar la manca d’historia
familiar en el grup de portadors, i d’altres estudis que han
reportat una alta prevalenca de variants de canvi
d’aminoacid associades a asma, no ’han associat a una
historia familiar en els pacients (Tzetis et al. 2001).

Corol-lari

Convencionalment, els canvis inflamatoris
presents en els malalts de FQ s’han associat a la infeccid,
perd diverses evidéncies posen de manifest que pot ser
anterior. Aquest efecte inflamatori de CFTR pot
representar un risc associat al curs de la malaltia de FQ,
perd també un factor de predisposicié a desenvolupar
processos al-lérgics i asma.

L’elevada prevalenga de portadors de mutacions
(i de variants) a la poblaci6 caucasica pot representar un
important grup de risc pel desenvolupament de I’asma o
atopia. Un estudi prospectiu dels pacients estudiats en el
grup infantil podria ser interessant de cara a establir una
correlacio entre el curs dels simptomes asmatics i el
genotip complet de CFTR. A més a més, dades d’altres
polimorfismes associats amb el desenvolupament de
I’asma podrien ser incorporades en I’estudi amb
I’extensid a 1’estudi molecular del genotip dels pares, de
manera que podria ajudar a determinar les relacions
existents entre el genotip i el curs de la malaltia. D’altra
banda la determinacié del fenotip classic asociat a FQ,
amb test de suor, o del potencial nasal (NPD), hauria de
ser un requesit per I’incorporacié d’individus en aquest
tipus d’estudis.
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CONCLUSIONS
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PSORIASI
L’estudi de quatre regions cadidates en una mostra de casos familiars de psoriasi de la nostra poblacié ha permés
determinar que:

v' Els loci PSORSI i PSORS3 contenen un determinant genétic de predisposicid a psoriasi en la poblacio

espanyola.

v' L’al'lel HLA-Cw*6 és un al-lel marcador de risc per desenvolupar psoriasi i s’associa a una presentacio
primerenca de la malaltia i a una distribuci6 preferent de les lesions en les extremitats.

v" L’heréncia de PSORS] presenta un efecte parental amb un component predominantment patern, suggerint un
efecte de silenciaci6 en la regio.

v' L’haplotip codificant HCR*WWCC associat amb HLA-Cw*6, és un determinant de risc compartit en
poblacions d’origen étnic molt divers.

v" No es pot descartar CDSN com a factor etiologic de la malaltia.

v' El factor de predisposici6 PSORSI podria ser un locus multiple de predisposicid, composat per una
combinacio6 de diferents determinants génics 1ligats.

v' PSORS3 conté un gen de predisposicio en la poblacio espanyola que interacciona amb PSORS! sota un model
d’accid no epistatic, implicant possiblement dues vies d’acci6 diferents.

ASMA

L’analisi d’una bateria de gens candidats en dues poblacions de pacients asmatics, adults i infantils, ha evidenciat un
efecte modificador diferent segons I’edat, permetent extreure les segiients conclusions:

v Les variants A375, R406, P478 i R551 del gen de la cadena o del receptor d’IL4 (IL4RA) s’associen amb uns
nivells basals d’IgEs més alts en els individus no atopics.

v’ Els haplotips codificants d’JL4RA s’associen de forma diferent amb asma atopic i amb al-lérgia, suggerint un
efecte pleotropic d’IL4RA en la etiologia de I’asma.

v La variant del promotor s’associa a una elevada eosinofilia, i podria ser considerada un marcador pronostic
greu en el desenvolupament de la malaltia en edat infantil. D’altra banda CD/4-159T en adults, perd no en

nens, s’associa a uns nivells elevats d’IgEs.

v' BADR?2 pot estar modificant el fenotip atopic mitjangant la regulaci6 dels nivells d’IgEs en ’asma d’aparicio
primerenca, perod no sembla fer-ho en pacients amb asma adult.

v Els nivells de la citocina proinflamatoria TNF estan associats en adults amb la preséncia d’atopia cutania, pero
no en nens, suggerint una implicaci6 diferent depenent de I’edat.

v' No s’ha pogut demostrar la implicaci6 dels gens dels receptors d’IgEs com a gens de predisposicié en la
poblacid espanyola, en canvi ’analisi de la regid 19p13 suggereix SCYA25 com a possible gen candidat.
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v' Mutacions a CFTR s’associen a asma: el 15% dels pacients d’asma adult i el 16% dels pacients amb asma
infantil son portadors de variants a CFTR, mentre que només el 3% ho son en la poblacié general analitzada.

v' Les variants amb error de sentit identificades en els pacients es trobem associades amb la variant
hiperfuncional M470 perd no amb al-lels hipofuncionals, suggerint una funci6 dominant en 1’etiologia de

I’asma.

v' CFTR actua com a gen modificador de 1’asma: les variants amb error de sentit s’associen amb una edat de
presentacié més tardana, en canvi, la mutacié F508del s’associa a una presentacié més primerenca.
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Meétodes

Per a les practiques comunes de laboratori els
manuals que s’ha fet servir han estat:

Sambrok, J., et al. (1989). Molecular Cloning. A
Laboratory Manual, 2* edicié (Nova York,. Cold Spring
Harbor Laboratory Press).

Ausubel, F. M. et al. (1994). Current protocols in
Molecular Biology. (Nova York, John Whiley and Sons).

Extraccio de DNA

Per la major part de les analisis realitzades es va
partir del DNA, que va ser aillat a partir de mostres de
sang pel métode d’extraccio salina (Miller et al. 1988).

Analisi de SSCPs/HD

Els fragments varen ser analitzats en gels de
poliacrilamida al 12% utilitzant el sistema comercial
Excel DNA Analysis Kit (Pharmacia Biotech) o del 10%
DNA Analysis Kit (Pharmacia Biotech) amb [’equip
Multiphor II Electrophoresis Unit (Pharmacia Biotech) i
/o Genephor II Electrophoresis Unit. De forma
suplementaria es van fer servir en I’analisi de la cadena
simple, gels verticals d’acrilamida (29:1) al 10-16%.

Els gels eren revelats per tincid de plata, de forma
manual o emprant el sistema comercial DNA Sylver
Stainning Kit (Pharmacia Biotech) en el cas dels gels
horitzontals.

Establiment de linies cel-lulars

A partir de 10 ml de sang es va aillar la fraccio
de limfocits mitjangant separacio en gradient de densitat
amb centrifugacié amb Ficoll (Hypaque).

Aproximadament 1x10°  cél-lules
incubades durant 2hrs a 25°C amb virus d’Epstein-Barr
(EBV) (sobrenadant de la linia productora B95-8
(ATCC:CRL-1612) i després varen ser suplementades
amb medi RPMI 1640 (GIBCO-BRL) suplementat amb
sérum bovi al 15% i amb CsA (Sandoz) (200uM).
Posteriorment van ser incubades en condicions usuals de
cultiu a 37°C i 5% CO0, durant 2 dies, temps després del
qual es va suplementar amb medi de cultiu RPMI 1640
amb 10% de sérum i es va deixar en cultiu (aprox., dues
setmanes) fins ’aparicio d’agregats cel-lulars.

varén Ser

178 Asma i Psoriasi

Aquestes linies es varen criopreservar o bé
s’utilitzaren per a I’analisi citogenética en metafase de les
regions candidates.

Obtencié de Metafases

A partir de sang fresca o a partir de cultius de
linies cel-lulars es va realitzar un cultiu de 1ml de sang o
0,5 x10° de cél-lules amb I’activador policlonal PHA
(GIBCO-BRL) (o sense, en ¢l cas de les linies) durant 72
hores i després es va realitzar la produccié de metafases
amb incubaci6 amb colcemid (KaryoMAX colcemid
GIBCO-BRL).
Les metafases produides es varen conservar com a
pellets fixats en metanol/acéetic a 4°C i com a metafases
esteses a sobre de portes a —20°C.

Triatge mutacional de 7CF19

Es va realitzar un triatge de la seqiiéncia
codificant i de les zones d’uni6 intro-exo del gen T7CF19.

A partir dels encebadors descrits per Nair (Nair et
al. 1995) es va dissenyar un parell d’encebadors interns a
I’ex6 2 (2a i 2b), per a facilitar i millorar I’eficiéncia de
I’analisi (a partir de la seqiiéncia genomica (GDB:
U25826) ) (taula 52)

Taula 52

Seqiiéncia dels encebadors emprats en I’analisi de TCF19

Amplificat PCR

Fragment Encebadors

(pb) °C

Exo6 1 aatggatgcctgaagtggaagag 432 60
tggtgggaagatgaaggtctggac

Ex6 2A cagatttctccactcetgactetgg 404 59
gcaagctecggeeccagee

Ex6 2B getetttggtecaccecaactagg 339 62
ttccatctattccacctecegtge

Ex6 3 ggctcaccttagttctcagaccac 482 56

cttcectgtagteattecctcttg

La reaccié de PCR es va realitzar en un volum
final de 25ul, amb 50-100ng de DNA genomic. Les
condicions de termociclat varen ser, 4’ a 95°C, 35 cicles
de, 30°” a 95°C, 30’ 60°C (exo6 1), 59°C (ex6 2a), 62°C
(ex6 2b) 1 56°C (ex6 3) amb 5’ d’extensio a 74°C.

Les condicions de temperatura i temps de carrera
son diferents per a cada fragment analitzat, intentant,
pero, visualitzar tant la doble cadena com la simple. Les
condicions optimitzades estan descrites a la taula 53,



Taula 53

Condicions d’analisi de SSCP/HD

Fragment gel T Temps

Exo6 1 Excel Gel 15°C 3h 45min
Ex6 2a* Gel vertical 12% 4°C 16h
Ex6 2b* Gel vertical 12% 4°C 16h

, EX Excel Gel 15°C  3h45min
02a

Ex6 2b Excel Gel 15°C 3h 45min
FxA& 3 Fxcel Gel 15°C 3h 45min

Analisi de CDSN

Es varen analitzar per restricci6 les variants
CDSNI1240 (G/T) i CDSN1243 (C/T) amb digestio6 amb
Mspl i Hphl respectivament tal com es descriu a Ahnini i
col'l., 1999 (Tazi Ahnini et al. 1999). Els al'lels de
referéncia son CDSN1240 +2 (G) amb una diana Mspl i
CDSN 1243 (C) amb una diana Hphl.

Analisi de POUS5F1

Les variants POUSF1 +2 (T/G) i +5856 (A/G)
es varen analitzar per restriccid amb Mn/l 1 HindIll tal
com es descriu a Gonzalez i col‘l., 2000 (Gonzalez et al.
2000). Els al‘lels de referéncia son POUSF1 +2 (T), amb
una diana Mnll. i POUSFI+ 5856(G) (anomenat al-lel
B), sense la diana HindlIll.

Analisi de HLA-Cw6

L’analisi de la variant Cw*6 es va realitzar per
restriccid, primer amb Sma [ tal com es descriu a Ahnini i
col'l., 1999 (Tazi Ahnini et al. 1999), i posteriorment
amb digestions seqiiencials amb MspAll i Ddel que
detecten SNPs en les posicions +102 +142 i +213 les
quals permeten definir ’al'lel Cw*6 de forma
inequivoca, tal i com descriu a Tatari i col'l., 1995 (Tatari
et al. 1995).

Analisi de microsatel-lits

L’analisi de microsatéllits es va realitzar
mitjangant amplificacié per PCR 1i visualitzacié amb gels
d’acrilamida.

L’analisi es va realitzar amb gels verticals
d’acrilamida i visualitzats per tincié manual amb plata en
cas que els marcadors fossin no fluorescents, o de forma
automatica amb gels verticals de seqiiéncia

(seqiienciadors automatics ABI 377 i 373, Foster City) o
en electroforesi en capillar (ABIPrism 310 Genetic
Analyzer, Foster City) en cas que els encebadors fossin
marcats amb fluoresceéncia.

Analisi de CFTR

L’analisi de la regi6 codificadora i zones
flanquejants del CFTR va ser realitzada mitjangant
SCCPs/HD (taula 56), i per DGGEs (gels denaturants en
gradient) sense cap modificaci6 tal i com descriu Costes i
col'l., 1993 (Costes et al. 1993).

L’analisi de la variant 470M/V en I’ex6 10 va ser
estudiada de forma especifica per analisi de restriccid i
visualitzaci6 en gels d’agarosa (Cuppens et al. 1994). La
variant IVS8-(T)n en I’intr6 8, es va analitzar per DGGEs
(Fanen et al. 1992) o amb una PCR nested i visualitzacio
amb gels d’acrilamida (Chillon et al. 1995). La variant
IVS8-(TG),, va ser analitzada per seqiienciacio directa en
els cas dels individus portadors de la variant IVS8-(T)s,
amb els encebadors; 19D1 (5’-aaa ata tct gac aaa ctc atc)
1 I9R2 (5’-aaa ata cct tcc age act ac).

La reaccié de PCR es va realitzar en un volum
final de 25pl, amb 50-100 ng de DNA genomic. Les
condicions de termociclat varen ser, 4’ a 95°C, 35 cicles
de, 30’ a 95°C, 30’ d’anellat amb temperatures entre
54-57°C amb 5° d’extensié a 74°C. A la taula 54 es
resumeix la seqiiéncia dels encebadors, la mida de
I’amplificat i1 les condicions d’analisi utilitzades per a
I’analisi de CFTR. Les condicions han estat posades a
punt durant un llarg temps d’experiéncia, per 1’equip de
diagnostic de FQ del Centre de Genetica Medica i
Molecular de I’'IRO.

Analisi de ADRB?2

L’analisi de la variant ADRB2 Glyl6A4rg es va
realitzar per restriccié amb els encebadors 5’ cct tct tgc
tgg cac ccc at 3’ 15’ gga agt cca aaa ctc gca cc 3’ (a
partir de la seqiiencia d’ADRB2 GDB:J02960).

Els fragments es varen visualitzar en gels
d’acrilamida 6% 1 tinci6 amb bromur d’etidi després de
digestio amb Nco 1. Els al-lels de referéncia son ADRB2
gly16(G) amb una diana Ncol i ADRB2 argl6(C) sense
diana Ncol.

La variant ADRB2GIn27Glu es va analitzar per
amplificaci6 amb primers especifics i visualitzacio en
agarosa, tal com esta descrit (Turki et al. 1995). Els
al-lels de referéncia son ADRB2 gin 27 (C) i ADRB2 glu
27 (G).
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Taula 54

Resum de les seqiiéncies dels encebadors utilitzats i les condicions
optimitzades per I’analisi de SSCP/HD dels fragments

Amplificat PCR  Temps

Fragment Encebadors (pb) (c°) (hrs)

Exo 1* gcacccagagtagtaggtct 192 57
acacgccctectetttegtg 1:45

Ex6 2 gaccaaatcaagtgaatatctg 334 55
ggtctcaagcaatcctctca 1:45

Ex6 4 tcacatatggtatgaccctct 436 55

gtaccagctcactacctaatt 2

Exo6 6a* ttagtgtgctcagaaccacg 385 54
ctatgcatagagcagtcetg 1:45

Ex6 6b* aataatgcccatctgttgaataa 31 54
gaggtggaagtgtaccatca 1:45

Ex6 7* agaccatgctcagatcttccat 410 54

gcaaagttcattagaactgat 2

Exo6 10* gcagagtacctgaaacagga 493 55
cattcacagtagcttaccca 2:15

Ex613a* tgctaaaatacgagacatattgca 532 55
cagaatctggtactaaggacag 2:30

Ex6 13b* ctcaatccaatcaactctatacgaa 498 55
tacaccttatcctaatcctatgat 2:15

Ex6 16 aatgcegtctactgtgate 294 54
gcaatagacaggacttcaa 1:30

Ex6 17a aagaaataaatcactgacacact 294 54
gaatctcaaatagctcttatage 1:30

Ex6 19 atttcctgttagttcattgaaaa 588 56
gttcagactctgcaaattaaa 2:45

Exd 22* cataagctttcagaactcctg 339 54
tgtcaccatgaagcaggceat 1:45

Ex6 24 tttgagcetgtgecactttct 362 54
agctccaattccatgaggtga 1:45

* seqiiencies originariament descrites per . Les altres
seqiiencies han estat modificades pels membres del
grup de FQ de I'IRO amb I’objectiu d’incrementar
I’eficacia de I’amplificacio

El temps de carrera esta referit a 1’analisi feta amb el

Analisi de TNF

L’analisi de la variant TNF-308 (G/A) es va
realitzar  mitjangant hibridaci6 radioactiva amb
oligonucleotids especifics (ASO radioactiva) segons esta
descrit (Moffatt iCookson 1997). Els al-lels de referéncia
son TNF1 (G) i TNF2 (A).

Analisi de Lt

L’analisi de la variant Lta es va realitzar per
restricci0 amb Ncol tal i com esta descrit (Moffatt
iCookson 1997). Els al-lels de referéncia son Ltal amb
una diana Ncol 1 Lta 2 sense diana Ncol.
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Analisi de CD14

L’analisi de la variant del promotor CDI4-
159(C/T) es va realitzar per restriccid6 amb Avall segons
esta descrit (Baldini et al. 1999). Els al‘lels de referéncia
son CD14-159 (C), sense diana Avall i CDI14-159 (T),
amb una diana Avall.

L’analisi de la variant CD14 +1344 (G/C) a I’ex6
2 es va realitzar per restricci6 amb HPFA4H, prévia
amplificacié6 amb els encebadors 5’gga taa cct gac act
gga cg 3’ 15° tgg atc tta ggc aaa gee cc 3’ (a partir de la
seqiiencia de CD14 GDB:X13334 ).

Analisi d’IL4-R

L’analisi de les variants I50V i Q551R es va
realitzar parcialment per ASO i restriccid6 amb
encebadors modificats en el cas de Q551R, tal i com esta
descrit (Mitsuyasu et al. 1999). Posteriorment es varen
analitzar els canvis E375A, C406R, S411L, S478P i
V554L a més de I’estudiat Q551R, tots ells a I’ex6 12.
Els canvis varen ser analitzat per amplificacio i clonacid
d’un fragment de 1657 pb amb posterior seqiienciaci6 del
fragment complet. L’analisi de la seqliéncia va permetre
composar els haplotips individuals pels canvis de 1’ex6
12 (Lozano et al. 2001).
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Annex 2

En aquest annex s’adjunta els qiiestionaris i
butlletins informatius que es van dissenyar durant el
procés d’allistament d’individus en I’estudi.

Diptic informatiu de 1’estudi de psoriasi

qiiestionari PSORIGEN

qiiestionari ASMAGEN

qiestionari Enquesta de Simptomes Respiratoris
en Portadors de Mutacions en CFTR.
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Diptics informatius

¢ Tiene usted
psoriasis?

ESTUDIO GENETICO DE LA
PSORIASIS EN LA POBLACION
ESPANOLA

Lea este
folleto

Usted puede colaborar

a psoriasis es una enfermedad

crénica, inflamatoria y no infecciosa
de la piel que afecta aproximadamente a
un 2% de la poblacién. Aunque no se
conoce el origen de la enfermedad, se
sabe que es un proceso multifactorial en
el que participan factores genéticos y
ambientales.

| Servicio de Dermatologia y el

Servicio de Genética Médica y
Molecular del Hospital Clinic de
Barcelona, en colaboracién con Glaxo
Wellcome, van a realizar un estudio
eplidemiolégico sobre la psoriasis, con el
objetivo de evaluar su incidencia, sus
formas clinicas, y sus bases
genéticas en la poblacion espaiola.

Psorinsis Psoriasis

Psorinsis Pacriasis

i usted padece psoriasis, y pertenece

a una familia en la que hay mas
miembros que también la padecen, tanto
ellos como usted pueden participar
voluntariamente en el estudio.

En los siguientes ejemplos se
representan los modelos mds habituales
de manifestacién de la psoriasis en
familias:

Psariasis
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ASMAGEN ID:

1-CENTRO: SERVICIO:
2-FACULTATIVO:

3-PACIENTE (PUEDE ANADIRSE ETIQUETA):

APELLIDOS: NOMBRE:

SEXO: J HOMBRE O MUJER

EDAD / FECHA DE NACIMIENTO:
4-DATOS FAMILIARES / GENEALOGIA:
POBLACION Y PROVINCIA DE ORIGEN:

PACIENTE:

PADRE: ABUELO PATERNO: ABUELA PATERNA:

MADRE: ABUELO MATERNO: ABUELA MATERNA:
CONSANGUINEIDAD: Q st O rNo

OTROS FAMILIARES CON ASMA, DERMATITIS ATOPICA, RITINITIS, POLIPOSIS, CONJUNTIVITIS:
Qo O st

FAMILIARES CON OTRAS ALERGIAS CONOCIDAS:

QrNo Ost

TABAQUISMO L1 MADRE [ PADRE J CUIDADORES O no [ PACIENTE
CANTIDAD [ <10cd. 0 1030cd. I >30cd
SINTOMATOLOGIA [ AHOGOS [ SIBILANCIAS 0 tos

HABITAT
ANIMALES DOMESTICOS I sI O no
MOQUETA Q st O No
ZONA DE RESIDENCIA QO rRURAL [ urBaNA [ INDUSTRIAL

DIBUJAR ARBOL ALOGICO (3 CIONES):

H HoumRe Y o [JnomerESANO O MUIER SANA z PACENTE | [ MaTRMonD [0 ¥SmiauNEo

Especificar al lado de cada simbolo las alteraciones clinicas relacionadas (atopia, rinitis, otros)

5-DATOS CLINICOS

LACTANCIA O MATERNA 0 mixTta J ARTIFICIAL

DERMATITIS ATOPICA: Ost Ono

EDAD DE INICIO: ARNOS DE EVOLUCION INGRESOSUCE: st Ono
PRICK

RAST POSITIVO A IgE

EOSINOFILOS EN PLASMA (FASE ESTABLE) EN MOCO

CLASIFICACION DEL ASMA: [ GRAVE I MODERADAW LEVE O crONICA
DIAGNOSTICO RINITIS IgE DEPENDIENTE [ st BHR [ s1 3 cuinica [ FUNCIONAL

O No dno
J ASMA IgE DEPENDIENTE ETIOLOGIA
[0 ASMA IgE NO DEPENDIENTE CON CARGA FAMILIAR ALERGICA
) ASMA IgE NO DEPENDIENTE SIN CARGA FAMILIAR ALERGICA
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PSORIGEN

ID: (NO RELLENAR)

1-CENTRO: SERVICIO:
2-FACULTATIVO:

3-PACIENTE (PUEDE ANADIRSE ETIQUETA):

APELLIDOS: NOMBRE:

SEXO: [ HOMBRE O MuUIER

EDAD / FECHA DE NACIMIENTO: TELEFONO:

4-DATOS FAMILIARES / GENEALOGIA:

POBLACION Y PROVINCIA DE ORIGEN:

PACIENTE:

PADRE: ABUELO PATERNO: ABUELA PATERNA:
MADRE: ABUELO MATERNO: ABUELA MATERNA:
FAMILIARES:

CONSANGUINEIDAD: O st O No

OTROS FAMILIARES CON PSORIASIS: O st O No

*EN CASO NEGATIVO INDICAR: N° DE HERMANOS: N° DE HIJOS:

*EN CASO AFIRMATIVO DIBUJAR ARBOL GENEALOGICO EN EL REVERSO:

[l HOMBRE AFECTO @ MUJER AFECTA [ ] HOMBRE SANO (O MUJER SANA JZ’

5-DATOS CLINICOS

PACIENTE
FALLECIDO

[0 matrvonio (=0 G ANGUmE0

FECHA DE INICIO:
MORFOLOGIA DE LAS LESIONES:
O guTTATA
O pLACAS ] PEQUENAS I MEDIANAS [J GRANDES
0 pusTULAS
I ERITRODERMIA
LOCALIZACION:
O cara O c.caBeLLupo [ TRONCO
0 p. MANOS O p.PIES O BESss 3 EEN
0 uNas ) PLIEGUES [ ARTICULACIONES
ARTROPATIA: O st nNo
EXPLORACIONES COMPLEMENTARIAS:
J BIOPSIA [J ANALITICA [ RADIOLOGIA
HABITOS TOXICOS:
FUMADOR [ <i0cd. 0 1030cd. O >30cd
ALCOHOL [ piARIO O FINDE SEMANA [ OCASIONAL
[ VINO, CERVEZA, CAVA [ LICORES

ENFERMEDADES INFECCIOSAS CRONICAS:
[J HEPATITIS CRONICA O otrOS

OTRAS ALTERACIONES DERMATOLOGICAS

[ No
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CUESTIONARIO PARA PORTADORES DE FQ
Padres, tios y hermanos* de pacientes afectados de fibrosis quistica

Fecha:
1. Nombre y apellidos:
2. Fecha de Nacimiento: 3. Hombre A  Mujer Q

4. Direccién:

5. Teléfono de contacto:

6. ;Dénde le han realizado el estudio genético de FQ? P
7. (Puede decirnos que mutacién tiene, si lo sabe?

8. Tiene algin problema respiratorio?
NoQ siQ ;Cual?

Si responde NO, envie el cuestionario sin continuar
Si responde SI, conteste las siguientes preguntas

9. ;Ha tenido silbidos o pitos en el pecho alguna
vez en los Gltimos 12 meses? sid w~oQ
SI “NO” PASAR A LA PREGUNTA 8, SI “SI":
9.1 ;Tuvo falta de aire cuando los silbidos

o pitos estaban presentes? sid ~NoQ

9.2 ;Tuvo estos silbidos o pitos cuando

no estaba resfriado? si ~NoQ
10. ;Se ha despertado por la noche con una sensacién de opresién
o tirantez en el pecho alguna vez en los tiltimos 12 meses? siQ ~NoQ
11. (Se ha despertado por la noche a causa de un ataque
de falta de aire alguna vez en los dltimos 12 meses? siQ ~oQ

12. ;Se ha despertado por la noche por un ataque de tos

alguna vez en los dltimos 12 meses? si ~NoQ
13. ;Ha tenido algtn ataque de asma en los dltimos 12 meses? si ~oQ
14. ;Toma actualmente alguna medicina (incluyendo inhaladores,
aerosoles o pastillas) para el asma? sid ~NoQ
15. ;Tiene alguna alergia nasal incluyendo
“fiebre del heno” o rinitis? siQ w~oQ

Por favor, compruebe que ha contestado todas las preguntas y mande este cuestionario
en el sobre franqueado que se adjunta. En caso de no tenerlo mandelo a la siguiente
direccién:
Asma/FQ, Centro de Genética Meédica y Molecular - IRO
Autovia de Castelldefels km 2,7
08907 L’Hospitalet de Llobregat

* Rellenar sélo personas mayores de 14 afios
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Annex 3

En aquest annex s’adjunta els resultats del
triatge de CFTR de les mostres de pacients amb asma
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analitzats i dels grup d’individus de la poblacié general
analitzats.

193



asmar el

asmar el

asma adik

asmar el

asma adult
asmi il
asma i
asma adul
asma il
asmia adult
asma adult
asma adult
asma okt
asma i
asma adul
asma adult
asmia adult
asma adult
asma adult
asma okt
asma adnft
asma adul
asma adult
asmia il
asma adult
asma adult
asma il
asma adnft
asma adul
asma adult
asmia il
asma adnl

58-206
28
£8-207

1 2 5 + 5 Ga (TTGA) 7 s 9 10 M40V 11 12 133 13b 143 14b 15 16 173 17h 15 19 20 | 21 |22 23 24

N N ] N [ N L N W N 70 ] N N ] [ o N N N N N [ N H [ N o
[ELYE-TL N N N N T N K M ATV ] n n ] ] M w n N N w N N N om N M

N N N N L] [ T N N N Y1V L] n n N ] M N N N N N = N m M N M

N N N N ] N ™ N N N AT0 NN ] N N N ] u N N N N N [l N u u N u

N N N N [ N €1 N W N e 5 70 MIM W iEsEslrT/A M H 2634 T/ u N N N N N [ N u u N 4531 /A

N N w N M n & N M oM L) 158561 AIT +10 MV N n N ] ] M n n N N N Bo1-65 ALA n M M N

N W n N N N L N N N " A1 ] N N N ] w N N W N N £ N o M N B

N N N N H N e N W N L 470 MM W N N W 2884 B/ H N N N N N H HOTAMG N u N 4531 ATA
[ELYE-TL N N N N &1 N K K L 70 MY ] N n L] s TIC N N N N N N N N M M N M

o o H H M H ar H H H " ¥1o MV M n n L} i TIO L n n L L n H H L L L s OFA

N N N N ] N & N N N £ 153581 ASD 70 MY ] N N L] ] W N N N N N N N u u N u

N N N N N 8T54e0 ASD T N W N T3] 55 70 MY H N N H 2634 T/ u N N N N N V6165 AFA N u u N 5T AIA

N N w N M n T N M oM ™ VTV ] n n ] ] M n n N N n El N M M N

N N n N M N T N N M L oY M N N N ] M N N N N n E) N M M N M

N N N N H N L N W N ™ 4T W N N W H H N N N N N H N H u N

N N N eEETIC W n T L L 70 MY ] N n L] s TG N N N N N n AE01EE CIA N M M N 521 OIA

N N n n N n & N N N L1 1736 DA ¥10 MIM N n n N 2 THG N n n N N N 60165 CFA N N N n 2521 OIA

N N H N N BTSHASD T N L L] " AT0 MY L] N N L] L N N N N Riogec H L] N N L) N #5371 OFA

N N N N [ N T N W N L] 158561 ASG 70 MY H N N H 2624 T/ u N N N N N L] N u H N W

N N w N M n T N M oW L VIV ] n n ] ] M n n N N n El N M M N M

H M Ruf H L] H ar H L L] Li 1o MY L] L) L) L] 2604 T/O L) L) H o u L) = H W M H H

N N N N ] N ™ N N N ™ AT0 N ] N N ] ] u N N N N N [l N u u N u

N N w n N 878440 AID &1 N K K 7 delFRos +70 MM N n n L] sse TG N N N N N n AE1EE CIA N M M N 4521 OIA

N N n n N n & N N N L] 158561 AIT ¥10 MV N n n N N N n n N N n N N N N N N

N W n N N N L N N N " A1 ] N N N ] B N N W W N Fe01-63 TR w B M W ELEER-17Y

N N g N [ N €1 N W N L] 158561 ASG 70 MY H N N H H u N N N N N N N u H N H

N N w N M n T N M oW L VTV ] n n ] ] M n n N N n El N M M N M

N N n N M N T N N M L oY M N N N ] M N N N N N E) N M M N M

N N N N ] N ™ N N N ™ AT0 NN ] N N N e u N N N N N Ll N u u N u
1§0/C N N N N N L N N N L +T0 M/M N 1ses+iss AMA N N 2680 3/0 N N N N N N deea+ 120 dalAT T1200] #0028 A/C N N N 881 O/A

N N n n N n T N N N L] 158561 AIT ¥10 MV N n n N 2 TG N n n n N n N N N N N N

N N H N W H T N H H " ato MV L] N H Ll ##T/IO W Tess N H H n = N W L) H #5371 OFA

N N N N H N L N W N ™ 410 H N N H W H N N N N N H N H u N H

N N w n ] n T L L TV ] n n ] ] M w n N N w N N M M N M

H H H H L] H ar H L L] Li 1o MY L] L) L) Ll 2604 T/O L) L) H H H L 260168 CIA u W M u w21 OFA

N N N N ] N e N N N L] 155541 AFG +T0 MY ] N N N ] u N N N N N N N u u N u

N N N N [ N T N W N L AT VIV H N N H H u N N N N N L] N u u N H

N N n n N n L N N m L VO VIv N n n N N N n N N N n N N L N N

N N H N W H LA N H H " ato MY L] N H Ll ##T/IO W N N H H n N N W W N W

N N N N H N & N W N L 470 MAM H N N H 34T/ H N N N N Tiv4ml H N H u N H

N N w n ] n T L L ATV ] n n ] ] M w N N N n AE01EE CIA n M M N 551 OIA

o o H H M H ar H H H L 1706 A 10 MV L] H H L] i TIO L n n L L n H H L L L s OFA

N N N N ] N ™ N N N ™ +T0 MY ] N N N 1638 T/C u N N N N N N N u u N 4531 GFA

N N N N [ N T N W N L AT VIV H N N H [ u N N N N N L] N u u N H

N N w N M n T N M oM L dupi TIGHE 1261 +10 MV ] n n H 2639 TIO N N N N N N A601-65 CIA n M M N 581 GIA

N N H N W H LA N H H " ato MV L] N H Ll ##T/IO W N N H H H H YOI AMD W L) H #5371 OFA

N N N N H N e N W N L 158541 ASG +T0 MY W N N W H H N N N N N H N H u N H

N N w n ] n & L » 158541 AID +70 MY N N N L] N N w n N N n " N M M N M

o o H H M H ar H H H " ¥1o MV M n n L} i TIO L n n L H n aos-68 A Riigsl n L M L s OFA

N N H N L N L N L L] ” 153581 AT AT MY L] N N L] L] N N N N N H 380145 CIA N N N N #571 OFA

N N N N [ N T N W N L 70 MY H N N H 2634 T/ u N N N N N ZE01-65 C/A N u u N 4531 /A

N N w N M n T N M oM ™ +70 MY ] N N H 2639 T N N N N N N A601-65 CIA wORAIG N M N 4821 ATA

H H H H L] H &1 H L L] LE] 1o MM L] L) L) L 2604 T/O L) L) H o u L) L) H EN M H H

N N N N H N L N W N L +T0 MY W N N W 4TI H N N N N N 2E01-85 C/A N H u N 4531 GIA

N N w n ] n € L » 158541 AID +70 MY N N N L] N N w n N N n N N M M N M

N N n n N n &6 N N N = +70 MIM N n n N N N n n n N N 60165 CFA N N N n 2521 OIA

N N N N ] N L N N N £ 153581 ASD 70 MY ] N N L] ] W N N N N N N N u u N u

N N N N [ N T N W N L 70 MY W iesE+1ss T/A REesC M 2624 T/ u N N N N N FE01-65 C/A N u H N 4531 /A

N N w N M n T N M oW L4 1736 BFA +70 MM ] n n M 639 T N N n N N N A601-65 CIA n M M N 581 OIA

N N n N M N T N N M v 1 WY M N N N ] M N N N N n E) N M M N M

N N N N ] N ™ N N N L] AT0 NN ] N N ] ] u N N LasTF N N N N u u N u

N N w n ] n € L 1 5 158541 AID +70 MY N N N L] N N w n N N n " N M M N M

N N n n N n T N N N L ¥70 M N n N N i TG N n n N N N 60165 CFA N N N n 2521 OIA

N W n N N N L N N N " A1 ] N N N ] B N N w N N N N B M N u

N N N N H N & N W N ™ 158541 ASG +T0 MY H N N H 4TI H N N N N N H N H u N H

N N w N M n T N M oW ™ +70 MV M asTeA Regod M 639 T N N n N N N A601-65 CIA n M M N 581 GIA

H H H H L] H &1 H L L] LE] 1o MM L] L) L) Ll 2604 T/O L) L) H H H L 260168 CIA u W M u w21 OFA

N N N N ] N e N N N L] 155541 AFG 470 MY ] N N N ] u N N N N N N N u u N u

N N N N N N L N N N m *TOVIV N N N N 262 TIO N N N N N N N N N N N 881 O/A

N N Rup n N n L N N N L ¥70 M N n n N N N n n w N N 60165 CIA N N N n 2821 OIA

N W n N N N L N N N " A1 ] N N N ] w N N W N N £ N o M N u
FELR-TE N N H N L N W N ™ +T0 MY H N N H H H N N N N N [ N H u N

N N w n N 878440 AID T N K M L 1708+18 TIC +70 MY N n n L] sise TG N N N N N n AE01EE CIA n M M N 4821 OIA
FECE-T n N M n T ¥ N N 1 1 Y M N N N ] M N N N N N E) N M M N M

N N N N ] N ™ N N N [IRY] 51 470 MY ] N N N ] u N N N N N N N u u N u

N N N N [ N T N W N L AT VIV H N N H H u N N LISTF/LIOTF N N L] N u u N H
10T m n n N n & N N N L 158561 AIT ¥10 MIV N n n N 2 TG N n n n N n N N N N N N

n W n N N N L N N N " A1 ] N N N ] w N N W N N £ N o M N u

N N N N H N L N W N ™ +T0 MY H N N H H H N N MiozeR N N H N H u N H

N N w n ] n T L L ATV ] n n ] ] M w n N N w N N M M N M
wadfe W n n L] n &7 H H H L 158861 ASD 10 MV L] n n L] L] L n n L L n H H W M o W

N N N N ] N ™ N N N ™ 470 MY ] OsTeR Regsc M 1638 T/C u N N N N N TE01-85 CIA N u u N 4531 OFA
[ELR-To N N [ N €1 N W N L 158561 ASG 70 MY H N N H 2634 T/ u N N N N N L] N u u N W

N N w N M n T N M oM ™ VTV ] n n ] ] M n n N N n El N M M N M

N e n N N N L N N N " 1o MY ] N N N ] w N N W N N W N o M N u

N N N N H N L N W N ™ 10 W N N W H H N N N N N 280185 CIA N H u N 4531 GFA

N N w n ] n T L L n ] N n L] sse T/ N N N N N n AE1EE CIA N M M N 551 OIA

o o H H M H ar H H H LE] ¥1o MV M n n L} i TIO L n n LaarF L n 2g01-68 CIA n W M L s OFA

N N H N L N T N L L] " AT0 MY L] N N L HHTIO L) N N N N H 280145 CIA N N N N #5371 OFA

N N N N [ N T N W N L AT VIV H N N H [ u N N N N N L] N u u N H

N N w N M n T N M oM ™ VTV ] n n ] ] M n n N N n El N M M N M

N N n N M N T N N M L WY M N N N ] M N N N N n E) N M M N M
FELR-TE N N H N e N W N ™ 15541 ASD ITIEGAA  4T0 MM W N N W 2884 B/ H N N N N N 2E01-85 C/A N H u N 4531 GIA

N N w n ] n & L » 158541 AID +70 MY N N N L] N M w n N N n N N M M N

N N n n N n & N N N L1 1736 DA ¥10 MIV N n n N N N n n n N n N N N N N N

N N H N N BTSHASD T N L L] [FE1] 5T AT0 MY L] N N L] HHTIO L) N N N N H 380145 CIA N N N N #571 OFA

N N N N [ N T N W N L 1718 A 70 MY H N N H 2634 T/ u N N N N N ZE01-65 C/A N u H N 4531 /A

N N w N M 07490 AID T N M oW 3T 51 +70 MY ] n n M 639 T N N n N N N A601-65 CIA n M M N 581 OIA
wsQfe W L) H L] " Ll H L L] L 158861 AID 10 M L] H H L] 2604 T/O L) L) H o u L) L) H W M H H
15 0/C N N ] N e N N N ™ 153541 A/G 470 MY ] N N ] 1038 T/O u N N N N N [l N u u N u



1 2 3 * 5 Ga ITGA) 7 & 9 FPoly T 10 MavoV 11 12 133 ash 14 14b 15 16 17 b 1S 20 21 = 23 2
sEz0 T W ] w O] 3 3 X m u u = e w O] ] ] ] £l Cl £l ] w 3 w O] C] O3 O]
SBID W ] » n " o B N oW ou £ 470 MM ASINE N H H H " " " n » o » u n M ang1 G
SE2IS M ] » n M Timan TOA 2 n ow ou L Ava M » n ] H 2a08TIG " n " ] » o » o n M asz1 GO
SB2E W ] » n u & n o ow £ 1A 470 MM » n n n e GIG » " " n » u » u n u PrEPYN
SB27 M n w n o & H o W v 1aEs1 LT pespTr n n H u 2aseTIO n " " n u o 26434153 dal AT w o n u n
B8 W n » n B aTseso AL & H ow oW £ 18851 ST pespery » n H u u » " " n n u a601-68 LA » u ] N ws21arA
SB20 W w » n o ' S n w W L e » n u u 2eeeTIO » " " n u M . » M n N w631 DA
SB-2H M B AW H o M & H N N T 1TiE GrA 70 MY N H H H  o6e THG Vess] n n " H 1 N M w H N N H
58221 M H w H o M 7 H W N b 470 MY H H H H 26 TIT bl n " H H o 250168 SIA Il H Ho 374413 AVG 2621 VA
SBI% M ] w H o M = H N N sz 270 MIM u H H H H n n bl H x N = w N ] N H
SB2X M ] w n u M & H W N e 185551 AIT 470 MV " H N N n n " ] u u M " N N N H
SB220 assoie W " n o w &7 N N T 153651 ASS 70 MV " n N H e TIG " " " N " u u " u n u N
sB-231 H - " n u H L H 8 o L 472 MY " asTea meezz W ] " n aa N n u 230185 2ia " B H 531 00A
SB235 N N " n u M L N o n L 470 MY " n N N 2ERe TIG " n " N " u 2801-85 /A " ) n u 531 GrA
SB23 M N » n B u ar N N L 472 a0m » n ] N 2854 0IG " n " N = u 2081-28 AR w u R u 4521 O0A
SB-240 Ll N » " Ll Ll LA N Ll Ll Lil 70 WY » N N L] L E " " N L L Ll b L] " L] N
SB243  u N » n B u ar Hoow H s 133581 AFD 4o M w n ] ] 2084 TG ® R " ] u u u w u R u n
sB-251 w n w BT B W at NN s FRITEYEY 470 M » H N N 2654 TIG " " " N n u u » u " u PERTRETY
sB2S2 M N ® N u M L N H L TSGR 4o My » n N ] 2084 TG ® R R N u u 2801-25 IR w u R H +ETLASA
o " » " ' o 1 BN H r P »* H H H 2eeeTIG " " " " » o o » u " w "
BN M P » n % % & oo ow wn 15 g1 ASS » N H H BeeTIC » n B n " M N N » M n
SEA N " » n ' % & I T » n H H H " " " H " o o » o " M n
SBXD M N » n " 40 AAG B N oW ow £ » N H H e GIG " " " n » " 01-8 ATA » M n M wnm ASA
SBXS ssOfc W w n B o & HooM u £ s AFS » ) H H 2a00 TIG " " 'l H " o o w M n M n
SBXWF M ] » n " % B N oW ow £ » N H H H " " " n » % M » M W saTeens aiG N
SEXE M ] » n % o 2 oM u L » H H H H " n " ] " o = w M n [ n
sBIT8 W ] » n 5 w B n o w £ » N n u BEssTIG " " " n » o = » u n u n
SE2m M n w n o ' L H o W L n n H u u n " " n u o M w o n u n
SBA? sseore W » n u M & n o oW £ » n W u e SIG » " " W 1( u a201.c8 CIA » u ] u ar01 Sra
SB283 M ] w n N M 7 H N N kL u H ] H n n " ] x H M w H H N H
SB204 M " w H o M @1 H N N s 1 n H H H H n n " H n N . w H N N H
SB208 M ] w H N M 7 H N N E u H H H H n n " ] x N ] w N H N H
SB8290 M " w H Mo oaTsee0 AN @1 H N N T n H H H 26 TIT n n " H n N 250168 CIA ma H N N H
SB-291 o ] w H o o " H W N T TS GIA H H H H 268+ TID bl H " H Il o 280168 SIA ] H H N H
58-294 B M " " Ll B 7 M Ll ™ d = M Ll Ll Ll " " " " L L B " L " L] M
SB-205 5 - RTER " B B av HooH N e 152641 AFG Py n n H H 28RsTIG n " " n 5 " 5 w " " " n
S8-300 Bl - b ] Ll Ll T N Ll H bl 70 Y » H N Ll Ll b " E N = L Bl = L] bl L N
SB304 M N » n B u L Hoom N L 4o 0w » TrarR meesz W 2084 TIG ® n " N = u u w u R u 4521 O0A
SB3T ssoic N w n B u ar oo u L 470 MM » H N N 2834 GG " " " N n u 2801-85 CIA » u w u H
£8-310 Bl H » " Ll Bl ” n Ll M bl T8 VY » n H Ll Ll B " ® N bl L w L] bl L] n
£8-313 Ll N » " Ll Ll &t N Ll Ll bl 470 MM - N N L] 2834 DI E " " N L L 380185 C/A b L] " L] N
e T I P » n B u L N oom N L5 Py » n ] ] 2084 TG ® n R N = u P w u R H n
SB36 W " » " B oaraeso ANG 1 T a2as =1 avo M » " H H 2eeeTIG » " " " » o Sm01-88 IR » u " w "
74 S " = H B ot " B w TS 133501 ASD A0 M » " H H H bl " ® H = L3 S bl L " L "
75 B e bl H B owTsees ASD ot H L3 W T 1o MM Bl H H H Eal=t=] bl M aoErLGC H Ed Ed e01-88 CIA T ASG M " u ST AN
76 B e bl H B Es ot H L3 W T 133341 ASD o M Bl H H s H bl " = H Ed Ed e01-88 CIA Bl L " u w21 GA
v L M » H B B & H B H T 153541 ASD AT MY » H H B 284 TG El 2] El N E H S1378R u o ® H H
78 H B » H L) B L H L M L ATV * H H H H £ H £l H » L] B W L] B L] H
78 H B » H L) H L H L M L AT Y * H H H H B H bl H » L] H W L] B L] H
&3 H B » H L) H &t H L M T 153541 AFD AT MW * H H H H B H bl H » L] H W L] B L] H
&4 L) H ] H L) ) L H L) ) T AT E] H H H H b H E] H = L] L) L] L] i L] H
&85 u " »® " L] u LA H L] H T AT0 N El " H L] H " " " H E Ll u El L] " Ll H
&6 u " »® " L] u LA H L] H T AT0 B El " H L] 2658 TV " " " H E Ll 3801-85 CFA El L] " Ll $521 A
87 E] H = " L] E] a1 " L] H Ts 1TIEGIA 4T0 MM » H H L] 2698 TIG " " " N b Ll 3801-85 CFA ] Ll " Ll #5210 GFA
28 £l H bl " L] L a7 " L] H TS 153591 ASD AT0 M Bl " H L] o Bl " £l H B Ll 2801-28 CIA Bl Ll B " #521GA
g9 BEHT M bl " L] L a7 " L] H kil 153591 ASD AT0 M Bl " H L] 2eRETIG Bl " £l H B Ll Bl Bl Ll B "
ag L B » H B B LA H B H T AT » H H B M El L] El N E H B E H ® H H
3] H B » H L) B a7 H L M L 153541 ASD 4TS MW * H H H 28TV £ ] £l H » L] S1225R W Wizl N L]
a2 H B » H L) H L H L) M L AT Y * H H H H ® ] £l H L L] H W L] B L] H
a3 H B » H L) H L H L) M L AT Y * H H H H ® ] £l s L L] H W L] B L] H
94 L) B ] H L) ) a7 H L) ) T 153551 ASD ATo MY E] H H H H b H E] H = L] L) L] L] i L] H
aF u " »® aa BOBTS440 ASD LA " L] L] [TE] =1 AT0 B El " H L] H " " " H E Ll 3081-85 Al El L] " Ll +5TEASA
aa u " »® 1AET L] u a1 " L] L] Ts 133581 AF AT0 B El " H L] 2658 TV " " " H E Ll 380185 CF R El L] " Ll $521 A
100 u " *® " L] u LA " L] L] Ts AT0 N El H H L] 2658 TV " " " H b Ll 380185 CFR El L] " Ll $521 A
101 £l H bl " BORTS 440 ASD LA " L] H kil AT0 M Bl " H L] 2eRETIG Bl " £l H B Ll F0g1-28 AlA Bl Ll B " #521GA
102 £l H » H El Ll L M Ll H ™ +TE A » H H Ll Ll » " " N E] ] £ £ L N E M
10% L B » H B B LA H B H T AT MY » H H B e84 TG El L] El N E H 2801-85 IR E H ® H H
104 H B » H B BTS440 ASD L H L M [TRTS =1 4TS MM * H H H 44T £ ] £l H » L] 3081-85 ATA W L] B L] +STLASA
105 H B H O 4MMEIAIG N BTSHE0 AT L H L) M L AT MW * H H H 28TV ® ] £l H L L] 3801-85 TR W L] B L] #52LOA
106 H B » H L) H &t H L) M T 153541 AT 4TS MM * aETER HsesT H 28TV ® ] £l H L L] 3801-85 TR W L] B L] #52LOA
108 L) B ] H L) L) &t H L) ) T 153541 AT 4TS MW E] H H M H ® H b H [ L] H L] L] " L] H
109 u " »® " L] u LA " L] L] T AT0 B El " H L] 2658 TV " " " H E Ll u El L] " Ll "
110 FECT: LR ] »® " L] u a1 " L] L] T 133581 AF AT0 B El " H L] 2658 TV " " " H E Ll u El L] " Ll "
1 u " *® " L] u a1 " L] L] Ts 133581 AFD AT0 B El H H L] 2658 TV " " o H b Ll u 0T ASG B " Ll $521 A
112 EEGE M = " B ORTS 440 ASD a1 " L] M Ll 153541 ASD 470 MM » " H H TER GG Bl " El H = L 2801-28 CIA Bl Ll B L w521 A
M3 H = " L] Bl a1 " L] M B dalEFses 470 MM » " H H L] Bl " El H = L H Bl Ll B L w521 A
114 B M = H B B ar H B H T 153541 ASD 470 M » H H B Tam4 IS El 2] El H = L 2801-85 AVASLITSR Bl Ll B L w521 A
15 H B » H L) H ar H L M T dalrsea 4T MW E] H H H H b ] bl H L L] H W L] K 4374413 A0 H
MG wsove W » H L) H ar H L M L 153541 AT 4T MW E] H H H 28TV ® ] bl H L L] H W L] B L] H
"7 H B » H B BTS440 ASD L H L M L ELER E] H H H 2884 OB ® ] bl H L L] 3081-85 ATA W L] B L] 4578 ASA
118 H B ] H L) L ar H L) M T dulFsea 478 MW E] H H H H ® H E] H w L] H L] L] " L] H
119 H " bl " L] H L H L] H T 470 MM = asTEA LR H EE =) ATERHES ASG W " H L Ll B081-88 Al H L " ® 453 ASA
122 H " bl " L] H 55 H L] H T 470 MM = " H H FERETIC " " " H L Ll H H L " ®
123 H " bl " L] H a1 " L H T 153501 AFD 470 = " H H H " " " H L MIEETV H H Ll " L "
124 o H bl " L] L L " o M Ll 470 M b " H H 2eRe TIG " " " H B £ 2401-28 CfA H Ll " L 3L
125 o H bl " L] L L " o M Ll 470 M b " H H 2eRe TIG " " " H B £ 2401-28 CfA H Ll " L 3L
126 B B " H B B ar H B H T 1535 41 ASD 4T MY » ] H B B n L] El H L H B P H ® H PEETEETN
127 H B = H B eTS440 ASD L H L M L] 478 M ® H H H 2B TIG = ] bl H H H H " H B H H
128 B B " H £ B &7 H L B T 1585 51 AT AT MY E H B B B H H E H E E B " H B H H
129 H H bl H L] H 7 H [ H b HT0 VN H H H H H " H " H E E H " £l " H H
130 B M E H £ B 7 H B M T 4T MY E H H B 2ERE TG H H E H B E 3801-68 /A E H " o H
131 H " bl " L] H &7 " L] H T 153561 AFS 70 B b " " L] Ll " " " " B Ll H Bl Ll " L #5631 TIA
132 L N " " a L T n a " b T £ n H L L b n " H L £ E " L H o n

195



1 E] £ -+ k] Ga Gh T A @ Foly T o il 12 15a  1sh 1k 1-4h 15 16 17a 17h 15 19 20 21 22 5 24
camtral S " n w » =] EEEEES " 1861 ASC 10 MV e w " » wnne THO W ] w » n ] » W " [l W
cartral » W " n w " w m ow om 182801 MG 1o MV ] L H o » W ] b w n n w o ] ® W
cantral » w w n " » T m ow om ™" PUSE " " " " P ] w n w w n n w w W om » w
cantrol ® W W ] W H T H W N " 10 MV W w H W W W H W H H H W W W N " W
controf » s L} n N H T n H n T *T0 VIV s L H H Ll N H L H n H Ed N N H H H
cantrol = o ] N o " T m N m ™ 10 MY B " ] " sERe THG o N w w El N 380165 CIA w u n » +EILGIA
cantrof H] o ] N o w T I s 1535-61 ASG 10 MY 5 L ] u 2654 THG u N [ o El N w u b n w b
camrol H] w n n w » L m on m ™ 10 MY o " n » 2898 THG o N o w n N sen1.an CiA W N n " 521G
ool " W W n u » - E I i 1893301 MG 1o MY b L H » o THS W H B » El H ® b ] ® b
camtral » W " n o " 2 m ow oW L] 10w o L u o o W u b » n n w o How » W
camtral s ase W " n Mo ees AN “ HOH = 18861 ASC 1o MM w w " » sr FG w u w » n u 6018 O A worAfd W W » wa1 OIA
cantral » w " n W » wr m ow om s 1o MY W " " u 2004 TID w ] w w n W w W W u » RESTR. T2
cantrof HEGIE W W n W H 55 m N N i 70 MM W L ] H 2604 IS W ] W W n ] N w ¥ W bl W
cantrol ® W W ] W H T H N N " 10 MV W w H W sEes THG W H W H H H 2601-65 CIA wOaAMS N M " +2LCIA
comrol " w u n o " = mooN oma i 185851 AIG 210 MY o L n " sERe THG n N o " n N " w b n n w531 GIA
cantrol » w ] n w » L m oW = ™ STONWY ASIsE ” ] » 2954 I o N o ™ El N 280145 C7A W M n " +EILGIA
comtrof E B L] n B N T n L n T 10 VY Ll El L] Bl Ll L N Ll Bl b L Bl L L N bl L
camtrol msese W w n » » s m oW om ™ a0 M e w " » P ] w W e » n W " w W Ow " w
cartral » w W n N ows s ARG a1 m oW o= " 1o MM w w " » o OFG W ] w w n u 306165 AFA W R » AT
camtral » W " n o " 2 m ow oW L] = o L u o o W u b » n n w o How » W
cantral " w w n w » T moowm om ™" ro v w " " " " w n " w n w " w W om » w
cantrol wsoE W W N W H % H N m ™" 10 MIV W W H H 2854 CIT W H w W N H W W W W " W
cantrof E] W W n W H T m W m ™ 185861 AIG 10 MM W vsesL ] H sEes TIG w ] W W n W 260165 CIA W N W n 531 GIA
canrol w u u N H H - mooH om ™ 188861 ASG 70 MM 5 L ] H 280 GHG u N w W H N 3601-65 CA 5 b n " [
cantrol » w H n w » & m o oH m 8 1595-81 ASG 10 My o " H » o o N o ™ n N e W M n » M
cantrof » w u n w » T moH m ™ H 10 o " H » o u N o ™ n N " w M n » M
camral » " " n e » 2 m oW om " " a0 wn e " " » » w n " » n n » u W W » W
camral » " " n e » a1 m oW om ™" " a0 w e " " » » w ] " » n H » W W W » W
control » w " n w » < m oW om i 18Rl ASG 10 MY w w " » w w ] w » n " w W L] » W
control 7115 n o H n H H ™ n H n T H *T0 VIV Ll L H H Ll o H L H n H N L H H n H
sonrol a7-103 " B " " B H kil " H " ™ " ATE VY ki " " H B E H ki H " H B B B H " B
camrol ar-58 = £ H n B N LA n H n ™ H ELR Ll Ll H Bl L H H Ll El b H El L M N bl M
cantrof ar-85 " u u N NS A L mooH R ™ H 10 5 B H M u u H & ™ N N ® B b n ® b
camtral a7 » w " n » » a1 m oW oW " " 10 MY w » " » sne THO w u w » n u » W ] » W
camtral 9719 » w " n w » a1 m oW oW " " 10w w w " » w w ] w » n u » W W m » W
cantrof T n W W n W H 7 m W N ] 10 VY ] " ] N W N w W N N 2680 AT N H W n N
cantrof 6365 » W W n W H T m W N 11 GiA 10 MV W w H H w W W W n W 260165 CIA W ] E 531 GIA
camrol 95-354 " o n n » " - m n om 183881 ASG 10 MY o o n " u N o " n N se01.85 CiA w n n " +531GIA
comrof 95-247 ] L H n L N kil n H n H ATO Y o o H H L M o L] " H B L L N b L]
ool E171 » W W n I » = oW oW 153351 IS 1o MY b o H » W n b o n H ® wozaf3 W W W wozL GIA
cartral 515 » W " n w » a1 m oH oW 182801 MG 10 MV o e u ™ W H o w n H w o W oW » W
cartral W14l mmare W W n w » w m oW = Vg st 183801 MG 1o MV u w " » W u w » n H » W ] » W
cantrol %92 ® W W N W H & H W R e 188861 AST 70 MV W w H H W H W W bl H W wOUASS N M » +531LCIA
cantrof 96222 n W W n M ST AT 7 m N N ™ ] 70 MV W w N N W N W W n N 380165 CIA w ¥ N » +EILGIA
camrol 95-243 = L H n B bl LL n H b ™ H T M Ll L H El H H Ll El b H 2en1-25 CFR L M N bl 4521 GIA
camrol 23-100 E L H n L Bl & n H n T 1535-81 ASG 10 MV L £l H Ll Ll N Ll Ll E N L] L L N bl L
camtrof D » w w n w » w m oW om ™ 10 MY o " " » w W e » n W " w WOw " e
camtral ) » W " n o " a1 m ow oW A H 10w o e u o W u b » n n w o ] » =
cartral B » W W n u " a1 m oH oW ™ H 1o W o e u o W u o » n u » N How » W
cantrol %3 wsere W W N W H & H W R i 1858-61 AST 10 MV W W H H W H w H N H W W W W " =
cantrol 97-202 ® W W N W H < H W N e 188861 AST 70 MV W w H N W H W H H H W W W N " W
camrol ar-154 = £ H n Bl N & n H n ™ 1535-21 ASG T8 M Ll E H Bl H H Ll El b H El Ll M N bl M
camrol ar-131 B L N n H bl 7 n H E ™ 1535-21 AST TS MY Ll L H El H H Ll Ll E H Ll HO2ASB M N bl 4521 OIA
camtrol args w w W n u " w E R ™ " 1o My o " " » w " o » n W e o W ow " =
camral FED e afe oW " n w » = m oW om ™ 18881 AIG 10 MY e " " » W ] " » n H 60188 O W W W » wna1 GO
camtral o743 = w " n w » 2 m o w o= A 176 AL 10 MM u ” " ™ W n w » n u 06165 RS w L] " AR
controf ar-n w s L} na N H T n H n T H *T0 VIV s L H H N H L N n H Ed N N H H H
cantrol 9%6-322 H W W bl W H & H N R e 1858-61 ASG 10 MV W W H H W H w N bl H W W W W " W
comtrof W5-262 E L L n B H T n L " e L] 10 VY Ll E L Bl u N Ll El n L e L L o bl L
camrol 95-280 E £ ne n Bl N bA n H n = H 1Y Ll . H Bl H H Ll El R H . L M bl . M
csrmtrol w7 » w W n w » a1 m W = " " 1o Y w w W et iT w n w » n n e W W @ » =
camtral 1 » w " n w » 2 m oW oW " 1TIEOiA 10 MY w w " » e w ] w » n u 6018 O A W W m » wa1 OIA
camral 6170 » w w n Mo G 2 m oW om a a7 " 1o Mrv u K n » w " w ” n n P w M 0w " P
cantrof a1 n W W n W H 7 = N W ™ 1TIE GiA 10 MV W L ] N sEee TIG W N w W N N 380165 CIA W ¥ N » +EILGIA
cantrof 95-320 n W W n W H T m W W ™ N 70 MV W P N H sees TIG W ] W W n W 360165 CTA W ] » w531 GIA
1 £ 3 - Ll Ga h T L) Poly 10 11 1= 13a  13h 14h & 16 13a 17h LE) 18 =0 =1 % pad ES)
asma [l N ] ] u £l - D sa 1535-91 AJG 10 M7V ] o ] [ ] N o bR T N N [ ] ] £l E] ]
v T W n o » - moow ow - 187301 MG 1o MY b o H » W H b u T AT M ® b ] ® W
s mafe W " n » » a1 m oW oW - 10 MV w » " » w u w » n u » W ] » W
s " w " n Mo ees AN a1 m oW oW - 10 MY w w " » w ] w » n u 6018 O A W W m » wa1 OIA
asma n W W n M ST AT 7 m W N = 10 MV W w ] N W N w W N N 380165 TR W N W » +EILGIA
asma » W W n W £l T m W N £ 10 VY N w H H w W W W n W N W H W L] a1 GIA
asma » u u n e » - m on om . 159581 ASG a0 i o " n » u N o » n N sent.an oA sworAlG N n " s5m1 Al
asma “ o ] N o w - HooH om s 153561 ASG ITIEOFA $T0 MM 5 o ] u b N 5 ™ E N 280145 CFA u b n w +52LGIA
- » W W n I » T oW oW s 1o WV b o H » b W n b o n H w b ¥ oW W b
s » W " n w » a1 m oH oW - oW o e u ™ » W H o w n H w o W oW » W
s e W W n w » a1 m oW = - FEITT-10) 1o MV u w " » s THG W u w » n H 0165 O A W ] » waz1 GIA
asma ® W W N W H % H W R . 70 MAM W w H H W W H W W bl H W wOUASS N M » +2LCIA
asma n W W n W H 7 m N N I 70 MV W w N N 2604 TIG W N W W n N N w ¥ N » W
asma » u u n w » T m W om . 10 M0y B » H ™ 2084 THG u N B ™ n N 280145 CA B M n ® +E2LGIA
asma 1o N n n w » L moon om e 159581 ASG 10 MY o " n ” [ w N o w n N " o N n " [
s E) w w n w » - m oW om e 157381 ASG 1o M o " " » P ] w W e » n W sen1an CFA worAfd N W " saw1 Al
s » W W n o " @ m om oW za 10 MV o L u ™ W u o o n u w o ] "
s = w " n Mo ees AV = m w o= e 182861 AIG 1o MM o ” u ™ W n w » n u 0165 O A worafd B W = aaEn AR
asma H W W N W H e H W R £ T MM W W H H W H w H N H W W " +531 G/A
asma ® W W N W H € H W N . 70 MAM W W H H W H W H N H W W W N " +21LCIA

196 Asma i Psoriasi



197



REFERENCIES

198



Referéncies

199



Referencies i informacio dels programes d’analisi genética utilitzats

MLINK / FASTLINK

ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/software/linkage and mapping/FASTLINK/fastlink
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LINKUTIL package
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Kruglyak L, Daly MJ, Reeve-Daly MP, Lander ES (1996) Parametric and Nonparametric Linkage Analysis: A
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