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Ara ja fa vuit anys que les classes d'en Lluís Serra a tercer de carrera (del pía 

vell) em van fer descobrir un nou món absolutament sorprenent i extasiant: el món 

de la genética. Tot i que Ja havia encaminat els meus paseos cap a una carrera 

centrada en l'estudi de la naturalesa, no va ser fins aleshores que vaig descobrir el 

qué realment m'agradaria dedicar-me. 

Per aixó, a fináis d'aquell any vaig demanar per entrar com a alumna interna al 

Departament de Genética de la Facultat de Biologia, i encara recordó l'entrevista que 

vaig teñir amb la Roser i la Lluísa i la pregunta sobre en quina branca de la genética 

m'agradaria más ficar-me. El fet de qué el meu pare es morís de cáncer de pulmó i la 

intuíció que algún dia mitjan$ant estudis i investigacions potser es podría curar i, per 

somniar que no quedi, potser jo hi podia posar el meu granel de sorra, i el fet de la 

utilitat directa i aplicada sobre les persones, no em va fer dubtar gens: la genética 

humana. 

Després d'estar un parell d'anys al departament aprenent les técniques mes 

habituáis de la biologia molecular, em vaig comentar a adonar del gran potencial 

que aqüestes técniques representaven peí diagnóstic i prevenció de maialties i, 

després d'acabar la carrera, em vaig decidir a fer el doctoral Mitjan^ant en Dani i la 

Lluísa vaig anar a parar a l'Jnstitut de Bioquímica Clínica, que en aquell moment 

estava encara a Cerdanyola del Valles. Sota la direcció de l'Amparo i la Josep 

se'm va obrir tot el món de les maialties lisosómiques i la necessitat vital de desenes 

de famílies d'un diagnóstic dar i definitiu. Darrera cada mostra, darrera cada nom, hi 

havia una persona, una familia i una situado i calia l'análisi molecular per millorar el 

diagnóstic de portadors i el diagnóstic prenatal d'aquestes maialties. 

Tot i la fredor que representen les estadístiques, les freqüéncies de mutacions, 

els nombres de pacients, les classificacions de clíniques i l'aparent colleccionisme 

de mutacions no descrites, durant aquests cinc anys he estat tractant amb pacients i 

familiars, els quals acabes coneixent de memoria com si fossin amics de tota la vida. 

Darrera cada cas hi ha la seva historia i situado familiar i, tot i que en comptats 

casos he tractat directament amb les persones, acabes fent-te'ís teus i pateixes quan 

estás pendent d'un diagnóstic prenatal i saltes d'alegria quan detectes que el fetus 

PROLES 
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és sa o et desesperes quan diagnostiques el tercer fetus afecte en una mateixa 

familia, o maleeixes el nfioment en qué has de donar el diagnóstic de portadora d'una 

malaltia Iligada al cromosoma X a una noia de 20 anys, mentre que la seva germana 

ha tingut mes sort i no és portadora. Acabes associant cada pacient amb una 

malaltia i una mutació i quan et diuen que ha arribat la mostra de la tia materna de 

tal pacient, ja saps el qué li has d'analitzar. 

Sí que és cert que tots aquests pacients i les seves mutacions m'han permés 

publicar articles a conegudes revistes científiques internacionals i arribar a presentar 

la tesi doctoral, i que sense ells ara no tindríeu aquesta tesi a les mans, pero no cal 

perdre de vista que son persones i famílies que normalment arriben a l'IBC després 

de voltar metges i metges per poder saber qué és el que teñen i que en ser malalties 

tan poc freqüents han d'esperar a caure en mans d'aigú que penst en la possibilitat 

que sigui una malaltia lisosómica i, quan finalment se'ls dona un diagnóstic, tot i ser 

malalties sense tractament efectiu, és com si se'ls obrís el cel perqué ja saben qué 

teñen i poden arribar a prevenir la malaltia. Per aixó, aquesta tesi, a part d'un recuíl 

fred de mutacions i d'estadístiques, vol ser el resultat de l'estudi de totes aqüestes 

famílies, i espero que les conclusions extretes d'aquest trebait síguin d'utilitat de cara 

a ajudar futurs pacients i famílies i sigui el meu granet de sorra a la caracterització 

d'aquestes malalties. 

És per aixó que, básicament, voldria dedicar aquesta tesi a tots els pacients i 

familiars que han passat per les meves mans durant aquests anys les mostres deis 

quals s'han deixat fer tot tipus de proves sense queixar-se, deixant-me experimentar 

amb elles i deixant que pogués aprofundir i millorar els meus coneixements de 

biología molecular. 

Sincerament, he gaudit d'alló mes en la realització d'aquesta tesi, i si la biología 

molecular ja m'agradava, encara m'ha acabat d'entusiasmar mes després d'aquest 

estudi, per la seva aplicabilitat, per la seva capacitat de Iliurar una persona de la por 

de teñir una criatura afecta perqué es teñen antecedents o d'assegurar la possibilitat 

d'un possible nou cas en la familia, per la seva fiabilitat i perqué aquí no s'hi valen 

valoracions subjectives, el qué l'acosta a l'exactitud de les matemátiques... 

Espero que us agradi aquesta tesi i, si mes no, us permeti fer-vos una idea 

d'aquest món tan poc conegut com és el de les malalties lisosómiques. 
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Aquest trebali pretén estudiar les característiques genétiques i moleculars de 

tres de les maialties lisosómiques mes freqüents en la poblado espanyola: la 

mucopolisacaridosi de tipus I (o malaltia de Hurler/Scheie), la mucopolisacaridosi de 

tipus II (o malaltia de Hunter) i la leucodistrófia metacromática. 

S'han utilitzat técniques de recerca de mutacions com l'SSCP per la 

caracterització de les mutacions desconegudes causants de la malaltia, o la digestió 

amb enzims de restricció en el cas del diagnóstic de mutacions ja conegudes, i així 

s'ha pogut establir l'espectre de mutacions i les seves freqüéncies en cada una de 

les maialties. Quan la presénda de varis pacients amb la mateixa mutació ho ha 

permés, s'ha intentat establir una correlació genotip-fenotip per poder predir el 

pronóstic del pacient i poder aconsellar sobre possibles terápies a apl¡car-li, pero 

malauradament, no en tots els casos s'ha pogut arribar a una conclusió clara sobre 

aquest tipus de correlació. A mes, en la leucodistrófia metacromática, s'ha intentat 

correlacionar el nivel! d'activitat enzimática residual a les céllules deis malalts amb 

determinades mutacions com un pas previ per a futurs estudis d'expressió funcional 

d'aquestes mutacions. Així mateix, quan els padents de cada malaltia han estat 

caracteritzats, s'ha informat a les famílies i se'ls ha ofert el diagnóstic de portadors i 

el diagnóstic prenatal per tal de prevenir rapando de nous casos afectes. En el cas 

de no disposar de la mutació concreta causant de la malaltia, s'ha utilitzat l'análisi 

indirecte per estudi de cosegregació de marcadors polimórfics intra i/o extragénics 

per fer aquest diagnóstic. D'altra banda, en la malaltia de Hurler/Scheie i en la 

leucodistrófia metacromática s'han realitzat estudis d'haplotips mitjangant aquest 

tipus de marcadors per intentar esbrinar l'origen de les mutacions mes freqüents de 

cada malaltia, el qué ha permés establir un origen únic per algunes de les mutacions 

mes freqüents de la leucodistrófia metacromática. 

En conjunt, aquest trebali dona una visió bastant acurada de la relació entre les 

característiques genétiques i clíniques deis pacients amb aqüestes tres maialties. 
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1 . MALALTIES LISOSÓMIQUES 

1 .1 . CARACTERÍSTIQUES GENERALS 

Les malalties lisosómiques son trastoms hereditaris deguts a la incapacitat de 

degradar les macromolécules procedents del recanvi cellular a causa del defecte 

funcional d'algun enzim lisosómic específic. Aquesta disfunció provoca l'acumulació 

de macromolécules al lisosoma i és la causant de la malaltia. 

Els lisosomes foren descoberts per De Duve i col. (1955) pero la relació entre 

lisosomes i malaltia d'emmagatzemament la va establir Hers (1963 i 1965) quan va 

demostrar que el déficit de maltasa acida (a-glucosidasa) provocava l'acumulació de 

glucogen a l'interior deis lisosomes en els pacients amb la malaltia de Pompe. 

Des d'aleshores, s'han descrit unes quaranta malalties per dipósit lisosómic, i 

prop de cinquanta si es consideren els diferents subtipus i variants (Reuser i col, 

1994; Chabás i col, 1995; Gieselmann, 1995). 

En la majoria deis casos, aqüestes malalties son degudes a la deficiencia d'una 

hidrolasa lisosómica (o d'una subunitat de l'enzim) implicada en la degradado d'una 

macromolécula, pero també es pot tractar de la deficiencia d'una proteína activadora 

de l'enzim (Furst i col, 1992) o d'un transportador de la membrana lisosómica 

encarregat de facilitar l'exportació de petites molécules fora de l'orgánul (Pisoni i col, 

1991). 

Per descriure-les, es solen agrupar les malalties lisosómiques sota els noms 

químics deis substraís no degradáis que s'acumulen: mucopolisacaridosis, lipidosis i 

glucoproteinosis, segons els substrats siguin mucopolisacárids, lípids o 

glucoproteínes respectivament (Jaula 1). A aquest grup de malalties, cal afegir la 

recent adscripció de les formes infantil i infantil-tardana de la ceroide lipofuscinosis. 

Les malalties lisosómiques es transmeten per herencia autosómica recessiva, 

excepte dues que están Iligades al cromosoma X (malalties de Hunter i de Fabry). 

Considerades en conjunt, representen ri% deis trastoms mendelians descrits i el 

10% de les malalties genétiques amb el defecte priman establert. 
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Taula 1. Principáis malalties d'acumulació lisosómica 

Malaltia Deficiencia enzfmática Substrat acumuiat 

Upidosis 

Gangliosidosi GW 

Gangliosidosi GM2 
Malaltia de Tay-Sachs 
Malaltia de Sandhoff 
VariantAB 

Variant B1 

Malaltia de Gaucher 
Maialtia de Gaucher per déficit en 
SAP-2 
Malaltia de Niemann-Pick 

Tipus A i B 
Tipus G 

Malaltia de Fabry 
Leucodistrófia metacromática 
Leucodistrófia m^acromática per 
déficit en SAP-1 
IWaiailia d'Austín 

Malaltia de KraiAe 
Lipogranulomatosi de Fartier 
Malaltia de Wolman 
Mucolipidosi IV 

Mucopolisacaridosis 

MPS i (Hurler/Scheie) 
MPS II (Hunter) 
MPS lli (Sanfiiippo) 

Sanfilippo A 
Sanfiiippo B 
Sanfilippo C 

Sanfiiippo D 
MPSIV(Morquio) 

iVIorquio A 
Morquio B 

MPS VI (Maroteaux-Lamy) 
MPS VII (Sly) 

Oiigosacarldosis 

Fucosidos! 
a-manosidosi 
p-manosidosi 
Siaiidosi 
Gaiactosialidosi 
Aspartilglucosaminúria 
Malaitia de Schindler 

Glucogenosts 

Glucógenos! II (Pompe) 

Defectes de transport 

Mucolipidosi H i iil {l-ce!l disease i 
pseudo-Hurler) 
Malaltia per acumulació d'ácid siálic 
Cistinosi 
Variant de l'acidémia metilmaiónica 

a-galactosidasa 

HexosaminidcsaA 
Hexosaminidasa A i B 
Proíeína avivadora de 
¡"Hexosaminidasa A 
Delecte de la interacdó de la protéfna 
activadora i l'Hexosaminidasa A 
p-glucocerebrosidasa 
Proteírsa activadora SAP-2 

Esfingomieiinasa 
Desconegut 
a-gaiadosidasa 
AriIsulfatasaA 
Pretina activadora SAP-1 

ArSsulfá^es A, B, C i altres 

p-gaiactocerebrosidasa , 
Ceramidasa 
Lipasa acida 
Desconegut 

o-L-iduronidasa 
lduronat-2-sulfatasa 

Heparan N-sulfamidasa 
a-D-N-acetilgtuccsamInidasa 
AcetilCoA-a-glucosamínid-
acetiltransferasa 
N-acetilglucosamina-6-sulfatasa 

Gaiactosa-6-sulfatas3 
p-galactosidasa 
Ariisutfatasa B 
p-D-giucuronidasa 

a-L-fucosidasa 
a-manosidasa 
p-manosidasa 
a-neuraminidasa 
j3-ga!actos!dasa i sialidasa 
Aspartilglucosaminidasa 
a-N-acetiigalactcsaminIdasa 

a-glucosidasa lisosdnnica 

UOP-a-N-acetifgufcosamina-1 -
fosfotransferasa 
Transportador de siálic 
Transportador de cistina 
Transportador de la Vitamina Bn 

Gangliósid GM1, queratan sulfat, 
galactosiioligosacárids 

Gangliósid GM2 i asialo-GM2 
Gangliósid GM2, globósid i otigosaárids 
Gangliósid GM2 i asialo-GM2 

Gangliósid GM2 i asialo-GM2 

Glucocerebrósid 
Glucocerebrósid 

Esfingomieiina 
Esfingomielina 
Trihexosil-ceramitia i dihexosil-ceramida 
Cerebrósid sulfat 
Cerebrósid sulfat 

Cerebrósid sulfat, glucosaminoglucans, 
esterol sulfat 
Galactocerebrósid, galactosilesfingosina 
Ceramida 
Estere de colesterol 
Gangliósids GM3, GD3, GDI a i 
glucosaminoglucans 

Heparan- i dermatan sulfat 
H^aran- i demiatan sulfat 

Heparan sulfat, condroitin sulfat C 
Heparan sulfat 
Heparan sulfat 

Heparan sulfat 

Queratan sulfat 
Queratan sulfat 
Denmatan sulfat 
Dermatan- i heparan sulfat, condroitins sulfat 
A i C 

Fucosii-oligosacárids, fucosilgiicofipids 
Oligosacárids rics en mañosa 
MancBii-N-acetilglucosamina 
Oligosacárids rics en siálic 
Oligosacárids rics en siálic i galactosa 
Aspartiiglucosamina 
N-acetiigaiactosamina-O-glucopéptids, 
oligosacárids rics en N-actíil-gaiactcsamina 

Glicogen 

Sialioligosacáhds, glucosaminoglucans, 
glucolipids 
Ácid siálic lliure 
Cistina 
Vitamina B,2 i ácid metilmalónic 
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Aqüestes malalties solen ser clínicament molt heterogénies i, en general, es 

classifiquen en subtipus segons l'edat d'aparició deis primers símptomes i la 

severitat de les manifestacions. Aqüestes diferencies clíniques poden ser degudes a 

tres factors: heterogeneitat al-lélica, variado del fons genétic i factors no-genétics. 

De totes maneres, encara no se sap gaire cosa de la influencia del fons genétic i 

quasi res deis factors ambientáis. 

No es coneix amb exactitud la incidencia global de les malalties lisosómiques, 

pero gairebé totes teñen una incidencia baixa en la poblado, d'entre 1 i 4 en 100.000 

naixements. D'altra banda, algunes d'elles son molt mes prevalents en determinades 

poblacions com, per exemple, les malalties de Gaucher i de Tay-Sachs en els jueus 

asquenasites (amb incidéncies d'1 en 600 o d'1 en 2.500 respectivament) o 

l'aspartilglucosaminúria i la malaltia de Salla al nord de Finlandia (freqüéncia de 

portadors d'1 en 40). 

La majoria de pacients amb aquest tipus de malalties presenten un curs fatal 

amb quadre degeneratiu progressiu sever i, en alguns casos, dismórfies, alteradons 

óssies diverses, afectado ocular, anomalies cútanles i organomegálies. En general 

no es disposa de terápies especifiques, tot i que, en algunes malalties com la de 

Gaucher, hi ha projectes aprovats de terapia de substitució enzimática que s'estan 

duent a terme amb forga éxit; en algunes altres malalties la terapia que se sol aplicar 

mes sovint és el trasplantament de molí d'os, pero aquest tractament no acostuma a 

teñir els efectes desitjats. 

1.2. EL LISOSOMA 

Els lisosomes son orgánuis citoplasmátics limitats per una membrana que 

contenen una gran varietat d'enzims hidrolítics que funcionen a pH ácid per a la 

digestió intracel.lular controlada de macromolécules. 

El lisosoma fou descobert per De Duve i coi. (1955) a partir d'observadons 

bioquímiques, abans que fos visualitzat mitjan9ant técniques de microscopía. En 

sotmetre homogenats de fetge a tractaments que trencaven o solubilitzaven les 

membranes cellulars es trobaven una serie d'activitats hidrolítiques, com la 

fosfatasa acida o la glucuronidasa, tot indicant que aquests enzims estarien tancats 

en compartiments intracel.lulars. Per microscopía electrónica es va veure que 

aquests orgánuis cel.lulars están limitats per una bicapa lipídica de 75 A de gruix. La 
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membrana lisosomica está saturada de bombes de protons dependents d'ATP que 

asseguren el manteniment d'un pH baix, al voltant de 5, a l'interior de l'orgánul. La 

membrana és permeable a l'aigua i ais productes fináis de la digestió de les 

macromolécules, que surten a l'exterior del lisosoma per ser excretats o reutilitzats 

per la mateixa céliula, pero no és permeable ais substrats o ais productes 

intermitios, i s'han identificat mecanismes transportadors específics per a la sortida 

d'alguns metabolits com ara la cistina i l'ácid siálic. Es coneix, també, una acetii-

transferasa de membrana que catalitza l'entrada d'unitats acetil (concretament, per 

acetilar els grups glucosamina de l'heparan sulfat). L'estmctura i les dimensions del 

lisosoma son molt variables d'un tipus cellular a un altre i, fins i tot, en una mateixa 

cét iuladepenentdelseu estatfisiológic. 

Tot i la seva diversitat anatómica, els lisosomes es classifiquen en dues 

categories: els lisosomes primarís (vesícules originades per gemmació en el trans-

Golgi i que porten enzims hidrolítics pero encara no teñen substrats per a la seva 

digestió) i els lisosomes secundarís (vesícules que resulten de la fusió de vesícules 

que contenen substrats a digerir amb lisosomes primarís, aquests lisosomes 

contenen, dones, enzims i substrats en diferents estats de degradado) (Figura 1). 

1.3. LES HIDROLASES LISOSÓMIQUES 

Actualment es coneixen uns seixanta enzims iisosómics, la gran majoria deis 

quals son del tipus proteases, glucosidases, upases i nucleases, entre altres, que 

son capados de catalitzar la degradado seqüencial d'una gran diversitat de substrats 

macromoleculars incorporats per autofágia o endocitosi. Aquests substrats son 

reduíts a estructures monomériques simples (aminoácids, monosacárids, ácids 

grassos, ac. nucléics, etc.) i serán reutilitzats per la céliula. 

La majoria d'aquestes hidrolases son glucoproteínes que es sintetitzen en 

forma de precursors (proenzims) al retide endoplasmátic rugós; aqüestes formes 

son glucosilades durant la translocació al lumen o immediatament després, i teñen 

una modificado posterior del seu contingut hidrocarbonat durant el seu transport peí 

retide endoplasmátic i l'apareil de Golgi. Finalment s'introdueixen ais lisosomes 

primarís a través de receptors específics o per un proces de flux membranós. 

Algunes hidrolases teñen una especificitat de substrat bastant amplia, com les 

fosfatases o les esterases, mentre que d'altres son mes especifiques, com les 

glicosidases. Les alteracions en els gens corresponents que codifiquen per aqüestes 
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hrdrolases provoquen una deficiencia enzimática i, com a conseqüéncia, 

l'acumulació de substrat sense digerir ais lisosomes. Aquesta acumulació és la 

causant de la patología. 
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Figura 1. Biología del liSOSOma, EIs lísosomes son orgánuls citoplasmátícs envoltats de 
manbrana que contenen una gran varietat d'enzims hidrolftics (E), que funcionen a pH ácid i que son capagos de 
digerir macromolécules biológiques. Els materials extracel.lulars son captats per processos d'endocitosi 
(pinocitosi, endodtosi miljangant receptor i fagocitosi), i els intracel.lulars, per autofágia. Els lisosomes es 
denominen primaris (Lp) quan encara no han adquirit substrats per digerir; s'originen per ganmadó en el trans-
Gdgi i porten incorporats enzíms {E) que s'han sintetiteat ais ribosomes del retide endoplasmátic (RE) en forma 
de precursor (Ep) I, quan passen per l'aparell de Golgi, son glucosilats i modificats i adquireixen un marcador de 
reconeixement. Els substrats captats per endodtosi o autofágia i continguts en vacuoles adquireixen els enzims 
deis lísosomes primaris (Lp) i es converteixen en lisosomes secundarís (Ls). Els materials captats, tant 
extracel.lulars com intraceyulars, son descomposts en els seus components elementáis, que serán transferits al 
citosol a través de la membrana lisosómica per ser reutilitzats en la sfntesi d'altres molécules. N, nudí; No, 
Nudeol; pN, porus nuclear; Mit, mitocóndria. Segons Chabás i col. (1995). 
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2. LES MUCOPOLISACARIDOSIS 

2 . 1 . C A R A C T E R Í S T I Q U E S GENERÁIS 

Les mucopolisacaridosis (MPS) son un grup de malalties causades per la 

deficiencia d'enzims íisosomics que degraden glucosaminoglicans 

(mucopolisacárids). Segons la deficiencia enzimática, es poden veure afectades la 

degradado de l'heparan sulfat, del dermatan sulfat i del queratan sulfat, sois o en 

combinació, i també la deis condroitins sulfats. Els glucosaminoglicans sense 

degradar (o mig degradats) s'emmagatzemen ai lisosoma i la seva acumulado 

provoca la disfundó de la cél-lula, el teixit i/o l'órgan. 

En els malalts afectes de mucopolisacaridosi, els glucosaminoglicans 

acumuláis es troben també a ¡'orina, factor que s'utilitza per orientar el diagnóstic. 

2.2. ELS GLUCOSAMINOGLICANS 

Els glucosaminoglicans (GAGs) son cadenes de polisacárids no ramificats 

compostos per unitats repetidos de dísacáríds que inclouen un sucre aminat 

(glucosamina o galactosamína) i un ácid hexurónic (ácids glucurónic o idurónic). Els 

aminosucres están, generalment, acetilats, sulfatats o les dues coses alhora. Els 

ácids hexurónics també poden estar sulfatats. Les cadenes de GAG, a excepció de 

l'ácid hialurónic, están unides a un nucll proteic formant una macromolécula de 

proteoglucans. 

Els GAGs ocupen un volum molt gran, son hidrofiiics, de manera que formen 

geis amb molta faciiitat, i son importants constituents de la matriu extracel.lular. Entre 

altres propietats, poden formar geIs de porus i cárregues variables i actuar com a 

sedas per regular el tránsit de molécules d'acord amb la seva grandária i/o cán^ega. 

Des de l'inid de l'estudi de les mucopolisacaridosis, s'han diferenciat sis tipus 

de GAG i s'han identificat deu defectes enzimátics en la seva degradado que donen 

lloc a sis mucopolisacaridosis diferents (Taula 2). Recentment, pero, s'ha descrit una 

nova mucopolisacaridosi (la MPS IX), deguda al defecte de I'enzim hialuronidasa 

implicat en la degradado del GAG hialuronan; aquesta MPS encara está en estudis 

iniciáis i només se n'ha descrit un pacient (Triggs-Raine i col, 1999). Amb aquesta 

nova MPS, dones, son set les mucopolisacaridosis descrites fins al moment. 
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2.3. CLÍNICA 

Les mucopolisacaridosis comparteixen moltes característiques clíniques, tot i 

que ho fan en diferents graus de severitat. En general, es caracteritzen peí seu curs 

crónic i progressiu, implicado multisistémica, organomegália, disostosi múltiple, 

fácies anómala (gargolisme) i rigidesa articular. L'audició, la visió (opacitats comíais 

en les MPS 1, IV, VI i Vil) i la fundó cardiovascular poden resultar també afectades 

(Taula 2). 

2.4. HERENCIA 

Totes les mucopolisacaridosis son autosómiques recessíves excepte la malaltia 

de Hunter que és recessiva Iligada al cromosoma X. Ja s'han identificat varis locus 

de gens autosómics que codifiquen enzims de la degradado deis 

glucosaminoglícans; el locus de la iduronat-2-sulfatasa (la deficiencia de la qual 

provoca la malaltia de Hunter) s'ha assignat al Xq28. 

2.5. DIAGNÓSTIC BIOQUÍMIC 

El diagnóstic de les mucopolisacaridosis es realitza a partir de la sospita per la 

clínica del pacient. El diagnóstic definitiu és enzimátic pero com a pas previ es 

realitza l'estudi d'excreció de GAGs en l'orina i es delimita els tipus de 

mucopolisacaridosis que poden ser segons els GAGs excretats, aleshores es 

realitza l'estudi de les activitats enzimátiques corresponents. Actualment existeixen 

técniques senzilles, algunes d'elles radioactíves, per a posar de manifest les 

defidéncíes enzimátiques de les mucopolisacaridosis utiiítzant fibroblasts cultivats, 

leucocits o serum. 

L'análisi deis GAGs urinaris és molt important i, en general, és el punt de 

partida del diagnóstic bioquímic. Tot i així, depenent del tipus de MPS i de l'edat del 

pacient, també se'n pot trobar una excreció normal; per tant, en aquests casos, si la 

clínica n'és suggerent, cal fer igualment els estudis enzimátics per la malaltia que es 

sospita. 

També s'ha de teñir en compte les pseudo-deficiéncies. Sota aquest nom 

s'indíquen les defidéncíes enzimátiques que no son patogéniques i que es troben en 

poblado control amb una certa freqüéncia. Per tant, en alguns padents es pot trobar 

una activitat enzimática reduTda pero que no és la causa primaria de la malaltia, sino 
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una pseudo-deficiéncia. En les MPS només hi ha pseudo-deficiéncies descrites fins 

ara en la malaltia de Hurler i en la malaltia d'SIy. 

2.6. DIAGNÓSTIC PRENATAL 

El diagnóstic prenatal és possible per totes les mucopolisacaridosis. Totes les 

técniques enzimátiques reatitzades en fibroblasts cultivats poden ser modificades per 

la seva utilització en amniocits cultivats (Fratantoni i col, 1969) i en vellositats de 

corion directes i/o cultivades (Kleijer i col, 1984 i 1986; Yuen i Fensom, 1985; Di 

Natale i col, 1987; Poenaru, 1987; Nowakowski i col, 1989). 

2.7. DETECCIÓ DE PORTADORS 

Les famílies afectades de mucopolisacaridosis molt sovint demanen la detecció 

de portadors en els individua sans. Aquest estudi, en les MPS autosómiques 

recessives, generalment es realitza mesurant l'activitat enzimática en leucocits o 

fibroblasts cultivats. Tot i que, en base a una relació gen-dosi, els heterozigots 

(portadors) presenten la meitat del nivell normal d'activitat enzimática, a la práctica, 

Tampli rang i el solapament deis valors de l'activitat entre els grups control i 

heterozigot, fa molt difícil, i a vegades impossible, tipificar un individu particular. 

L'estudi de DNA té aplicado immediata en aquest camp, Ja que pot donar resposta a 

resultats ambigus obtinguts per técniques enzimátiques, tot i que és necessari 

identificar la mutació causant de la MPS en cada familia abans de l'estudi de 

portadors. 

Les MPS teñen una gran heterogeneítat de mutacions i, a mes, la majoria de 

malalts son heterozigots compostos. Per tant, s'ha d'estudiar familia a familia la/les 

mutació/ons que teñen, pero en certs casos, com en la malaltia de Hurler, en qué 

algunes mutacions (com la Q70X o la W402X) son bastant freqüents, es pot fer 

estudi de portadors en individus de risc directament en cas que no es tingui el cas 

índex. 

La situació és especialment complexa per la MPS II (malaltia de Hunter) que és 

recessiva Iligada al cromosoma X. Les dones familiars de pacients Hunter 

necessiten saber el seu estat genétic, especialment si consideren l'opció d'un 

diagnóstic prenatal. El diagnóstic bioquímic té les mateixes desavantatges que en 

les altres MPS, i a mes, en aquest cas, s'hi afegeix el fet del mecanisme de Lyon per 

la inactivació del cromosoma X i el mosaicisme que poden portar encara mes 
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varietat ais resultats obtinguts. És per aixó que, en l'actualitat, es sol recorrer a 

j'estudi molecular en aqüestes famílies i el diagnóstic es pot realitzar tant per estudi 

directe de la mutació, com per estudi indirecte basat en la cosegregació amb la 

malaltia de marcadors polimórfics intra i/o extragénics (Gal i coi, 1992). 

2.8. INCIDENCIA 

Les mucopolisacaridosis son malalties rares i les dades epidemiológiques son 

escasses. 

Com a grup, Hopwood i Morris (1990) van esíablir la incidencia de les 

mucopolisacaridosis en 1 en 15000 nascuts vius, essent la MPS I la mes comuna en 

la poblado europea. 

La incidencia de la malaltia de Hunter és de 1 en 132.000 a Gran Bretanya 

(Young i Harper, 1982a), 1 en 78.000 homes nascuts vius en la Colúmbia Británica 

(Lowry i Renwich, 1971), 1 en 72.000 a Irlanda del Nord (Nelson, 1997) i 1 en 36.000 

a Israel (Schaap i Bach, 1980). La incidencia mes alta de la malaltia en jueus 

israelites va ser atribuida a la selecció per Tal.leí Hunter en aquesta població 

(Zlotogora i col, 1991) tot i que un altre grup havia suggerit que era degut a deriva 

genética (Chakravarti i Bale, 1983). 

Encara hi ha menys informació de la resta de mucopolisacaridosis. El mateix 

estudi fet en la Colúmbia Británica durant els anys 1952 al 1968, dona una incidencia 

per la malaltia de Hurler de 1 en 100.000, de la malaltia de Scheie (Hurler Ileu) 1 en 

600.000 i per la malaltia de Morquio de 1 en 300.000 nascuts vius (Lowry i Renwich, 

1971), la revisió, que cobria fins el 1986, va establir la freqüéncia de la malaltia de 

Hurler en 1 en 144.000 (Lowry i col, 1990). L'estudi a Irlanda del Nord establia una 

incidencia de 1 en 76.000 per la malaltia de Hurler i de 1 en 280.000 per la de 

Hurler/Scheie (intermedi) (Nelson, 1997). 

Peí qué fa a la malaltia de Sanfilippo (MPS III), es creu que moltes vegades sol 

quedar sense diagnosticar degut a que el retard mental no sol anar acompanyada 

per írets físics molt remarcats. És per aixó que la relativament alta incidencia trobada 

a Holanda peí grup de Van de Kamp (1979), 1 en 24.000 naixements, pot ser el 

resultat d'un esfor? especial per identificar tots els casos. 
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La malaltia de Maroteaux-Lamy, MPS VI, s'ha trobat amb una incidencia de 1 

en 216.000 naixements a la Colúmbia Británica (Lowry i col, 1990); la malaltia d'Sly 

(MPS VII), encara és mes rara, amb menys de 20 casos descrits (Sly i col, 1973; 

Neufeid i Muenzer, 1995). I, tal i com s'ha dit anteriorment, de la recentment descrita 

MPS IX, només se n'ha identificat un pacient (Triggs-Raine i col, 1999) 

Peí qué fa a la població espanyola, l'lnstitut de Bioquímica Clínica ha 

diagnosticat, des de mitjans deis anys setanta, 253 pacients amb 

mucopolisacaridosis. D'aquests, un 18% han quedat sense tipificar per abséncia de 

mostra per l'estudi enzimátic, pero es té la ferma sospita que la majoria 

correspondrien a MPS IIIA. La MPS mes freqüent en la població espanyola és la de 

tipus I (Hurler/Scheie) amb un 22% del total deis pacients amb mucopolisacaridosis, 

seguida per la tipus 11 amb un 18.5%; la tercera mes freqüent és la MPS IIIA amb un 

13.8%; la resta de mucopolisacaridosis presenten freqüéncies inferiors que oscillen 

entre el 0.4% i el 6.5% del total de pacients amb aquests tipus de malalties. 

2.9. TERAPIA 

2 . 9 . 1 . PRIMERS INTENTS (PLASMA, LEUCOCITS, FIBROBLASTS CULTIVÁIS I MEMBRANES 

AMNIÓTIQUES) 

Els investigadors buscaven la manera de suplir l'enzim, i un primer precedent el 

va establir DiFerrante cap els anys 70 quan van fer transfusions amb grans 

quantitats de plasma o leucocits a pacients amb MPS I i MPS II (DiFerrante i col, 

1971; Knudson i col, 1971). Aqüestes transfusions, al principi, donaren resultats 

optimistes, ja que els pacients milloraven la mobilitat de les articulacions, pero, 

posteriorment, es va veure que aqüestes millores eren transitóries (Erickson i col, 

1972; Dean i Muir, 1973; Moser i col, 1974; Yatsiv i col, 1975). 

En molts d'aquests estudis les activitats deis enzims d'interés no van ser 

mesurades, ja que es van dur a terme quan encara no s'havien identificat les 

deficiéncies enzimátiques de les MPS. 

Els decebedors resultats obtinguts amb plasma i leucocits van fer buscar altres 

alternatives com a terapia, com per exemple el trasplantament de teixit o d'órgans. 

Es va provar amb un trasplantament de pell (Dean i col, 1975) pero van haver-hi 

problemes de rebuig i es va decidir provar amb fibroblasts cultivats a partir de 

biópsies de pell (Dean i col, 1976 i 1979). Un grup d'investigadors va mencionar 
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canvis bioquímics (Dean i col, 1979), mentre que un altre grup no va trobar canvis, 

excepte un increment en rexcrecló urinaria de glucosaminoglicans de pes molecular 

mes baix que era induída per les drogues immunosupressores (Gibbs i col, 1983). 

Aixl, el trasplantament de fibroblasts no alterava el curs clínic de la malaitia. 

Semblantment, es van aconseguir resultats poc fructífers amb el trasplantament 

de membranes amniótiques. Aquest teixit (que és una lámina de cél-lules epitelials) 

va ser provat degut a que les céllules no son immunogéniques i son riques en 

enzims lisosómics, almenys en cultiu (Adinolfi i col, 1982). Un estudi que assegurava 

un increment transitori del nivell d'enzim (Adinolfi i Brown, 1984), no va ser confirmat 

(Muenzer i col, 1985; Yeager i col, 1985). Un estudi de 19 pacients trasplantats, 

afectats de MPS I, II, IIIA o bé IIIB, no van mostrar l'aparició d'enzim ni en serum ni 

en leucocits, dos pacients van presentar canvis mínims en l'excreció urinaria de 

glucosaminoglicans, els familiars i el personal de l'hospital van notar millores en el 

comportament d'alguns deis pacients, pero no iii va haver signes objectius de millora 

en la mobilitat de les articulacions (Muenzer i col, 1985). Per tant es va concloure 

que el trasplantament de cél-lules amniótiques no era útil com a terapia de les MPS. 

2 . 9 . 2 . TRASPLANTAMENT DE MOLL D'OS 

Hobbs i col. (1981) van descriure un canvi espectacular en el curs clínic de la 

malaitia de Hurler després del trasplantament de moll d'os: aclariment de les córnies, 

disminució de l'hepatoesplenomegália i alentiment del deteriorament progressiu que 

és tipie d'aquesta malaitia. Des d'aquest primer estudi mes de 140 pacients, la 

majoria amb MPS I, han rebut trasplantament de moll d'os i han estat controláis 

durant varis anys (Krivit i col, 1984, 1988-1993; Hugh-Jones, 1986 i 1989; McGovern 

i col, 1986; Warkentin i col, 1986; Whitley i col, 1986; Malone i col, 1988; Bordigoni i 

col, 1989; Christiansen i col, 1990; Navarro i col, 1991; Vinallonga i col, 1992; Guffon 

i col, 1998; Peters i col, 1998b). 

Els factors que afecten el resultat del trasplantament de moll d'os inclouen el 

tipus de mucopolisacaridosi, el tipus de donador, el régim preparatiu, el grau 

d'afectació clínica del pacient i l'edat en el moment de fer el trasplantament. La 

majoria de trasplantaments s'han fet en malalts de MPS I, i s'ha tingut menys éxit en 

malalts de MPS II i MPS III. El tipus de donador i el métode de realització del 

trasplantament de moll d'os influencia significativament la morbiditat i mortalitat 

associada a la intervenció. ütilitzar un donador amb el sistema HLA no idéntic 
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incrementa la mortalitat i el grau de rebuig i requereix mes régim preparatiu tóxic per 

assegurar-se l'éxit La mortalitat associada amb trasplantaments fets amb donadors 

amb HLA idéntic en les MPS és d'un 10-20% i pot arribar a un 40-50% si s'utilitza 

donadors no idéntics d'HLA (Hugh-Jones i col, 1989; Krivií i col, 1990a i 1993). No es 

sap la millor edat per fer el trasplantament de molí d'os, pero s'assegura mes éxit si 

es fa abans que hi hagi massa afectació somática i sobretot del sistema nervios 

central. 

El trasplantament de molí d'os en pacients de la malaltia de Hurler (MPS I) 

porta una millora clínica significativa deis trets somátics (Malone i col, 1988; Hugh-

Jones i col, 1989; Chrístiansen i col, 1990; Krivit i col, 1990a i 1991; Navarro i coi, 

1991; Vinallonga i col, 1992). En canvi, les anomalies esquelétiques no reverteixen 

amb el trasplantament, tot i que sembla que el creixement deis ossos llargs continua. 

El sever dismorfisme facial associat a la MPS I es veu clarament modificat després 

de! trasplantament pero no millora del to t El comportament inteMectlu i neurologic 

després del trasplantament varia molt, en alguns pacients s'ha vist que és totalment 

normal (Me Govem i col, 1986; Krivií i col, 1989 i 1991) pero en altres com els 

pacients de Sanfilippo s'ha vist una clara regressió de la fundó neurológica després 

del trasplantament, probablement degut a la toxicitat de la radiado, de la 

quimioterapia i els tractaments que se'ls aplica (Krivit i col, 1992). 

Els modeis animáis han ajudat molt a avaluar el trasplantament de molí d'os. 

Dos gats amb MPS VI i tres gossos amb MPS I han sobreviscut al trasplantament de 

molí d'os utilitzant radiado de tot el eos (Wenger i col, 1986; Gompf i col, 1990). 

Aquests modeis animáis han permés estudiar mes a fons les millores després del 

trasplantament a nivell tisular 1 d'órgans. 

Fins a l'actualitat, el trasplantament de molí d'os és l'únic tractament aplicat a 

malalts amb MPS amb el qual la clínica els ha millorat. La seva efectivitat és 

atribuida a rhabilitat de les céMules que venen de la medulla óssia del donador a 

participar en la degradado lisosomica deis glucosaminoglicans. No només les 

céllules derivades del donador son capaces de degradar els GAGs per si mateixes 

sino que també poden transferir enzims Iisosómics a les céMules deficients de 

l'hoste. Excepte per l'esquelet, el defecte somátic generalment millora, pero la 

intel-ligéncia i millora neurológica varia considerablement. 

El trasplantament de molí d'os és un tractament que comporta un alt risc de 

mortalitat i morbiditat degut al rebuig i altres complicacions, és per aixó que és una 

24 



Introdúcelo 

terapia que només s'hauria d'aplicar en casos escollits amb molt de compte, i en 

aquests casos s'hauria de dur a terme un consell pre-trasplantacional i 

assessorament clínic i un control sistemátic a llarg termini deis resultats. 

2 . 9 . 3 . TERAPIA GÉNICA 

Recentment s'han aprovat quatre protocols de terapia génica per a les malalties 

de Hurler i de Hunter (vegeu seccions 3.10.2 i 4.16.2), pero aquest tipus de terapia 

encara está a les beceroles per a les altres mucopolisacaridosis i caldrá encara un 

cert temps per a qué es pugui aplicar ais pacients. 
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3. LA MALALTIA DE HURLER/SCHEIE 

3 . 1 . DESCRIPCIÓ 

La malaltia de Hurler/Scheie o mucopolisacaridosi de tipus I (MPS I, MIM 

252800) és una malaltia hereditaria d'acumulació lisosómica produída per la 

deficiencia de I'enzim a-L-lduronidasa. Aquest enzim participa en la degradado deis 

glucosaminoglicans heparan sulfat i dermatan sulfat i, per tant, la seva deficiencia 

provoca l'acumuladó en les céllules d'aquests substrats a mig degradar i son els 

causants del deteriorament i empitjorament de la clínica de forma progressiva. 

També se n'observa l'excreció en orina. 

És una malaltia hereditaria autosómica recessiva. 

Iniclalment, es van descriure la malaltia de Hurier (Hurler, 1919) i la malaltia de 

Scheie (Scheie i col, 1962) com a dues malalties diferents i fins i tot, a la malaltia de 

Scheie, se li va donar el nom de mucopolisacaridosi de tipus V (McKusick i col, 

1965). Va ser mes tard que es va veure que les dues malalties estaven provocades 

per la deficiencia del mateix enzim (Wiesmann i Neufeid, 1970) i McKusick i col. 

(1972) van proposar anomenar la malaltia de Hurier com a MPS IH i la de Scheie 

com a MPS IS. Es creía que hi havia dos al.leis diferents mutants al locus de l'IDUA, 

aixó vol dir que els pacients Hurier serien homozigots per l'al.lel sever i que els 

pacients Scheie serien homozigots per l'al.lel Ileu, els heterozigots serien els 

pacients amb clínica intermedia o Hurier/Scheie (McKusick i col, 1972; McKusick i 

Neufeid, 1983). Posteriorment s'ha proposat que l'ampli espectre de fenotips clínics 

que es poden veure en la MPS de tipus I, és deguda a la combinació de diferents 

al.leis mutants del gen IDUA (Neufeid i Muenzer, 1989; Hopwood i Morris, 1990). 

3.2. CLÍNICA 

La deficiencia de l'a-L-iduronidasa pot donar un ampli ventall d'afectació clínica, 

pero, en general, els pacients es ciassifiquen en tres grups diferents segons el grau 

d'afectadó: Hurier com al mes sever, Hurier-Scheie com l'intermedi i Scheie com a 

Ileu (Neufeid i Muenzer, 1995). Els fenotips clínics no es poden distingir 

bioquímicament per técniques de diagnóstic rutináries, ja que tots presenten una 

excreció urinaria excessiva d'heparan sulfat i dermatan sulfat, abséncia d'activitat a-

L-lduronidasa i acumulado d'aquests glucosaminoglicans en fibroblasts cultivats 
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(Ashton i col, 1992). L'análisi mutacional permet assignar alguns pacients a algún 

deis grups, pero básicament la classificació es fa per criteris clínics. 

3 . 2 . 1 . FORMA SEVERA O HURLER 

Tot i que s'ha utilitzat la clínica de la malaltia de Hurler com a prototipus per a 

totes les mucopolisacaridosis, només és representativa peis casos mes severs del 

ventall de clíniques. És una malaltia progressiva amb afectado de diferents organs i 

teixits que porta a la mort prematura, normalment abans deis deu anys de vida. Un 

infant amb la malaltia de Hurler, sol néixer amb aparenta normal pero sol presentar 

hérnies umbilicals i inguinals. Es sol diagnosticar entre els 6 i els 24 mesos de vida 

degut a una combinado d'hepatoesplenomegália, deformitats esquelétiques, trets 

facíais toscos, llengua engrandida, front prominent i rigidesa d'articulacions. Els 

pacients amb la malaltia de Hurler acostumen a ser normáis de talla quan son petits, 

pero després hi ha un esíancament que fa que l'altura máxima siguí de l lOcm. El 

retard de desenvolupament es sol veure entre els 12 i els 24 mesos, i arriben al 

máxim funcional entre els 2 i els 4 anys de vida; després el segueix un deteriorament 

progressiu. La majoria de nens afectes arriben a un llenguatge molt limitat degut al 

retard de desenvolupament, la sordesa progressiva i la llengua engrandida. També 

solen presentar infeccions recurrents de les vies respiratóries altes i d'orella i teñen 

una respirado sorollosa. Se'ls desenvolupa l'opacitat cornial progressiva a partir del 

primer any de vida. Les causes habituáis de mort solen ser l'obstrucció o infecció de 

les vies respiratóries i complicacions cardíaques. Els canvis radiológics que es 

poden observar en la clínica Hurler tipifiquen totes les anormalltats esquelétiques de 

les mucopolisacaridosis conegudes com a "disostosi múltiplex". 

3 . 2 . 2 . FORMA INTERMEDIA O HURLER-SCHEIE 

Aquesta classificació s'utilitza per designar els pacients que presenten una 

clínica entre els tipus Hurler i Scheie. Está caracteritzada per una afectado somática 

progressiva, queencloudisostosi múltiplex, amb poca (ogens) afectado intellectual. 

L'opacitat cornial, rigidesa d'articulacions, sordesa i afectado de les válvules 

cardíaques solen aparéixer a l'adolescéncia tot i que es sol diagnosticar la malaltia 

entre els 3 i els 8 anys de vida. Solen arribar a adults i les causes que acostumen a 

provocar la mort son les afectacions cardíaques i l'obstrucció de les vies 

respiratóries. 
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3 . 2 . 3 . FORMA LLEU O SCHEIE 

La forma lleu de la mucopolisacaridosi de tipus 1 está caracteritzada per la 

rigidesa d'articulacions, afectado de la válvula aórtica, opacitat cornial i pocs altres 

trets somátics. Els trets facíais son característicament toscos pero la intel-ligéncia i 

l'estatura son normáis. La rigidesa de les articulacions és remarcada ais peus i a les 

mans, Ja que aquests pacients presenten tes mans en forma d'urpa, aixd, juntament 

amb rafectació del túnel carpal, pot limitar molt la fundonalitat (Hamilton i Pitt, 1992). 

Les manifestacions oftalmológiques enclouen glaucoma i degenerado de la retina, la 

qual, Juntament amb Topacitat cornial, pot contribuir a una pérdua de visió 

progressiva significativa. L'aparició deis primers símptomes sol ser a partir deis cinc 

anys de vida, pero, en molts casos, el diagnóstic bioquímic es sol fer a 

l'adolescéncia. 

3.3. L' a-L-lDURONIDASA 

L'enzim defícient en la malaltia de Hurier/Scheie és i'a-L-iduronídasa (IDUA, EC 

3 . 2 . 1 . 7 6 ) . És una glicosidasa que hidrolitza els residus d'ácid a-L-idurónic termináis 

del dermatan sulfat (Figura 2 ) i de l'heparan sulfat (Figura 3 ) . La degradado 

d'aquests dos glucosaminoglícans (GAGs) queda aturada, dones, en aquest pas i els 

productes a mig degradar s'acumulen a les céMules causant el progressiu mal 

funcionament cellular i tisular que provocaran la clínica típica de la malaltia. També 

part d'aquests GAGs serán excretats per l'orina, fet que s'utilitza per rorientació del 

diagnóstic. 
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Figura 2 . Via de degradado del dermatan sulfat 
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L'enzim lia estat purificat i caracteritzat de ronyó liumá (Rome i col, 1978), 

pulmó huma (Schuchman i col, 1984a i b), de fetge huma (Clements i col, 1985a i b) i 

porcí (Ohshita i col, 1989). La seqüéncia de la proteína deduída de la seqüéncia 

nucleotídica del cDNA que codifica per la a-L-iduronidasa humana, conté 653 

aminoácids, presenta sis llocs potenciáis de N-glicosilació que es creu que son tots 

utilitzats (Kakkis i col, 1994) i té un péptid senyal de 26 aminoácids que és taliat de 

la proteína de 74KDa present en el fetge huma (Scott i col, 1991a). L'IDUA 

immunopurificat de fetge huma conté set bandes polipeptidiques quan es fa 

SDS/PAGE que representen parts d'un sol polipéptid IDUA i que s'han produít durant 

el processament proteolític del precursor de 74KDa (Clements i col, 1989). Aquesta 

forma predita de 74KDa, estaría d'acord amb la mida d'entre 75 i 81KDa peí 

precursor de l'a-L-iduronidasa secretat que s'havien vist en el marcatge biosintétic 

deis fibroblasts humans (Myerowitz i Neufeid, 1981; Taylor i col, 1991). L'enzim 

existeix com a monómer i, com tots els enzims lisosómics solubles, l'a-L-iduronidasa 

adquireix residus de manosa-6-fosfat per poder ésser dirigit cap al lisosoma on entra 

a través de receptors d'aquests residus (Myerowitz i Neufeid, 1981). La forma 

fosforilada i secretada de l'a-L-iduronidasa és idéntica al "factor corrector de Hurler" 

que s'havia vist que normalitzava la degradado deis glucosaminoglicans en 

fibroblasts de pacients amb MPS I (Neufeid, 1981). 

S'ha detectat un sol mRNA de 2.7 Kb que codifica peis 653 aminoácids de la 

proteína, pero també s'han descrit dos mRNAs que son el producto de la transcripció 

del gen IDUA pero que han sofert un spiicing alternatiu perdent l'exó II i el IV, 

respectivament. Aquesta deleció d'un exó, en cap deis dos casos, fa perdre la pauta 

de lectura i el resultat és una proteína de 606 i de 617 aminoácids respectivament 

(Scott i col, 1991a). Fins al moment es desconeix la funcionalitat d'aquestes dues 

proteínes. També s'han vist altres spiicings alternatius que es donen a nivells mes 

baixos al gen IDUA (Bach i col, 1993; Scott i col, 1993a; Bunge i col, 1994). 

S'han aíliat els cDNAs de l'IDUA caní i murí i tots dos teñen estructura similar al 

gen huma (Stoitzfus i col, 1992; Clarke i col, 1994a). La proteína i el cDNA huma i 

caní presenten una homología del 82%, mentre que entre l'IDUA huma i murí hi ha 

un 78% d'homologia en el cDNA i un 77% en la proteína. 
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3.4. EL GEN DE L'a-L-iDURONIDASA {IDUA) 

3 . 4 . 1 . LOCALITZACIÓ 

Tot i que al prindpi es va assignar el locus de VIDUA al cromosoma 22 

(Schuchman i col, 1982), posteriorment es va veure que el gen estava localitzat al 

cromosoma 4, al locus 4p16.3, per hibridació in situ i va ser reconfirmat per Southern 

blot (Scott i col, 1990). Va ser mapat després al locus D4S111, a 1.5-2 Mb del gen 

de la malaltia de Huntington i a 600 Kb del telómer (MacDonald i col, 1991; Weber i 

col, 1991). 

3 . 4 . 2 . ESTRUCTURA DEL GEN 

El gen que codifica per l'IDUA humana ocupa 19 Kb i té 14 exons que van des 

de 77pb a 217pb. Eis dos primers exons están separats per un intró de 566pb, un 

gran intró de, aproximadament, 13Kb separa els exons 11 i III, i els últims 12 exons 

están en un zona de només 4.5Kb amb introns de 78 a 478pb (Scott i col, 1992a) 

(Figura 4). 

Exons I II III IV V VI VII VIII !X X XI XII XIII XIV 

Figura 4. Estructura del gen de l'a-L-iduronldasa 

L'intró 2 de 13Kb de VIDUA conté un element repetitiu Alu i un VNTR altament 

polimórfic, utilitzat per descriure el locus D4S111 (Scott i col, 1991b i 1992b). 

Totes les zones d'unió intró-exó d'splicing segueixen la regla "GT/AG" excepte 

l'intró 11 que és una excepció GC/AG. El promotor potencial de l'IDUA té només 

seqüéncies consensus del tipus caixa-GC i pot teñir múltiples llocs d'inici de 

transcripció (CA), cosa que ratifica el fet que és un promotor de manteniment intern 

amb nivells baixos de transcripció. 
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3.5. V A R I A N T S DE S E Q Ü É N C I A NO P A T O G É N I Q U E S D E S C R I T E S AL G E N 

IDUA 
S'han descrit uns 30 polimorflsmes o variants de seqüéncia no patogéniques al 

gen IDUA (Bunga i col, 1994; Clarke i col, 1994b; Scott i col, 1991a i c; Scott i col, 

1992b i f; Scott i col, 1993b; Scott i col, 1995), 18 deis quals son en exons incloent-hi 

7 substitucions d'aminoácid. És un nombre molt gran de polimorfismes si ho 

comparem amb els d'altres gens de mida similar que provoquen malaltia (veure 

Eisensmith i Woo, 1992). 

Deis 30 polimorfismes només un és una inserció d'una 0 en una fila de nou Cs 

a l'intró 8. De la resta deis 29 canvis d'una sola base, 15 es donen en dinucleótids 

CpG. A mes, sis canvis d'aminoácid son en residus que no están conserváis entre 

l'IDUA huma i el caní o el murí (Clarke i col, 1994a). 

Cal destacar quatre polimorfismes que han estat de gran utilitat per descriure i 

caracteritzar algunes de les mutacions que provoquen la malaltia. Primer, un VNTR 

de 86 pb situat a l'intró 2, deis quals se n'han detectat 3 al.lels diferents en la 

població normal que con'esponen a set, vuit i nou copies del fragment de 86 pb, 

essent el mes freqüent l'al.lel de vuit copies (55%) i havent-se descrit per aquest 

polimorfisme un 60% d'heterozigositat (Scott i col, 1991b i 1992b). El segon 

polimorfisme a destacar és un canvi silencios a l'exó III que afecta la primera base 

del codo que codifica per l'aminoácid L118, aquest canvi destrueix una diana per 

I'enzim de restricció Kpnl, de manera que, deis dos al.lels que es troben en població 

normal, el mes freqüent és el que presenta la diana (78%); s'ha descrit una 

heterozigositat del 37% per aquest polimorfisme (Scott i col, 1991c). Aquests dos 

polimorfismes van servir a Scott i col. (1992c) per, al fer un estudi de freqüéncies 

d'haplotips i comparar-Íes entre la població normal i els pacients amb MPS I, veure 

que hi havia un desequilibri de Iligament: la freqüéncia de l'al.lel [2,2] (VNTR, Kpnl) 

en els pacients amb MPS I era del 57% mentre que en la població normal aquest 

al.lel només representava un 37%, van concloure que hi devia haver un al.Iel 

majoritari que provocava la malaltia, i van postular que n'hi podia haver un segon ja 

que la freqüéncia de l'al.lel [2,1] també estava augmentada en els pacients. 

Posteriorment es van identificar les mutacions que estaven en desequilibri de 

Iligament amb aquests al.lels i que, a mes, eren molt freqüents en aquesta malaltia 

(Scott i col, 1992d i e) (veure seccions 3.6). 
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Els altres dos polimorfismes que cal destacar son dos RFLPs ambdós a l'exó I 

que han estat utilitzats per annpliar l'estudi d'haplotips realitzat amb el VNTR i el 

polimorfisme de l'exó III (Scott i col, 1992d). Es tracta d'un canvi silencios que afecta 

rúltima base del codo que codifica per l'aminoácid A8 i que crea una diana de 

restricció per l'enzim Eco47lll; l'al.lel que no té aquesta diana és el mes freqüent en 

la població normal (72%) i s'ha descrit una heterozigositat del 39%. L'altre 

polimorfisme provoca un canvi d'aminoácid, canviant de Glutamina a Histidina 

l'aminoácid 33, i crea una diana de restricció per l'enzim Nsp(7524)l, essent l'al.lel 

mes freqüent el que no presenta la diana (92%); presenta una heterozigositat del 

16% (Scott i col, 1992f). 

Amb la resta de polimorfismes no s'han fet estudis d'haplotips, pero un cop 

descrits s'han utilitzat per elucubrar sobre l'efecte que aquests canvis poden teñir en 

la clínica deis pacients (Scott i col, 1993b i 1995). 

3.6. MUTACIONS DESCRITES AL GEN IDUA 
S'han descrit 46 mutacions diferents al gen de y IDUA (per revisió veure Scott i 

col, 1995). Algunes d'elles s'han descrit en homozigosi associades a un fenotip en 

concret (Hurier, Scheie o Hurier/Scheie), pero la majoria han estat descrites en 

heterozigosi amb dues mutacions altament freqüents, que per elles soles, en 

homozigosi o heterozigosi, acostumen a cobrir un alt percentatge deis al.leis deis 

pacients MPS I. 

3 . 6 . 1 . LA MUTACIÓ W 4 0 2 X 

Scott i col. (1992c) van fer un estudi de freqüéncia d'haplotips amb els 

polimorfismes VNTR de l'intró 2 i l'RFLP Kpnl de l'exó I I I i van comparar-los entre la 

població normal i pacients amb la malaltia de Hurier, va ser així com van poder veure 

que hi havia un desequilibri de Iligament entre l'haplotip [2,2] (VNTR, Kpnl) i la 

maialfia i que aixó indicaria que hi podia haver un al.leí majoritari causant de la 

malaltia. Aquest estudi va donar lloc a la descripció i caracterització de la mutació 

W402X(Scot t ico l , 1992d). 

Es tracta d'un canvi de TGG a TAG al codo 402 que provoca la substitució d'un 

codo Triptófan per un codo Stop a l'exó IX. La mutació crea una diana per l'enzim de 

restricció Mael cosa que facilita molt la seva detecció. 
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En aquest treball, Scott i col. (1992d) estudien 64 pacients amb MPS I i troben 

la mutació W402X en un 3 1 % deis al.lels. Posteriorment s'han fet estudis en altres 

poblacions d'aquesta mutació i la freqüéncia varia molt segons la població ja que pot 

anar des del 48% ais europeus al 0% ais japoneses i israelites (Taula 3). 

És una mutació que está associada a un fenotip extremadament sever quan es 

troba en homozigosi. Els pacients que son heterozigots composts i que en un deis 

al.lels teñen aquesta mutació, presenten un ampli rang de fenotips clínics. El fet que 

aquesta mutació comporti un fenotip clínic sever és un deis factors que els autors del 

treball aconsellen de teñir en compte a l'hora d'aplicar qualsevol terapia com ara el 

trasplantament de molí d'os per l'evolució que pot teñir el pacient. 

Per intentar esbrinar si la mutació podría teñir un origen únic, ja que sempre 

s'havia vist associada a l'haplotip [2,2] (VNTR, Kpnl), Scott i col. (1992d) van ampliar 

l'estudi d'haplotips afegint-hi dos polimorfismes mes de l'exó I, els dos RFLPs que 

afecten dianes de restricció peis enzims Eco47lll i Nsp(7524)l (veure secció 3.5). Els 

resultats obtinguts van indicar que la mutació estava associada a tres haplotips 

diferents: [1,1,2,2] {Eco47lll, Nsp(7524)l, VNTR, Kpnl), [1,2,2,2] i [2,1,2,2] i postulen 

que la possible explicado d'aquest fet és que, o bé la mutació es va originar mes 

d'una vegada, o bé, mes probablement, que hi ha hagut dues recombinadons 

intragéniques diferents en VIDUA. Aqüestes recombinadons han d'haver ocorregut 

ais al.lels W402X en l'espai entre el polimorfisme VNTR de l'intró 2 i els 

polimorfismes Eco47lll i Nsp(7524)l de l'exó I. Si ha estat així, el fet de que només 

en els 16 al.lels que ells estudien hi hagi hagut dues recombinadons indicarla que hi 

ha una alta freqüéncia de recombinació al gen IDUA; de totes maneres asseguren 

que el gran nombre de polimorfismes descrits al gen ajudaran a acabar de confirmar 

aquesta hipótesi. 

3.6.2. LES MUTACIONS Q70X i P533R 

Al mateix estudi d'Scott i col. (1992c) on es va veure que hi havia un 

desequilibri de Iligament entre l'haplotip [2,2] (VNTR, Kpnl) (veure secdons 3.5 i 

3.6.1) i la malaltia de Hurler, es va veure que hi havia un segon hapiotip, el [2,1], que 

també presentava una freqüénda lleugerament superior ais malalts de MPS I 

respecte els controls i es va postular que hi podría haver un segon al.lel, tot i que 

menys freqüent, que provoques la malaltia. 
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Aquesta observado va donar lloc a la descripdó de la mutadó Q70X i, 

posteriorment, la mutadó P533R, ja que aquesta no está exclusivament associada a 

l'haplotip [2,1] (Scott i col, 1992e). 

La mutació Q70X és el resultat del canvi al codo 70 que codifica per una 

Glutamina (CAG) al codo Stop TAG, el resultat és l'acabament de la tradúcelo ja a 

l'exó II donant una proteína extremadament curta i d'activitat nul la, ja que s'espera 

que sigui inestable i que no tingui capacitat d'unir i modificar el substrat. Els estudis 

posteriors que s'han fet han recolzat aquesta hipótesi i, en efecte, els pacients que 

son homozigots per aquesta mutació presenten una clínica molt severa, aixi com els 

pacients que teñen de genotip Q70X / W402X; en canvi, els pacients heterozigots 

que a l'altre al-lel presenten qualsevol altra mutació, poden presentar tot el ventall de 

díniques de la malaltia. 

En aquest trebail estudien 73 pacients i troben la mutació Q70X en un 15% deis 

al.leis, pero en altres estudis fets en diferents poblacions s'ha trobat una gran 

varietat de freqüéncies de la mutació destacant el 62% identificat en escandinaus 

(Taula 3). A mes, tal i com s'esperava, la mutació va sempre associada a l'haplotip 

[2,1] (VNTR, Kpnl), pero no van ampliar l'haplotip per comprovar si estava associada 

a mes d'un. 

La mutació P533R és deguda al canvi de C a G que altera el codo Prolina de la 

posició 533 (CCG) a codo Arginina (CGG) a l'exó XI. És una substitució no-

conservativa d'un aminoácid neutre per un aminoácid básic, i s'ha pogut comprovar 

que els pacients homozigots per aquesta mutació presenten també clínica severa o 

tipus Hurier, així com els heterozigots que a l'altre al.lel presenten la mutació 

W402X, pero en ambdós casos son menys severs que els homozigots per la mutació 

W402X o els pacients amb genotip W402X / Q70X. Com en el cas de la mutació 

Q70X, els heterozigots per la P533R poden presentar tot el ventall de clíniques de la 

malaltia. Per dades immunoquímiques en fibroblasts, s'ha vist que l'aMel P533R 

produeix una proteína IDUA inestable amb molt poca capacitat d'unir-se i modificar el 

substrat comparativament amb la de l'enzim normal (Scott i col, 1992e). 

Després de caracteritzar 73 pacients amb MPS I, Scott i col. (1992e) han trobat 

la mutació P533R en sois un 3% deis al.leis, pero en altres poblacions s'ha trobat 

amb mes freqüéncia; cal destacar el 92% identificat en població marroquina (Taula 

3). 
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Respecte els estudis d'haplotips, aquest mateix grup, descriu que la mutació 

P533R ha estat trabada tant associada amb I'allel [2,2] (VNTR, Kpnl) com amb el 

[2,1], implicant que la mutació pot haver estat originada mes d'una vegada o bé que 

hi pot haver hagut recombinació intragénica en \'IDUA. El fet que tres mutacions 

estiguin associades a cinc haplotips diferents reforcen la hipótesi que al gen IDUA hi 

ha una alta freqüéncia de recombinació (veure secció 3.6.1) com s'ha pogut veure a 

la zona candidata peí gen de la malaltia de Huntington, situada també al cromosoma 

4p16.3 (MacDonaId i col, 1992). 

TAULA 3 . Freqüéncia (en percentatge) de les mutacions mes prevalents del gen 

IDUA en grups de pacients de diferent origen étnic i/o geográfic 

Grup de pacients W402X Q70X P533R Altres (%) Referencia 

Europeus * 48 19 - L218P (10) Bunge i col. (1994) 

(sense Escandinávia) 

Escandinaus 17 62 - - Bunge I col. (1994) 

Franceses 47 11 11 - Comunicado personal 

Anglo-saxons 31 15 3 - Scott Icol. (1992die) 

Itaiians 11 13 11 G51D(9.3) Gattiicol. (1997) 

Russos 4 44 - - Krasnopolskaya i col. (1997) 

Nord-americans 47 14.6 2.9 474-2a^g (5.7) Ciarke i col. (1994b) 

Argentins 37 2 28 - Mattel col. (1999) 

Brasilers 29 2 12 A327P (7) Mattel col. (1997,1999) 

Man-oquins 0 0 92 - A!ificol.(1999) 

Israel ¡tes 0 0 - T366P (44) Bachicol. (1993) -

Japoneses 0 0 - R89Q (24) Yamagishi i col. (1996) 

* Els autors no indiquen clarament l'origen de les mostres, pero 

Alemanya, Holanda i paísos centreuropeus. 
'estudi es centra majoritáriament a 

3 . 6 . 3 . LES MUTACIONS R 8 9 Q i I V S 5 - 7 G ^ A ( 6 7 8 - 7 G ^ A ) 

Les tres mutacions anteriors han estat descrites com a associades al fenotip 

sever de la malaltia, pero s'han descrit fins a 17 mutacions que están associades al 

fenotip Ileu o intermedi, la majoria de les quals son mutacions missense (Scott i col, 

1995). D'aquestes cal destacar-ne dues per la seva relativa alta freqüéncia ja que 

juntes representen el 40% deis al.lels en pacients Scheie: les mutacions R89Q i 

lVS5-7g4 a (Scott i col, 1993a). 
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La mutació R89Q és deguda al canvi del codo CGG que codifica per una 

Arginina a la posició 89 de la proteína peí codo CAG que codifica per una Glutamina. 

És una substitució no-conservativa d'un aminoácid básic per un de polar neutre i el 

canvi de nucleótid está situat a l'exó II del gen. 

La mutació está associada a clínica Ileu perqué en heterozigosi amb la W402X 

(severa) el pacient presenta aquesta clínica i perqué, per expressió in vitro de l'allel 

mutat, es veu l'activiíat reduída pero amb un nivell residual relativament elevat. De 

totes mañeros, en algún pacient s'íia trobat la mutació associada al polimorfisme 

A361T, i s'ha postuiat que aquest pot potenciar l'efecte deleteri de la mutació 

provocant una clínica intermedia (Scott i col, 1993a). 

La R89Q s'ha trobat en un 2% deis aliéis deis pacients MPS I, encloent-hi els 

de clínica severa, pero si tenim en compte només els de clínica Scheie representa el 

20% deis aliéis (Scott i col, 1993a). En altres poblacions s'ha trobat en diferents 

freqüéncies, per exemple, ais pacients italians s'ha trobat en un 1.9%> deis aliéis 

(Gatfi i col, 1997) i ais pacients japoneses en un 24%, pero si, en aquesta població, 

només tenim en compte els pacients Scheie, la R89Q representa el 50% deis aliéis i 

el 21.4% deis aliéis deis pacients Hurler/Scheie (Yamagishi i col, 1996). 

La mutació IVS5-7g-^a és un canvi que afecta l'intró 5, set bases abans de 

l'exó VI. És una mutació d'splicing, ja que el canvi de nucleótid afecta negativament 

la zona acceptora d'splicing de l'intró i s'escull com a lloc preferent un ag situat 28 

parells de bases abans de l'exó VI; aixó introdueix la inserció d'aquestes bases a 

l'mRNA i, com que canvia la pauta de lectura, es crea un codo Stop abans d'hora i 

en queda una proteína tmncada (Scott i col, 1993a). Altres autors han postuiat que el 

nou lloc preferencial d'splicing és a cinc parells de bases de l'exó VI i no a 28 pero 

cap de les dues proteínes son funcionáis ja que totes dues canvien la pauta de 

lectura i la proteína queda truncada (Moskowitz i col, 1993). Ambdós autors 

destaquen que el nou lloc d'splicing no és utilitzat exclusivament, sino que el normal 

també s'utilitza pero amb menys proporció; aixó donarla una certa quantitat de 

proteína normal que seria la que permetria causar clínica Scheie a aquesta mutació. 

El carácter Ileu de la mutació s'ha pogut reafirmar perqué els pacients heterozigots 

per la mutació i per la W402X presenten clínica Ileu (Scott i col, 1993a). 

Igual que la R89Q, la lVS5-7g^a és freqüent en els pacients Scheie: un 20% 

deis aliéis, mentre que representa un 2% deis al.lels del total deis pacients amb 

MPS I (Scott i col, 1993a). 
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3.6.4. ALTRES MUTACIONS 

La resta de mutacions descrites fins ara s'lian trobat en relativa poca 

freqüéncia i sois algunes, depenent de les poblacions estudiades, s'han trobat amb 

certa prevaléncia. D'aquestes destacarem la mutació T366P, que s'ha trobat en un 

44% deis al iéis en pacients israelites i sempre en homozigosi (Bach i col, 1993), la 

mutació A327P que s'ha identificat en un 1 1 % deis al iéis deis pacients d'Europa 

central (Scott i col, 1995), la mutació L218P que s'ha descrit en un 10% deis aliéis 

en població europea excloent-ne Escandinávia (Bunge i col, 1994), la mutació G51D 

que és la quarta mes freqüent (9.3%) després de les W402X, Q70X i P533R en 

població italiana (Gatti i col, 1997) i finalment destacarem les mutacions IVS3-2a->G 

(474-2a^g) i A75T que s'han trobat mes prevalents (5.7% i 3.9% respectivament) 

que la P533R (2.9%) en població nord-americana (Clarke i col, 1994b). 

3.6.5. FREQÜÉNCIA DE LES MUTACIONS EN DIFERENTS POBLACIONS: EXISTENCIA 

D'UNA GENOCLINA? 

Tal i com s'ha anat veient ais apartats anteriors, les mutacions mes prevalents, 

en general, son la W402X i la Q70X que es presenten amb diferents freqüéncies en 

les diverses poblacions (Taula 3). Les freqüéncies d'aquestes dues mutacions fora 

d'Europa és molt variada, des de l'abséncia absoluta d'ambdues mutacions ais 

pacients japoneses fins a una certa freqüéncia, similar a la població europea, ais 

nord-americans i brasilers. Pero el qué ha fet especular mes han estat les 

freqüéncies observades a les diferents poblacions dins Europa: Rússia i 

Escandinávia presenten una freqüéncia molt elevada de la Q70X (44% i 62% 

respectivament) mentre que la W402X és molt menys prevalent (4% i 17%) 

(Krasnopoiskaya i col, 1997; Bunge i col, 1994); les poblacions anglo-saxona, 

francesa i europea en general (excloent-ne Escandinávia), teñen una freqüéncia 

semblant de la W402X (31%, 47% i 48% respectivament) i molt mes elevada que la 

de la mutació Q70X (15%, 1 1 % i 19%); i la població italiana presenta unes 

freqüéncies mes o menys comparables entre aqüestes dues mutacions ( 1 1 % de 

W402X i 13% de Q70X) i equivalents a la de la mutació P533R (11%). 

Aqüestes observacions han fet postular l'existéncia d'una genoclina descendent 

de la freqüéncia de la mutació Q70X des de Rússia i Escandinávia cap al sud 

d'Europa (Bunge i col, 1994; Krasnopoiskaya i col, 1997; Voskoboeva i col, 1997). 
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També s'ha vist que els malalts d'Europa Central i d'origen anglo-saxó teñen 

una freqüéncia elevada de la W402X respecte els países nórdics i Italia (Bunge i col, 

1994). 

D'altra banda, les freqüéncies observados en les poblacions nord-americana 

(Clarke i col, 1994b), brasilera i argentina (Matte i col, 1999) poden ser un reflex de 

la procedencia europea deis seus avantpassats (Scott i col, 1995). 

3.7. PSEUDO-DEFICIÉNCIA DE L'a-L-IDURONIDASA 

Taylor i Thomas (1993) van descriure la deficiencia de l'a-L-iduronidasa en un 

individu clínicament normal. Si mesuraven l'activitat enzimáíica presentava un 10% 

d'activitat respecte els controls, pero quan es feien estudis d'incorporació de sulfat 

marcat radioactivament, les cél-lules en cultiu es comportaven amb tota normalitat, 

ais mateixos nivells d'incorporació que les cél-lules control; aixó es va interpretar 

com a pseudo-deficiéncia de l'a-L-iduronidasa en aquest individu. 

Ja anteriorment s'havien descrit dos casos de pseudo-deficiéncia sense 

implicado patológica en dos heterozigots obligats per la malaltia de Hurler que 

presentaven un allel Hurler i l'altre que correspondria a una pseudo-deficiéncia 

(Gatti i col, 1985; Whitley i col, 1987). 

El defecte genétic molecular que comportava la pseudo-deficiéncia per l 'a-L-

iduronidasa va ser descrit per Aronovich i col. (1996) en un pacient que presentava 

albora deficiencia per l'enzim iduronat-2-sulfatasa (malaltia de Hunter, veure apartat 

4 i posteriors) i per l'enzim a-L-iduronidasa (la probabiiitat de que les dues malalties 

es puguin donar alhora és d'aproximadament una en cinc bilions). El pacient 

presentava al cromosoma X una mutació freqüent en la malaltia de Hunter, la 

R468W (veure apartat 4.5.2.1) i al cromosoma 4 presentava un al-lel amb la W402X i 

l'altre amb una mutació nova, la A300T. La seva germana assimptomáíica era 

portadora per la R468W i tenia el mateix genotip que el seu germá respecte el gen 

IDUA. La noia presentava un metabolisme deis glucosaminoglicans absolutament 

normal, el que comportava que la A300T era la primera mutació descrita associada a 

la pseudo-deficiéncia de l'IDUA. 
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3.8. CORRELACIÓ GENOTIP-FENOTIP 

L'espectre continu de fenotips clínics de sever a Ileu en la malaltia de 

Hurler/Scheie és deguda molt probablement a combinacions de diferents aliéis 

mutants al locus IDUA (Neufeld i Muenzer, 1989; Hopwood i Morris, 1990). 

El fet que moltes de les mutacions que s'han trobat ais pacients MPS I s'hagin 

identificat en mes d'un cas ajuda molt a intentar fer una correlació genotip-fenotip 

pero, degut a la quantitat de mutacions descrites, molts deis pacients presenten 

combinacions d'aquestes i aixó dificulta aquesta correlació. A mes a mes, les 

descripcions deis fenotips, peí fet de procedir de diferents enfocs clínics, a vegades 

son confusos, el qué fa mes difícil comparar les clíniques (Scott i col, 1995). 

L'heterogeneítat clínica, en la majoria de les maialties lisosómiques, 

reflecteixen la taxa d'acumulació del substrat en diferents teixits (Neufeld, 1991). Les 

mutacions que causen una manca total d'enzim IDUA son heterogénies perqué hi ha 

moltes maneres de prevenir la fundó enzimática, en canvi les mutacions que 

comporten una certa activitat enzimática i acostumen a ser mutacions missense o 

á'splicing que permeten la formado d'una certa quantitat d'enzim normal (Scott i col, 

1995). 

En general, pero, qualsevol combinado de dues mutacions severes acostumen 

a provocar un fenotip sever; i les formes Ileus o intermedies solen ser degudes a la 

combinado d'un al lel sever i un altre que presentí certa activitat residual. Pero 

aquesta correlació no és lineal, ja que fins i tot en germans o en pacients amb 

genotip igual s'han pogut observar clíniques molt diferents (McDoweII i col, 1993; 

Scott i c d , 1993a). 

Aixó fa que sois en algunes de les mutacions s'ha arribat a una correlació clara 

i se n'han pogut extreure algunes conclusions, ja sigui perqué s'ha descrit en molts 

pacients, perqué s'han trobat varis homozigots o peis estudis d'expressió. Per 

exemple, és dar que les mutacions W402X i Q70X están sempre associades a un 

fenotip sever i que les mutacions R89Q i lVS5-7g-^a están associades a un fenotip 

mes Ileu (Scott i col, 1995). 

En la MPS I, es pot observar la dependencia de la dosi en el fet que la mutació 

P533R en homozigosi comporta fenotip intermedi, mentre que en heterozigosi amb 

la W402X comporta fenotip sever; també es pot veure amb la mutació R383H, ja que 
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aquesta en heterozigosi amb la Q70X presenta fenotip intermedi, mentre que un 

homozigot per la R383H presenta una clínica lleu (Scott i col, 1995). 

D'altra banda, recentment, s'ha pogut establir una correlació genotip-fenotip 

mitjangant la cinética enzimática i la immunoquantificació. Els pacients amb clínica 

Scheie acumulaven menys quantitat de glucosaminoglucans que els de clínica 

Hurler, i la capacitat catalítica de l'enzim estava directament relacionada amb la 

severitat del fenotip clínic (Bunge i col. 1998b). 

3.9. E F E C T E D E L S P O L I M O R F I S M E S S O B R E E L F E N O T I P 

Tal i com s'ha vist (apartat 3.5), s'han descrit una trentena de polimorfismes o 

variants de seqüéncia no patogéniques al gen IDUA. Es desconeix l'efecte que 

qualsevol deis polimorfismes pot teñir, indívidualment o en combinado, sobre 

l'estabilitat i processament de l'mRNA de l'IDUA, sobre la taxa de tradúcelo de la 

proteína o sobre l'activitat, estabilítat i transport de la proteína. De totes maneres, 

aquests polimorfismes son, segurament, un factor que contribueix a la variado de 

l'activitat de l'IDUA observada en individus sans. Una possible explicado de l'ampli 

marge d'activitat de l'IDUA que s'ha vist en fibroblasts humans controls (Ashton i col, 

1992) o deis aliéis no patogénics que produeixen nivells baixos d'activitat i que 

compliquen la interpretado de l'estudi enzimátic en el diagnóstic prenatal (Gatti i col, 

1985; Whitley i col, 1987; Taylor i Thomas, 1993), seria la presencia de 

polimorfismes que alteren aminoácids índividualment o les combinadons de varis 

polimorfismes. En efecte, s'ha postuiat que una acumulació de variants de seqüéncia 

normalment no patogénics podría ser la responsable d'alguns deis al-leis lleus de la 

malaltia (Scott i col, 1995). 

Está acceptat que diferencies en el fons genétic i ambiental, poden, en part, 

explicar les diferencies en el fenotip clínic de pacients amb el mateix genotip per la 

malaltia (per revisió Neufeid, 1991). Algunes de les mutacions que s'han trobat en 

varis pacients están associades a mes d'un hapiotip (per exemple la W402X, la 

P533R o la R89Q), i per tant teñen un fons genéfic diferent (Scott i col, 1992d i e, i 

1993a; Clarke i col, 1994b). S'ha hipotetitzat-que, especíalment eis polimorfismes 

Q33H i A361T, poden jugar un paper molt important en modular l'efecte de les 

mutacions causants de la malaltia i alterar el fenotip clínic (Scott i col, 1993a i b). 
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Així dones, és molt probable que un deis polimorflsmes o una eombinació 

d'aquests puguin modular l'expressió de les mutacions "primáries", i és per aixó que, 

quan es fan estudis d'expressió de mutacions de canvi de sentit per intentar establir 

una correlació amb el fenotip, s'ha d'anar amb molt de compte ja que els 

polimorfismes associats a la mutació poden afectar l'estabilitat de l'mRNA mutat 

(Scott i col, 1995). 

3.10. TERAPIA 

3 . 1 0 . 1 . TRASPLANTAMENT DE MOLL D'OS 

El 8 d'Abril de 1980 es va fer el primer trasplantament de moll d'os per tractar la 

malaltia de Hurler a un nen de nou mesos (Hobbs i col, 1981), tot i que el pacient era 

homozigot per la mutació W402X, indicatiu de fenotip sever, avui dia presenta una 

intelligéncia en el rang normal-baix i utilitza un ordinadoren la seva feina (Vellodi i 

col, 1997). 

Des d'aquest moment, han estat molts els pacients que han estat trasplantats i 

se n'ha fet un seguiment per extreure'n conclusions (Hopwood i col, 1993b; Whitley i 

col, 1993b; Peters i col, 1996 i 1998a; Guffon i col, 1998). 

En general s'está d'acord amb qué quan mes aviat es faei el trasplantament, 

millors resultats s'obtenen i que cal escoilir amb molt de compte els pacients ais 

quals s'aplicará el traetament, sobretot per l'afectació cerebral que presentin al 

moment de fer el trasplantament, perqué d'aixó en depén la millora deis trets clínics. 

Ais pacients que han sobreviscut al trasplantament, s'observa un alentiment (o 

fins i tot aturada) de la regressió psicomotora, millora deis trets facíais dismórfics i de 

la sordesa, resolució de l'hepatoesplenomegália, millora de l'afectació cardíaca 

(Gatzoulis i col, 1995), una prolongado de la supervivencia i, si es fa el 

trasplantament abans de que hi hagi dany cerebral, una preservado de la 

intelligéncia. En canvi s'observa la progressió de la disostosi múltiplex, sovint les 

anomalies esquelétiques requereixen correcció ortopédica, el creixement és molt 

pobre (son baixos d'estatura), el desenvolupament sexual és mes lent, i Topacitat 

corniaí persisteix (Huang i col, 1996; Guffon i col, 1998) amb algunes excepcions 

descrites (Summers i col, 1989; Christiansen i col, 1990). 
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Tot i que la mlllora deis pacients després d'un trasplantament éxitos no és 

absoluta, fins avui el trasplantament de molí d'os és Túnica terapia efectiva per la 

malaltia de Hurler (per revisió veure Peters i col, 1998b). 

3 . 1 0 . 2 . TERAPIA GÉNiCA 

La mucopolisacaridosi de tipus I és una bona candidata per a la terapia génica 

pero aquest íractament está encara ais seus estudis iniciáis. 

S'ha intentat ja en gossos (Shull i col, 1996), ais quals de primer se'ls va 

injectar iníramuscularment un plasmidi que codificava peí cDNA de l'a-L-iduronidasa 

canina, pero no es va detectar prodúcelo de l'enzim i en canvi els va sensibilítzar 

immunológicament a la proteína IDUA. Després es van fer créixer mioblasts a partir 

de biópsies de múscul esquelétic i es van transduir amb un vector retrovíric que 

contenia el gen caní sota el control del promotor de la creatina quinasa. Després 

d'observar que realment es sobrexpressava l'enzim es van reintroduir les cél-lules 

ais gossos, pero la prodúcelo va declinar rápidament. Es va veure que aixó era degut 

a la producció d'antieossos contra l'enzim, i a mesura que passaven les setmanes 

cada cop hi havia menys mioblasts que presentaven la seqüéncia de l'a-L-

iduronidasa canina. Es va concloure que cal teñir en compte la resposta immune 

quan s'intenta la terapia génica. Lutzko i col. (1999) van obtenir els mateixos 

resultats en proves similars. 

Un altre estudi va introduir el cDNA de l'a-L-iduronidasa humana en un vector 

retrovíric i es va utiiitzar per transduir molí d'os de pacients amb la malaltia de 

Hurler/Scheie. L'expressió de l'enzim in vttm va ser un éxit, i es va veure que si es 

cultivava el molí d'os a llarg termini, es maníenien alts nivells d'expressió de l'enzim 

durant varis mesos. Van concloure que la transferencia retrovírica del gen a moH d'os 

huma podía oferir esperances per la terapia génica de la malaltia de Hurler en 

pacients joves que no tinguessin un donador compatible (Fairbairn i col, 1996). 

Recentment, també, s'ha estat estudiant reficácia de vectors de virus recombinants 

adeno-associats per corregir el defecte enzimátic en fibroblasts MPS I, s'ha 

demostrat l'eficácia d'aquests vectors per Iliurar i expressar seqüéncies del gen IDUA 

huma, i, per tant, per un possible tractament de la malaltia de Hurler (Hartung i col, 

1999). 
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A l'actualitat hi ha dos protocols de terapia génica aprovats, tots dos están ais 

estadis iniciáis i encara no s'ha tractat cap pacient. Un s'está duent a terme a Franga 

peí Dr. Alain Fischer i l'altre al Regne Unit peí Dr. LS Lashford. Ambdós utilitzen 

vectors retrovírics pero a Franga es vol ütilitzar via intraperitonial amb fibroblasts com 

a céllules diana mentre que al Regne Unit es vol fer via trasplantament de moll d'os i 

les cél-lules diana serán les del moll d'os (per mes informado consultar la página 

web http.7/www.wilev.co.uk/genetherapv). 

3 . 1 0 . 3 . TERAPIA DE SUBSTITUCIÓ ENZIMÁTICA ( T S E ) 

La terapia de substitució enzimática és una altra de les possibles terápies a 

aplicar en malalts de MPS I. S'han realitzat diferents estudis en malalties 

lisosómiques i, fins ara, ja s'aplica amb éxit en el traetament de la malaltia de 

Gaucher (Pastores i col, 1993). 

En un model caní de MPS I, la TSE va provocar la disminució de producte 

emmagatzemat al fetge, a la melsa i al ronyó; en canvi es va veure que el cervell, el 

cor i la córnia eren órgans que presentaven mes dificultats, ja que no es va 

aconseguir la reducció de l'acumulació de GAGs (Shull i col, 1994). Igualment, es va 

veure que la TSE corregía la patología en un model murí de MPS I (Clarke i col, 

1999). 

Recentment s'ha iniciat l'aplicadó de TSE en un grup de 10 pacients amb 

aquesta malaltia i, després d'un any de seguiment, els resultats son forga 

esperan9adors, ja que en tots ells s'ha reduít l'hepatoesplenomegália i ha disminuít 

l'excreció de GAGs en orina; la resta de trets clínics també han millorat en la majoria 

deis pacients tractats (Kakkis i col, 1999). 

Tot i aquests resultats, un deis problemes mes importants que presenta la TSE 

és la resposta immunológica del pacient, que pot fer reduir molt Teflcácia de la 

terapia (Brooks, 1999). 

3 . 1 1 . M O D E L E A N I M A L S 

Els primers modeis animáis de la malaltia de Hurler van ser descrits en un gat 

(Haskins i col, 1979) i en un gos (Shull i col, 1982). En el model caní s'han realitzat 

diferents estudis per avaluar els resultats de les possibles terápies. Així, se li va 

intentar el trasplantament de moll d'os (Shull i col, 1987) i, mes recentment, s'ha 
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Utilitzat per dur a terme diferents proves com a experiments iniciáis de terapia génica 

(veure apartat 3.10.2) (Shull i col, 1996; Lutzko i col, 1999) i de TSE (Shuil i col, 

1994). 

El model canl presenta trets clínics similars ais que presenten els pacients amb 

MPS I de clínica moderada a severa, amb acumulació de glucosaminoglicans ais 

lisosomes de la majoria de cél-lules. Els símptomes del model caní inclouen 

anormalitats cardíaques progressives, emmagatzemament lisosómic al sistema 

nervios central, opacitat corneal, anomalies esquelétiques, afectació de les 

articulacions progressiva, i progressió de la malaltia fins a un estat tan sever que fa 

necessária l'eutanásia entre els 1 i 3 anys de vida (Shull i col, 1982). 

Recentment s'ha aconseguit el model murí per la malaltia (Ciarke i col, 1997). 
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4. LA MALALTIA DE HUNTER 

4 . 1 . DESCRIPCIÓ 

La malaltia de Hunter o mucopolisacaridosi de tipus II (MPS II, MIM 309900) és 

una malaltia hereditaria d'acumulació lisosomica produTda per la deficiencia de 

l'enzim lduronat-2-sulfatasa. Aquest enzim participa en la degradació deis 

glucosaminoglicans heparan sulfat i dermatan sulfat i, per tant, la seva deficiencia 

provoca l'acumulació en les céllules d'aquests metabolits a mig degradar i son els 

causants del deteriorament i empitjorament clínic de forma progressiva. També se 

n'observa l'excreció en orina. 

És una malaltia hereditaria recessiva Iligada al cromosoma X i les dones 

portadores son totalment assimptomátiques. 

La malaltia va ser descrita el 1917 per C. Hunter (Hunter, 1917) que va 

observar una malaltia rara en dos germans que semblava Iligada al cromosoma X, 

pero van ser Bach i Sjoberg, per separat i albora, els que van descriure que la 

causant de la malaltia era la deficiencia de l'enzim iduronat-2-sulfatasa (Bach i col, 

1973; Sjoberg i col, 1973). 

4.2. CLÍNICA 

En la malaltia de Hunter es poden distingir dues clíniques diferenciades, Ileu i 

severa, que son els extrems d'un ampli espectre de severitat. 

4 . 2 . 1 . FORMA SEVERA 

El tipus sever de la malaltia de Hunter está caracteritzat per trets facíais toscos, 

baixa estatura, deformacions esquelétiques, rigidesa de les articulacions i retard 

mental. La malaltia sol manifestar-se entre els 2 i els 4 anys de vida amb un retard 

en el desenvolupament somátic i neurologic progressiu (Young i Harper, 1983). 

Els pacients poden presentar degenerado de retina severa pero la córnia es 

manté clara. Alguns deis pacients joves també presenten diarrea crónica deguda a 

l'afectació del sistema nervios autónom i potser també a la disfunció de la mucosa. 

També solen patir infeccions recurrents d'orella i pérdua d'audició progressiva. El 

deteriorament del sistema nervios central pot veure's accelerat per la hidrocefalia 

comunicant que incrementa la pressió intracranial des deis 7 ais 10 anys. Aquesta 
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hidrocefalia pot presentar-se ja quan es diagnostica el pacient i va progressant al 

llarg deis anys. 

El deteriorament neurológic estés precedeix la mort, que sol teñir lloc entre els 

10 i els 15 anys de vida. Les causes que acostumen a provocar la mort solen ser 

l'obstrucció respiratoria o fallades cardíaques degudes a la disfunció valvular, a 

l'engruiximent del miocardi, a la hipertensió pulmonar, o a l'estretament de les 

artéries coronarles. 

4.2.2. FORMA LLEU 

Els pacients amb la forma lleu de la malaltia poden desenvolupar una clínica 

semblant a la deis pacients severs pero amb una progressió molt mes lenta, a más, 

acostumen a preservar la intel-ligéncia i arriben a l'edat adulta (Young i Harper, 

1982b). 

La majoria pateixen de sordesa i han de dur aparell audítiu. També és comú la 

síndrome del túnel carpía i la rigidesa de les articulacions que pot arribar a provocar 

la pérdua funcional total. Es poden observar opacitats comíais molt discretes i no es 

sol observar hidrocefalia. Les histories familiars d'aquesta malaltia son molt mes 

comuns en el cas de la forma lleu de la malaltia que no en la forma severa. 

Els pacients amb clínica lleu poden arribar a viure fins ais cinquanta o seixanta 

anys i, de fet, el pacient conegut que ha viscut mes ha arribat ais 87 anys (Hobolith i 

Pedersen, 1978). De totes maneres, solen morir d'hora en l'edat adulta i normalment 

degut a fallada cardíaca o a obstrucció respiratoria. 

4 . 2 . 3 . HETEROGENEÍTAT CLÍNICA 

Malgrat diferenciem aquests dos tipus de clínica, cal remarcar que la malaltia 

de Hunter es caracteritza per una gran heterogeneítat clínica, de manera que podem 

trobar des de pacients amb clíniques molt lleus a pacients amb clíniques molt 

severes. S'ha hagut de fer un esforg per, a nivell de publícacions internacionals, 

establir uns criteris básics per poder diferenciar les clíniques i classificar-Íes en lleu, 

intermedia i severa i, tot i així, continúen havent-hí diferencies a nivell d'autors per 

teñir mes en compte l'afectació neurológica o l'afectació somática a l'hora de 

classificar els pacients. Básicament, pero, s'han utilitzat els criteris següents: lleu per 

ais pacients amb la intellígéncia preservada i trets somátics tipies pero no massa 

severs; intermedi per ais pacients amb símptomes tipies i retard mental de grau mig, 
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normalment arriben a parlar pero amb l'edat la seva capacitat cognitiva va declinant 

gradualment; i sever per ais pacients amb retard mental sever i trets somátics molt 

agreujats, normalment son diagnosticats abans deis dos anys de vida i no arriben a 

parlar o només aprenen unes quantes paraules (Bunge i col, 1993). 

4.3. LA lDURONAT-2-SULFATASA 

La deficiencia de I'enzim iduronat-2-sulfetasa (IDS, EC 3.1.6.13) és la que 

provoca la malaltia de Hunter, Aquest enzim talla el grup sulfat de la posició 2 de 

l'ácid idurónic del dermatan sulfat (Figura 2) i de l'iieparan sulfat (Figura 3). La 

degradació d'aquests dos glucosaminoglicans (GAGs) queda aturada, dones, en 

aquest pas i els productes a mig degradar s'acumulen a les cél-lules causant el 

progressiu ma! funcionament cel-lular i tisular que provocaran la clínica típica de la 

malaltia. També part d'aquests GAGs serán excretáis per l'orina, fet que s'utilitza per 

rorientació del diagnóstic. 

L'enzim va ser estudiat, al principi, com al "factor corrector de la malaltia de 

Hunter", que normaíitzava la degradació defectuosa deis glucosaminoglicans ais 

fibroblasts deis pacients Hunter (Neufeid, 1981). La IDS ha estat purificada de 

plasma huma (Wasteson i Neufeid, 1982), placenta (DiNatale i Daniele, 1985) i fetge 

(Bielicki i col, 1990). És en fetge on es van identificar les dues formes maioritáries, A 

i B, amb pl 4.5 i <4 respectivament. Ambdues formes contenen polipéptids de pes 

molecular de 42 KDa i 14 KDa. Es van comparar amb la IDS purificada de ronyó, 

placenta i pulmó i van veure que la forma A tenia el pes molecular nadiu i les 

subunítats similars en aquests teixits ais observats en I'enzim de fetge. Les dues 

formes A i B son actives davant una varietat de substrats deriváis de l'heparan sulfat 

i el dermatan sulfet. 

S'ha aíliat i seqüenciat un clon de cDNA de 2.3Kb que conté tota la seqüéncia 

codificant del gen ¡DS huma (Wilson i col, 1990). Analitzant el precursor de 550 

aminoácids, s'ha vist que la proteína té un péptid senyal de 25 aminoácids que és de 

reconeixement d'entrada al retiele endoplasmátic, seguit de 8 aminoácids mes que 

son eseindits de la proproteína, i set llocs potenciáis de glicosilació. Del procés de 

madurado en sortirien dos polipéptids de 42 KDa i 14 KDa. 

S'ha pogut veure que la IDS té una gran homología de seqüéncia ámb les 

ariisulfatases A, B i C i la glucosamina-6-sulfatasa humanes (Wilson I col, 1990). 
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S'han identificat tres mRNAs de 5.7, 5.4 i 2.1 Kb en placenta humana i 

recentment s'ha identificat un tránscrit alternatiu de 1.4 Kb que conté els set primers 

exons del gen i li manca els dos últims exons. Encara no és clara la ftincionalitat que 

la proteTna codificada per aquest tránscrit pot teñir i el paper que pot jugar en 

l'heterogeneítat clínica de la malaltia de Hunter (Maimgren i col, 1995). D'altra banda 

s'ha vist que els tres tránscrits descrits del gen IDS, de 5.7, 5.4 I 2.1 Kb, contenen la 

seqüéncia sencera de la proteína i son deguts a la utilització de diferents senyals de 

poliadenilació (Cudry i col, 1997 i 1999). 

S'ha expressat el cDNA de la IDS i Tenzim recombinant obtingut s'ha pogut 

veure que és endocitat dins de fibroblasts d'un pacient Hunter via el receptor 

manosa-6-fosfat, s'ha localitzat al compartiment lisosómic i s'ha vist com corregía 

l'emmagatzemament de GAGs a mig degradar que produía fenotip Hunter en 

aqüestes cél-lules {Bielicki i col, 1993). 

4.4. EL GEN DE LA IDURONAT-2-SULFATASA ( /DS) 

4 . 4 . 1 . LOCALITZACIÓ 

El gen IDS ha estat localitzat al bra? llarg del cromosoma X, a Xq28 (Wiison i 

col, 1991), S'han descrit varis marcadors polimórfics propers al gen que s'han 

utilitzat per estudis de portadors, i s'ha establert un mapa de la zona: Xcen -

DXS369 - DXS297 - DXS1215 - DXS296 - DXS731 - DXS1123 - IDS / DXS466 -

DXS1113 - DXS304-Xqter (Hulsebos i col, 1991; Suthers i col, 1991; Steglich i col, 

1993; Timms i col, 1995; GDB ID GOO-141-899). El DXS296 és a unes 800 Kb del 

gen (Wiison i col, 1991); s'ha postuiat que el DXS466 és intragénic i que és en un 

intró (Steglich i col, 1993); el DXS1113 és molt proper al gen, a unes lOkb (Timms i 

col, 1995) i el DXS304 no és a mes de 900 Kb (Beck i col, 1992). 

4 . 4 . 2 . ESTRUCTURA DEL GEN 

Plomen i col. (1993) van donar l'estructura del gen. Té nou exons i vuit introns 

(Figura 5). Les zones donadores i acceptores d'splicing compleixen les seqüéncies 

GT/AG. La seqüéncia sencera del gen ocupa unes 24 Kb. El promotor potencial per 

la IDS no presenta la caixa TATA pero conté una seqüéncia consensus de calxa GC, 

que recolza el seu paper com a gen de manteniment intern (Wiison i col, 1993). 
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El gen IDS está en direcció 5'-3' de telómer a centrómer, per tant, l'exó I está a 

l'extrem teloméric (Bondeson i col, 1995a). 

Aminoácids 

1 34 35 80 81 139 140 169 170 236 237 293 294 335 336 393 394 550 

IV V VI v i l VII! IX 

Figura 5. Estructura del gen de riduronat-2-sulfatasa (IDS) 

4.4.3. LLOCS CATALÍTICS DE LA PROTEÍNA 

Comparant la seqüéncia del gen amb la d'altres sulfatases i tenint en compte la 

distribució de les mutacions que provoquen la malaltia, s'ha postuiat que l'exó lil del 

gen pot codificar per una zona important per la proteína per la hidrólisi deis ésters de 

iduronat-2-sulfat presents en el dermatan sulfat i l'heparan sulfat (Wiison i col, 1990; 

Hopwood i col, 1993a). 

4.5. M U T A C I O N S D E S C R I T E S A L G E N IDS 

4.5.1. G R A N S D E L E C I O N S 1 REORDENANIENTS 

Des de bon principi es va veure que les grans deiecions i reordenaments 

jugaven un paper important en la malaltia de Hunter. Es va descriure que un 20% del 

pacients tenien aquest tipus de mutacions, que anaven des de deiecions totals del 

gen, a deiecions de un o mes exons, reordenaments i inversions (Bunge i col, 1993). 

Les mutacions mes freqüents solen ser les deiecions totals del gen i la deleció deis 

exons V-Vll, aquesta última deguda, probablement, a dos punts vulnerables de 

trencament (Steén-Bondeson i col, 1992; Ben Simon-Schiff i col, 1994). Recentment, 

també, s'ha descrit un deleció de 178 pb situada en la zona promotora del gen que 

aboleix l'expressió del gen IDS (Timms i col, 1998). 

D'altra banda també s'ha descrit que molt sovint els pacients que presenten 

deleció total del gen també els manca el marcador DXS1113, i s'ha postuiat que hi 

pot haver un lloc de trencament preferencial entre aquest marcador i el DXS304 

(Birot icol , 1996). 
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4 . 5 . 2 . MUTACIONS PUNTUÁIS 

Fins a l'actualitat s'han descrit mes de dues-centes mutacions puntuáis 

diferents al gen de riduronat-2-suIfatasa. S'ha vist que, en aquesta malaltia, quasi 

cada familia té una mutació particular i sois algunes de les mutacions descrites s'han 

trobat en mes d'un pacient. 

4.5.2.1. Mutacions de canvi de sent i t (missense) 

Son la majoria de les mutacions descrites en el gen IDS, representen el 49 .1% 

de les mutacions puntuáis (Taula 4). Sois un 20% d'aquestes mutacions han estat 

descrites en mes d'un pacient, la resta son mutacions particulars. Cal destacar que 

no hi ha cap mutació de canvi de sentit descrita a l'exó I. També s'ha pariat que certs 

codons son altament mutables, com per exemple el R468, en el qual s'han descrit 

quatre mutacions diferents (R468W, R468G, R468L i R468Q), en aquest cas s'ha dit 

que pot ser un punt calent CpG altament susceptible de ser mutat (Schrdder i col, 

1994). 
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Taula 4. Mutacions de canvi de sentit (missense) del gen IDS. N S - NO se sap 
Mutació Exá Clínica Canvi de nucisótid De A Referéncies 

D45N II Ileu GAT->AAT Asp Asn Vafiadakiicol. (1998) 

R48P II Ileu CGC->CCC Arg Pro Sukegawa 1 col. (1995), Isogai i col. (1998) 

Y54D II severa TAT->GAT Tyr Asp Karsten i col. (1998b) Voskoboeva i col. (1998) 

N63D II Ileu 

intermedi 

AAT->GAT Asn Asp Villani 1 col. (1997) Goldenfum i col. (1996) Rathmann 1 col. 

(1996) Karsten i col. (1998b) 

A68E II severa GCA->GAA Ala Glu Schroder i col. (1994) 

S71N II Ileu AGC->AAC Ser Asn Froissart i col. (1998) 

S71R 11 NS AGC->AGA Ser Arg Li icol. (1994. 1999) 

L73F II NS CTC->TTC Leu Phe Lissensicol. (1997) 

A79E II Ileu GCG->GAG Ala Glu Karsten i col. (1998b) Voskoboeva i co!. (1998) 

A82E III NS GCA->GAA Ala Glu Li i col. (1999) 

A85T III Ileu GCC->ACC Ala Thr Rafhmann i col. (1996) Isogai i col. (1998) Froissart i col. 
(1998) Lli col. (1999) 

A85S III severa GCC->TCC Ala Ser Froissart i col. (1998) 

P86R III severa CCG->CGG Pro Arg Bunge i col. (1993) Goldenfum i col. (1996) Karsten i col. 

(1998a) Miliat Icol. (1998) 

P86L III Intermedi CCG->CTG Pro Leu Popowska i col. (1995) Isogai i col. (1998) Balzano i col. 
(1998) Froissart I col. (1998) Vafiadaki i col. (1998) Karsten i 
col. (1998a) Millaticol.(1998) 

P86Q III severa CCG->CAG Pro Gln Rathmann i col. (1996) 

S87N III Ileu AGC->AAC Ser Asn Popowska i col. (1995) 

R88C III severa CGC->TGC Arg Cys Rathmann 1 col. (1996) Karsten i co!. (1998a) Li i col. (1999) 

Bellows I Thompson (1999) Moreira da Silva i col. (1999) 

R88H ill severa CGC->CAC Arg His Rathmann i col. (1996) Goldenfum i col. (1995) Balzano i col. 

(1998) Froissart i col. (1998) Karsten i col. (1998b) 

R88P III severa CGC->CCC Arg Pro Balzano i col. (1998) 

R88G III severa CGC->AGC Arg Gly Froissart i col. (1998) 

R88L III severa CGC->CTC Arg Leu Karsten i col. (1998b) 

L92P III severa CTC->CCC Leu Pro Popowska i col. (1995) 

G94D III Ileu GGC->GAC Gly Asp Bunge i col. (1993) 

R95G lil intermedi AGG->GGG Arg Gly Goldenftim i col. (1996) 

L102R III ileu CTG->CGG Leu Arg Karsten i col. (1998b) Voskoboeva i col. (1998) 

Y108C lil Ileu TAC->TGC Tyr Cys Rathmann i col. (1996) 

Y108S III Ileu TAC->TCC Tyr Ser Froissart i col. (1998) 

N115Y lli ileu AAC->TAC Asn Tyr Vafiadaki i col. (1998) 

T1181 III Ileu ACC->ATC Thr He Balzano i col. (1998) Froissart i col. (1998) 

P120R III severa CCC->CGC Pro Arg Bunge i col. (1993) 

P120H III Ileu CCC->CAC Pro His Muenzer i col. (1992) 

Q121H III NS CAG->CAC GIn His Lissensi col. (1997) 

Q121R ill severa CAG->CGG Gln Arg Froissart 1 col. (1998) 

E125V lli molt Ileu GAG->GTG Glu Val Rathmann icol. (1996) 

S132W lil severa TCG->TGG Ser Trp Jonsson i col. (1995) tissens i col. (1997) 

G134R MI severa GGA->CGA Gly CGA Rathmann i col. (1996) 

K135R III intermedi AAA->AGA Lis Arg Bunge i col. (1993) 

K135N III Intermedi AAA->AAT Lys Asn Popowska i col. (1995) 

H138D iíl intermedi CAC->GAC His Asp Froissart i cd. (1998) 

S143F IV severa TCT->ITT Ser Phe Karsten i col. (1998a) Vatlance i col. (1999) 

D148H IV intermedi GAT->CAT Asp His Froissart i col. (1998) 
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Mutactó Exó Clínica Canvi da nucleótid De A Referéncles 

H159P IV severa CAT->CCT His Pro Karsten i col. (1998b) Voskoboeva i col. (1998) 

P160R IV NS CCT->CGT Pro Arg Ftomen i col. (1992) 

L182P V irteimedi CTG->CCG Leu Pro Isogai i col, (1998) 

C184F v lleu/int TGC->TTC Cys Phe Rathmann t col, (1996) 

C184W v severa TGC->TGG Cys Trp Karsten i col. (1998a) 

L196S V Ueu/int TTG->TC6 Leu Ser Isogai i col. (1998) Karsten i col, (1998b) 

0198G V Ileu GAC->GGC Asp Gly Karsten i col. (1998b) Vostoboeva i col. (1998) 

A20SP V intermedi GCC->CCC Ma Pro Goldenfum I col. (1996) 

1221P V intermedi CTG->CCG Leu Pro Bunge 1 col. (1993) 

G224E V severa GGG->GAG Gly Glu Karsten i col. (1998b) Voskoboeva i col. (1998) 

Y225D V intermedi TAT->GAT Tyr Asp Isogai i col. (1998) 

K227Q V severa AAG->CAG Lys Gln Hopwood i col. (1993a) 

K227M V intermedi AAG->ATG Lys Met Isogai i col. (1998) 

P228L V intermedi CCA->CTA Pro Leu VafiadaW i col. (1998) 

H229Y V severa CAC->TAC His Tyr Jonssonicol. (1995) 

H229R V int/sev CAC->CGC His Arg Froissart i col. (1998) 

D252N Sñ nd GAT->AAT Asp Asn Rathmann i coi. (1996) Karsten i col. {1998a) 

Y264N VI , N S TAC->GAC? Tyr Asn Hartos < co*. {<999) 

N265K VI sewra Asn Lys Goldenfum i col (1995) 

P266H VI ileu CCC->CAC Pro His Villant ¡ col. (1995) Balzano i col. (1998) Coppa i col. (1999) 

P266R VI severa CCC->CGC Pro Arg VafiadaW i col. (1998) 

D269V VI Iteu GAC->GTC Asp Val Karsten i col. (1998a) 

Q293H VI Ileu CAG->CAC Gln His Schroefericol.(l994) 

D308N Vil intermedi GAT->AAT Asp Asn Isogai i col. (1998) 

L314P vn severa CTC->CCC Leu Pro Isogai i col. (1998) 

S333t Vil severa TCG->TTG Ser Leu Plomen i col. (1992) Sukegawa i col. (1995) Goldenftim I col. 
(198S) Oteen i col. (1996) Rathmann 1 col. (1996) U i 

Thompson (1996a) Isogai i col (1998) Froissart i crt. (1998) 
Vafiadaki i col. (1998) U i col. (1999) Karsten i col. (1998b} 
Bellows i Thompson (1999) 

D334Y vil NS Asp Tyr Goldenfum i col. (1995) 

D334N vil ilsu GAT->AAT Asp Asn Froissart i col. (1998) 

0334G vit s&ers GAT->GGT Asp Gly Uicol. (1999) 

H335R: vil intermedi CAT->CGT His Arg Froissart i col. (1998) 

G336E ym severa GGG->GAG Gly Glu Froissart i col. (1998) 

G336R Vlll NS GGG->AGG Gly Arg Li i Thompson (1996a) Líssens i col. (1997) 

W337R vm intermedi TGG->CGG Tfp Arg Sukegawa i col. (1995) Isogai i col. (1988) 

L339R VIII severa CTA->CGA Leu Arg Froissart i aá. (1998) 

G340O VIH Iteu GGT->GAT •Gly Asp Ifeirsten i col. (1998a) Karsten i coi. (1998b) VoskoSjoeva i 

col. (1998) 

E341K VIII severa GAA->AAA Glu Lys Lissens i col. (1997) Vallance i col. (1999) 

H342Y VIII Ileu CAT->TAT His Tyr Vallanceicol.(1999) 

\ft045K Vlll üeu TGG->TGT Trp Lys Popowska i col (1995) 

A346V yin Ileu GCC->GTC Ala Val - Li i col. (1994.95,99) 

A346D Vlll Ileu GCC->GAC Ala Asp Oisen i col. (1996) Karsten i col. {1998a) 

K347T Vlll severa AAA->ACA Lys Thr Villaniicol. (1995-97) 

K347t VIH NS AAA.>ATA Lys lie Rathmann i col. (1996) 

K347Q VIH NS AAA->CAA Lys Gln Lissens icol. (1997) 

Y348H vm severa TAC->CAC Tyr Hjs Karsten i col. (19983) 

S3491 Vlll severa AGC->ATG Ser He Isogai i col. (1998) 
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Mutació Exó Clinica Canvi de nucleótid De A Referen cies 

S349R VIII NS AGC->CGCoAGG Ser Arg Bellows i Thompson (1999) 

P358R VIII severa CCC->CGC Pro Arg Jonssonicol. (1995) 

L403R IX intermedi CTT->CGT Leu Arg Rathmann i col. (1996) Froissart i coi. (1998) 

L410P IX Ileu CTG->CCG Leu Pro Ben SImon-Schiff i col. (1994) 

C422G IX Ileu TGC->GGC Cys Gly Bunge i col. (1993) 

C432Y IX severa TGC->TAC Cys Tyr Karsten i col. (1998b) Voskoboeva 1 col. (1998) 

E436K IX Heu GAA->AAA Glu Lys VafiadakI i col (1998) 

Q465P tx se\«ra CAG->CCG GIn Pro Hartogicol. (1999) 

P467L IX severa CCC->CTC Pro Leu Froissart i col. (1998) Moreira da Silva i col. (1999) 

R468W IX Ileu CGG->TGG Arg Trp Crotty icol. (1992) Jonsson i col. (1995) Popowska i col. 
(1995) Goldenfum i col. (1996) Ussens i col. (1997) Isogai i 
col. (1998) Froissart i col. (1998) Li i col. (1999) Hartog i col. 
(1999) 

R468G IX severa CGG->GGG Arg Gly Hopwood i col. (1993a) 

R468L IX severa 

Ileu 

CGG->CTG Arg Leu Sukegawa i col. (1995) Villani i col. (1995-97) Isogai i col. 
(1998) 

R468Q IX Ueu 

intermedi 

CGG->CAG Arg GIn Whitley i col. (1993a) Aronovich i col. (1993) Li i col. (1995) 
Sukegawa i col. (1995) Villani i col. (1995-97) Goidenftim i 

severa col. (1995-96) Rathmann i col. (1996) Lissens i col. (1997) severa 
Isogai i col. (1998) Froissart i col. (1998) Vafiadaki i col. 
(1998) Karsten 1 col. (1998a) Li i col. (1999) Karsten 1 col. 
(1998b) Bellows i Thompson (1999) Moreira da Silva i col. 
(1999) 

P469H IX Ileu CCT->CAT Pro HIs Jonssonicol. (1995) 

D478G ÍX Ileu GAC->GGC Asp Gly Schroder i col. (1994) 

D478Y IX severa GAC->TAC Asp Tyr Karsten i col. (1998b) Voskoboeva i col. (1998) 

P480Q IX Ileu CCG->CAG Pro GIn Froissart i col. (1998) Miliat i col. (1998) 

P480L IX Ileu CCG->CTG Pro Leu Froissart i col. (1998) Miliat i col. (1998) 

P480R IX severa CCG->CGG Pro Arg Froissart i coi. (1998) 

I485R IX severa ATA->AGA líe Arg Goldenfum i col. (1995) Schroder i col. (1994) Vafiadaki i col. 

(1998) Karsten i COL (1998b) 

I485K IX severa ATA->AAA He Lys Vafiadaki i col. (1998) 

Y490S IX intermedi TAT->TCT Tyr Ser Froissart i col. (1998) 

S491F IX severa TCC->TTC Ser Phe Vallance ¡ col. (1999) 

W502S IX NS TGG->TCG Trp Ser Plomen i col. (1992) 

W502C IX severa TGG->TGT Trp Cys Vafiadaki i col. (1998) 

E521K IX NS GAA->AAA Glu Lys Lissens i coi. (1997) 

E521V IX NS GAA->GTA Glu Val Ussens i col. (1997) Li i col. (1999) 

Y523C IX Ileu TAT->TGT Tyr Cys Jonssonicol. (1995) 

4.5.2.2. Mutacions sense sent i t {nonsense) 

Representen el 11.6% de les mutacions puntuáis (Taula 5). La majoria 

d'aquestes mutacions han estat descrites ais exons VIII i IX. Alguna d'aquestes, com 

la R443X, s'ha trobat amb relativa alta freqüéncia, tenint en compte la poca 

repetitivitat de les mutacions en aquesta malaltia. 
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Taula 5 . Mutacions sense sentit (nonsense) del gen IDS. N S - NO se sap 
Mutació Exó Clínica Codo De A Referencias 

R8X 1 lleu CGA->TGA Arg Stop Vafiadaki i col. (1998) 

Q80X it severa CAG->TAG G!n Stop Carrozzo i col. (1996) Vafiadaki i col. (1998) 

C84X III severa TGC->TGA Cys Stop Vafiadaki i col. (1998) 

Y103X III severa TAC-MAA Tyr Stop Karsten i col. (1998a) 

Y151X IV severa TAT->TAG Tyr Stop Isogai i col. (1998) 

R172X v lleu 

severa 

CGA->TGA Arg Stop Plomen i col. (1992) Bunge i col. (1993) Jonsson i col. (1995) 
Goldenfum i col. (1995) Rathmann i col. (1996) Isogai i col. 
(1998) VafladaW I col. (1998) 

Y234X v NS TAC->TAA Tyr Stop Li i Thompson (1996a) Li i col. (1999) 

Y234X V NS TAC->TAG Tyr Stop Karsten i col. (1998a) 

E245X VI severa GAG->TAG Glu Stop Vafiadaki i col. (1998) 

L279X VI NS TTA->TGA Leu Stop Li i col. (1994,1999) 

Q293X VI NS CAG->TAG GIn Stop Lissens i col. (1997) 

Q298X Vil severa CAG->TAG GIn Stop Rathmann i col. (1996) 

W345X VIII severa TGG->TAGoTGA Trp Stop Sukegawa i col. (1995) Isogai i col. (1998) 

G365X VIII severa GGA->TGA Gly Stop Rathmann ¡ col. (1996) 

E375X VIH severa GAG->TAG Glu Stop Hopwood i col. (1993a) 

Q389X VIII severa CAG->TAG GIn Stop Jonsson i col. (1995) Víliani i col. (1995-97) Carrozzo i col. 

(1996) 

Q396X IX severa CAG->TAG GIn Stop Froissart i col. (1998) 

S426X IX severa TCA->TGA Ser stop Schroder i col. (1994) 

R443X IX intermedi 

lleu 

CGA->TGA Arg Stop Bunge i col. (1993) Sukegawa i col. (1995) Goldenfum i col. 
(1995) Rathmann i col. (1996) Isogai i col. (1998) Froissart i 
col. (1998) Vafiadaki i col. (1998) Karsten i col. (1998b) 
Voskoboeva i col. (1998) Hartog i col. (1999) Moreira da 
Silva i col. (1999) 

Q465X ¡X NS CAG->TAG GIn Stop U i Thompson (1996a) Li i col. (1999) 

Y466X IX severa TAT->TAA T F stop Vafiadaki i col. (1998) 

Q474X IX Intermedi CAG->TAG GIn stop Rathmann i col. (1996) 

W475X IX intermedi TGG->TAGoTGA Trp Stop Bunge i col. (1993) Villani i col. (1995) Balzano i col. (1998) 

L482X IX intermedi TTA->TGA Leu Stop Froissart i cd. (1998) 

W502X IX NS TGG->TAG Trp Stop Li i col. (1995,1999) Froissart i col. (1998) 

E521X IX NS GAA->TAA Giu stop Lissens i co!. (1997) 

Q531X IX lleu CAG->TAG GIn stop Sukegawa i col. (1995) Isogai i col. (1998) Froissart 1 col. 
(1998) 

4.5.2.3. Petites insercions i deiecions 

Aquest tipus de mutacions es donen sovint en la malaltia de Hunter i 

representen el 28.9% de les mutacions puntuáis (Taula 6). La majoria son inserció o 

deleció d'un o dos nucleótids que provoquen el corriment de pauta de lectura i per 

tant l'acabament de la proteína abans d'hora. Hi ha, pero, també, altres deiecions i 

insercions mes grans. 
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Taula 6. Petites insercions i deiecions del gen IDS. 
NS- No se sap; nt. nucleótid; aa. aminoácid; cpt. canvi de pauta de lectura; 

Numerado segons Wiison i col. (1990) 

Mutació Exó Clínica Carácter Codo / Efecte Referéncies 

lerdeic 1 lleu Deleció d'un nt. CTG->-TG, cpt. Hopwood i col. (1993a) 

194insT 1 intermedi Inserció d'un nt. CTC->CTT, cpt. Vafiadaki i col. (1998) 

206insA 1 lleu Inserció d'un nt. ACG->AAC, cpt. Goldenfum i col. (1995-1996) 

223delC 1 severa Deleció d'un ni. cpt. Froissart i col. (1998) 

247delC II lleu Deleció d'un nt. CTC->CT-, cpt. Goldenfum i col. (1995-1996) 

AL41 11 NS Deleció de 3 nt. ACTO Ben Simon-Scliiff i col. (1994) 

S61del8 11 severa Deleció de 8 nt cpt. Goldenfum i col. (1995-96) 

333insC II NS Inserció d'un nt. cpt. Li i col. (1999) 

407delA III severa Deleció d'un nt. cpt. Froissart i col. (1998) 

412delA III intermedi Deleció d'un nt. AGA->AG-, cpt. Popowíska i col. (1995) Karsten i col. (1998a) 

421insA 111 severa Inserció d'un nt. cpt. Karsten i col. (1998a) 

R95del ili severa Deleció de 3 nt. AAGG Li i col. (1999) 

F105insC It) severa Inserció d'un nt. cpt. Jonsson i co l (1995) 

S117del lil severa Deleció de 3 nt. ATCC Froissart i col. (1998) 

AT118 lil NS Deleció de 3 nt. ACCA Lissens icol. (1997) 

499insA III intermedi inserció d'un nt. cpt. Karsten i col. (1998a) 

507delAT íll severa Deleció de 2 nt. cpt. Li i col. (1999) 

521deiG III severa Deleció d'un nt. cpt. Froissart i col (1998) 

540delC III severa Deleció d'un nt. CCT->-CT, cpt. Bunge i col. (1993) Viilani i col. (1995) 

578del7 IV severa Deleció de 7 nt. cpt. Isogai icol. (1998) 

582delG IV NS Deleció d'un nt. cpt. Lissens icol. (1997) 

AH159 IV intermedi Deleció de 3 nt. ACAT Bunge i co l (1993) 

624delA IV severa Deleció d'un nt. AAC->A-C, cpt. Vafiadaki i col. (1998) 

634delCA v intermedi Deleció de 2 nt. ACA->A-, cpt. BungeicoL (1993) 

717delACAA v severa Deleció de 4 nt. cpt. Ben Simon-Schiff i col. (1994) 

719delAAAC V severa Deleció de 4 nt cpt. Isogai i col. (1998) 

720delAACA V severa Deleció de 4 nt. cpt Li i col. (1999) Vallance i co!. (1999) 

764delA V intermedi Deleció d'un nt. ACG->-CG, cpt. Isogai icol. (1998) 

777insC V lleu Inserció d'un nt CCT->CCC, cpt. Vafiadaki i col. (1998) Hartog i col. (1999) 

790del17 V intermedi Deleció de17nt. cpt. Popowska i col. (1995) Karsten i col. (1998a) 

817delC V severa Deleció d'un nt. CCC->CC-, cpt. BungeicoL (1993) 

825del8 V severa Deleció de 8 nt. cpt. Villani i col. (1995) 

829delC V severa Deleció d'un nt. CCC->CC-, cpt. Vafiadaki i col. (1998) 

833insG VI severa Inserció d'un nt. GAA->GGA Vafiadaki i col. (1998) 
953ins14 VI severa Inserció de 14 nt. cpt. Jonsson i col. (1995) 

960delT VI severa Deleció d'un nt. TrA->_TA, cpt. Villani i coL (1995-97) 
991delT VI severa Deleció d'un nt. CCT->CC-, cpt. Rathmann i col. (1996) 

1061delC VII fetus Deleció d'un nt. CGC->-GC, cpt. Goldenfum i col. (1995-1996) 
1082¡nsT - VII severa Inserció d'un nt. GAT->GTA,cpt Hartog i co l (1999) 

1147delA VIII severa Deleció d'un nt. GAA->GA-, cpt. Vafiadaki i COL (1998) 
1156delA VIII lleu Deleció d'un nt. GAA->G-A, cpt. Goldenfum i coL (1995) 
1160delG VIII severa Deleció d'un nt. GCC->-CC, cpt. Rathmann i col. (1996) 

1168delC Vil! intermedi Deleció d'un nt. TAC->TA-. cpt. BungeicoL (1993) 

1173delA VIII severa Deleció d'un nt. AAT->A-T, cpt. Vafiadaki i col. (1998) 
1188¡nsA VIII severa Inserció d'un nt. cpt Li i col. (1999) 
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Mutació Exó Clínica Carácter Codó / Efecte Rsferénclos 

1220del20 Vlll severa Deleció de 20 nt. cpt. Froissart i col. (1998) 

1265deiC Vlll Ileu Deleció d'un nt. CCT->C-T. cpt. Vafiadaki i col. (1998) Li i cd , (1999) Hartog i 

col. (1999) 

1322insC IX NS Inserció d'un nt. cpt. Froissart i col. (1998) 

1328del14 IX severa Deleció de 14nt cpt. Goldenfum i COL (1995) 

1339delTC IX NS Deleció de 2 nt. cpt. Lissens i col. (1997) 

1340delCT IX severa Deleció de 2 nt. cpt. Froissart i col. (1998) Li i col. (1999) 

1344denT IX NS Deleció de 2 nt. i I I - > T - , cpt. Uico l . (1994, 1995, 1999) 

1393insCC IX Ileu inserció de 2 nt. cpt. U ico l . (1994. 1995, 1999) 

1419insGT IX NS Inserció de 2 nt. cpt. Lissens i col. (1997) 

1422del9 IX intennedi Deleció de 9 nt. Deleció de 3 aa. Froissart i coL (1998) 

1436delC IX NS Deleció d'un nt. CTT->-TT, cpt. Bunge i col. (1993) 

1443¡nsA IX severa Inserció d'un nt. AAG->AAA, cpt Villaniicol. (1995-97) 

1460insA IX Ileu Inserció d'un nt. cpt. Isogai i col. (1998) 

1477del9 IX NS Deleció de 9 nt. Deleció de 3 aa. Goldenfum i col. (1995) 

1514del9 IX NS , Deleció de 9 nt. Deleció de 3 aa. Froissart i coL (1998) 

1557deiA IX molt Ileu Deleció d'un nt. GAC->G-C, cpt. Goldenfum i col. (1995-96) 

1606del7 IX NS Deleció de 7 nt. cpt Vafiadaki i COL (1998) 

1632delT IX severa Deleció d'un nt. GTT->GT- Hartog i col. (1999) 

1691insT IX Ileu Inserció d'un nt. TAT->TTAT, cpt. Rathmann i col. (1996) 

1700delG IX Ileu Deleció d'un nt. TGG->TG-, cpt Vafiadaki i col. (1998) 

1704ins14 IX intennedi Duplicado de 14 nt. cpt. Pqsowska i cd. (1995) Karsten i col. (1998a) 

1711delA IX NS Deleció d'un nt. cpt. Froissart i COL (1998) 

4.5.2.4. Mutacions d'splicing 

Son les mutacions menys freqüents en la malaltia cJe Hunter i representen el 

10.3% de les mutacions puntuáis (Taula 7). Cal destacar la mutació G374G, una 

mutació que crea un nou lloc d'splicing a mig exó Vll l que provoca la pérdua de 60 

nucleótids a aquest exó i, per tant, la pérdua de 20 aminoácids a la proteína. 

Aquesta mutació és de les mes freqüents, i ha estat descrita en quasi totes les 

poblacions. 
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Taula 7 . Mutacions d'splicing del gen IDS. 
In- Intró; NS- No se sap; nt. Nucleótid; aa. Aminoácid; Numerado segons Wilson i col. (1990) 

Mutació Exó Clinica Carácter Canvi Referdncies 

125-239del 1 severa Deleció de 38 aa. Schroder i col. (1994) 

IVS1+1G->T In1 Ileu Deleció de 63 nt AGgt-> agtt Goldenfum i col. (1996) 

IVS1-2A->G In1 severa Pérdua del lloc 3' ag->gg Vafiadaki i col. (1998) Karsten i col. (1998b) 
Voskoboeva i col. (1998) Moreira da Silva i col. 
(1999) 

IVS2+1G->A In2 severa Deleció exons II i IH gt->at Froissart i col. (1998) 

IVS2-10T->G In2 Ileu Deleció de 14 aa. gctc->gcgc Vafiadaki i col. (1998) 

IVS3-2A->G InS Intermedi Inserció d'un nt. aagG-> agGG Bunge i col. (1993) 

IVS4+1G->A In4 severa Inserció de 22 aa. AGgt->AGAT Karsten i col. (1998b) Voskoboeva i col. (1998) 

T214R V Ileu Deleció de 67 nt. ACG->agG Rathmann i col. (1996) 

K236K V intermedi Deleció de 37 nt. AAG->AAA Rathmann i col. (1996) 

IVS5+2T->G In5 severa Inserció de 12 aa. Aggt->AGGG Vafiadaki i col. (1998) 

IVS5+934G->A In5 NS Inserció de 141 nt g->a Vallance 1 coi. (1999) 

IVS5-2G->A InS NS ag->aa Ussens i col. (1997) 

L236L V severa Inserció de 12 aa. Vafiadaki i col. (1998) 

E237E \fl severa Deleció de 5 nt. Oisenicol. (1996) 

IVS6+1G->A In6 intermedi gt->ag Karsten i col. (1998b) Voskoboeva i col. (1998) 

IVS6-2A->G In6 severa Deleció de 17 nt. agC->ggc Bunge i col. (1993) Froissart I col. (1998) 

IVS7 In7 severa Inserció de 22 nt. TGgt->tttt Bunge i col. (1993) 

1VS7+2T->C In7 severa Inserció de 8 aa. TGgt->TGGC Vafiadaki 1 col. (1998) 

IVS7+5G->C In7 NS Inserció de 22 nt Liicol. (1999) 

IVS7-133A->G In7 Ileu a->g Rathmann i col. (1996) 

IVS7-8T->G In7 Ileu Inserció de 7 nt. tatgaactagGGT -> 

tagGAACTAGG 

Hopwood Icol. (1993a) 

IVS7-1G->C In7 intermedi Deleció de12nt. agG->acg Bunge i col. (1993) 

G374G \^ll Ileu 

intermedi 

Deleció de 20 aa. AGGC->AGgt Plomen i ctí. (1992) Bunge i col. (1993) 

Hopwood i col. (1993a) Popowska i col. (1995) 

Goldenfum 1 col. (1996) Ben Simon-Schiff i coi. 

(1994) Rathmann i col. (1996) Ussens i col. 

(1997) Balzano i col. (1998) Vafiadaki i col. 

(1998) Karsten i col. (1998b) Hartog i col. 

(1999) U i col. (1999) Moreira da Silva i col. 

(1999) 

IVS8-1G->A In8 Ileu agG->aag Popowska i col. (1995) 

4.6. DISTRIBUCIÓ DE LES MUTACIONS PUNTUALS EN LA ZONA 

CODIFICANT DE L ' /DS 

Mentre que la distribució de les petites insercions i delecions sembla ser a 

l'atzar, les mutacions puntuáis de canvi de sentit i sense sentit semblen ser mes 

freqüents ais exons III, VIH i IX. Aquesta distribució és molt significativa (test = 

35.28; p<2.5x10'^). Ais exons VIII i IX, pero, l'alta freqüéncia de mutacions ve 

donada, básícament, per la recurréncia de mutacions en certs codons (el 374 a l'exó 

VIII i els 443 i 468 a l'exó IX), que s'han trobat en varis pacients. A l'exó III, en canvi, 
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hi ha una gran varietat de mutacions diferents, gairebé totes particulars. Aquest fet 

podria indicar que, com que l'exó III conté seqüéncies especifiques de sulfatases 

que están evolutivament conservades i podria ser un possible lloc catalític, 

alteracions en aquesta zona funcionalment important, sempre donin clínica de la 

malaltia de Hunter (Rathmann i col, 1996). 

4.7 . POLIMORFISMES DESCRITS EN ZONA CODIFICANT DEL GEN IDS 

Al gen IDS s'ha descrit un sol polimorfisme en zona codificant que no canvia 

d'aminoácid. Está situat a l'exó IV i és un canvi silencios de ACC a ACT al codo 146 

que codifica per una treonina (T146T) (Plomen i col, 1992). 

4.8. EL PSEUDOGÉN DE LA IDURONAT-2-SULFATASA (IDS-2) 

Bondeson i col. (1995a) va descriure un pseudogén de la IDS i el va anomenar 

lDS-2. Está situat a 20 Kb teloméricament del gen IDS (Timms i col, 1995) i té 

homología amb els exons II i 111 i els introns 2, 3 i 7 d'aquest gen. El pseudogén té un 

96% d'homologia amb les regions identificades, cal destacar, pero, que l'exó II! del 

gen i el del pseudogén son exactament iguals. La IDS-2 está situada 5'-3' de 

centrómer a telómer, per tant, l'exó II del pseudogén está de costat amb l'exó I del 

gen (Figura 6). 

4.9 . MUTACIONS RELACIONADES AMB EL PSEUDOGÉN 

Recentment s'han descrit varíes mutacions relacionades amb el pseudogén, la 

majoria relacionades amb una recombinació entre l'intró 7 de l'/DS i la seva zona 

homologa de riDS-2, que provoquen delecions de diferents tipus (Birot i col, 1996; 

Bunge i col, 1998a), pero és necessari destacar la primera que es va descriure 

perqué s'ha identificat en un 13% deis pacients (Bondeson i col, 1995b). És una 

inversió del gen IDS deguda a la recombinació entre el gen i el pseudogén que es 

dona entre l'intró 7 del gen i la seva zona homologa del pseudogén. La recombinació 

provoca la inversió del gen, que ara queda orientat 5'-3' centrómer-telómer, i la 

collocació deis exons VIII i IX del gen al costat del pseudogén, per tant, el gen IDS 

es queda amb sois set exons (Bondeson i col, 1995b) (Figura 7). S'ha postuiat que la 

recombinació pot ser deguda a trencaments de la doble cadena en l'intró 7 del gen 

IDS (Lagerstedt i col, 1997). 
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Aquesta mutació dona un patró tipie quan s'analitza el DNA genómic deis 

pacients digerit amb els enzims de restricció EcoRI i HindIII per Southern blot i 

hibridant amb la sonda de! cDNA del gen. Aquest patró ha estat ciau perqué varis 

autors hagin pogut identificar aquesta mateixa mutació en els seus pacients i s'hagi 

vist que és relativament freqüent (Steén-Bondeson i col, 1992; Palmieri i col, 1992; 

Olsen i col, 1996; Rathmann i col, 1996; Moreira da Silva i col, 1999). 

Les altres mutacions que s'han descrit relacionades amb el pseudogén 

comprenen des de delecions de varis exons (del IV al VII, o del V i VI) a inversions, 

totes degudes a la recombinació homologa per trencament de la doble cadena 

(Lagerstedt i coi, 1997) en una zona de 1.6Kb que presenta una homología del 96% 

entre l'intró 7 del gen i el de riDS-2, pero, ais pacients estudiats, el punt de 

recombinació és sempre diferent, el que indica una gran tendencia d'aquesta zona a 

la recombinació. El que resulta sorprenent és que des de la segona meitat de l'exó 11 

a la primera meitat de l'intró 3 de riDS-2 hi hagi una homologia encara superior amb 

la zona corresponent de l'/DS (98.4%) i en canvi no s'hagi observat fins ara cap 

inversió deguda a la recombinació en aquesta zona (Bunge i col, 1998a). 
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Figura 6. Estructura del gen /DS i del pseudogén IDS-2 
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Figura 7. Recombinació intracromosómica entre el gen /DS i el pseudogén IDS-2 
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4.10. H E T E R O G E N E Í T A T G E N É T I C A 

Tal i com es pot veure, la malaltia de Hunter es caracteritza per una gran 

heterogeneítat genética. Hi ha una gran quantitat de mutacions descrites diferents 

que donen lloc a la malaltia amb diferents graus de severitat, i albora, també s'ha 

pogut comprovar que una mateixa mutació en diferents famílies pot donar lloc a 

clíniques diferents, com per exemple les mutacions R468Q, R468L o G374G 

(Schroder i col, 1994). Fins ara no es sap massa el perqué d'aquesta diversitat 

clínica davant les mateixes mutacions i es postula la diferencia de fons genétic. 

D'altra banda, la gran varietat de mutacions descrites podría ser la causa de la gran 

heterogeneítat clínica que hi ha en la malaltia de Hunter (veure apartat 4.2.3). 

4 . 1 1 . C O R R E L A C I Ó G E N O T I P - F E N O T I P 

El fet que en aquesta malaltia les mutacions son, en la majoria deis casos, de 

tipus particular, dificulta l'estudi de correlacions genotip-fenotip ja que un sol cas per 

mutació no permet generalitzar. Sois s'ha pogut estudiar en els casos de les 

mutacions que s'han trobat en varis pacients i, tot i així, s'ha vist que la malaltia és 

molt heterogénia i que una mateixa mutació pot donar fenotips diferents (veure 

apartats 4.5). 

De totes maneres, s'ha intentat treure algunes conclusions deis estudis 

mutacionals fets en pacients Hunter i s'ha vist que, en general, les mutacions sense 

sentit {nonsense) i els grans reordenaments estructuráis (deiecions, insercions, 

inversions i duplicacions), solen estar associades amb un fenotip intermedi o sever, 

ja que aquest tipus de mutacions donen com a resultat proteínes truncades molt 

curtes que acostumen a mancar (sovint completament) d'activitat enzimática 

(Rathmann i col, 1996). D'altra banda també s'ha vist que en el cas de les grans 

deiecions, la deleció de gens veíns poden contribuir a la variabilitat clínica (Wiison i 

col, 1991). 

Els pacients que presenten mutacions de canvi de sentit (missense) presenten 

fenotips que van des de molt lleu a sever, pero les que afecten residus que están 

conservats en les sulfatases (Tomatsu i col, 1991; Franco i col, 1995) acostumen a 

presentar clíniques intermedies o severes. 

Les mutacions d'splicing i les petites insercions i deiecions, provoquen, també, 

un gran ventall de clíniques. 
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Tenint en compte, dones, la gran fieterogeneítat clínica i la gran heterogeneítat 

genética, és molt difícil establir correlacions genotip-fenotip que serien molt útiis per 

intentar predir el curs de la malaltia (Rattimann i col, 1996). 

4.12. ORIGEN FAMILIAR DE LES MUTACIONS 

Rathmann i col. (1996), després de recollir dades de 50 families amb la malaltia 

de Hunter, van veure que les mutacions (sobretot les puntuáis) ocorrien amb molta 

freqüéncia en la meiosi masculina. Aquesta observado está d'acord amb les fetes en 

altres malalties Iligades al cromosoma X com la distrofia muscular de Duchenne 

(Grimm i col, 1994), l'hemofília A (Knobloch i col, 1993) i l'hemofília B (Becker i col, 

1996). Si aquesta afirmació es confirma en mes families pot teñir una implicado 

important peí consell genétic de les familiars femenines de pacients amb MPS II, 

perqué la freqüéncia de portadores entre les mares deis casos esporádics sembla 

ser mes alta que el valor esíadístic que s'esperaria per una malaltia genética letal 

Hígada al cromosoma X (aprox. un 60%, Chase i col. (1986)), 

4.13. DIAGNÓSTIC DE PORTADORES I DIAGNÓSTIC PRENATAL 

Degut a que la malaltia de Hunter és Iligada al cromosoma X, el diagnóstic de 

portadores i el diagnóstic prenatal s'ha convertit en una eina molt important per a fa 

prevenció de la malaltia. Les dones portadores son absolutament assimptomátiques, 

excepte comptades excepcions (veure apartat 4.14.), i l'estudi de l'activitat 

enzimática no acostuma a aclarir el seu estat, ja que els valors enzimátics de les 

heterozigotes es solapen amb els valors controls. És per aixó que l'estudi molecular 

de les families amb membres afectes s'ha tornat quasi imprescindible per poder 

diagnosticar les dones portadores de la familia i poder oferir-los el diagnóstic 

prenatal. 

4.14. DONES AMB LA MALALTIA DE HUNTER 

En general, les dones portadores de la malaltia de Hunter son totalment 

assimptomátiques, d'altra banda, no s'han descrit dones homozigotes per aquesta 

malaltia perqué els homes afectats de la malaltia de Hunter no arriben a l'edat adulta 

o si hi arriben no es reprodueixen. S'han descrit, pero, algunes excepcions de dones 

portadores de la malaltia i amb la simptomatologia típica. 
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Mossman i col. (1983), per exemple, van descriure una nena de tres anys amb 

clínica típica de Hunter. La nena presentava una translocació recíproca equilibrada 

entre els cromosomes X i 5 amb el punt de tall al locus Xq28. Aquest cas va ajudar a 

la localització del gen. Un cas semblant va ser descrit per Broadhead i col. (1986) en 

una nena de dos anys i mig que presentava una deleció parcial del bra? llarg d'un 

deis cromosomes X. 

D'altra banda, Winchester i col. (1992) van descriure una nena amb el cariotip 

normal que presentava la malaltia. La nena era bessona univitel.lina d'una altra nena 

absolutament assimptomática. Els estudis moleculars que se li van fer van demostrar 

una inactivació no-a l'atzar del cromosoma X no mutat en els seus fibroblasts i 

limfocits, mentre que la seva bessona mostrava una inactivació equilibrada deis dos 

cromosomes X. Aquesta inactivació del cromosoma no mutat és la causant de la 

malaltia en dones i també es va veure que ho era en el cas de la nena descrita per 

Broadhead i col, (1986). Altres autors han descrit, també, casos de nenes afectes, 

totes amb el rerafons de la inactivació no-a l'atzar del cromosoma no mutat (Clarke i 

col, 1992; Sukegawa i col, 1997 i 1998). 

4.15. SELECCIÓ POSITIVA PER L'AL.LEL MUTAT? 

Zlotogora i col. (1985) van descriure que en jueus asquenasites d'Israel hi 

havia una gran desviado en la segregado deis al.lels normal i mutant en les dones 

heterozigotes afavorint el mutant. En la població no-asquenasita, el factor de 

segregado era semblant a l'esperat (Archer i col, 1983; Tónnesen, 1984). 

Posteriorment, Zlotogora i col. (1991) van donar mes evidéndes que en les famílies 

d'origen asquenasita hi havia una desviado significativa del factor de segregado 

entre l'al.lel mutat i el normal en la descendencia de mares heterozigotes i entre els 

germans de nens afectats, suggerint una selecció positiva a favor del cromosoma X 

que duia la mutació. Aquesta selecció, aparentment, no s'ha observat en altres grups 

étnics. L'explicació que donen és que pot ser deguda a un altre gen Iligat molt proper 

que fací que aquesta característica sigui típica de la poblado jueva, o bé que la 

mutació per si mateixa doni una avantatge selectiva al cromosoma. 

En canvi, Machill i col. (1991), després d'estudiar cinc famílies amb un total de 

158 casos, van veure que l'al.lel mutant segregava tal i com s'esperava segons les 

liéis mendelianes per una malaitia Hígada al cromosoma X, pero que la proporció de 
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casos esporádics era significativament mes baixa que l'esperada per l'equilibri 

mutació-selecció. 

4.16. TERÁPJA 

4 . 1 6 . 1 . TRASPLANTAMENT DE MOLL D'OS 

Així com en la malaltia de Hurler aquest tractament s'ha utilitzat molt i ha tingut 

resultats bastant satisfactoris (veure seccions 2.9.2 i 3.10.1), en la malaltia de Hunter 

aquest tipus de terapia s'ha utilitzat en pocs pacients i els resultats obtinguts no han 

estat tan bons com s'esperava. 

En general s'ha vist com l'edat a la qual es fa el trasplantament és molt 

important de cara a la millora de la clínica, sobretot des del punt de vista del dany 

cerebral, ja que s'ha descrit que, per exemple, un trasplantament fet en un nen de 29 

mesos amb fenotip sever de la malaltia no ha aconseguit aturar el deteriorament de 

les habilitats neurocognitives (McKinnis i col, 1996). En altres pacients trasplantats, 

s'ha observat una disminució de l'excreció de glucosaminoglicans en orina i un 

augment de l'activitat iduronat-2-sulfatasa en serum i leucocits; s'ha normalitzat la 

mida del fetge i la melsa, ha millorat la mobiiitat de les articulacions i s'ha recuperat 

parcialment les funcions motores i socials (Coppa i col, 1995; Li i col, 1996b), pero la 

malaltia progressa, tot i que mes lentament que abans del trasplantament, i si es 

teñen en compte els riscos de l'operació, la manca de donadors histocompatibles. 

Taita mortalitat del 20% al 50%, les complicacions com el rebuig de la nova medulla i 

les millores clíniques que se n'obtenen, es conclou que aquest tipus de terapia és 

aplicable sois en casos molt concrets i escollits, i aixó ha fet que en aquesta malaltia 

no sigui gaire habitual el trasplantament de moll d'os (Maria i col, 1997; Vellodi i col, 

1999). 

4 . 1 6 . 2 . TERAPIA GÉNICA 

Com a terapia alternativa s'está estudiant la possibilitat d'utilitzar la terapia 

génica per subministrar l'enzim IDS per tractar la malaltia de Hunter. Braun i col. 

(1993) van utilitzar el vector retrovíric L2SN per transduir el gen IDS a línies cel-lulars 

limfoblastoides de pacients amb la malaltia de Hunter. Les línies cellulars van 

expressar alts nivells d'activitat de l'enzim iduronat-2-sulfatasa (de 10 a 70 vegades 
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superior que en leucocits de sang periférica) i la manca d'acumulació de sulfat 

marcat radioactivament ais GAGs va indicar que l'enzim IDS recombinant participava 

en el metabolisme deis glucosaminoglícans. 

El 1995 es va aprovar el primer assaíg clínic de terapia génica en limfocits per 

tractar la forma lleu de la malaltia (Whitley i col, 1996; Braun i col, 1996) i encara avui 

continua vigent. 

Arran deis resultats obtinguts per Di Francesco i col. (1997) es va aprovar el 

segon protocol de terapia génica a carree del Dr. F. Zacchello per tractar els pacients 

amb la forma severa de la malaltia. Aquest grup utilitza de vector adenovirus ja que 

s'ha comprovat que aquests poden infectar céllules del sistema nervios central 

sense gaire (o gens) resposta immunológica. 

Així, la terapia génica és, ara per ara, l'esperanga peí tractament de la malaltia 

de Hunter (per mes informació sobre els protocols de terapia génica consultar la 

página web http://wvvw.wiley.co.uk/genetherapy). 

4.17 . MODELSANIMALS 

Així com en la mucopolisacaridosi de tipus I existeixen modeis caní i felí de la 

malaltia i fins i tot s'hi ha pogut treballar per provar possibles terápies (veure secció 

3.11), no ha estat fins fa poc que s'ha trobat el model caní de la malaltia de Hunter 

(Wiikerson i col, 1998). El gos, un Labrador Retriever, representa el primer model, i a 

mes natural, de la MPS II. La malaltia va ser diagnosticada perqué el gos presentava 

descoordinació progressiva, intolerancia a l'exercici i problemes visuals, també 

presentava trets facíais toscos, macrodactilia, distrofia corneal unilateral, osteopénia 

generalitzada i deteriorament neurológic progressiu. El curs clínic va anar empitjorant 

i finalment ais 5 anys de vida es va haver de sacrificar el gos. 
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LA LEUCODISTRÓFIA METACROMÁTICA 

5 . 1 . D E S C R I P C I Ó 

La leucodistrófia metacromática (LDM, MIM 250100) és una malaltia hereditaria 

d'acumulació lisosómica produída per la deficiencia de I'enzim ariisulfatasa A que 

afecta el metabolisme de la mielina. La malaltia, que va ser descrita per primera 

vegada per Greenfield (1933), es caracteritza per l'acumulació del galactosil sulfat (o 

cerebrósid sulfat) en la substancia blanca del sistema nervios central i ais nervis 

periférics. E! cerebrósid sulfat i, en menys quantitat, el lactosil sulfat, també 

s'acumulen al ronyó, a la bufeta del fel i a altres órgans viscerals i son excretats en 

excés en orina (Austin, 1960). En les preparacions histológiques formen masses 

granulars esfériques que es tenyeixen metacromáticament. Aquesta malaltia, dones, 

és una sulfatidosi dins el grup de les esfingolipidosis. 

La LDM pot ser deguda, també, a la deficiencia de la saposina B, la proteína 

activadora del cerebrósid sulfat. 

5.2. ELS SULFOLÍPIDS O SULFÁTIDS 

El terme sulfolípid és aplicable a un ampli ventall de lípids que contenen sofre. 

Aquest pot estar present en varis estats d'oxidació i pot estar enllagat directament a 

l'element lipidie o estar-hi indirectament associat a través d'un sucre o d'un 

aminoácid. Si considerem les lipidosis que afecten sulfátids, només ens interessen 

els sulfolípids que presenten ésters de sulfat, sobretot els que están sulfatats a! 

residu 3-hidroxil d'una galactosa. El mes abundant d'aquests és el cerebrósid sulfat, 

un glicoesfingolípid que és present en altes coneentracions en la mielina del sistema 

nervios central i periférie i al fetge (Kikkawa i col, 1991), també es pot trobar en altres 

teixits, sobretot els que teñen un epiteli amb molta excreció, com les mucoses 

respiratóries i gástriques, la bufeta del fel i l'endometri uterí (Abe i col, 1977; Krivan i 

col, 1989; Natomi i col, 1990; Takamatsu, 1992). També es troba a fluids del eos 

com el serum, l'orina i el fluid eerebrospinal (Zhu i col, 1991; Kaye i col, 1992; Molzer 

i col, 1992). 

L'estructura del cerebrósid sulfat es pot veure a la figura 8. L'esfingosina unida, 

en el C-2, a un grup acil d'un ácid gras de cadena llarga (C16-C24) es denomina 

ceramida, i el seu galactosil derivat galactoeerebrósid. El cerebrósid sulfat és un 
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galactocerebrósid amb un grup sulfat al C-3 de la galactosa. El lactosil sulfat és una 

ceramida unida a una lactosa que presenta un grup sulfat al C-3 de la galactosa. 

T ° ^ c W W W W V W 

so,- ^S.AAAAAAA 

°H OH "^cVvAAAAAAAAV 
° HO CH2^0. , 't'S^Ov a 

Figura 8 . Estructura d'alguns sulfolípids. (A) galactosil sulfátid; cerebrósid 

sulfat; galactosil-3-suifat ceramida. (B) Lactosil sulfátid; galactosil-3-sulfat-glucosil 

ceramida; lactosil ceramida 3-sulfat. 

5.3. C L Í N I C A 

La deficiencia de l'ariisulfatasa A pot donar un gran ventall de clíniques pero 

s'ha intentat dividir les diferents presentacions en tres grups segons l'edat d'aparició 

de la malaltia i la severitat de l'afectació. En general, pero, els pacients pateixen 

d'una desmielinització progressiva que causa una gran varietat de símptomes 

neurológics com ataxia, atrofia óptica, demencia, convulsions i tetraparesi espástica. 

Uns anys després de Taparició de la malaltia els pacients moren en un estat 

decerebrat (Gieselmann i col, 1994). 

5 . 3 . 1 . FORMA INFANTIL 

La forma infantil es presenta entre el primer i segon any de vida. S'evidencia un 

retard del desenvolupament, amb alentiment en aprendre a caminar i dificultats per 

comengar a pariar, també es presenten caigudes freqüents. Teñen feblesa i 

hipotonia a ambdues carnes, A mesura que la malaltia progressa es produeix una 

regressió mental, pérdua del llenguatge i presenten atrofia óptica; a la llarga els 
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pacients s'han de quedar al Hit ja que no poden aguantar-se drets i en la fase 

terminal de la malaltia presenten ceguesa i una incapacitat total de relacionar-se 

amb el seu entorn. Els pacients afectes amb la forma infantil acostumen a morir 

abans deis deu anys de vida (Kolodny i Fluharty, 1995). Aquesta forma representa el 

60% deis casos de LDM (Gieselmann i col, 1994). 

5.3.2. FORMA JUVENIL 

En la forma juvenil, la malaltia apareix entre els 3 i els 16 anys de vida. En la 

majoria deis casos es comenta a notar una baixada en el rendiment escolar, 

confusió en seguir direccions, comportament anormal i incontinencia, posteriorment 

els pacients presenten problemes en la paría, anomalies posturals, augment del to 

muscular i tremolors. Al cap d'un any el nen deixa de poder caminar i la malaltia va 

progressant pero no tant rápid com en la forma infantil, de manera que el curs de la 

malaltia pot durar fins a 20 anys, tot i aixi, la majoria deis pacients amb la forma 

juvenil no acostumen a arribar a la vintena (Kolodny i Fluharty, 1995). Aquesta forma 

representa el 30% deis casos de LDM (Gieselmann i col, 1995). 

5.3.3. FORMA ADULTA 

La forma adulta de la malaltia, pot aparéixer quasi a qualsevol edat a partir de 

la pubertat, s'han descrit casos des deis 14 ais 62 anys. En la majoria deis casos, a 

partir del moment que es presenta la malaltia, els pacients sobreviuen de 5 a 10 

anys mes, pero s'han donat casos de cursos mes rápids i casos en qué la malaltia 

progressa lentament durant váries décades. Normalment es detecta la malaltia per 

un canvi de personalitat i per problemes en seguir a l'escola o a la feina, l'individu 

esdevé ansiós, apátíc i emocionalment inestable. Es pot observar poca memoria, 

pensament desorganitzat i pérdua de la capacitat de concentrado, acostumen a 

seguir tractament psiquiátric degut a símptomes de depressió, psicosi tipus 

esquizofrenia o alcoholisme crónic. Al final de la malaltia es presenta una pérdua de 

contacte del padent amb el seu entorn, postura decorticada i reflexos patológics, fins 

arribar a un estat severament deteriorat en el qual el pacient és mut, cec, no es mou 

del Hit i no dona absolutament cap resposta (Kolodny i Fluharty, 1995). La forma 

adulta representa un 10% deis casos deis padents amb LDM, tot i que recentment 

sembla identificar-se'n mes casos degut al millor coneixement de la malaltia i, casos 
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que abans es diagnosticaven com a casos psiquiátrics, ara es diagnostiquen com a 

leucodistrófia metacromática (Gieselmann i col, 1994). 

5.4. DIAGNÓSTIC BIOQUÍMIC 

El diagnóstic de la leucodistrófia metacromática s'orienta a partir de la detecció 

de sulfátids en orina i es confirma per la redúcelo de l'activitat de l'enzim arilsulfatasa 

A a nivells patológics. 

La mesura de l'activitat de l'arilsulfatasa A es pot realitzar en leucocits i/o en 

fibroblasts cultivats a partir de biópsia de pell, i els valors que s'aconsegueixen son 

del tot fiables per la detecció de malalts (ja que donen del O al 15% de l'activitat 

control) i bastant indicatius per la detecció de portadors, ja que aquests acostumen a 

presentar la meitat de l'activitat que s'observa en controls. Així mateix, es poden 

realitzar diagnóstics prenatais en amniocits cultivats o vellositats corióniques 

cultivades. 

D'altra banda, s'ha de teñir en compte que la disminució de l'activitat de 

l'arilsulfatasa A respecte els controls, també pot ser deguda a la pseudo-deficiéncia, 

condició que abaixa els valors enzimátics pero fins a nivells que no son mal 

patológics. La presencia de la pseudo-deficiéncia pot dificultar el diagnóstic tant de 

malalts com de portadors i pot fer donar falsos diagnóstics, és per aixó que la 

determinado de la pseudo-deficiéncia a nivell molecular és de gran ajut en aquests 

casos. 

5.5. HERENCIA 

La leucodistrófia metacromática és una malaltia lisosomica hereditaria 

autosómica recessiva. 

5.6. INCIDENCIA 

Tot i que hi ha poques referéncies en aquest sentit, s'ha estimat una incidencia 

general per la LDM de 1 en 100.000 naixements (Kolodny i Fiuharty, 1995), pero 

s'han descrit altres incidéncies segons la població estudiada. Així, es va veure que la 

LDM de forma infantil presentava una incidencia de 1 en 40.000 al nord de Suécia i a 

l'estat de Washington (Gustavson i Hagberg, 1971; Farrell, 1981), en jueus 

habbanites s'ha trobat molt mes elevada, de 1 en 75 (Zlotogora i col, 1995), i en indis 
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Navajos s'ha estimat una freqüéncia de portadors de 1 en 40 (Pastor-Soler i col, 

1995), d'altra banda, en població francesa i alemanya s'han estimat incidéncies de la 

malaltia molt inferiors, de 1 en 130.000 i de 1 en 160.000 respectivament (Guibaud i 

col, 1973; Heimico l , 1997). 

5.7. L'ARILSULFATASA A 

L'arilsulfatasa A (ARSA, EC 3.1.6.8) o galactoeerebrósid sulfatasa, es troba en 

tots els teixits i fluids del eos, és una glicoproteína acídica amb un punt isoeléctric 

baix degut a un alt contingut deis ácids aspártie i glutámic. Per sobre de pH 6.5, 

I'enzim es presenta com a monómer d'un pes molecular aproximat de lOOKDa, i a 

pH 4.5 forma un dímer de dues subunítats no idéntíques de 63 í 54 KDa en orina 

(Laidler i col, 1985); en fetge, placenta i fibroblasts, les dues subunítats teñen mides 

lleugerament diferents que varíen deis 55 ais 64KDa (Draper i col, 1976; Waheed i 

col, 1982; Fujií icol , 1992). 

Com altres enzíms lisosómics, l'ARSA es síntetitza ais ribosomes llígats a 

membrana com a precursor glíeosílat, després passa peí retiele endoplasmátic i 

l'aparell de Golgi, on els oligosacárids llígats al N de l'asparagína son processats 

amb la formado d'oligosaeáríds fosforilats de tipus eomplex (Braulke i col, 1990). En 

fibroblasts normáis cultivats, es produeix un polipéptid precursor de 62KDa que entra 

via receptor manosa-6-fosiat a un endosoma prelisosómic, abans d'entrar al 

lisosoma, la pro-forma de I'enzim és processada cap a dues formes madures de 61.5 

i 57 KDa per un trencament de cap a 50 residus del l'extrem C-terminal (Waheed i 

col, 1982; Kelly i col, 1989; Braulke i col, 1990). 

El lloc eatalítie de l'arilsulfatasa A conté un residu d'histídína essencial i un o 

mes residus d'argínina (Lee i Van Etten, 1975; James, 1979). 

L'arilsulfatasa A hidrolítza in vivo diferents substrats com Tácid ascórbie-2-

sulfat, el eerebrósid-3-sulfat, el lactosil ceramida-3-sulfat, el semínolípid i la psíeosína 

sulfat, en canvi no pot hídrolitzar el condroitin sulfat, el cerebrósid-6-sulfat o la 

galactosa-6-sulfat (Farooqui i Mandel, 1977). Tot i que l'ádd ascórbic-2-sulfat és 

també un substrat natural de l'ARSA, no s'aeumula en padents LDM degut a que 

també pot ser hidrolitzat per l'arilsulfatasa B (Roy, 1975). D'altra banda, tots els 

sulfátids que son substrats de l'ARSA neeessiten unir-se a un activador natural, la 

saposina B, per poder ser hídrolitzats. 
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5.8. L ' A C T I V A D O R N A T U R A L : S A P O S I N A B 

La hidrólisi de la majoria d'esfingolipids requereix l'acció de petites 

glicoproteínes anomenades proteínes activadores d'esfingolipids {Sphingolipid 

Activator Proteins, SAP) (per resum veure O'Brien i Kishimoto, 1991). Aqüestes 

proteínes actúen com a detergents solubilitzant els substrats lipidies iiidrofóbics o 

estimulant l'enzim directament. L'ariisulfatasa A només pot hidrolitzar el seu substrat 

amb l'ajuda d'una SAP (Fischer i Jatzkewitz, 1977). Aquesta proteína solubilitza el 

cerebrósid sulfat i el fa accessible per l'acció hidrolitica de l'enzim i, per tant, la 

deficiencia de la proteína activadora pot causar també leucodistrófia metacromática 

(Shapiro i col, 1979), pero aquesta deficiencia és molt menys freqüent que la de 

l'ARSA. 

D'un polipéptid precursor comú anomenat prosaposina se'n deriven quatre 

proteínes activadores anomenades saposina A, B, C i D. La prosaposina és una 

glicoproteína de 524 aminoácids amb quatre dominis de proteína homólegs, de cap 

a 80 aminoácids cada un, que están separats per regions que funcionen com a 

espaiadors entre els dominis (Fürst i col, 1988; O'Brien i col, 1988). La prosaposina 

és tallada proteolíticament donant lloc a quatre proteínes saposines madures 

(Fujibayashi i Wenger, 1986) que poden estimular diferents enzims que hidrolitzen 

esfingolípids. El corréete funcionament de l'ariisulfatasa A depén de la presencia del 

segon domini de la prosaposina, correspqnent a la saposina B (SAP-B). Aquesta, 

forma un complex 1:1 amb els sulfátids que son els substrats de l'ariisulfatasa A, 

permetent la seva hidrólisi. 

Es poden donar mutacions al domini de la SAP-B que interferirán en la seva 

funció, per les quals l'ariisulfatasa A no será capa? d'hidrolitzar els substrats per qué 

no están units a la proteína activadora. Una deficiencia d'aquest tipus es caracteritza 

peis mateixos símptomes clínics tipies de la leucodistrófia metacromática pero 

acostuma a complicar la interpretado de l'análisi bioquímic perqué l'activitat de 

l'ariisulfatasa A presenta valors normáis. És el que s'anomena leucodistrófia 

metacromática deguda al déficit de SAP-B i és molt poc freqüent (una dotzena de 

malalts descrits fins ara). 
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5.9. EL GEN DE L'ARILSULFATASA A (ARSA) 

5.9.1. LOCALITZACIÓ 

El gen de l'ariisulfatasa A (ARSA) ha estat localitzat a l'extrem terminal del hrag 

llarg del cromosoma 22, al locus 22q13.31-qter (Geurts van Kessel i col, 1980; 

Narahara i col, 1992). 

5.9.2. ESTRUCTURA DEL GEN 

Kreysing i col. (1990) van establir l'estructura del gen de l'ariisulfatasa A 

humana. El gen té vuit exons que van de 103 a 320 nucleótids i és relativament petit, 

ja que la zona codificant, que ocupa 1.5Kb, sois agafa 3.2 Kb de DNA genómic. La 

seqüéncia d'aminoácids que codifica és de 507 residus, encloent un péptid senyal de 

18 aminoácids. Totes les unions d'splicing intró-exó segueixen la seqüéncia 

consensus GT/AG. S'han identificat varis llocs d'iniciació de la transcripció entre els 

nucleótids -367 i -387 i s'ha identificat una regió promotora pero que no conté les 

típiques caixes TATA i CAAT. També s'ha identificat un senyal de poliadenilació 

AATAAC a uns 100 nucleótids del codo de terminado TGA, pero tot i així, sembla 

que la regió 3' no traduí'da continua fins a una distancia considerable de la zona 

codificant, i sembla que hi podria haver dos senyals mes de poliadenilació 

(Gieselmann i col, 1991a). 

S'han identificat tres mRNAs diferents transcrits del gen ARSA, de 2.1, 3.7 i 4.8 

Kb, probablement deguts a l'ús de diferents senyals de poliadenilació, pero el que és 

majoritari í responsable de la síntesí d'ariisulfatasa A funcional és el de 2.1Kb 

(Kreysing i col, 1990). 

L'estructura del gen és la de la figura 9. 

Aminoácids 

1 73 74 153 154 226, 227 283 284 324 325367 368401 402 507 
I I I I I I I f I I I I i I f i 

1 il III ÍV V 1 il III ÍV V VI V! VIH 

Figura 9. Estructura del gen de l'ariisulfatasa A (ARSA) 
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El cDNA de l'arilsulfatasa A és de 2027pb i presenta una pauta oberta de 

lectura de 1521 pb, s'hi ha trobat tres llocs potenciáis de N-glicosilació (Stein i col, 

1989), pero s'ha vist que l'arilsulfatasa A només té dues cadenes laterals 

d'oligosacárids (Waheed i col, 1983) i no se sap quins deis tres llocs son utilitzats. 

5.10. MUTACIONS DESCRITES AL GEN ARSA 
Fins a l'actualitat s'han descrit una setantena de mutacions al gen ARSA 

causants de leucodistrófia metacromática. Cal destacar que no s'han descrit grans 

delecions ni reordenaments del gen i, per tant, en la majoria deis casos el defecte ais 

aliéis LDM son deguts a mutacions puntuáis i petites delecions o insercions. 

5 . 1 0 . 1 . MUTACIONS DE CANVI DE SENTIT {MISSENSE) 

Les mutacions de canvi de sentit son la majoria de les mutacions puntuáis 

descrites al gen ARSA, representen el 74.7% (Taula 8). Quasi totes elles son de 

carácter particular, en la majoria deis casos sois s'han trobat en una sola familia. 

D'aquestes mutacions cal destacar la mutació P426L. Polten i col. (1991) la van 

descriure com a una mutació associada a fenotip juvenil o adult que en les 

poblacions alemanya i holandesa representava un 25% deis al-leis LDM, era, per 

tant, la mutació de canvi de sentit descrita mes freqüent. Posteriorment altres autors 

han donat diferents freqüéncies de la mutació: 16.2% ais británics (Barth i col, 

1993b) i 14.3% ais franceses (Draghia i col, 1997). S'ha hipotetitzat que la mutació 

dona fenotip adult o juvenil degut a que la proteína es sintetitza en quantitats 

normáis, l'activitat és normal i arriba correctament ais lisosomes, pero un cop allá, 

l'enzim pateix una redúcelo drástica en la vida mitjana (Gieselmann i col, 1994). 

Aquesta mutació s'ha trobat a quasi totes les poblacions, pero se n'han descrit 

d'altres que en determinades poblacions representen un percentatge molt alt deis 

aliéis LDM, com per exemple la T274M, que representa el 20% deis al iéis en 

pacients austraiians (Gieselmann i col, 1994), la G99D, present en un 66% deis 

al iéis LDM en japoneses (Kondo i col, 1991) o la mutació P377L, que representen el 

100% deis aliéis estudiats en sis famílies jueves que viuen a Habban (Zlotogora i 

col, 1995). 

D'altra banda, cal destacar que no s'ha descrit cap mutació de canvi de sentit a 

l'exó I, i que l'exó que en presenta mes és l'exó II. 
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Draghia i col. (1997) van descriure la mutació R496H com a una mutació nova 

de canvi de sentit causant de LDIVl, posteriorment Ricketts i col. (1998) van 

desmentir aquesta afirmació, ja que van trobar-!a en un 9% de poblado control i van 

comprovar que l'activitat de I'enzim ARSA era del tot normal. Aquest canvi, dones, és 

un polimorfisme descrit en el gen ARSA (Taula 12). 

Taula 8 . Mutacions de canvi de sentit (missense) del gen ARSA. NS- No se sap 
Mutació Exó Clinica Canvi da 

nucleótid 

De A Referéncies 

P82L II NS CCG->CTG Pro Leu Barth t col. (1995) 

R84Q li Adult CGG->CAG Arg GIn Kapplericol. (1992) 

G86D II Infantil GGC->GAC Gly Asp Heinisch i col. (1995) 

S95N 11 Infantil :AGC->AAC Ser Asn Draghia i col. (1997) 

S96F II Infantil TCC->TTC Ser Phe Giesetmann i col. {1991b) Pertóen icol. {l993)Salamon i coi. (1994) 

S96L 11 Infantil TCC->CTC Ser Leu Heinisch 1 col. (1995) 

S96G II NS NS Ser Gly Giesetmann i col. (1998) 

G99D II Adult GGC->GAC Gly Asp Kondoícol. (1991) 

G119R II Juvenil GGA->AGA Gly Arg Draghia i col. (1997) 

G122S ¡I Adult GGC->AGC Gly Ser Kappler i col. (1994), Honke i col. (1993) 

L135P 11 Mm CTG->CCG Leu Pro Ooniez-Ura i cd. (1998) 

P136L 11 Infantil CCC->CTC Pro Leu Heinisch i coi. (1995) 

P148L II Juvenil CCG->CTG Pro Leu Qu i col. (1999) 

D152Y II NS GAC->TAC Asp Tyr Draghia i col. (1997) 

G154D tli NS GGC->GAC Gly Asp Kapplericol. (1994) 

P155R ill NS CCC->CGC Pro Gieselmanrj i col. (1998) 

P167R III NS CCT->CGT Pro Arg Kappler icol. (1994) 

D169N III NS GAC->AAC Asp Asn Gieselmann i col. (1998) 

C172Y III NS TGT->TAT Cys Tyr Barth i col. (1995) 

1179S ni Juvenil ATC->AGC lie Ser Penzien i coi. (1993). Fluharty i col. (1991) Gomez-Ura í col. (1998) 

Adult Penjsi i col. (1999) Hatea» i col. (1999) Maroaoi col. (1999b) 

Q190H til NS CAG->CAC Gtn His Heinisch i col. (1995) 

P191T III Juvenil CCC->ACC Pro Thr Qu i coi. (1999) 

Y201C III NS TAC->TGC Tyr Cys Barth i col- (199S) 

mm HI Adult GGC->GTC Ala Barth i col. (1993a) Draghia i col. (1997) 

A224V III Adult GCC->GTC Ala Val Barthi col. (1993a) 

P231T IV NS CCT->ACT Pro Thr Cailiaud i col. (1993) 

R244G IV Infantil CGC->TGC Arg Cys Draghia i col. (1997) 

R244H IV Infantil CGC->CAC Arg His Draghia i col. (1997) 
G245R IV Infantil GGG->AGG Gly Arg Hasegawa i col. (1993) 
S250Y IV Infantil TCC->TAC Sa- Tyr Draghia i col. (1997) 
E253K IV infantil GAG->AAG Glu Lys Regis i col. (1999) 

D255H IV Infantil GAT->CAT Asp His Ussens i col. (1996) Marcao i col. (1999b) 
T274M IV Infantil ACG->ATG Thr Met Harvey i col, (1993) Heinisch i col. (1995) 
D281Y IV Adult GAC->TAC fisp Tyr Halsalí i ceJ, (1999) 
R288C V NS CGT->TGT Arg Cys Gieselmann i col. (1898) 
S295Y V Infantil TCC->TAC Ser Tyr Barth i coi. (1993a) 
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Mutació Exó Clínica Canvi de 

nucleótid 

De A Referéncies 

U298S V Infantil TTG->TCG Leu Ser Kurosawa i col, (1998) 

C300F V Infantil TGT->Trr Cys Ptie Marcaoicol. (1999a) 

G309S V Infantil GGT->AGT Gly Ser Kreysing i col. (1993) 

R311Q V NS CGA->CAA Arg GIn Barthicol, (1995) 

A314T V Infantil GCC->ACC Ala Thr Draghiaicol. (1997) 

D335V VJ Infantil GAC->GTC Asp Val Gieselmann i col, (1998) Qu i col. (1999) 

K367N VI Juvenil AAG->AAC Lys Asn Draghia i col. (1997) 

R370W VII Infantil CGG->TGG Arg Trp Heinisch i col. (1995) 

R370Q VII Adult CGG->CAG Arg GIn Heinisch i col. (1995) 

P377L VII Infantil CCG->CTG Pro Leu Zlotogora i col. (1994a) 

E382K Vil Juvenil 6AG->AAG Glu Lys Barthicol. (1993a) 

R384C VII Juvenil CGT->TGT Arg Cys Draghiaicol. (1997) 

R390W Vil Juvenil CGG->TGG Arg Trp Draghia i col. (1997), Barth i col. (1995) 

R390Q VII Juvenil CGG->CAG Arg GIn Coulter-Mackie i Gagn¡er(1998) 

H397Y VII Adult CAC->TAC His Tyr Coulíer-Mackie i Gagnier (1998) Qu i col. (1999) 

T409I VIII Adult ACT->ATT Thr lie Hasegawa i col. (1994) 

P425T VIII Juíffinil CCC->ACC Pro Thr Marcao i col, (1999a) 

P426L VIII Juvenil / 

adulta 

CCG->CTG Pro Leu Polten i col, (1991), Penzien i col. (1993) Berger i col. (1993) Barth 1 

col. (1993b) Berger i col. (1997) Draghia i col. (1997) Gieselmann i 

col. (1998) Perusi i col. (1999) 

L428P VIII Infantil CTC->CCC Leu Pro Regisicol. (1997) 

A464V VIII NS GCC->GTC Ala Val Berger i col. (1997) 

5 . 1 0 . 2 . MUTACIONS SENSE SENTIT (NONSENSE) 

Només s'ha descrit una mutació sense sentit al gen de I'ARSA, es tracta de la 

mutació Q486X (CAG-»TAG), situada a l'exó VIII i Iligada a clínica infantil (Harvey i 

col, 1994; Barth i col, 1994a). Aquest tipus de mutacions son molt poc habituáis en la 

leucodistrófia metacromática. 

5 . 1 0 . 3 . PETITES DELECIONS I INSERCIONS 

Aqüestes mutacions representen el 14.7% de les mutacions descrites al gen 

ARSA (Taula 9). 

Cal destacar que només s'ha descrit una inserció, totes les altres mutacions 

han estat petites delecions, i que están concentrades al principi (exons I i II) i al final 

del gen (exons VII i VIH). Totes elles son de caire particular, sois s'han trobat en una 

familia. 
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Taula 9. Petites insercions i delecions del gen ARSA 

NS- No se sap; nt- nucleótid; cpt. Canvi de pauta de lectura 

Numerado segons cDNA descrit per Stein i co l (1989) 

Mutació Exó Clínica CarMer Deleció Referencia 

7delG i infantii Deleció d'un nt, cpt. A G Bergericol. (1999) 

103del8 i NS Deleció de 8 nt, cpt. a g a c c t g g g Draghiaicol. (1997) 

298delC II infantil Deleció de 2 nt., cpt AC Kreysing i col. (1993) 

297d8lC II infantil Defeciód'un nt, cpt AC Kreysing i col. (1993) 

391del12 II infantil Ddec ióde12r t AAGGGGGCCTTCC Luytenicol. (1995) 

561¡nsC II infantil Inserció d'un nt, cpt insC Marcaoicol. (1999á) 

1779delC VI infantil Deleció d'un nt, cpt. a C Marcaoicol. (1999a) 

AF398 Vil NS Deleció de 3 n t A T T C Gieselmann i co!, (1998) 

1215dei9 Vlll infantil Deleció de 9 nt. AAGTGATACC Regisicot.(l998) 

1219delAT Vlll infantil Odeció de 2 nt., cpt AAT Regís i «31. (1995) 

1401del11 Vlll infantil Deleció d'11 nt, cpt. A C G C A G C T G T G A Bohnelcol. (1991) 

5 . 1 0 . 4 . MUTACIONS D ' s P L / c w G 

Les mutacions á'splicing representen el 9.3% de les mutacions descrites al gen 

ARSvA (Taula 10). 

Taula 10. Mutacions d'splicing del gen ARSA. NS- No se sap 

Mutació Exó/lntró Clínica Codó Referéncies 

1VS1-2A-»G MI infantil cagGGC->cggGGC Kurosawa i col, (1998) 

iVS2+1G-»A ln2 infantif CAGgta->CAGata Prtten i col. (1991) Penzten i co l (1993) Berger i col (1993) 

Barth i col. (19936) Zlotogora i co!, (1994a) Satamon i co!. (1994) 

IVS3+1G-*A In3 inf/juv CACgta-*CACata Bartí icoi . (1995). 

IVS4+1G-.A In4 infantil TGGgta->TGGata Pastor-Soler i col. (1993,1994,1995) 

G325C V NS GCGgtc-^CCTgtc Gieselmann i co l (1994) 

1VS7+1G-»A tn7 juvenil AGCgta-^AGGata Pemm i c o l (1993) Fluharty ico!. (1991) 

T409! Vil! ACT-^ATT Hasejawa i col. (1994) 

De les set mutacions á'splicing descrites ñns a l'actualitat al gen ARSA, quatre 

afecten la primera base de l'lntró, canviant la G de la seqüéncia donadora d'splicing 

GT per una A, i fent perdre el lloc de reconeixement, provocant spiicings alternatius. 

De totes les mutacions descrites al gen ARSA, la que s'ha estudiat mes ha 

estat la mutació d'splicing 1VS2+1G->A, Iligada a clínica infantil. Aquesta mutació va 

ser descrita per Polten i col. (1991) i la van trobar en un 25% deis pacients; des 

d'aleshores, en quasi totes les poblacions estudiades, s'ha trobat amb for9a 

freqüéncia i, en general, és la mutació mes freqüent de les causants de LDM. Les 

freqüéncies de la mutació a les diferents poblacions son les de la taula 11. 
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TAULA 1 1 . Freqüéncies (en percentatge) de la mutació IVS2+1G->A del gen ARSA 

en grups de pacients de diferent origen étnic i/o geográfic 

Grup de pacients Freqüéncia de la IVS2+1G->A Referéncies 

Británics 43.2 (deis severs) Barth i col. {1993b) 

Danesos 30 Salamon i col. (1994) 

Arabs 23.5 Zlotogora i col. (1994a) 

Francesos 14.3 Draghia i cd . (1997) 

Japoneses 0 Kondo i col. (1991) 

5 . 1 1 . POLIMORFISMES DESCRITS AL GEN ARSA 
Fins a l'actualitat, s'han descrit nou polimorfismes al gen ARSA, sis d'ells son 

en zona codificant i cinc d'aquests provoquen canvi d'aminoácid, la resta son en 

zona intrónica (Taula 12). 

Taula 1 2 . Polimorfismes descrits al gen ARSA. 

E.R.- Enzim de restricció; (-) destrueix diana; (+) crea diana 

Numerado genómica segons Kreysing i col. (1990) 

Polimorfisme Canvi genómic Exó / Intró E.R. Referéncies 

L76P T376C II Accl (-) Bergericol. (1996) 

H151H C602T II NIalll (+) Perusiicol. (1997) 

W193C G842T III Bgll (-) Polten ico!. (1991) 

iVS4+109G-»C G1294C ¡n4 NlalH (+) Coulter-Mackie i Gagnier (1997) 

IVS4-112A-*G A1386G in4 NIalll (-) Coulter-Mackie i Gagnier (1997) 

N350S A178aC VI - Gieselmann i col. (1989) 

T391S C2161G VII Bsrl (-) Polten ¡col. (1991) 

IVS7+20C->G C2213G in7 BamHl(-) Coulter-Mackie i Gagnier (1997) 

R496H G2591A VIII - - Rickettsicol. (1998) 

D'aquests polimorfismes cal destacar que l'NSSOS és un canvi que afecta un 

lloc de N-glicosilació i que, juntament amb un canvi que afecta el senyal de 

poliadenilació, formen I'allel de la pseudo-deficiéncia de l'arilsulfatasa A (veure 

apartat 5.12.). De totes maneres, s'ha pogut identificar aquest polimorfisme sense 

estar associat al canvi al senyal de poliadenilació amb una certa freqüéncia en 

població control. 
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5 .12 . LA PSEUDO-DERCÉNCIA DE L'ARIISULFATASA A 

En individus clínicament sans es pot detectar una activitat redufda 

d'ariisulfatasa A respecte la normal. Aquest fenotip ha estat designat amb el nom de 

pseudo-deficiéncia de l'ariisulfatasa A. 

5 . 1 2 . 1 . CARACTERÍSTIQUES 

La pseudo-deficiéncia es va detectar inicialment en parents sans de pacients 

LDM, ais quals, bioquímicament, se'ls detectava una activitat ARSA de malait (Du 

Bois i col, 1975; Lott i col, 1976). Posteriorment es va veure que la pseudo-

deficiéncia era deguda a un al lel (allel ARSApd) que contenia dos canvis, l'NSSOS 

(veure taula 12) que afecta un lloc de N-glicosilacíó i el PoIyA-. Ambdós canvis son 

deguts a una transido de A a G. La mutació N350S és un canvi d'arginína a serina 

que provoca la pérdua del lloc de N-glícosilació, aquesta pérdua explica la mida mes 

petita que presenta I'ARSA en fibroblasts amb la pseudo-deficiéncia. L'altre canvi 

afecta el primer senyal de poliadenilació situat després del codo stop que canvia de 

AATAAC a AGTAAC; el nou senyal provoca una greu deficiencia de l'mRNA de 

2.1Kb i aixó explícaria la dísminució de la síntesí d'ARSA que s'observa en 

fibroblasts (Gieselmann i col, 1989). 

Tot i que en aquest estudi inicial es va postular que la mutació N350S no 

contribuía a la redúcelo de l'activitat de FARSA, paper que quedava adjudicat 

exclusivament al PoIyA-, posteriorment s'ha vist que totes dues mutacions son 

responsables de la dísminució de l'activitat, í que l'efecte combinat de la reducció de 

l'mRNA de I'ARSA deguda al defecte en el poIyA amb la dísminució de l'activitat 

ARSA í la mala direccionalitat cap al lisosoma deguda al canvi N350S, pot reduir 

l'activitat ARSA en homozígots per la pseudo-deficiéncia fins a un 8% del normal 

(Harvey i col, 1998). S'ha vist que la proteína codificada per l'allel ARSApd, tot i 

estar estructuralment alterada, té propietats similars a la hidrolasa normal, per tant, 

fins i tot sintefitzada en baixes quantítats és suficient per promoure el catabolisme 

normal deis suifátids í preservar el fenotip sá (Fluharty i col, 1983; Herz i Bach, 

1984). 

Per estudis en poblacions control fets per varis grups d'autors, es va veure que, 

mentre la mutació N350S es podía trobar sola en un al le l en la població nomial amb 

certa freqüéncia, el canvi que afecta el poIyA sempre anava acompanyat de la 
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N350S, mai es trobava sol (veure freqüéncies a la taula 13) (Nelson i col, 1991; 

Barth i col, 1994b; Zlotogora i col, 1994b; Shen i col, 1993; Ricketts i col, 1996; Ott i 

col, 1997). Aquesta afirmado, pero, s'ha vist desmentida recentment, ja que s'han 

descrit dos germans que presenten la poIyA- sola, el que indicaria que el desequilibri 

de Iligament entre les dues mutacions no és perfecto (Ricketts i col, 1996). 

D'altra banda, s'han trobat mutacions causants de malaltia en una al lel 

ARSApd i es postula que és tan freqüent trobar un al leí ARSApd amb una mutació 

com en la resta d'al-leis no ARSApd (Gieselmann i col, 1991b, Regis i col, 1999). 

Quan s'estudia l'activitat enzimática ARSA de controls i d'heterozigots per 

Talle! ARSApd, s'ha vist que els valors obtinguts es superposen (Chabás i col, 1993; 

Goldenfum i col, 1993), així com els valors obtinguts en heterozigots per la malaltia i 

en homozigots per I'allel ARSApd. En el camp del diagnóstic, dones, la detecció 

molecular de les mutacions d'aquest al-lel ajuden a evitar falsos diagnóstics. 

5 . 1 2 . 2 . INCIDENCIA DE L'AL-LEL A R S A P D 

Des de la descripció de les mutacions de Tallel ARSApd, s'han realitzat molts 

estudis en diferents poblacions per estimar la incidencia de Tallel en controls, així 

com també la presencia de la mutació N350S sola (taula 13). La incidencia de Tallel 

ARSApd oscil la entre el 0.5 i el 22.7%. 

Taula 1 3 . Incidénda en percentatge de Tallel ARSApd i el polimorfisme N350S del 

gen ARSA en grups de pacients de diferent origen étnic i/o geográfic. 

Grup de pacients PoIyA-* N350S sol Referéncies 

Europeus 7.5 6 Ott i col. (1997) 
Espanyols 12.7 ND Chabás i col. (1993) 
Británics 12.3 5.2 Barth i col. (1994b) 

Austraiians 9.6 4.8 Nelsoni col. (1991) 
Jueus no-asquenasites 12.2 3.6 Zlotogora i col. (1994b) 

Jueus asquenasites 13.3 0.6 Zlotogora i col. (1994b) 
Arabs ??7 6.8 Zlotogora i col. (1994b) 

Indis (de l'índia) 12.5 1 Ott i col. (1997) 
Brasilers 7.9 20.7 Pedron i col. (1999) 
Africans 0.5 32 Ott i col. (1997) 

Est-asiátics 0.5 21 Ott i col. (1997) 

ND- No detennínat. * S'entén que l'estudi de la mutació PoIyA- és representatiu de I'allel ARSApd, ja 
que, en general, sempre que es troba aquesta mutació hi ha també la mutació N350S 
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Aqüestes dades han donat lloc a la hipótesi que el canvi N350S pot ser un 

esdeveniment recurrent entre els europeus, pero que va ocórrer per primer cop en 

un al lel ancestral abans que YHomo sapiens sortís d'África. La mutació al senyal de 

poliadenilació es va donar en aquest al-lel ancestral mutat i va teñir lloc després de la 

divergencia entre les línies europees i est-asiátiques (Ott i col, 1997). 

5 . 1 2 . 3 . L'AL-LEL A R S A P D I EL SEU EFECTE SOBRE LA CLÍNICA 

Alguns autors han estudiat la influencia que pot teñir la presencia de l'allel 

ARSApd en persones no LDM en l'aparició de malalties neurológiques com la 

malaltia d'AIzheimer i la demencia vascular, suggerint que ser portador de l'allel 

ARSApd podría ser un factor de risc per la demencia (Philpot i col, 1997). 

El paper que pot teñir un al lel com l'ARSApd, que redueix l'activitat de l'enzim, 

quan aquest está en combinado amb mutacions al gen ARSA que provoquen la 

malaltia, ha estat també estudiat, pero les conclusions que se n'han extret no son 

massa clares. S'ha postuiat, pero que si una mutació que potser només abaixés 

lleugerament l'activitat ARSA ocorre en un al le l ARSApd, pot ser causant de malaltia 

(Gieselmann i col, 1991a i b). Els resultats obtinguts per Regís i col. (1999) reforcen 

aquesta hipótesi, ja que van identificar un pacient que presentava la mutació P426L 

associada a l'al-lel ARSApd, i el padent enlloc de presentar la forma juvenil/adulta de 

la malaltia típica d'aquesta mutació, presentava la forma infantil. D'altra banda, 

estudis fets en controls sans (ARSA+/ARSA+), homozigots per l'ARSApd 

(ARSApd/ARSApd) i heterozigots per l'ARSApd i per un al-lel LDM (ARSApd/ARSA-) 

han demostrat que en general, els portadors de la pseudo-deficiéncia no acostumen 

a presentar símptomes neurológics, pero els heterozigots ARSApd/ARSA- que teñen 

activitat ARSA a nivells crítícs, poden desenvolupar desordres neuropsiquiátrics 

d'aparició tardana (Hohenschutz i col, 1989; Kappler i col, 1991), 

5.13. ESTUDI D'HAPLOTIPS 

Ja des del comen^ament deis estudis moleculars del gen ARSA, es van 

descriure dos aliéis diferents, l'al-lel I (perqué donava dínica infantil) i l'allel A 

(perqué donava dínica adulta). L'al-lel I contenia la mutació IVS2-í-1G->A i l'haplotip 

[T, G] respecte els polimorfismes [G842T, C2161G], i l 'allel A contenia la mutació 

P426L i l'haplotip [G, C] respecte els mateixos marcadors (Polten i col, 1991). 
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Posteriorment i degut a la relativament alta freqüéncia de la mutació 

IVS2+1G->A, altres autors han realitzat estudis d'haplotips Higats a aquesta mutació 

a mesura que s'han anat descrivint els polimorfismes. Així, s'ha pogut comprovar 

que la IVS2+1G-^A está sempre associada a un mateix haplotip, [T, G, G, G, G] 

respecte els polimorfismes [G842T, G12940, A1386G, C2161G, 02213G], aquest 

desequilibri de Iligament aporta la idea d'origen únic de la mutació {Zlotogora i col, 

1994b; Coulter-Mackíe i Gagnier,1997). 

La mutació P426L també s'ha trobat en desequilibri de Iligament amb un 

determinat haplotip, el [G, G, G, O, G] per ais mateixos marcadors (Polten i col, 

1991; Ooulter-Mackie i Gagnier,1997). 

L'allel de la pseudo-deficiéncia ARSApd, que conté el canvi N350S i el PoIyA-, 

també ha estat objecte d'estudi d'haplotips, i s'ha trobat sempre associat al mateix 

haplotip que la mutació P426L, el [G, G, G, O, G] respecte els marcadors [G842T, 

G12940, A1386G, 02161G, C2213G]. En canvi, el polimorfisme N350S quan es 

presenta sol, pot anar associat a fins a tres haplotips diferents (Zlotogora i col, 

1994b; Ooulter-Mackie i Gagnier,1997). 

5.14. CORRELACIÓ GENOTIP-FENOTIP 

La correlació genotip-fenotip en la leucodistrófia metacromática sembla ser 

for$a evident. L'homozigositat per al iéis que no permeten la síntesi de gens d'enzim 

funcional (com les mutacions d'splicing i les delecions) causen la forma severa, 

infantil, de la malaltia. L'heterozigositat per un al-lel nul d'aquest tipus i un al le l que 

permet la síntesi d'una petita quantitat d'enzim funcional (com la mutació P426L), 

acostuma a causar les formes juvenils i ocasionalment fins i tot la forma adulta de la 

malaltia. L'homozigositat per al iéis que permeten una petita activitat residual de 

I'enzim, en la majoria deis casos dona lloc a una clinica adulta i algunes vegades a 

la forma juvenil de la leucodistrófia metacromática (Gieselmann i col, 1994). De totes 

maneres, la variabilitat de severitat entre pacients amb genotip idéntic pot ser molt 

remarcable i fa que la predicció del curs de la malaltia basant-se en el genotip siguí 

quasi impossible (Polten i col, 1991). 

La conrelació genotip-fenotip mes clara establerta fins ara ha estat en la 

mutació 1VS2+1G->A. que en homozigosi dona quasi sempre clínica infantil, i la 
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mutació P426L, que és una mutació suau i pot donar clínica juvenil o, quasi sempre, 

adulta (Polten i col, 1991). 

5 .15. TERAPIA 

Actualment no hi ha un tractament específic que pugui aturar la progressió de 

la LDM. L'objectiu, en tractar un nen o adult amb aquesta malaltia, és intentar 

mantenir les funcions i una interacció entenedora el máxim de temps possible. 

5 . 1 5 . 1 . TRASPLANTAMENT DE MOLL D'OS 

Fins a l'actualitat s'ha realitzat el trasplantament de moll d'os en molts pacients 

i els resultats aconseguits no son del tot desesperangadors. 

Així com els trasplantaments realítzats en pacients que presenten la clínica 

infantil, i ja amb símptomes neurológics, només ha aconseguit alentir la progressió 

de la malaltia (Pridjian i col, 1993), en pacients de forma juvenil el trasplantament 

aconsegueix estabilitzar la malaltia, els signes neurológics no progressen i no 

presenten deteriorament neuro-psicológic, el trasplantament pot incrementar els 

nivells d'ARSA el suficient per prevenir el deteriorament (Kidd i col, 1998). 

Recentment, pero, en el seguiment fet a una pacient amb la forma juvenil, després 

de sis anys d'haver-li fet el trasplantament, s'ha vist que la malaltia progressa 

igualment i de forma similar a com ho faria sí aquesta seguís el seu curs natural 

(Kapaun i col, 1999). També s'ha provat el trasplantament de moll d'os en dos 

pacients amb LDM deguda a la deficiencia de la SAP-B amb resultats díspars. En un 

cas, després d'un seguiment de 3 anys, el pacient ha anat empitjorant i no s'ha 

aturat la progressió de la malaltia (Landrieu i col, 1998), mentre que en una malalta 

espanyola, ais 4 anys del trasplantament, la resposta ha estat moderadament 

encoratjadora, amb alentiment del curs de la malaltia (Chabás i col, 1997). 

En general, s'ha vist que els pacients que ja manífesten signes neurológics no 

milloren després del trasplantament i només se'ls alenteix la progressió, és per aixó 

que es recomana aplicar aquesta terapia ais pacients el mes aviat possible i quan 

encara no s'han desenvolupat aquests trets (Krivit i col, 1987 i 1990b), aixó, pero, no 

és garantía absoluta de l'éxit de la terapia, ja que s'han donat casos en qué el 

trasplantament s'ha realitzat en un nadó dos anys abans de l'aparició esperada deis 

símptomes i la malaltia ha aparegut al cap deis 18 mesos (Fasth i col, 1997). 
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Tot i que el trasplantament de moll d'os ha tingut éxits limitats, és actualment 

rúnica opció terapéutica definitiva i la investigado continuada en aquest camp és del 

tot justificada. 

5 . 1 5 . 2 . TERAPIA GÉNICA 

La terapia génica aplicada a la leucodistrófia metacromática está encara ais 

seus estadis iniciáis d'estudi. 

Tot i que s'ha aconseguit transduir i expressar el gen ARSA en fibroblasts de 

pacients i s'ha corregit el defecte amb éxit (Rommerskirch i col, 1991; Ohashi i col, 

1993), i que s'ha proposat un model de terapia génica en ratolins LDM (Gieselmann i 

col, 1998), qualsevol aplicado d'aquesta terapia a pacients vius ha d'esperar una 

millora considerable en les técniques de distribució del gen. Ara per ara, dones, no 

és una terapia aplicable ais pacients. 

5 . 1 5 . 3 . TERAPIA DE SUBSTITUCIÓ ENZIMÁTICA 

La terapia de substitució enzimática per infusió de l'enzim normal no ha estat 

mai aplicat amb éxit en maialties d'emmagatzematge lisosómic de tipus 

leucodistrófia. S'ha pogut veure com l'arilsulfatasa A subministrada al medi nutritiu 

de cultius de teixit és endocitada i pot degradar sulfátids acumulats a les céllules, 

pero l'enviar l'enzim a una céliula oligodendroglial in vivo és una tasca molt mes 

difícil. S'han fet varis intents en malalts LDM i cap ha resultat amb éxit (Kolodny i 

Fiuharty, 1995). 
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Objectius 

L'objectiu principal d'aquest treball ha estat fer la caracterització genética i molecular 

de les mucopolisacaridosi tipus I, mucopolisacaridosi tipus II i de la leucodistrófia 

metacromática en la població espanyola afecta, amb el principal propósit de 

desenvolupar una estrategia adequada de diagnóstic molecular. Els objectius 

concrets que ens hem proposat son: 

• Análisi mutacional. Determinar l'espectre de mutacions responsables de la 

mucopolisacaridosi de tipus I, mucopolisacaridosi de tipus |{ i de la 

leucodistrófia metacromática en els malalts. En la mucopolisacaridosi de 

tipus I s'estudiará la prevaléncia de les mutacions W402X, Q70X, P533R, 

R89Q i IVS5-7G->A determinades com a prevalents en altres poblacions i 

localitzades al gen que codifica l'a-L-iduronidasa {IDUA). En canvi, en la 

mucopolisacaridosi de tipus II i la leucodistrófia metacromática, es 

determinará l'espectre de mutacions responsables de les dues malalties 

mitjangant ranálisi del gen que codifica riduronat-2-sulfatasa (IDS) i 

l'ariisulfatasa A (ARSA), respectivament. 

• Correlació genot ip-fenot ip. Establir correlacions entre aqüestes mutacions 

i l'expressió clínica de la malaltia, per utilitzar aquesta informació en el 

consell genétic, en el probable pronóstic de la malaltia i en el consell sobre 

ía conveniencia d'establir una possible terapia. 

• Aplicació diagnóstica. Basant-nos en els resultats d'aquests estudis, 

establir una estrategia d'análísi molecular de la mucopolisacaridosi de tipus 

I, la mucopolisacaridosi de tipus H ¡ la leucodistrófia metacromática per la 

detecció de portadors sans i peí diagnóstic prenatal d'aquestes malalties 

hereditáries. 

• Origen. Estudiar si les mutacions mes prevalents en aquests malalts son 

recurrents o bé deriven d'alleis ancestrals que s'han expandit a les 

poblacions 
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1 . MATERIAL 

1.1. P A C I E N T S I F A M Í L I E S E S T U D I A D E S 

Tenint en compte les tres malalties (MPS I, MPS II i Leucodistrófia 

Metacromática), s'han estudiat noranta-sis malalts i cent seixanta-set individus sans 

d'un total de vuitanta-tres famílies, de les quals cinc eren d'origen marroquí i la resta 

espanyoles. Les mostres d'aquestes famílies ens han estat trameses per pediatres i 

neurólegs d'hospitals d'arreu de l'estat espanyol amb la sospita clínica de malaltia 

lisosómica i, un cop a l'lnstitut de Bioquímica Clínica, se n'ha fet el diagnóstic 

bioquímic. Establert el diagnóstic del cas índex (pacient), s'ha fet l'estudi molecular a 

fi de poder oferir el diagnóstic de portadors i diagnóstic prenatal ais membres de la 

familia que ho sollicitin. 

1.2. M O S T R E S 

Les mostres que s'han utilitzat han estat de diferent tipus segons l'estudi a fer: 

- Diagnóstic del cas index i de familiars portadors: fibroblasts cultivats a partir 

de biópsia de pell i leucocits aíllats de sang. 

- Diagnóstic prenatal: Vellositats corióniques directes i cultivades, i amniocits 

cultivats a partir de líquid amniótic. 

D'aquestes mostres se n'ha extret el material básic peí nostre estudi: el DNA i 

l'RNA. 

1.3. O B T E N C I Ó D E L DNA 

L'obtenció del DNA a partir de fibroblasts cultivats, leucocits, vellositats 

corióniques cultivades i amniocits cultivats s'ha fet seguint el métode d'extracció 

salina (Mil ler icol, 1988). 

L'obtenció de DNA a partir de vellositats corióniques directes s'ha fet seguint el 

següent métode: 

Protocoi 

1. En una placa de Petri separar les restes hemátiques del villi amb una águila 

2. Passar el villi a una altra placa amb una fulla de bisturí i iiomogeneítzar la mostra 

3. Passar-ho a un tub Eppendorf 

4. Afegir 300nl de tampó d'urea 
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5. Afegir 6^1 de solució de Proteinasa K i deixar tota la nit a 37°C en agitado 

6. Afegir un volum de fenol-clorofom-isoamílic 25:24:1 

7. Centrifugar un minut a 14000 rpm 

8. Passar el sobrenedant a un altre tub Eppendorf 

9. Afegir un volum de cloroform-isoamilic 24:1 

10. Centrifugar un minut a 14000 rpm 

11. Passar el sobrenedant a un altre tub 

12. Afegir 40^1 d'Acetat de Sodi 3M pH 5.2 

13. Afegir dos volums d'etanol absolut 

14. Deixar mitja hora a -70°C 

15. Centrifugar mitja iiora a 14000 rpm 

16. Rentar el pellet amb etanoi al 70% 

17. Afegir de 50 a 100 ii\ d'aigua estéril o bé TE 

18. Ressuspendre el DNA a 37°C durant tota la nit o bé a 65°C durant 10 min i guardar

lo a-20^C 

Tampó d'urea Soludó de Proteinasa K 

8M Urea 10mg/ml Proteinasa K 

300mMNaCI 1%SDS 

10mMEDTApH8 125mM EDTA pH 8 

10mM Tris pH8 

2% SDS 

La mesura de la concentració de DNA es realitza espectrofotométricament. Es 

fa una dilució 1:20 de la mostra i es mesura l'absorbáncia a 260 i a 280 nm. La 

lectura que s'obté a 260 nm és proporcional a la concentració de DNA present a la 

dilució (1 unitat de D.O260 correspon a 50 / mi de DNA de cadena doble). La 

mesura del quocient D.O260 / D.O280 indica la puresa del DNA. S'aconsella que 

aquest quocient sigui d'entre 1.7 i 2 (Sambrook i col, 1989). 

1.4. OBTENCIÓDEL'RNA 

L'obtenció d'RNA s'ha fet a partir de fibroblasts cultivats. S'ha utilitzat el 

sistema d'aíllament Ultraspec™ RNA isolation system (Biotecx) seguint el protocol de 

la casa comercial (Biotecx bulletin n° 27, 1992). 

La mesura de concentració d'RNA es realitza també espectrofotométricament. 

Es fa una dilució 1:40 de la mostra i es mesura l'absorbáncia a 260 i a 280 nm. La 

lectura que s'obté a 260 nm és proporcional a la concentració d'RNA present a la 
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dilució (1 unitat de D.O260 correspon a 40 jag / mi d'RNA). La mesura del quocient 

D.O260 / D.O280 indica la puresa de l'RNA. S'aconsella que aquest quocient sigui 

d'entre 1.7 i 2 (Sambrook i col, 1989). 

1.5. SÍNTESI DE CDNA 

Per la síntesi del cDNA s'ha utilitzat la AMV transcriptasa reversa (Promega). 

En cada malaltia s'ha utilitzat l'encebador situat mes a 3' i en direcció reversa. 

Prolocol 

1. Desnaturalitzar l'encebador (concentrat a 10^M) a 96°C durant 10 min i clavar en gel 

2. Barrejar en un tub 4^1 d'RNA (uns 5^g) amb 1̂ 1 d'encebador 

3. Deixar 10min a 65°C 

4. Deixar 10min a 37°C 

5. Afegir-li 5^1 tampó de la transcriptasa {Promega) 

\̂̂ \ (9U) de transcriptasa 

1̂ 1 de dNTPs 10mM 

1|il de RNAsin® (Promega), inhibidor de RNAses 

12^1 d'aigua tractada amb DEPC 

6. Deixar la barreja a 52°C durant 45min 

7. Deixar a 95°C durant 5min 

Aquest cDNA será el material de sortida per amplificar per PCR i fer els estudis 

necessaris en cada malaltia. 

2 . MÉTODES 

2 . 1 . TÉCNIQUES GENERALS 

2 . 1 . 1 . REACCIÓ EN CADENA DE LA POLIMERASA ( P C R ) 

Les condicions d'amplificació (Saiki i col, 1988) depenen, en gran part, de la 

regió del genoma que s'analitza i, sobretot, de la seqüéncia deis encebadors 

utilitzats. Les condicions generáis, sobre les que s'han fet variacions per tal de 

millorar-ne el resultat, son: 
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Protocol 

1. Concentrado deis reactius 

300 ng de DNA 

200 nM de dNTPs 

20 pmols de cada encebador 

1x tampó (Boehrínger Mannheim) 

1.5mMMgCÍ2 

2.5 U Taq DNA polimerasa (Boehrínger Mannheim) 

Volum final de 50 pl 

Cobrir la reacció amb una gota d'oli mineral 

2. Condicions de la reacció 

Desnaturatització inicial: 5 min a 94°G 

35 cicles amb dos passos*: 40 seg. a 94°C (desnaturalitzacló) 

30 seg. a la temperatura d'anellament 

(anellament i extensió) 

Extensió final: 3 min a 72°C 

Nota: 

* La majoria de fragments amplificats en aquest treball son menors de 500 pb i, per 

tant, s'ha pogut ütilitzar un protocol amb només dos passos (desnaturalització i 

anellament). El temps en qué la temperatura augmenta des de la d'anellament a 

94°C és suficient per qué la polimerasa actuí. Per fragments de mes de 500 pb o 

peis que ramplificació no era prou bona, s'ha afegit un tercer pas des de 30seg a 1 

min a 72°C. 

Els aparells de PCR utilitzats han estat el model PTC-100 {MJ Research) i el 

Progene (Techne). 

En la majoria d'amplificacions per PCR s'han mantingut aqüestes condicions i 

només s'han modificat la temperatura d'anellament de la reacció; en algunes, a mes, 

s'ha hagut de modificar la concentrado de MgCbi/o afegir un 10% de DMSO. 

La temperatura de dissodadó o Td (°C) de cadascun deis encebadors es 

calcula segons la fórmula (Suggs i col, 1981): 

Td = (n°G + n°C) x 4 + (n°A + n°T) x 2 

La temperatura d'anellament emprada en la PCR és entre 5 o 10°C per sota de 

laTd. 
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Després de la reacció de PCR, es comprova ramplificació del fragment desitjat 

carregant 7^1 de producte amb 3^1 de tampó de cárrega en un gel d'agarosa al 2%, 

es corre relectroforesi a 100V durant una hora aproximadament i es tenyeix amb una 

solució de Bromur d'Etidi (veure apartat 2.1.5). Es deixa el gel de 10 a 30 min en la 

solució i s'observen les bandes en un transilluminador de Hum ultraviolada de 

longitud d'ona llarga. 

2.1.2. M É T O D E S PER LA DETECCIÓ D E NOVES MUTACIONS 

2.1.2.1. SSCP {Single Strand Conformation Polymorphism) 

Aquesta técnica permet detectar diferencies de fins a un sol parell de bases 

degut a la diferent conformado que adopten les cadenes senzilles quan es 

desnaturalitzen, ja que presenten un recorregut electroforétic diferent que visualment 

ens permet detectar diferencies entre les cadenes control i les que presenten algún 

canvi. La mida óptima deis fragments és d'entre 100 i 300 parells de bases (Orita i 

col, 1989; Sheffield i col, 1993). 

2.1.2.1.1. Amplificado per PCR i electroforesi 

Amplificado per PCR deis fragments que es volen estudiar amb els encebadors 

i condicions apropiats per cada un (veure seccions 2.2.1., 2.3.1., 2.3.2. i 2.4.1.). 

Per relectroforesi s'han utilitzat geis de poliacrilamida : bisacrilamida (29:1) no 

desnaturalitzants amb IxTBE; els agents polimeritzants han estat 0.85% d'APS al 

10% i 0 .1% de TEMED. Els aparells utilitzats son el model SE410 de 24 cm {Hoefer 

Scientific Instruments) i el MiniProtean II {BioRad) de 7 cm de llargada. 

Es barregen un volum de producte de PCR amb un volum de tampó de cárrega 

desnaturalitzant (7|il si és al SE410 i 3^1 si és al MiniProtean), es desnaturalitzen les 

mostres a 96°C durant 3 min i es deixen en gel uns 3 min mes. 

L'electroforesi es duu a terme a voltatge constant, a 350-400V si és a 

temperatura ambient i a 480-550V si és a 4°C durant tota la nit (15-20h) peí model 

SE410, mentre que l'electroforesi en MiniProtean s'ha corregut a 200V a 

temperatura ambient i a 300V a 4°C durant 2-4h, segons la mida deis fragments. 

Per qué la técnica de l'SSCP sigui el máxim d'efectiva s'han de provar diferents 

condicions d'electroforesi variant els parámetres: 

- Temperatura d'electroforesi: a temperatura ambient o a 4^C 

97 



Material i Mctodcs 

- Concentrado d'acrilamida : bisacrilamida: 8, 10, 12 o 15% 

- Presencia de glicerol: O, 5 o 10% 

•'entrada sempre s'ha provat les dues condicions del 12% d'acrilamida: 

bisacrilamida, sense glicerol, a temperatura ambient i a 4°C, i si després de passar 

tots els exons d'un pacient no s'ha trobat cap canvi o en cas de dubte, s'han provat 

altres condicions. 

Tampó de cárreqa desnaturaíitzant 

95% formamida desionitzada 

20mM EDTA 

0.05% Xilencianol 

0.05% Biau de bromofenol 

2.1.2.1.2. Tinció en plata 

Un cop correguda l'electroforesi, els geis s'han tenyit amb nitrat de plata. És un 

métode molt senzill i sensible que permet visualitzar tant els cadenes dobles com les 

cadenes senzilles (Leibermann i col, 1990). 

Protocol 

1. Fixar el gel en etanol 10% durant 5 min 

2. Tractar el gel amb H N O 3 1 % durant 3 min, per oxidar-lo 

3. Fer dos rentats de 30 seg. agitant amb aigua destil-lada 

4. Tenyir amb AgNOa 12mM durant 20 min com a mínim 

5. Fer dos rentats de 30 seg. Agitant amb aigua destillada 

6. Revelar amb una soiució de Na2C03 280mM i fomialdehid 0.02%. Cal agitar 

constantment el gel durant el revelat i canviar la soiució quan es forma un precipitat 

de color negros 

7. Posar el gel en ácid acétic 10% durant 5 min com a minim per aturar el revelat 

8. Deixar el gel en aigua 

9. Assecar-lo entre dos fulls de paper de celofán xops d'aigua ficats entre dos mares de 

plástic i fixats amb pinces, a temperatura ambient (24ii) o en un assecador de geIs 

d'aire calent (2h) com el Gel Air Dryer (BioRad) 

2.1.2.2. Análisi d'heterodúplexs 

Quan s'amplifiquen aliéis de DNA que difereixen entre ells en la seva 

seqüénda es formen molécules de DNA heterodúplexs, en les quals els dos aliéis 

s'aparellen pero en la zona que son diferents, l'aparellament és imperfecte. Aquesta 
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zona desaparellada pot ser suficient per fer variar la mobiiitat de la molécula 

respecte rhomodúplex en una electroforesi en gel de poliacrilamida. La mida óptima 

deis fragments per fer aquest análisi és d'entre 100 i 400 pb (Keen i col, 1991; White 

icol , 1992). 

2.1.2.2.1. Amplificació per PCR I electroforesi 

Amplificado per PCR deis fragments que es velen estudiar amb els encebadors 

i condicions apropiats per cada un (veure seccions 2.2.1., 2.3.1., 2.3.2. i 2.4.1.), pero 

per tal d'afavorir la formado d'heterodúplexs, a les reaccions de PCR se'ls ha afegit 

un últim pas de desnaturalització de 3 min a 96°C, després es deixen refredar 

lentament a temperatura ambient perqué es renaturalitzin durant 20-30 min abans de 

carregar-les al gel. En alguns casos, s'ha induít la formado d'heterodúplexs barrejant 

producte de PCR de centréis amb producte de PCR amplificat a partir de DNA 

homoziget per una mutació o un polimorfisme. En aquest cas també cal 

desnaturalitzar la barreja a 96°C durant 3 min i deixar refredar. 

L'electreferesi s'ha realitzat en els mateixes aparells que a la secció 2.1.2.1.1. 

S'ha carregat de 3 a 7|j,l de mostra amb 0.2 vel. de tampó de cárrega i l'electroforesi 

es corre a voltatge constant de 150 a 300 V en l'apareil SE410 durant tota la nit i 

entre 100 i 150Ven el MiniProtean II durant 1-2 h. 

Sovint en fer SSCP ja es peden detectar heteredúplexs ja que sempre hi ha 

una part de producte de PCR que es renaturalitza. 

2.1.2.2.2. Tinelo 

La tindó deis geis es fa amb nitrat de plata (veure apartat 2.1.2.1.2) o bé en 

solució de Bremur d'Etidi (veure apartat 2.1.1.). 

2.1.3. MÉTODES PER LA DETECCIÓ DE MUTACIONS JA DESCRITES PRÉVIAMENT 

2.1.3.1. Digestió amb enzims de restricció 

Per les mutacions o canvis que creen o destrueixen una diana per un enzim de 

restricció, s'ha utilitzat la digestió amb l'enzim concret per fer el diagnóstic. S'ha fet 

seguint les recomanacions de la casa comercial: utilització del tampó corresponent a 

cada enzim, addidó de BSA quán calia i incubado a la temperatura indicada per 

cada un. En general, la majoria d'enzims de restricció utilitzen el tampó a x1, quan 
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ha calgut BSA s'hi ha afegit lOOfig/ml, la temperatura de restricció acostuma a ser 

de 37°C i la digestió es duu a terme durant tota la nit. En general n'hi ha prou amb 

10U d'enzim de restricció per digerir tot el producte. La reacció s'acostuma a fer en 

un volum total de 50^1 deis quals 15|al corresponen al producte de PCR a digerir. 

La digestió es comprova en gel d'agarosa a diferents coneentracions segons 

els fragments que es volen diferenciar, des de ri% fins al 2% d'agarosa normal amb 

2% d'agarosa NuSieve™GTG™ {FMC Bioproducts). Per fragments amb poca 

diferencia de parells de bases s'han utilitzat geIs de poliacrilamida en el 

MiniProteanll™ (BioRad). Es carrega de 7 a 12^1 de la digestió amb 0.2 vol. de 

tampó de cárrega i es corre l'electroforesi a voltatge constant de 70 a 100V durant 1-

2h. El gel es tenyeix amb solució de Bromur d'Etidi, o els de poliacrilamida també 

amb nitrat de plata. 

2 . 1 . 3 . 2 . SSCP 

Un cop conegut el patró que una mutació o canvi presenta en una o váries 

condicions d'SSCP, aquest patró pot ser utilitzat per comparado per diagnosticar 

altres pacients. Cal que la mutació o canvi hagi estat seqüenciat i que els patrons 

siguin clars, així mateix cal comprovar la similitud de patrons en totes les condicions 

d'SSCP per descartar que no sigui un canvi diferent que dona el mateix patró, ja que 

la probabilitat que dues mutacions donin el mateix en váries condicions és molt 

baixa. Tot i aixi, el diagnóstic de mutacions ja conegudes per SSCP només s'ha fet 

quan no hi ha hagut un enzim de restricció que les detectes. 

2 . 1 . 4 . SEQÜENCIACIÓ 

2 . 1 . 4 . 1 . Preparado del producte per seqüenciar ' 

2 . 1 . 4 . 1 . 1 . AiHament de ral le! mutat 

En la malaltia de Hunter, per ser Iligada al cromosoma X, aquest pas no ha 

calgut, ja que els padents son hemizigots i el producte de PCR conté només l'allel 

mutat. En les malalties autosómiques, tampoc ha calgut aquest pas si el pacient és 

homozigot per la mutació, pero si és heterozigot el producte de PCR conté tant 
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producte de ramplificació de l'allel mutat com del no mutat i convé quedar-nos 

només amb el mutat per poder seqüenciar-lo. 

Com que el laboratori no contemplava la infrastructura per a realitzar clonatges, 

s'ha optat per aíllar l'allel mutat retallant la banda que dona el patró anómal en 

SSCP del gel de poliacrilamida. 

Protocol 

1. En acabar la tinció en plata del gel, deixar només un minut en ácid acétic 10% per 

parar el revelat i deixar-lo en aigua 

2. Amb una espátula fina retallar la banda anómala del gel de poliacrilamida i posar-la 

en un tub Eppendorf de 0.5ml 

3. Afegir aigua al tub fins cobrir la banda (aprox. uns 200|il) 

4. Posar una gota d'oli mineral 

5. Deixar 3 hores en un bany a 50°C 

6. Treure el sobrenedant i passar-lo a un altre tub 

7. Afegir 0.1 vol d'acetat sódic 3M pH 5.2 

8. Afegir 3 vol d'etanol fred (-20°C) 

9. Afegir 1 ni de glicogen 20[ig/\i\ {Boehringer Mannheim) 

10. Deixar el tub a -70°C durant 30 min 

11. Centrifugar a 12500 rpm durant 30 min 

12. Treure sobrenedant 

13. Ressuspendre el pellet en lOjil d'aigua destillada 

14. Utilitzar 5^1 per la nova PCR 

2.1.4.1.2. PCR de l'allel mutat i comprovacló 

Un cop extret el DNA de la banda retallada cal utilitzar-ne 5|il per fer una nova 

PCR, en la qual, si l'aíllament ha anat bé, només amplificarem l'al-lel mutat. Per 

comprovar-ho, caldrá fer un nou gel d'SSCP posant de costat aquest producte de 

PCR, el del qual vam retallar banda i un control. Per continuar caldrá comprovar que 

només tenim patró anómal i no ens queda cap rastre del patró control. Si no és així 

caldrá retallar banda de nou i tornar a comengar. 

2.1.4.1.3. Purificació del producte de PCR 

Si el producte de PCR no té bandes inespecífiques, es fan tres tubs de 

producte de PCR, els quals s'ajuntaran per fer un volum de 150^1 de producte i es 
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purifica amb el Qiaquick PCR purification Kit (Qiagen), que permet quedar-te només 

amb el producte i treu de la solució la resta d'encebadors i de dNTPs que hi hagin. 

Si el producte de PCR té alguna banda inespecífica deguda a la reamplificació, 

cal fer, igual que abans, un volum de 150^1 de producte que es barreja amb 0.2vol 

de tampó de cárrega. La mostra es cárrega en un gel d'agarosa NuSieve™GTG™ 

{FMC Bioproducts) al 3% i es corre a 70V, ja que és agarosa de baix punt de fusió, 

durant 2-3 h. Es tenyeix el gel en solució de Bromur d'Etidi i amb una fulla d'afaitar 

es retalla la banda desitjada. El producte es purifica amb el Quiaquick Gel extraction 

kit (Qiagen). 

Ambdós kits utilitzats en aquesta secció es basen en l'acomplexament dei DNA 

a una resina i la seva elució en una minicolumna, en tots dos casos s'han seguit les 

instruccions del subministrador. 

2.1.4.2. Seqüenciació utilitzant [a-^^S]dATP 

2.1.4.2.1. Reacció de seqüéncia 

Per la reacció de seqüéncia s'ha utilitzat el Sequenase™ 2.0 DNA sequencing 

kit {USB, Amersham), que fa servir com a enzim la seqüenasa, una variant de la 

DNA polimerasa del bacteriófag 14. S'han emprat inosines en comptes de 

guanosines per tal d'evitar estructures secundarles del DNA que aturin la reacció de 

seqüéncia. Peí marcatge s'ha utilitzat Readyvue™ [a-^^S]dATP (lOmCi/ml, 

Amersham). 

Protocoi 

1. Barrejar en un tub 3^1 de producte de PCR purificat (25-50ng/ |il) 

O.Sjil d'encebador (10pmols/nl) 

1.5^1 d'aigua destii-iada 

2. Posar el tub a 96°C durant 3 min i clavar en gel 5 min 

3. Fer un poís de centrífuga i clavar en gel altre cop 

4. Preparar quatre tubs ben rotuláis i aliquotar 1.25!il de cada un deis quatre ddNTPs. 

Incubar els tubs a 37°C durant un min. 
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5. Afegir al tub del pas 3, 1 ni de tampó de la seqüenasa 

0.5nl deDTTO.IM 

0.5^1 de Mn^* 

0.55^1 de ^S-dATP 

0.2^1 de barreja de marcatge 

10U de seqüenasa 

6. Incubar a temperatura ambient 5 min 

7. Repartir 1.75^1 d'aquest tub a cada un deis quatre del pas 4 

8. Incubar 8 min a 37°C 

9. Parar la reacció amb 2\ú de tampó de cárrega desnaturaíitzant 

2.1.4.2.2. Preparació del gel de seqüéncia i electroforesi 

S'ha utilitzat l'aparell de seqüenciació GenomyxLR™ {Beckman) i s'ha seguit 

les instruccions del subministrador. El gel és de 61 cm, sense gradient i d'una 

gruixudaria de 340^m. S'ha utilitzat una matriu al 6% d'acrilamida desnaturaíitzant 

HR-1000™ (Beckman) al qual se li afegeix BO îl de TEMED i 800^1 d'APS al 10%, la 

barreja es fa passar entre els dos vidres i se li posa la pinta, es deixa polimeritzar 

durant 45 min o una hora. 

Es posa TBExO.5 a la cubeta de baix, es col-loquen els vidres verticalment a la 

cubeta i es fixa la cubeta de dait a la qual hi posem TBEx l . Les mostres a carregar 

es desnaturalitzen durant 3 min a 96°C i es claven en gel. Es neteja el front i els 

pous un a un amb TBExl i es carreguen 3|j,l de mostra a cada pou, es connecta 

l'eléctrode i es tanca l'aparell. L'electroforesi s'ha fet utilitzant el programa PQ: 3000V, 

100W, 50°C durant 2h15min, que és el temps necessari perqué el front arribi a baix. 

2.1.4.2.3. Assecament del gel i exposició 

Un cop acabat el recorregut es para l'aparell, es treuen els vidres i en un 

suport, i amb una espátula, es separen amb molt de compte els vidres, el gel queda 

agafat a un d'ells. Es posa el vidre que porta el gel altre cop a l'aparell i utilitzem el 

programa Peo per assecar-lo mitjangant l'emissió d'aire calent que permet 

deshidratar el gel. Al cap de 10 min s'han format cristalls d'urea a la superficie del 

gel, cal fer un rentat amb aigua calenta per dissoldre'ls perqué sino emmascaren 

l'exposició. Es torna a posar el gel al GenomyxLR™ i després d'un segon rentat al 

cap d'uns vint minuts es deixa durant unes dues hores perqué s'assequi bé i quedi 

fixat al vidre. 
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Un cop sec, es posa el vidre amb el gel en un xassís per exposició de la mida 

del gel LR-Film Cassette {Beckman}, s'hi posa un film Bio-Max MR (Kodak) i es 

deixa exposar de 24h a tres dies segons l'activitat del sofre radioactiu. 

2.1.4.2.4. Revelat 

El revelat del film es fa submergint-lo en una cubeta amb revelador radiografíe 

(Agfa) diluít cinc vegades en aigua durant 5min, després es fa un rentat durant un 

minut amb una solució d'aigua amb un 1% d'ácid acétic i finalment es fixa durant un 

mínim d'un minut amb fixador radiografíe (Agfa), també diluít cinc vegades en aigua. 

Per acabar, rentar el film amb aigua corrent durant uns cinc minuts i deixar assecar 

penjat amb una pinga per un costat. 

2.1.4.3. Seqüenciació util itzant dNTPs marcats amb f luorocroms 

2.1.4.3.1. Reacció de seqüéncia 

Últimament, per la reacció de seqüéncia s'ha utilitzat el ABI PRISM™ 

dRhodamine terminaíor Perkin Elmer cycle sequencing ready reaction kit de Perkin 

Elmer. 

Protocoi 

1. Barrejar en un tub aprox. 60 ng de producte de PCR purificat 

0.5 nl d'encebador {3.2pmols/p.l) 

4 n\ de reactiu del kit de seqüéncia 

Aigua fins a 10 ni 

2. Barrejar bé i cobrir amb una gota d'oli mineral 

3. Posar els tubs en un aparell de PCR i engegar el següent programa: 

OeoC 30 seg 

50°C15seg 

60°C 4 min 

realitzar 25 cicles 

4. Fer un pols de centrífuga 

5. Preparar per a cada reacció un tub de 0.5 mi rotuiat i posar-hi 50^1 d'etanol absolut 

fred I 2ní d'acetat sodio 3M pH 4.6 

6. Pipetejar el producte de PCR de sota l'oli amb molt de compte i afegir-lo al tub 

preparat al pas anterior 

7. Barrejar bé i clavar en gel durant 10 min 
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8. Centrifugar els tubs durant 15 min a 14000 rpm 

9. Treure el sobrenedant i descartar-lo 

10. Rentar el pellet amb 250 ni d'etanol al 70% 

11 .Centrifugar els tubs durant 5 min a 14000 rpm 

12.Treure el sobrenedant i descartar-lo 

13.Assecar el pellet en una centrifuga del buit durant 10-15 min o fins que s'assequi 

2.1.4.3.2. Electroforesi 

Les mostres així preparados son enviados a la unitat de DNA de l'Hospital 

Clínic de Barcelona on disposen deis seqüenciadors ABI 373A Fluorescent DNA 

Sequencer i ABI 310 Fluorescent DNA Sequencer, ambdós de Perkin Elmer. Allá es 

realitza l'electroforesi i els resultats ens son retornats per la seva interpretado. 

2.1.5. SOLUCIONS GENERALS 

Tampó de cárrega 

20% Ficoll en pols 

0.1% SDS 

1mM EDTA 

0.05% Xilencianol 

0.05% BIau de bromofenol 

Solució de Bromur d'Etidi 

0.01% Bromur d'Etidi lOmg/ml 

l E 

lOmM Tris HCI pH7.5 

1mM EDTA 

lOxTBE 

IMTris 

20mM EDTA 

1M Ácid Bóric 

Fenol-Cloroform 

250ml Fenol 

240ml cloroform 

lOmi alcotiol isoamílic 

Saturar amb 50 mi de Tris 20mM pH8 

Guardar a 4°C en una ampolla opaca 

Clorofonn-isoamilic 

480ml clorofomi 

20 mi alcohol isoamilic 

Guardar a 4°C 

105 



Material i Métodes 

2.2. LA MUCOPOLISACARIDOSI I O MALALTIA DE HURLER/SCHElE 

Per estudiar la malaltia de Hurler/Scheie es va optar inicialment per analitzar 

només les mutacions descrites com a mes freqüents en altres poblacions. D'altra 

banda, l'estudi per SSCP per la recerca de mutacions noves es preveía molt 

complicada per la presencia de gran quantitat de polimorfismes que feien gairebé 

una tasca impossible aclarir els patrons obtinguts per aquesta técnica. Així, dones, 

inicialment, es va optar per estudiar les mutacions W402X, Q70X, P533R, IVS5-

7g->a i R89Q. Posteriorment, també s'han analitzat les mutacions IVS3-2a-^g, 

L218P i A327P. L'estudi es va fer per amplificació per PCR deis exons on hi havia 

les mutacions i digestió amb l'enzim de restricció corresponent. També es va fer 

l'estudi de dos polimorfismes (un VNTR a l'intró 2 i un lloc Kpnl a l'exó III) per 

comprovar el Iligament de les mutacions amb un determinat haplotip (veure apartats 

3.6.1. i 3.6.2. de la Introdúcelo). 

2 . 2 . 1 . ENCEBADORS I CONDICIONS PER AMPLIFICAR ELS EXONS DEL GEN IDUA 

Els encebadors utilitzats per amplificar els exons s'indiquen a les Taules 1 i 3. 

En tots els casos els encebadors son intrónics per poder amplificar els exons 

seneers. En el cas deis exons XI i XII s'ha optat per amplificar-los junts ja que l'intró 

11 que els separa és molt petit. Els encebadors han estat dissenyats segons la 

seqüéncia de DNA genómic descrita al GDB n° M95739 peis exons I i II, i n° M95740 

peis exons del III al XIV. 

Les condicions de PCR son les descritos a la secció 2.1.1. peis exons II, IV, VI, 

VIII i XI-XII mentre que per l'exó IX els passos de desnaturalització i anellament 

s'han hagut d'ailargar (94°C, 45seg i 58°C, Imin) i s'ha hagut d'afegir un tercer pas 

d'extensió de 1 min a 72°C. D'altra banda en alguns exons s'ha hagut d'utilitzar una 

concentració de MgCl2 diferent de 1.5 mM per millorar la reacció (veure Taula 1), i en 

alguns s'hi ha afegit un 10% de DMSO. 
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Taula 1. Encebadors per amplificar el gen IDUA 

Exó Seqüéncia deis encebadors (5'-3') Mida 

(pb) 

MgClz 
(mM) 

DMSO 

II D.- CATGCTGAGGCTCGGGACTGAGCCG 216 55°C 1.5 -
R.- TCTGGGACGCCCAGACCCTG 

IV D.- GTGGTGTGTGGTGGGCGGTG 

R.- TAGGGGTGCAACCTGCCCAG 

216 55°C 0.6 10% 

VI D.- GGAAGGCAGGAGCAGAGGCTAAGC 

R.- ACAGCGGCTGAGGGCGCAGAACAC 

324 55°C 0.7 -

VIH D.-CGGTCCCAGCTGCCCTGGAC 

R.-AGCGGGGCCTTCGCAGGAGC 

318 55°G 0.75 10% 

IX D.-TGGGGACTCCI 1CACCAAGGGGAG 

R.- CAGAGCCCCAGCGGGGCCAGAGAC 

370 58°C 1 10% 

Xl-Xil D.- GGAGAACCCTGAGGACCGGCCACT 

R.- CGGGACCCAGGGACCTGCCTAGGA 

371 67°C 1.5 10% 

T°.- Temperatura d'anellament 

2.2.2. DETECCIÓ DE LES MUTACIONS: DIGESTID AMB ENZIMS DE RESTRICCIÓ 

Totes les mutacions estudiades en aquesta malaltia es poden detectar amb 

digestió amb enzims de restricció. Els enzims i condicions de digestió utilitzats son 

els de la Taula 2. Tots els enzims son de la casa Boehrínger Mannheim a excepció 

del BsiEl i del Hhal que és de New England Biolabs. Totes les digestions s'han dut a 

terme a la temperatura indicada durant tota la nit. 

L'electroforesi s'ha realitzat de diferents maneres segons els fragments a 

diferenciar: en gel d'agarosa al 2% per les mutacions R89Q, L218P i W402X, en gel 

barreja d'agarosa i d'agarosa NuSieve™GTG™ (FMC Bioproducts) al 2% de cada 

una per les mutacions Q70X i P533R, i en gel de poliacrilamida al 12% en el 

MiniProteanll™ (BioRad) per les mutació IVS3-2a^g, IVS5-7g^a i A327P. En tots 

els casos s'ha fet tinció en Bromur d'etidi. 
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Taula 2. Enzims de restricció i condicions per la detecció de les mutacions de la 

malaltia de Hurler/Scheie 

Mutació Exó Enzim V Fragments (pb) 

Q70X II Sau96l 37°C AN.- 89 + 65+ 57 + 5 

AM.-146 + 65 + 5 

R89Q II MspI 37°C AN.-149 + 67 

AM.- 216 

IVS3-2a^g IV MspI 37°C AN.-180+36 

AM.- 141 +39 + 36 

lVS5-7g->a VI Mspl 37''C AN.-155+ 81 +62 + 26 

AM.-155+ 143+ 26 

m s p VI BsiEl 55°C AN.- 324 

AM.- 191 + 133 

A327P Vlll Hhal 37°C AN.- 80 +51 +51 +45 +37 +34+13 +5 +2 

AM.- 88 +80 +51 +45 +34 +13 +5 +2 

W402X IX Mael 45°C AN.- 370 

AM.- 244 + 126 

P533R XI BsiEl 55°C AN.- 297 + 74 

AM.-263 + 34 

T°.- Temperatura óptima per la digestió; AN.- Al-lel normal; AM.- Allel mutat 

2.2.3. ESTUDI DE POLIMORFISMES DEL G E N / D í / 4 

S'han estudiat dos polimorfismes de la trentena descrits al gen IDUA. Es va 

escollir aquests dos perqué eren els que formaven dos haplotips que, inicialment, 

s'havia descrit que anaven Iligats, respectivament, a les dues mutacions freqüents, la 

W402X i la Q70X (veure apartats 3.6.1. i 3.6.2. de la Introducció). 

Es tracta d'un VNTR situat a l'intró 2, que és la repetido en tándem de 86pb i 

d'un canvi silencios T->C en zona codificant, a l'exó III, que afecta l'aminoácid L118, 

aquest canvi crea una diana per l'enzim de restricció Kpnl i és el que s'ha utilitzat per 

detectar-lo. 

També s'ha posat a punt la detecdó de dos polimorfismes de l'exó I per si cal 

l'análisi indirecte per l'estudi de portadors en alguna familia. Es tracta del 

polimorfisme A8A (606C->A) que crea una diana de restricdó per l'enzim Eco47lll, i 

del polimorfisme Q33H (681G->T) que crea una diana de restricdó per l'enzim Nspl. 

Els oligonucleótids o encebadors per l'amplificació de l'exó I, de la part d'intró 2 i de 
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l'exó III son els de la Taula 3. Les condicions de PCR son les descrites a l'apartat 

2.1.1. En ramplificació de l'exó I, pero, cal afegir-iii un 10% de DMSO. 

Taula 3. Encebadors per l'estudi de polimorfismes del gen IDUA 

Polimorf. Seqüéncia deis encebadors (5'-3') Mida (pb) T" 

Exól D.- TCACATGGGGTGCGCGCCCAGACT 326 55'>C 

R.- AAGCTCTCACAGTGCGCAGTCAGG 

VNTR - in 2 D.- TAGGTGTCTCCTCAGAGAGG 630-800 59°C 

R.- AGGACCTGGTGGACACCTCA 

Kpnl - exó III D.- GGGCACCCTGCTTCCTGACGCTGA 152 63°C 

R.- GGCTGGGAGGGCAGAGCCCACA 

1°.- Temperatura d'anellament 

Per detectar el polimorfisme Eco47lll de l'exó I es digereix el producte de POR 

amb aquest enzim de restricció {Boehrínger Mannheim) a 37°0 durant tota la nit. Es 

poden veure dos aliéis possibles: 

AMel 1 (O) 326 pb 

Al le l 2 (A) 215 +111 pb 

Així mateix, per detectar el polimorfisme NspI també de l'exó I, es digereix el 

producte de POR amb aquest enzim de restricció {Boehrínger Mannheim) a 37°C 

durant tota la nit i els dos al iéis possibles son: 

AMel 1 (G) 326 pb 

A\\e\2(J) 186 + 140 pb 

En ambdós casos, per detectar els diferents al iéis, es carrega el producte de la 

digestió en un gel d'agarosa al 2%, es corre a voltatge constant de 100V durant 

30min - 1h i es tenyeix amb bromur d'etidi. 

En amplificar l'intró 2, el producte de POR mateix ja ens dona els tres al-leis 

possibles segons el nombre de repeticions del fragment de 86pb: 

Al-lel 1 802 pb 

Al le l 2 716 pb 

A l le l 3 630 pb 

Per poder diferenciar els fragments es carrega el producte de POR en un gel 

d'agarosa al 1.5% i es corre a voltatge constant de 100V durant 45m¡n - l í i . 

Aleshores es tenyeix amb bromur d'etidi. 
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Per detectar el polimorfisme Kpnl de l'exó III es digereix el producte de PCR 

amb aquest enzim de restricció {Boehringer Mannheim) a 37°C durant tota la nit. Es 

poden detectar dos aliéis: 

AMel1(T) 152 pb 

Al lel 2 (C) 86 + 66 pb 

Com en el cas deis polimorfismes de l'exó I, per detectar els diferents aliéis es 

carrega el producte de la digestió en un gel d'agarosa al 2% i es corre a voltatge 

constant de 100V durant 30min - 1h, tot seguit es tenyeix amb bromur d'etidi. 

2.3. LA MUCOPOLISACARIDOSI II O MALALTIA DE HUNTER 

Per l'estudi de la malaltia de Hunter s'han utilitzat totes les técniques descrites 

en l'apartat 2.1. de técniques generals i només detallarem els encebadors específics 

utilitzats per amplificar per PCR el gen IDS. També s'han utilitzat una serie de 

marcadors polimórfics per fer estudis d'haplotips. Finalment s'ha indos el protocol 

utilitzat per fer Southern blot per detectar les grans delecions i reordenaments tan 

tipies en aquesta malaltia. 

2 . 3 . 1 . ENCEBADORS I CONDICIONS PER AMPLIFICAR EL GEN DE L ' IDS 

Els encebadors utilitzats per amplificar els exons del gen IDS son els de la 

Taula 4. En tots els casos els encebadors son intrónics per poder amplificar els 

exons sencers així com les zones acceptores i donadores d'splicing. En el cas de 

l'exó IX, com que és molt gran, s'ha dividit en dos fragments de PCR sobreposats 

per qué fos possible l'estudi per SSCP (Veure secdó 2.1.2.1). Els encebadors han 

estat dissenyats segons la seqüéncia de DNA genómic descrita al GDB n° L35485. 

Les condicions de PCR son les descrites a la secció 2.1.1. peis exons I, II, III, 

IV, VI, VII i VIII, mentre que a la resta d'exons se'ls ha hagut d'afegir un tercer pas 

d'extensió de 30 seg. a 72°C. 
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Taula 4. Encebadors per amplificar el gen IDS 

Exó Seqüéncia deis encebadors (S'-3') Mida (pb) 

1 D.- GCGGCTGCTAACTGCGCCAC 
R.- AGAGATGGCAGGGAGGGCGT 

201 61 °C 

II D.- TTAGTAACCTAGCACCTACC 
R.- C C A T C T G A C A A T A G C T G A A G 

303 58°C 

III D.- G C T G T G G C G A T G C T T A C C T C T G 
R.- A A G A G A A C C C A G A C T C T G G A C A 

250 55°C 

IV D.- G T G G G G T G T T G A A A G A C T C A T C 
R.- T G G T A T A T A A C C A G C T T C A C A G 

242 55°C 

V D . - T G T G T A G C C T T C A T G G C T T C 
R.- C C C T C A A C A A A C A A C A C A G C 

329 59°C 

VI D . - G A G T G A C A A C I I I G T G G C T T 
R.- T G T C C A A T A C A T C C C C A A A C 

241 55°C 

VII D.-GGCAAGCAI 1ATCTCTGTATGC 
R.-CACACCCATGI 1 lATGTCAATG 

296 55°C 

VIH D.-GATGAGI 1 1CTACTTCCTCTGG 
R.- C T G G C T C C A T C A A C T G T G A G G G 

290 55''C 

IXA D.- T G C C T G G C C A T G G C A G G C T T 
R.- GGGATACTGGCTATAGGCAA 

282 63°C 

IXB D.- TCCGTACCTCCCTGGTAATC 
R.-AGCACATCACAI 1 IGCCATC 

339 60°C 

T".- Temperatura d'anellament 

2 . 3 . 2 . ENCEBADORS I CONDICIONS PER AMPLIFICAR EL C D N A DEL GEN IDS 

Els encebadors utilitzats per amplificar el cDNA del gen IDS son els de la Taula 

5. En aquest cas s'han escollit encebadors de manera que el cDNA, que té 1650pb, 

s'hagi pogut amplificar en cinc fragments sobreposats. 

Les condicions de PCR son les mateixes que les descrites a la secció 2.1.1. per 

tots els fragments excepte peí cDNA5, al qual se li ha afegit un tercer pas d'extensió 

d'un minut a 72°C. 

Quan en algún pacient s'ha volgut analitzar el cDNA per SSCP, en ser els 

productes de PCR massa grans per entrar en el rang óptim de la técnica, s'ha optat 

per digerir els productes amb un enzim de restricció que els divideixi en dos 

fragments de mides semblants i fer SSCP de la digestió. 
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Taula 5 . Encebadors per amplificar el cDNA del gen IDS 

Fragment Seqüéncia deis encebadors (5'-3') Mida (pb) JO E.R. 

C D N A 1 D.- GCCACCTGCTGCAGCCTGTC 
R.- TGAAGTCGTACAGGCGGGTG 

3 7 0 59''C BamHI 

C D N A 2 D.-GAGCCGCGTTTCI I ICCTTCA 
R.- C C A G G G G T T G T A G G C C A C A G 

5 4 4 55''C Taqí 

C D N A 3 D.- TTGTATCCCTTGGAGAACAT 
R.- CTGTGAGGCGGAATCAAA 

4 4 6 55°C Ital 

C D N A 4 D.- CTGGAAGGACGGCTTCACTT 
R.- TATGGTGCGTATGGAATAGC 

3 9 5 55°C PstI 

C D N A 5 D.-ATTCTGACAAGCCGAGI 1 lA 
R.- AAGGGAGCACATCACA1 1 IG 

2 6 7 -

T°.- Temperatura d'aneliament; E.R. Enzim de restricció utilitzat 

2 . 3 . 3 . ANÁLISI DE MARCADORS POLIMÓRFICS 

En algunes famílies s'ha fet l'estudi d'haplotips per determinar el cromosoma 

portador de la malaltia. Els marcadors utilitzats son els de la Taula 6, la seva situado 

respecte el gen IDS es pot veure al mapa de l'apartat 4.4.1. de la Introducció, tots 

ells s'han aconseguit de la casa comercial Research Genetics i les condicions 

d'amplificació han estat les de l'apartat 2.1.1. amb alguna variado en el programa de 

PCR: s'han realitzat 24 cicles de dos passos, un minut a 94°C i un minut a 55°C. 

Els marcadors s'ha analitzat carregant 5-7^1 de producte de PCR i un 20% de 

tampó de cárrega en un gel de poliacrilamida al 12% d'acrilamida:bisacrilamida 29:1 

o bé 19:1 amb TBExl . El gel s'ha corregut durant tota la nit a voltatge constant de 

100-200V i a temperatura ambient i s'ha tenyit per tinció amb nitrat de plata. 

D'altra banda, també s'ha utilitzat un marcador polimórfic intragénic de tipus 

RFLP que té diana de restricció per l'enzim Stul situat a Tintró 8 del gen. Els 

encebadors utilitzats han estat els D.-CCTGACTTGATCTGCCCAGT, i R.-

CAGGACATGCAGTGCACAAA, les condicions d'amplificació son les generals amb 

una temperatura d'aneliament de 55°C. El fragment esperat és de 301 pb (allel 1), 

que es manté si no hi ha la diana de restricció i que es converteix en 220 + 81pb 

(allel 2) si presenta la diana. 

Aquest polimorfisme s'ha analitzat carregant el producte de la digestió barrejat 

amb un 20% de tampó de cárrega en un gel d'agarosa al 2%. L'electroforesi s'ha 

realitzat a 100V durant 1h-1h30min i, posteriorment, el gel s'ha tenyit amb bromur 

d'etidi. 
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Taula 6. Marcadors polimórfics del cromosoma X estudiats (Dades segons Research 

Genetics) 

Marcador Tipus Heterozigositat Mida deis aliéis 

DXS1215 dinucleotid 0.61 248-250 

DXS731 (CA)22 0.74 100 

DXS1123 (CA)24 0.68 168-178 

DXS1113 (TC)io-(AC)2i 0.75 154-178 

2.3.4. TRANSFERENCIA I HIBRIDACIÓ DEL DNA 

Aquesta técnica s'ha utilitzat per la detecció de grans delecions i 

reordenaments en el gen de l'IDS. Aquest tipus de mutacions es presenta en un 20% 

deis pacients i per tant representa una técnica molt útil en aquesta malaltia. 

2.3.4.1. Digestió de! DNA genómic i electroforesi en gel d'agarosa 

S'han digerit 10|ig de DNA amb 20U d'enzim de restricció en un volum final de 

50|il i durant tota la nit. Els enzims utilitzats han estat l'EcoRI, el HindIII i el PstI 

{Boehrínger Mannheim). Un cop feta la digestió, s'ha afegit un 20% de tampó de 

cárrega (veure secció 2.1.5) i s'ha carregat en un gel d'agarosa a ri% amb TBExI . 

El gel s'ha corregut durant 4-5 hores a 70V, fins que el biau de bromofenol ha arribat 

a 1 cm. del final del gel. 

Es fa tinció en bromur d'etidi per comprovar la digestió de les mostres i es 

submergeix el gel en 500ml de solució A durant 30 min en agitado. Es repeteix 

canviant la solució durant 30 min mes i tot seguit es fan dues incubacions mes de 30 

min cada una amb solució B. 

Solució A 

1.5M NaCI 

0.5M NaOH 

Solució B 

0.5M TrisCI pH7.5 

3M NaCI 

2.3.4.2. Transferencia del DNA {Southern blot) 

S'ha seguit el protocol de transferénda utilitzant una membrana de niló NY13N 

Nytran {Schieicher & Schuell) 
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Protocoi 

1. Preparar una safata amb lOxSSC, posar-hi un suport amb un pont de paper 

Whatmann 3MM (Schieicher & SchuelF) molí de 10xSSC 

2. Col-locar el gel sobre el pont evitant la presencia de bombolles 

3. Mullar el filtre de niló taliat a la mida del gel en 3xSSC i collocar-lo sobre el gel 

sense que hi tiagi bombolles 

4. Col-locar a sobre 3 fulls Whatmann 3MM tallats a la mida del gel i molls de 3xSSC í 3 

fulls mes secs 

5. Col-locar a sobre un plec de fulls de paper de filtre normal i un plec de mocadors de 

paper tipus K/eenex 

6. Posar a sobre un pes de 0.5 a 1 Kg 

7. Cobrir la safata amb paper transparent de plástic per evitar l'evaporació 

8. Deixar transferí nt tota la nit 

9. L'endemá rentar el filtre de niló, un cop tiaguem marcat els pous, en 3xSSC 

10. Deixar assecar sobre paper Whatmann 3MM 

11. Guardar-lo en una bossa de paper de filtre i deixar-la en una estufa a 80°C durant 

2.5h 

20xSSC 

3M NaCI 

0.3M Citrat de sodi 

Ajusfar el pH a 7.0 amb HCI 

2.3.4.3. Marcatge de ia sonda amb digoxigenina 

La sonda utilitzada ha estat el cDNA de l'IDS que ens va ser cedida peí Dr. W. 

Lissens (Brusselles). Per al marcatge s'ha utilitzat el DIG DNA labelling kit 

(Boehringer Mannheim) i s'han seguit les instruccions donades peí subministrador. 

Un cop marcada la sonda s'utilitza a una concentrado de 25-35ng/ml, es dilueix 

en tampó d'hibridació i es guarda a -20°C en un tub de 50ml. 

2.3.4.4. Prehibridació i hibridació dei filtre 

La prehibridació, hibridació i rentats s'han realitzat en cubetes de plástic de 

mida el mes semblant possible a la del filtre a hibridar. 

Protocoi 

1. Col-locar el filtre a la cubeta i afegit uns 20ml de tampó d'hibridació 

2. Deixar en bany agítant-se a 42°C durant 4 hores (prehibridació) 

3. Desnaturalitzar la sonda just abans d'hibridar deixant-la 10min a lOCC i després 

clavar-la en gel durant 3min 
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4. Llengar la solució de prehibridació de la cubeta i afegir-hi la sonda desnaturalitzada 

5. Incubar tota la nit a 42°C en agitació suau 

6. L'endemá treure i guardar la sonda 

7. Rentar el filtre amb 50ml de Solució de rentat 1 durant 5 min en agitació a 

temperatura ambient 

8. Repetir el rentat 

9. Rentar el filtre amb 50 mi de Solució de rentat 2 durant 15min a 65°C en agitació 

10. Repetir el rentat 

11. Es pot procedir a la detecció o bé assecar el filtre i guardar 

Tampó d'liibridació Solució de rentat 1 Solució de rentat 2 

25ml 20xSSC 100ml 20xSSC 2.5ml 20xSSC 

50ml Fomnamida desionitzada 10ml SDS 10% 1ml SDS 10% 

10mI lauroilsarcosine 1 % Aigua fins a I I Aigua fins a 11 

1.2mlSDS10% 

5% agent bloqueig 

Aigua fins a lOOmI 

Posar en un bany a 65°C per 

dissoldre-ho 1 agitar 

2.3.4.5. Detecció (Métode quimioluminiscent) 

Per a la detecció s'ha utilitzat un métode quimioluminiscent amb el substrat 

CSPD® {Boehrínger Mannheim) i anticós contra la digoxigenina, Anti-digoxigenin-

AP, Fab fragments {Boehrínger Mannheim). 

Protocol 

1. Equilibrar el filtre durant 1 -2min amb Solució de detecció 1 + Tween 20 ai 0.3% 

2. Incubar el filtre durant 30min en agitació suau amb Solució de detecció 2 

3. Incubar 30 min el agitació amb la Solució de Tanticos 

4. Fer dos rentats de Tanticos de 15min cada un amb Solució de detecció 1 + JyNeen 20 

al 0.3% 

5. Deixar 2-3min equilibrant amb Solució de detecció 3 

6. Incubar 5 min amb la Solució de CSPD, tapar la cubeta amb paper de plata perqué el 

CSPD es degrada amb la llum 

7. Assecar el filtre breument sobre Whatmann 3MM 

8. Posar-lo dins una bossa de plástic i segellar-la 

9. Posar-lo en una caixa fosca i deixar durant 10-15min a I'estufa a 37°C 

10. Col-locar dins d'un xassís en exposició amb un film Hyperfllm™-ECL {Amersham) i 

deixar mínim 2h o fins Tendemá 

11. Revelar el film tal i com s'ha descrit a Tapartat 2.1.4.7 
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Solució de detecció 1 

50ml TrisCI 2M pH7.5 

30ml NaCI 5M 

Aigua fins a 11 

Solució de detecció 2 

Solució de detecció 1 

0.5% reactiu de bloqueig 

(Boehrínger Mannheim) 

Guardar a 4°C 

Solució de l'anticós 

2^1 anticós 

20ml de Solució de detecció 2 

Guardar a -20''C 

Reutilitzar máxim 6 vegades 

Solució de detecció 3 

20ml NaCI 5M 

50ml MgClz 1M 

50|il TrisCI 2M pH7.5 

350^1 de HCI 

Aigua fins a II 

Solució de CSPD 

SOOfil CSPD 

Fins a 50ml de Solució de 

detecció 3 

Guardar en tub opac a 4°C 

Aguanta máxim 15 dies 

2.4. LA LEUCODISTRÓFIA METACROMÁTICA 

Per Testudi de la leucodistrófia metacromática s'han utilitzat totes les técniques 

descrites en l'apartat 2.1. de técniques generáis i només detallarem els encebadors 

específics utilitzats per amplificar per PCR el gen ARSA. Per estudiar els marcadors 

polimórfics no s'han utilitzat reaccions de PCR especifiques, sino que, al ser tots els 

marcadors estudiats ais exons o en zones intróniques properes, s'han utilitzat els 

mateixos productes de PCR amplificats per l'estudi de mutacions. 

2 .4 .1. ENCEBADORS I CONDICIONS PER AMPLIFICAR EL GEN ARSA 

Els encebadors utilitzats per amplificar els vuit exons del gen ARSA son els de 

la Taula 7. En tots els casos els encebadors son intrónics per poder amplificar els 

exons sencers aixi com les zones acceptores i donadores d'splicing. En el cas de 

l'exó VIII, com que és molt gran, s'ha dividit en dos fragments de PCR sobreposats 

per qué fos possible l'estudi per SSCP (Veure secció 2.1.2.1). Per detectar la 

mutació IVS2+1G-^A, tot i que per SSCP del producte de PCR de l'exó II es pot 

veure, s'han utilitzat dos encebadors que amplifiquen tot l'intró 2 i s'ha realitzat 

digestió amb un enzim de restricció. Els encebadors han estat dissenyats segons la 

seqüéncia de DNA genómic descrita al GDB n° X52150. 

Les condicions de PCR son les descrites a la secció 2.1.1. per tots els exons 

excepte per l'intró 2 que s'ha afegit un tercer pas d'extensió d'un minut a 72°C. En 
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alguns exons, pero, s'ha hagut d'utilitzar una concentrado de MgCb diferent de 1.5 

mM per millorar la reacció, en d'altres s'hi ha afegit un 10% de DMSO (vegeu Taula 

7) 

Taula 7. Encebadors per amplificar el gen ARSA 

Exó/ 
intró 

Seqüéncia deis encebadors (5'-3') Mida 
(pb) 

T" MgCl2 
(mM) 

DMSO 

1 D.- CTGCTGGAGCCAAGTAGCCC 
R.- TGCAATCCATTGGGAGGAAA 

339 55°C 1 -

II D.- GACTCTGTGACTTGTCCCGC 
R.- GCTGAGGGCCGGGGTGGTTC 

287 55°C 1 -

Intró 2 D.-TCGAI 1 ICTAGGCATCCCGT 
R.- GTCACAGCCACCGTCGCAAG 

208 55°C 1 10% 

111 D.- ACCTGCCAGCCCAGCCCTCA 
R.- TTGGGCCAAGATCACTTAC 

217 55°C 1 -

IV D.-CTAACTCCAGTCI 1 IGCCCC 
R.- GCCGGAGCACCCAGCTG 

224 1.5 10% 

V D.- GCTCATGAGCGCCTCCTGTG 
R.- GGGTTCCAAGGAGAGGGCCTGCGGACTGA 

180 1 -

VI D.- CTTGATGGCGAACTGAGTGAC 
R.- AAGGATCTGGGATCAGGGGT 

202 1 -

Vil D.- CACGTCCAGGGCCTCCCACC 
R.- GGGGTCAGCAGG1 1CGGGGG 

237 55°C 0.75 10% 

VINA D.- TTGCCCTGTGCACAGAATTG 
R.-CTGI 1 ICAGGGCTTGCAGCAC 

203 1.5 -

VIIIB D.- GAAACAGCTTCAGCTGCTCA 
R.- GCCATCACATGCCCAGGCCA 

189 55°C 1.5 -

T°.- Temperatura d'aneliament 

2 . 4 . 2 . DETECCIÓ DE LA MUTACIÓ I V S 2 + 1 G ^ A 

Tot i que per análisi per SSCP de l'exó II la mutació IVS2+1G->A crea un patró 

anómal i per tant es pot detectar, s'ha utilitzat una digestió amb un enzim de 

restricdó. L'enzim utilitzat ha estat el BstNl de la casa comercial New England 

Biolabs. S'ha digerit el producte de PCR que ha resultat d'amplificar l'intró 2 en les 

condicions descrites a l'apartat 2.1.3.1. a 37°C durant tota la nit, tenint en compte 

que en aquest cas, cal afegir OSA a la reacdó. Els fragments obtinguts son: 

A l le l normal 176 + 32pb 

Al le l IVS2+1G^A 208 pb 
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La digestió s'lia comprovat per electroforesi en gel d'agarosa al 2% durant tres 

quarts d'hora a 100V. La tinció s'ha fet en bromur d'etidi. 

2.4.3. DETECCIÓ DE L'AL-LEL A R S A P D 

Per fer l'estudi de l'allel ARSApd, ha calgut identificar les dues mutacions 

presents en aquest al lel: la N350S i la poIyA-. 

La mutació N350S está situada a l'exó VI del gen ARSA, i el canvi no crea ni 

destrueix diana per cap enzim de restricció. La detecció s'ha realitzat a partir del 

patró anómal d'SSCP que la mutació crea quan s'aplica aquesta técnica al producte 

de PCR de l'exó VI. Després de seqüenciar el patró i comprovar que realment fos 

aquest el canvi, s'ha utilitzat la mostra seqüenciada com a control en les posteriors 

caracteritzacions de pacients i de controls. La condició d'SSCP ideal per la detecció 

de la mutació és en gel de poliacrilamida al 12%, sense glicerol, a temperatura 

ambient i a 400V durant tota la nit 

La mutació poIyA-, com que afecta la senyal de poliadenilació, está situada fora 

de la zona codificant i els fragments de PCR per amplificar l'exó Vlll no l'agafen, 

s'han dissenyat, dones, uns nous encebadors per detectar la mutació. Com que 

aquesta no crea ni destrueix diana per cap enzim de restricció, s'ha utilitzat el 

métode descrit per Chabás i col. (1993), en el qual per un deis encebadors (en 

aquest cas el revers) introdueix una diana per l'enzim de restricció Rsal en el cas de 

que la mutació hi sigui present (és el que es diu un mismatched primer). Els 

encebadors utilitzats han estat: 

D.- CCTGCAGATCTGCTGTCATC 

R.- GCAAGTCTCCACTGGTGGTA 

La G subratllada de l'encebador revers és la base desaparellada que introdueix 

la diana si la mutació PoIyA- és present a l'al-lel. 

Les condicions de PCR son les generáis descrites a'l 'apartat 2.1.1. i la 

concentrado de MgCb és de 1.5 mM. 

El producte de la reacdó de PCR (que fa 189pb) es digereix amb l'enzim de 

restricdó Rsal (Boehringer Mannheim) seguint les condicions generáis descrites a 

l'apartat 2.1.3.1. a 37°C durant tota la nit Els fragments obtinguts son: 

Al le l normal 189pb 

Al-lel poIyA- 170 + 19pb 
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La digestió s'ha comprovat en electroforesi d'agarosa i d'agarosa 

NuSieve™GTG™ {FMC Bioproducts) al 2% de cada una, durant una hora a 90V. La 

tinció s'ha fet amb bromur d'etidi. 

En els portadors s'ha establert que les mutacions N350S i poIyA- estaven al 

mateix al lel comprovant la fase ais pares. En controls, com que son tots no 

relacionats escollits a l'atzar i no es teñen els pares, quan un control s'ha trobat 

heterozigot per cada una de les mutacions, s'ha donat per suposat que estaven en 

fase en vistes ais estudis de Iligament de les dues mutacions realitzats per altres 

autors (veure apartat 5.12. de la Introdúcelo), tot i sabent que es podia donar el cas 

de passar per alt al-leis amb la mutació PoIyA- sola, pero la incidencia d'aquest al lel 

sol és tan extremadament baixa que s'ha optat per aquesta assumpció. 

2 . 4 . 4 . ESTUDI DE POLIMORFISMES DEL GEN ARSA PER DIGESTIÓ AMB ENZIMS DE 

RESTRICCIÓ 

S'han estudiat cinc marcadors polimórfics, tres deis quals ja estaven descrits: 

G842T, G2161G i C2213G, i dos de nous: C2033T i C2059T (veure resultats). Tots 

ells s'han pogut estudiar per digestió amb un enzim de restricció específic (taula 8), a 

excepció del marcador C2059T que no afecta cap diana de restricció. Els tres 

marcadors C2033T, C2161G i 02213G, s'han analitzat digerint amb I'enzim de 

restricció el producte de POR resultant d'amplificar l'exó VII. 

En tots els casos, l'electroforesi s'ha realitzat en gel d'agarosa al 2% i s'ha 

tenyit amb bromur d'etidi. 
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Taula 8 . Enzims de restricció i condicions per la detecció deis polimorfismes del gen 

ARSA 

Polimorfisme Exó / intró Enzim J O Fragments (pb) 

G842T III Bgll 37°C AN.- 136 + 121 + 20 

AP.- 257 + 20 

C2033T In6 Alul 37°C AN.- 237 

AP.- 207 + 30 

C2161G VII Bsrl 65°C AN.- 163 + 74 

AP.- 237 

C2213G In7 BamHI 37°C AN.- 209 + 28 

AP.- 237 

T°.- Temperatura óptima per la digestió; AN.- Al-leí normal; AP.- Al-leí polimórfic 

2.4.5. ESTUDI D'HAPLOTIPS 

Com que els polimorfismes C2033T (intró 6), C2059T (intró 6), C2161G (exó 

Vil) i C2213G (intró 7) es poden estudiar aihora amplificant l'exó VII i les zones 

intróniques del voltant (veure taula 7), l'estudi d'haplotips respecte aquests quatre 

marcadors s'ha vist molt facilitat en no haver d'establir fases de forma indirecte. 

Els quatre haplotips, A, B, C i D, que s'ha identificat en població control com a 

combinado d'aquests quatre marcadors (veure resultats, Capítol III), han estat 

estudiats en pacients per patrons d'SSCP després d'haver estat seqüenciats. Els 

patrons obtinguts en controls i que han servit per a establir haplotips en padents son 

els de la figura 2 del Capítol III, 

Les condidons d'SSCP son en geIs de poliacrilamida al 12%, sense glicerol, 

corregut a temperatura ambient (uns 20°C) durant tota la nit a 400V. 

El marcador G842T situat a l'exó III també s'ha t ingut 'en compte a l'hora 

d'establir els haplotips seneers deis padents. La fase amb els marcadors de l'exó VII 

i rodalies s'ha establert analitzant els pares deis malalts. 
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