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Llista d’abreviacions

Llista d’abreviacions

ABCCS: ATP binding cassette C8. Equivalent de SURI.

AGA: Appropiate for gestational age.

AIB3: Amplified in breast cancer 3. Equivalent de PRIP, RAP250, ASC-2, TRBP, i NRC.
AlIRg: Acute insulin response to glucose.

ApoE: Apolipoproteina E.

AR: Androgen receptor.

ARP: Acidic ribosomal protein.

ASC-2: Activating signal cointegrator-2. Equivalent d’AIB3, PRIP, RAP250, TRBP, i NRC.
ATF-2: Activating transcription factor 2.

C/EBPa.: CCAAT enhancer binding protein Q.

CAPN10: Calpaina 10.

CAR: Constitutive androstane receptor.

CBP: cAMP response element binding protein (CREB) binding protein.

c-Fos: v-fos FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog.

c-Jun: v-jun sarcoma virus 17 oncogene homolog.

cM: Centimorgan.

COLIA1: Col'lagen de tipus  al.

COLIA2: Col‘lagen de tipus I a2.

CREB: cAMP-reponse element-binding protein.

DI: Deposition index.

DM-2: Diabetis mellitus de tipus 2.

DNI1: Dominant negatiu 1. Es refereix a un dominant negatiu del gen AIB3.
DN2: Dominant negatiu 2. Es refereix a un dominant negatiu del gen AIB3.
DNA-PK: DNA-dependent protein kinase.

DOR: Diabetis and obesity regulated.

Dpc: Dies post coitum.

DRIP: Vitamin D Receptor interacting proteins.

E2F-1: Elongation 2 factor- 1.

ER: Estrogen receptor.

GR: Glucocorticoid receptor.

HNF-1a: Hepatocyte nuclear factor 1a.

HNF-4a:: Hepatocyte nuclear factor 4.

HOMA: Homeostasis model assessment of insulin resistance (IR) and beta cell function ([-cell).
htSNP: Haplotype tagging SNP.

[CC: Index cintura-cadera.

IGT: Impaired glucose tolerance.
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Llista d’abreviacions

IL-6: Interleuquina 6.

[MC: Index de massa corporal.

IRS: Insulin receptor substrate.

KCNI11: Potassium channel inwardly rectifying, subfamily J, member 11. Equivalent de Kir6.2.
Kir6.2: Potassium channel inwardly rectifying 6.2. Equivalent de KCNJ11.

KO: Knock out.

LXR: Liver X Receptor.

ME: Muscul esquelétic.

NF«p: Nuclear Factor k.

NR: Nuclear receptor.

NRC: Nuclear receptor co-activator/co-regulator. Equivalent d’AIB3, PRIP, RAP250, ASC-2, i TRBP.
OR: Odds ratio.

pb: parells de bases.

PPAR: Peroxisome proliferator-activated receptor.

PRIP: PPAR interacting protein. Equivalent d’AIB3, RAP250, ASC-2, TRBP, i NRC.

PTH: Parathyroid hormone.

QTL: Quantitative trait locus.

RAP250: 250 kD receptor associated protein. Equivalent d’AIB3, PRIP, ASC-2, TRBP, i NRC.
RAR: Retinoic acid receptor.

Rb: Retinoblastoma.

RCI: Retras del creixement intrauteri. Equivalent a SGA.

RFLP: Restriction fragment lenght polymorphism.

SBP/DBP: Systolic and diastolic blood pressure.

SDS: Age- and sex-adjusted standard deviation score.

Sg: Efectivitat de la glucosa.

SGA: Small for gestational age. Equivalent a RCI.

Si: Sensibilitat a la insulina.

siRNA: Small interfering RNA.

SNP: Single nucleotide polymorphism.

SRF: Serum response factor.

STZ: Estreptozotocina.

SURI1: Sulphonylurea receptor 1. Equivalent de ABCCS.

TAB: Teixit adip6s blanc.

TGF-B1: Transforming growht factor -pl.

TR: Thyroid hormone receptor.

TRAP: Thyroid receptor- associated protein.

TRBP: Thyroid receptor binding protein. Equivalent d’AIB3, PRIP, RAP250, ASC-2, i NRC.
TTGO: Test de tolerancia a la glucosa oral.

VDR: Vitamin D receptor.
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WPRE: Woodchuck hepatitis virus post-transcriptional regulator element.

Z: lod score.
AG 3¢ delta glucosa a 30°.
Al 3¢: delta insulina a 30°.

‘: minuts
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L’estudi genetic de les malalties

L’estudi genétic de les malalties

El redescubriment 1’any 1900 de les lleis de I’heréncia de Mendel (publicades 35 anys
abans) va marcar I’inici d’una nova ¢€poca en D’estudi dels caracters biologics
hereditaris. Fins el moment es desconeixien les lleis que regien I’heréncia, i es
considerava que les caracteristiques heretades provenien d’una mescla dels caracters
dels progenitors (model de mescla). L’aparicid de les lleis de Mendel posa punt i final a
aquestes teories al demostrar inequivocament que no existia tal mescla, i que de fet
existia una unitat hereditaria (el gen), que s’heretava seguint unes lleis clares: Havia
nascut la genética.

L’impacte del redescubriment va ser enorme 1 avui la genética juga un paper clau en la
biologia i la medicina. Les lleis de Mendel van permetre explicar racionalment I’elevada
prevalenca d’algunes malalties en determinades families: Existia algun factor hereditari
que seguia les lleis de Mendel i que en determinava el seu desenvolupament. S’iniciava
aixi I’estudi genétic de les malalties.

Els estudis posteriors van permetre descriure nombrosos caracters i malalties que
s’ajustaven a una heréncia mendeliana, pero s’observa que alguns trets comuns en els
membres d’una mateixa familia, especialment antropométrics o intel-lectuals, no
s’ajustaven a les lleis de Mendel i semblaven ajustar-se millor al model de mescla.
Aquesta aparent divergencia posa en dubte la universalitat de les lleis Mendelianes fins
que ’any 1918 Ronald Fisher hi posa el punt i final amb la descripcié de I’heréncia
poligenica: L’origen de la variacid observada en alguns trets es podia explicar com una
diferéncia en un Unic gen (amb un model d’heréncia mendeliana); mentre que en el cas
d’altres trets I’explicacio6 a les variacions observades requeia en més d’un gen (amb un
model d’heréncia no mendeliana).

1800 T 100
Els primers intents de localitzaci —=&— Trets Mendelians en humans

de gens responsables d’un Y000 | —o— Trets complexes /o
determinat fenotip es van fer amb
marcadors del sérum (els loci

T
[{a]
o

14004 | —&— Trets complexes en humans

ABO, MN i Rh). Aquests estudis b | J
buscaven observar una correlacid 1000 ¢ ‘ ™=
entre diferents fenotips 1 els

8001 o

marcadors del sérum dins d’una
mateixa familia. La limitacio
d’estudiar un ventall tan reduit de
marcadors genetics va comportar
que  s’obtinguessin  escassos 200+
resultats positius.

+40

600 +
k30

4004

Nimero de trets Mendelians pels
que es coneix la base molecular

+20

4]
o
Numero de gens de trets complexes

+10

S B R R E ; ¢ —-0
1980 1985 1990 1995 2000
Als anys 80 s’inicia un canvi de Any
tendéncia  propiciat per la
identificaci6  dels  restriction- Figura 1. Numeros acumulats de gens
fragment lenght polymorphisms identificats com a causants de malalties amb
(RFLPs) 1 dels microsatel-lits, herencia Mendeliana i gens relacionats amb

sumat a la progressiva millora  malalties complexes. Adaptat de Glazier et al.,
técnica en la  deteccid i 2002
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amplificaci6 dels acids
nucleics. Aquest canvi va
permetre el mapatge d’una
gran quantitat de loci de
malalties, iniciant-se una
nova ¢poca per a la
genctica en la que poc a
poc s’anirien localitzant els
diferents gens responsables
de nombroses malalties.
No obstant, a pesar
d’aquest éxit notable, la
major part dels resultats
s’aconseguiren en malalties
amb un model d’heréncia
mendeliana, és a dir,

monogeniques. Els
resultats positius eren més
aviat €scassos quan

s’estudiaven malalties amb
un model d’heréncia no
mendeliana: malalties
multifactorials en qué més
d’un gen és responsable del
fenotip observat, i en que a
més a més els factors
ambientals acostumen a
jugar un paper summament
important (Figura 1).

L’estudi genetic de les
malalties
multifactorials

El primer pas abans
d’estudiar ’origen genetic
d’una determinada malaltia
és, Obviament, avaluar
I’impacte que la
component  genctica  té
sobre la malaltia. Per tal
d’avaluar aquest impacte

existeixen diferents
aproximacions que
permeten quantificar

aproximadament el factor
genctic de la malaltia. Les
més usuals son els estudis
amb bessons o amb
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Figura 2. Model d’heréncia de les malalties
monogeniques i les complexes: En les malalties
monogeniques les mutacions en un unic gen Son
suficients i necessaries per a produir el fenotip de la
malaltia. L’impacte del gen en el risc genetic a
desenvolupar la malaltia és el mateix en totes les
families. En les malalties complexes les variacions en
diversos gens donen com a resultat una predisposicio
genetica a desenvolupar el fenotip de la malaltia. Quan
s’observen els arbres geneologics no s’observa un
model d’heréncia Mendeliana, i les mutacions en els
gens no son ni suficients ni necessaries per a explicar el
fenotip de la malaltia. Tant ’ambient com [’estil de
vida contribueixen de forma marcada en la patogenesi
de la malaltia. En una determinada poblacio els gens
tenen un impacte determinat en el fenotip de la
malaltia, pero entre families l'impacte dels mateixos
gens pot ser totalment diferent. En una familia, un gen
C, amb un impacte baix en la poblacio pot tenir un
gran impacte en la predisposicio genética a la malaltia
en aquesta familia (familia 3). Igualment, alguns gens
amb un cert impacte en la poblacio poden tenir efectes
menyspreables en algunes families (gen D, familia 3).
Adaptat de Peltonen et al., 2001.



L’estudi genétic de les malalties

families en que esta present la malaltia.

Per qué s’han identificat pocs gens responsables de patologies multifactorials? La
resposta esta en la complexitat d’aquestes malalties, ja que deixant de banda 1’efecte
ambiental, ja de per si extremadament important, 1’origen genétic d’aquestes radica en
més d’un gen, sovint els efectes de cadascun dels gens és moderat, i a més aquests
efectes no necessariament sén determinants, és a dir, un individu no afectat per la
malaltia estudiada pot tenir una predisposicio genetica al desenvolupament d’aquesta.

La paraula clau per a entendre aquestes patologies complexes €s susceptibilitat.
Previsiblement existeixen nombroses variacions genétiques que, sovint amb [’actuacid
conjunta de I’ambient, predisposen a I’individu a desenvolupar la patologia. Aixi doncs,
ens trobem davant de variacions genétiques amb un impacte modest a nivell individual,
al contrari del que passa en les malalties monogeniques, en que I’impacte de la variacio
sobre I’individu és sever i determinant. Com veurem més endavant aquestes diferéncies
fan que les estratégies que tants éxits van donar per a les malalties monogeniques
fracassin quan s’apliquen a les malalties multifactorials (Figura 2).

També és cert que en la poblacid la freqiiencia de les variacions que predisposen al
desenvolupament de malalties multifactorials sol ser més elevada que les variacions que
determinen una malaltia monogenica (variants amb una baixa freqiiencia). L explicacio
a aquest fet recau en que la pressio selectiva a la que estan sotmeses és menor, degut a
I’impacte moderat que tenen sobre I’individu, a diferencia del que passa amb les
variacions determinants d’un fenotip més sever, en que la pressio selectiva és superior.

Aquesta diferéncia ¢és una de les que permet entendre el perque la majoria de malalties
comunes (amb un origen genetic) son de tipus multifactorial. Existeixen nombroses
variacions genetiques que predisposen al desenvolupament de la malaltia, perd sén
necessaries certes interaccions entres aquestes variacions i usualment també
interaccions amb 1’ambient per tal que es desenvolupi la malaltia. L’ambient és
especialment important i pot canviar el signe de la pressio selectiva: aixi, per exemple,
en periodes d’escassetat d’aliment, un genotip que possibilita una gran acumulacié de
reserves en el teixit adipds es selecciona de forma positiva. Perd aquest mateix genotip
pot donar un fenotip d’obesitat quan I’individu esta en un ambient d’abundancia, podent
fins 1 tot arribar a ser seleccionat negativament si aquesta obesitat compromet la
reproducci6 de I’individu.

Tot 1 que I’'impacte de les variacions de susceptibilitat és moderat, la seva elevada
freqliencia i 1’elevada incidéncia de les malalties que originen les fan summament
interessants des d’un punt de vista de salut publica.

A la caga dels gens responsables de malalties: Estudis de lligament i d’associacié
genetica

Per a la localitzacio dels gens responsables de malalties es disposa principalment de
dues eines: el lligament genetic (en angles linkage) 1 1’associacid genética. Les
diferéncies entre les dos son notables, amb limitacions, avantatges i inconvenients
diferents. Aixi, als anys 80 1 90 la majoria d’estudis de cerca de gens causants de una
malaltia es feien per lligament genétic, ja que les limitacions técniques existents no

17



Introduccio

feien possible la cerca d’aquests gens amb un estudi d’associacid genética, al contrari
del que passa actualment.

El perqué¢ d’aquesta diferéncia entre els estudis de lligament 1 els d’associacio
s’entendra facilment quan entrem en detall en cadascun d’ells, perd abans convé
entendre quins son els fendmens genétics que s’amaguen darrera les dues
aproximacions.

Lligament i desequilibri de Iligament

Durant la meiosi hi ha una segregaci6 independent dels cromosomes, el que fa que dos
loci localitzats en cromosomes diferents es distribueixin a 1’atzar en els gametes i que
per tant passin a la descendéncia de forma independent I’un de I’altre. No obstant, si els
dos loci es localitzen en un mateix cromosoma aquesta independeéncia no depén
exclusivament de la segregacid dels cromosomes, sind que cal tenir en compte les
recombinacions que es donen entre cromosomes homolegs durant la meiosi. Com més
propers estiguin els loci, menor sera la probabilitat que hi hagi una recombinaci6 en la
distancia que els separa i1 per tant augmentara la probabilitat que cosegreguin. Si

s’estudien membres d’una
Figura 3. a) Descripci6  mateixa familia 1 s’observa

3) alocuSAb de les freqiiéncies dels aquesta cosegregacié d’una
haplotips entre dos loci en ~ generacid a I’altra es pot
. ac be equilibri de lligament. A  afirmar que hi ha lligament
as 25% 1 25% igualtat de fregiiéncies  entre els dos loci.
§ dels al-lels dels dos loci
-4 ad bd (0.5), la freqiiéncia dels ~ Un altre fenomen relacionat

25% 25% quatre haplotips possibles ~ ¢€s el del desequilibri de

és la mateixa. b) En dos  lligament. Aquest ¢s una

b) locus A loci en desequilibri de  extensid del concepte de
a b lligament, a igualtat de  lligament aplicat a
freqiiéncies dels allels  poblacions, ja que el que

¢ ac bg dels dos loci (0.5), la  s’avalua és la cosegregacid

Qg 40% 10% freqiiéncia dels haplotips ~ de dos allels determinats (de
2 ad bd possibles no esta  loci diferents). El lligament
d1 o 40% equilibrada i dos dels s’aplica  als  fenomens
haplotips son majoritaris. recombinatoris que permeten

que dos loci és coheretin,

perd no entra al nivell de
detall dels al‘lels. Si entre dos loci determinats existeix lligament és possible que per
diferents causes, en una determinada poblacid els al-lels dels dos loci quedin lligats
entre ells, ¢s a dir, que observem una concurréncia dels al-lels a una freqliencia diferent
a la que s’esperaria pel producte de les seves freqiiencies individuals.

Aixi, per a dos loci A i B amb al-lels a, b i c, d, respectivament, amb unes freqiiencies
individuals de cada al-lel de 0.5, s’espera que en el suposit que no hi hagi lligament
entre els dos loci (equilibri de lligament) la freqiiéncia dels haplotips sigui semblant a la
resultant de fer el producte de les freqiiencies individuals de cada al-lel (Figura 3a). Pero
en el cas que hi existeixi lligament i un dels al-lels dels locus A s’hereti preferentment
amb un dels al-lels del locus B, aleshores s’observara com les freqiiencies dels haplotips
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L’estudi genétic de les malalties

difereixen de les esperades assumint que no hi ha lligament (Figura 3b). En aquest cas
parlem de ’existéncia de desequilibri de lligament.

Convé recalcar que lligament i desequilibri de 1ligament, tot i ser fenomens relacionats
no son dependents, és a dir, dos loci en lligament poden no estar en desequilibri de
lligament i viceversa (Figura 4).

a) 13 22 12 33 23 1/1  Ellocus genotipat té 3 al‘lels (1,2,3). En els arbres
geneologics s’observa sempre co-segregacio d’un
dels al*lels del locus genotipat amb el locus de la

IJ__l ‘ - IJ__I ‘ - Ij ‘ i malaltia (en negre): els loci estan en lIligament

1/2 2/3 2/3 1/3 2/3 2/3 1/2 1/3 1/3 pero no hi ha desequilibri de lligament.

b) 13 313 12 272 12 33  El locus genotipat també té 3 allels, pero en
aquest cas, s’observa sempre co-segregacio d’un
dels al-lels del locus genotipat amb el locus de la

Demoem_ oM malaltia i a més hi ha desequilibri de Iligament

3/3 13 1/3 22 172 172 2/3 173 13 entre [’allel heredat (al-lel 1) i la malaltia.

Figura 4. Independeéncia de lligament i desequilibri de lligament. a) Lligament sense
desequilibri de lligament. b) Lligament amb desequilibri de lligament.

En el lligament es parla de cosegregacio de dos loci, perd en el desequilibri de lligament
parlem de cosegregacio de dos al‘lels situats en loci diferents. Aquesta cosegregacio
apareix per seleccid natural o com a resultat de processos o situacions que modifiquen
la composicid genética de la poblacid al llarg de la historia: periodes amb una grandaria
de poblacio baixa (colls de botella), mescla genética (entrecreuaments amb altres
poblacions), deriva geénica, migracions, mutacions, etc.

En quant a l'origen del desequilibri de lligament, una de les situacions més facils
d’entendre és la que sorgeix d’un efecte fundador. Hipotéticament un grup reduit de
families s’estableix en una regid remota i inaccessible. Una d’aquestes families és
portadora d’una mutacidé en un determinat gen que provoca un determinat fenotip.
Aquesta mutaci6 esta rodejada d’altres variacions amb determinats al-lels:

]

|_|_| Crom. A

aaa aa aa aa a aa a a a aa aaa a a
>< >< |_| >< >< >< Crom. B
bbb bb bb bb b bb bbb b bb bbb bb

(I’asterisc indica la variant mutada del gen)
Amb el pas de les generacions per efecte de les recombinacions apareixen en la poblacid

noves combinacions d’al-lels al voltant de la mutacio, pero els més propers seguiran una
distribucié més similar a I’ancestral:
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ES
]

aab bb bb aa a aaaa a aa aaa bbb Ccom?
1

aaa aa aa bb b bbbb b bb bbb aa °o°m?
ES3
]

bbb bb Db aa a aaaa a bb bbb bp °oom3
ES
1

bbb bb bbiaa a aaaaib ba aaa b b Crom. 4
1

aaa aa aai bb b bb bbib ba aaa aa Crom. 5

Els desequilibris de lligament establerts es dissipen generacio a generacid per accio de
la recombinacié (principalment) i de les mutacions. Aixi, desequilibris de lligament
entre al-lels propers en principi tardaran més temps a dissipar-se. Amb el pas de
successives generacions persistiran principalment els desequilibris de lligament entre els
al-lels propers, definint blocs cada vegada més petits de desequilibri de lligament. I és
en aquest punt que rau una de les principals diferéncies entre el lligament i el
desequilibri de lligament: el primer es sol estendre a longituds de 1’ordre de la
megabase, mentre que el segon ho fa a distancies de 1’ordre de les quilobases. El fet que
el lligament sigui un fenomen referit a unes poques generacions implica que el numero
de meiosis no hagi estat molt elevat (comparat amb el corresponent a les generacions
contingudes en una poblacid) i que per tant la probabilitat d’obtenir recombinants entre
dos loci propers sigui inferior a la que tindriem si observem dos loci a la mateixa
distancia en una poblacio.

Pero el de la distancia no és 1’Unic tret distintiu entre els dos fenomens, en resum, les
principals diferéncies son:

1. El lligament es refereix a loci, el desequilibri de lligament a al-lels.

2. El lligament resulta de fenomens recombinatoris en les ultimes 2-3 generacions,
mentre que el desequilibri de lligament resulta de fendmens recombinatoris
ancestrals.

3. El lligament es relaciona amb la cosegregacié en una familia, el desequilibri de
lligament en una poblacid (de fet un familia enorme).

4. El lligament es detecta entre marcadors situats a distancies de 1’ordre de la megabase,
el desequilibri de lligament de la quilobase.

5. En el lligament els polimorfismes segueixen una estructura jerarquica, en el
desequilibri de lligament no. Aixo significa que un polimorfisme situat entre dos amb
un fort desequilibri de lligament entre ells pot no estar en desequilibri de lligament
amb cap dels dos polimorfismes, cosa que no passa en el cas del lligament.
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Estudis de lligament genétic

Els estudis de lligament genétic cerquen loci responsables de determinats trets estudiant
el lligament entre aquests i diferents marcadors genétics. En el cas de ’estudi de
malalties aquest tret pot ser la propia malaltia, alguna complicacié d’aquesta o bé algun
parametre quantitatiu relacionat, entre d’altres, i I’estudi es fa genotipant diferents
marcadors genctics informatius localitzats en la regid6 que es vol estudiar en els
membres de diferents families en qué la malaltia esta present. Per exemple, en el cas
d’estudis de cribratge en tot el genoma el nombre minim de marcadors necessaris és de
150 distribuits amb una separacié entre ells no superior als 20cM (Strachan et al.,
1999). Perd aquest numero de marcadors és limitat, ja que algunes meiosis no son
informatives. D’altra banda, com major és el nombre de marcadors estudiats major és la
probabilitat de localitzar la regi6 que conté la causa de la malaltia, ja que si els
marcadors genetics estan molt allunyats de les causes de la malaltia (el locus de la
malaltia) la probabilitat de tenir recombinacid entre el locus de la malaltia i el marcador
més proper augmenta fins a tal punt que pot ser dificil detectar lligament entre els dos.
També el nombre de families estudiades és important, ja que la recombinacio, al ser a
I’atzar es pot haver donat en una familia, pero no en una altra, fet pel qual en la primera
familia no detectariem lligament pero si en la segona.

Un cop s’han genotipat els diferents marcadors genétics, el segiient pas és avaluar
estadisticament si existeix lligament entre cadascun dels marcadors i la malaltia per a
cada familia, i aixd s’acostuma a fer amb el suport d’algun programa informatic. El
resultat final acostuma a ser un valor de /od score per a cada marcador, que permet
avaluar si existeix alguna evidéncia significativa de lligament entre el marcador i la
malaltia, o entre el marcador i un parametre relacionat amb la malaltia, de tipus
qualitatiu o quantitatiu.

En algunes families resulta senzill determinar si un determinat marcador esta lligat o no
a un locus. Ara bé, en altres casos aixd no és possible, 1 per tal de no desestimar la
familia, el que es fa és un calcul de probabilitats de 1’arbre genealogic (pedigree)
assumint un complet lligament en relacid a la probabilitat de ’arbre genealogic
assumint que no hi ha lligament. Aquesta relacié és el que es coneix com odds of
linkage 1 el seu logaritme com a lod score (Z). A aquest valor de Z se li pot associar un
valor de probabilitat d’error estadistic al acceptar el lligament. Usualment el llindar de
significacio estadistica es situa en el 0.05% que correspon a un valor de Z de 3. Aixi,
valors de Z>3 permeten acceptar el lligament; valors de Z<-2 permeten rebutjar-lo; i
valors de Z entre 3 i -2 sén inconclusius.

Obviament, els estudis de lligament tenen una serie d’avantatges i1 inconvenients:

- Elevada poténcia per a detectar locus causants de malalties monogéniques: En el cas
de les malalties monogeéniques ens trobem davant d’efectes majors, determinants, i per
tant hi ha una relaci6 directe entre la malaltia 1 la variant genctica: tots els membres de
la familia amb la variant genética responsable de la malaltia desenvolupen o sén
portadors genétics de la malaltia. Aixo fa que sigui relativament senzill detectar un
lligament entre marcadors genétics propers i el locus de la malaltia.
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- Facilitat de fer cribratges genomics: Amb relativament pocs marcadors 1 mostres es pot
trobar un locus causant d’una determinada malaltia en una cerca per tot el genoma. Com
veurem més endavant, aquest nimero és infim si el comparem amb el niumero de
marcadors necessaris per a un estudi d’associacid equivalent.

- Baixa resolucio: Com ja s’ha mencionat, el fenomen del lligament s’estén a regions
amb grandaries de 1’ordre de la megabase, pel que resulta dificil distingir quin gen de la
regiod és el responsable del lligament.

- Baixa poténcia a I’hora de detectar loci de malalties multifactorials: Quan els estudis
de lligament s’apliquen a malalties multifactorials resulta més dificil obtenir resultats
positius. Les malalties multifactorials es solen desenvolupar en persones adultes, pel
que a vegades resulta dificil reunir families completes, i a més els membres de menor
edat de la familia no es poden tenir en compte, ja que no és possible saber si
desenvoluparan la malaltia a una edat més avancada. D’altra banda, solen tenir una
component genética complexa, amb multitud d’efectes menors no determinants, el que
comporta que alguns membres de la familia tinguin una variant genctica de
predisposicioé pero no arribin a desenvolupar la malaltia. Tot plegat fa que per tal de
poder detectar variants genétiques de susceptibilitat a una malaltia multifactorial sovint
calgui treballar amb un nombre de families molt superior al necessari quan s’estudien
malalties monogéniques (Figura 5).

Estudis d’associacio genetica

Els estudis d’associacié genctica avaluen I’existéncia de correlacions entre determinats
trets 1 variants genétiques en una poblacio. Els estudis solen ser de dos tipus: de tipus
cas-control, en els qué s’estudia la freqiiencia de determinats al-lels en un conjunt
d’individus amb el tret, sense relacid6 familiar entre ells, en comparaci6 amb la
freqiiéncia dels mateixos al-lels en individus control (sense el tret i també no
relacionats); o bé de correlacid6 amb algun parametre quantitatiu, en el qué en un Unic
grup d’individus es comparen les mitjanes d’aquest parametre segons el genotip.

A T’hora d’escollir els polimorfismes a estudiar, principalment existeixen dues
aproximacions: la primera es basa en I’estudi de marcadors amb un efecte funcional
demostrat (canvi d’activitat de la proteina, de 1’activitat del promotor, etc.), i el que es
cerca €s 1’associacid directa d’aquest marcador amb el tret estudiat; i la segona, la més
usual, es basa en el fenomen del desequilibri de lligament.

En els estudis directes es parteix de polimorfismes candidats, localitzats a la vegada en
gens candidats a ser responsables del tret que s’estudia. Aix0 a la practica implica que
es coneix la funcid del gen i el seu rol potencial en el fenotip estudiat. A més, implica
que es coneixen variacions genetiques localitzades en aquest gen que produeixen canvis
funcionals: canvis d’aminoacid amb pérdua/guany de la funcié de la proteina; canvis en
la seqiiencia de les regions no traduides del transcrit de RNA que poden produir
modificacions de I’estabilitat del missatger o canvis en la traduccio; canvis en la regid
promotora que es tradueixen en una diferent activitat del promotor; etc. Obviament
aquest estudi esta limitat a la disposicid prévia d’aquesta informacio.
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En els estudis indirectes, els basats en el desequilibri de lligament, no s’estudien
necessariament polimorfismes amb un paper funcional potencial, sin6 que s’estudien un
gran nombre de polimorfismes d’un unic nucleotid (en anglés single nucleotide
polymorphism - SNP) en la regio d’interés assumint que si existeix un polimorfisme
conferidor de risc es genotipara directament o es genotipara un SNP en desequilibri de
lligament amb aquest. Aquesta estratégia es pot refinar quan es genotipen el que es
coneix com SNPs marcadors d’haplotip (htSNPs). Aquests son SNPs que defineixen el
conjunt dels haplotips majoritaris existents en una determinada regio, i per tant
defineixen la major part dels polimorfismes de la regi6 (Johnson et al., 2001).

Com ja s’ha comentat, en aquest tipus d’estudi juga un paper crucial el fenomen de la
recombinacio, perd en aquest cas no s’estudien recombinacions entre unes poques
generacions, sind que s’estudia el fenomen en la poblacid a la que pertanyen els
individus. Els individus
seleccionats no tenen relacid
familiar entre ells, perd pel fet
de pertanyer a la mateixa
poblacié és molt probable que
tinguin antecessors comuns,
encara que es trobin moltes
generacions enrere. Aquest
antecessor comu tindria el
locus amb la malaltia proper a
2 arr_so  diferents marcadors genetics,
§ GRR=40  els quals estaven en
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 1t . \
Frequéncia dels al-lels desequilibri de lligament, pero
generacid rera generacio els
Figura 5. Nombre de parells cas-control i parells ~ fendmens recombinatoris entre
de germans afectats necessaris respectivament en el locus 1 els diferents
estudis d’associacio (linia continua) i de lligament ~ marcadors  fan que el
genetic (linia discontinua) per a diferents riscs  desequilibri de lligament es
relatius de genotip (GRR). Adaptat de Risch, 2000. vagi restringint a aquells
marcador més propers. Aixo fa
que el nombre efectiu de fenomens recombinatoris que s’estudii sigui més elevat, 1 per
tant només es detecten associacions amb marcadors genétics propers a 1’efecte causal.
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Perd també es poden detectar associacions positives per altres motius diferents al
genétic. Aixi per exemple si la poblacié control i 1’afectada per la malaltia tinguessin
origens ¢tnics diferents (fins i tot lleugerament diferents), podriem trobar associaci6 de
la malaltia amb determinats allels deguda a aquesta diferéncia en 1’origen. Es per aixo
que en els estudis d’associacid resulta clau fer un disseny acurat de I’estudi per tal
d’evitar falses associacions i corroborar el resultat amb experiments independents, tant
genetics com funcionals.

Resumint, els estudis d’associacid genctica presenten els seglients avantatges i
inconvenients:

- Major potencia que els estudis de lligament per a la deteccié d’efectes menors causants
de susceptibilitat a una determinada malaltia multifactorial: El nombre d’individus
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necessari en un estudi d’associacio per a detectar un efecte menor (baix risc relatiu de
genotip) és molt inferior al que es necessita en un estudi de lligament (Figura 5). Els
efectes que es busquen tenen un impacte modest a nivell individual i dependra d’altres
factors que es desenvolupi la malaltia. Ara bé, com ja s’ha comentat anteriorment, a
nivell de poblacié I’'impacte €s major, pel que resulta més facil la deteccid d’aquestes
variants.

- Dificultats a ’hora de fer cribratges genomics: El nombre de marcadors necessari per a
fer un cribratge genomic és de l'ordre de centenars de milers (Kruglyak, 1999).
Obviament, en I’actualitat és inviable fer aquest tipus d’estudis, pel que, com veurem
més endavant, els estudis d’associaci6 es limiten a estudiar gens candidats o bé regions
candidates localitzades en estudis previs de lligament.

- Elevada resolucid: A diferéncia del lligament el desequilibri de lligament s’estén a
regions menys extenses, de ’ordre de la quilobase, pel que variants associades a la
malaltia en un estudi de tipus indirecte estaran a una distancia de I’ordre de quilobases
de la variacid causal. Aixo permet en un estudi de regi6 candidata delimitar facilment
els gens candidats a contenir la variaci6 causal facilitant a més la troballa d’aquesta.

- Falsos positius 1 impossibilitat de reproduir el resultat: Un dels principals problemes
als quals s’enfronten els estudis d’associacid genctica €s la impossibilitat de reproduir el
resultat obtingut en una altra poblacid. Sovint, i especialment en els primers estudis
d’associacido que es van fer, la causa d’aquesta irreproduibilitat requeia en un mal
disseny de I’estudi, en una grandaria de poblacio baixa, estratificacid, etc. (Ioannidis et
al., 2001; Cardon et al., 2001). De tota manera, les causes d’aquest fet no recauen
exclusivament en aspectes técnics i a vegades la impossibilitat de reproduir I’associacio
en una altre poblacié recau en les diferéncies genotipiques o a ambientals de les dues
poblacions.

Aspectes a considerar en el disseny d’un estudi d’associacié genetica

A T’hora de dissenyar un estudi d’associaci6é genetica caldra tenir en compte diferents
consideracions. En funcid de la informacié de que es disposi es podra fer un estudi de
tipus directe o indirecte. Aixi, si es coneixen variacions genetiques funcionals que s’ha
demostrat que estan associades amb la malaltia estudiada es poden genotipar
directament aquestes, o bé variacions genctiques amb una elevada probabilitat de
produir efectes funcionals (i.e. variacions que produeixen un canvi d’aminoacid en la
proteina codificada; variacions en regid promotora; variacions en localitzades en llocs
de splicing; etc.). En el cas de les ultimes, la demostracié de la funcionalitat de les
mateixes reforcaria els resultats de 1’associacio, ja que és una prova a favor del resultat
de I’estudi independent del resultat genétic.

Si no s’han descrit variacions associades a la malaltia, no hi ha variacions candidates a
explicar un canvi funcional, no esta clar I’impacte de les mateixes, o bé el que es vol és
analitzar polimorfismes representatius de tots els haplotips (o la seva majoria) de la
regid estudiada es pot recorrer a una estratégia de tipus indirecte. Aquesta consistira en
fer una seleccié de htSNPs que permeti una representacid dels haplotips majoritaris de
la regio6 1 seguidament genotipar-los (Johnson ef al., 2001). La millor seleccid possible
¢és la que surt d’estudiar tots els polimorfismes de la regid, ja que d’aquesta manera es
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minimitza la pérdua d’informacié que implicaria no estudiar algun polimorfisme que
podria no estar en desequilibri de lligament amb els polimorfismes seleccionats per
altres vies (com per exemple seleccionant els SNPs disponibles en les bases de dades
publiques). Per tal d’obtenir aquesta informaci6 cal seqilienciar la regié estudiada en un
minim de 30 individus. Ara bé, aquesta aproximaci6é implica realitzar un important
treball previ pel que sovint s’opta per a seleccionar els SNPs descrits en les bases de
dades publiques a pesar de que aixo pot suposar la perdua d’algun resultat positiu.

En quant a la seleccio de la regio que es vol estudiar, una de les estratégies més usuals a
I’hora de buscar variacions genétiques que confereixin susceptibilitat és la del gen
candidat. Aquesta consisteix en seleccionar polimorfismes localitzats en un gen, la
funcid del qual es sospita o s’ha demostrat que és important en la fisiopatologia de la
malaltia. L’altra estratégia que es pot seguir és la d’estudiar una regié candidata
obtinguda a partir d’un estudi de lligament previ. En aquest cas el nombre de
polimorfismes a estudiar sol ser superior, ja que la regio obtinguda per lligament es sol
estendre a distancies de I’ordre de la megabase.

També és extremadament important la seleccid de la poblacié que es genotipara. Cal
assegurar-se que la poblacio control i I’afectada per la malaltia només difereixin en la
malaltia 1 no existeixin variants ocultes que puguin donar lloc a falses associacions
(diferéncies étniques, ambientals, d’edat, etc.). A més caldra disposar d’un nombre
suficientment elevat d’individus per tal de poder detectar I’associacio amb elevada
significacio estadistica que novament impedeixi problemes com la irreproduibilitat del
resultat (Cardon et al., 2001; Tabor et al., 2002; Becker et al., 2003). També resulta
recomanable repetir I’estudi en una poblacio6 diferent a 1’estudiada per tal de reproduir el
resultat de 1’estudi, si bé és cert que a vegades les variants genetiques tenen efectes
diferents segons la poblacid, pel que un resultat negatiu no necessariament és
contradictori.

L’ exemple de la diabetis mellitus de tipus 2
Cerca de gens de susceptibilitat a una malaltia multifactorial

La diabetis mellitus és una malaltia caracteritzada per una alteracié del metabolisme
dels hidrats de carboni i lipids, que causa entre d’altres, la preséncia de glucosa en
I’orina. En la diabetis mellitus existeix un defecte en la produccié d’insulina a nivell
pancreatic, o bé una deficient accié de la insulina en els teixits periférics sensibles a
aquesta hormona.

El seu origen és divers, perd podem fer subclassificacions de la malaltia en funci6 del
seu origen més general. Aixi les formes més comunes son la diabetis de tipus 1 i la de
tipus 2: la primera representa el 5% dels afectats i la segona el 95% (Dean et al., 2004).

La diabetis de tipus 1 deu el seu origen a una reaccido autoimmune que produeix la
destruccio de les cel-lules beta pancreatiques, productores d’insulina, conduint a una
impossibilitat de produir insulina. Es una malaltia que apareix en I’adolescéncia, i és
atribuible tant a factors genétics com agents externs que actuarien com a desencadenant.
La diabetis de tipus 2 (en endavant DM-2) té una patologia més complicada, entre
d’altres perque en el seu origen, a més d’un element genétic complex, hi juga un rol
cabdal ’ambient. L’alteraci6 metabolica pot venir de diferents origens, principalment

25



Introduccio

d’una menor sensibilitat dels teixits periférics a [’accid insulinica, d’una menor
capacitat del pancreas de secretar més insulina com a compensacié d’aquesta menor
sensibilitat, o de la combinaci6 de les dues. A més, aquesta alteracid es veu propiciada
per fenotips d’obesitat, sent aquest el principal factor de risc al desenvolupament de la
malaltia.

Donat que en aquest treball ens hem centrat en la DM-2 unicament entrarem en detall en
la fisiopatologia d’aquesta.

Regulacio del metabolisme de la glucosa

La glucosa és el principal combustible de I’organisme i és necessaria per al correcte
funcionament d’aquest. Déficits o excessos dels nivells circulants d’aquesta originen
diferents complicacions que van des de la mort cel-lular, en situacions d’hipoglucémia,
a danys en els teixits, en situacions croniques d’hiperglucémia. Aixi doncs, la regulacio
de ’homeostasi de la glucosa ha d’assegurar que la concentracié de glucosa es mogui
en un rang al voltant de SmM, concentraci6 fisiologica en la que no es presenten els
efectes adversos de I’excés o el deficit d’aquesta. Els organs que tenen un rol més
important en aquesta regulacié son el pancreas, el fetge i el muscul esquelétic, tot i que
altres organs també son particips d’aquesta.

Hormones reguladores de I’homeostasi glucidica. Secreci6 d’insulina

El primer d’aquests organs, el pancreas, juga un paper essencial en la regulacié de
I’homeodstasi de la glucosa, ja que és el responsable de la secreci6 de les dues hormones
principals en la regulacié de 1’equilibri entre consum i produccio de glucosa: la insulina
i el glucagd. La insulina és secretada per les cél-lules B dels illots de Langerhans en
resposta a una elevacidé de la glucosa circulant. Aquestes cel-lules disposen del
transportador de glucosa GLUT2, el qual té una relativament baixa afinitat per la
glucosa, el que permet que la taxa de transport de glucosa oscil-li d’acord amb la
concentracid de glucosa extracel-lular. La glucosa que entra a la cel-lula B és fosforila
per una glucoquinasa especifica de cel-lula B i que té una baixa afinitat per la glucosa i
no s’inhibeix per formaci6 de producte, el que permet que 1I’enzim ajusti la seva activitat
en resposta a un ampli rang de concentracions de glucosa. Seguidament la glucosa és
oxidada, amb el que augmenta la relaci6 ATP/ADP. Aixo provoca el tancament de
canals de potassi , amb el que la cel-lula es despolaritza, provocant I’obertura de canals
de Ca®" sensibles a voltatge. L’augment de calci conseqiient provoca la fusié amb la
membrana citoplasmatica de vesicules secretores que contenen insulina, alliberant-se
aquesta a I’espai extracel-lular. El glucagd, en contraposicio, és secretat quan la
concentracio de glucosa baixa. Les cel-lules responsables de la secrecid del glucagd son
les cel-lules o pancreatiques que rodegen les cél-lules B. Com passava en el cas de la
secreci6d d’insulina, aquest també €s un procés sensible a la glucosa.

Efectes de la insulina
En referéncia al metabolisme, els principals teixits diana de la insulina son el fetge, el
muscul esquelétic i cardiac, i el teixit adipds. A nivell hepatic, la insulina provoca un

bloqueig de la gluconeogenesi i glucogenolisi frenant I’alliberament de glucosa per part
d’aquest al torrent sanguini. A nivell de muscul i teixit adipds, 1’efecte principal de la
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insulina és I’increment del transport de glucosa, incrementant la concentracid del
transportador de glucosa GLUT4 en la membrana citoplasmatica. Aquest increment
suposa un augment del transport de glucosa d’entre 10 i 40 vegades. La glucosa que
entra aixi a la cél-lula és rapidament fosforilada i metabolitzada. En el cas del muscul
pot ser oxidada o emmagatzemada en forma de glucogen i en el cas del teixit adipds és
usada com a substrat per a la sintesi de lipids. En aquest tltim, a més, aquest procés va
acompanyat d’una forta inhibici6 de la lipolisi provocada també per la insulina.

Desregulacio de I’homeostasi de la glucosa i progrés a DM-2

El procés que condueix al desenvolupament d’una DM-2 és un procés llarg en el que
estan implicats nombrosos
factors. Diferents d’aquests
factors condueixen a una
situacio de resisténcia a la
insulina en muscul que

Edat

4

Augment
lipolisi

Genética

TA visc.

2 Resisténcia

desengadeng el  procés insulina Y f lﬁgggygegnt%i
pOStCI‘lOI’ (F]gura 6) Aques:[S myscul J Alncrement acids grassos hepatica
factors, que veurem més o -
endavant amb més detall, [ Hiperinsutinémia __ pucrement d'atliberament

. . \ Obesitat : de glucosa
son diversos, pero :
principalment ’obesitat,
I’edat, un estil de vida Compensacio

. cel-lules B
sedentari, o els factors

genetics, contribueixen a una Grseamranes
situaci6 de resisténcia a la cel-lules B
insulina en muscul. Aquesta
resisténcia a la insulina es
caracteritza per una resposta Figura 6. Progrés de la diabetis de tipus 2. Explicada
alterada a aquesta hormona, en el text. IGT: Impaired Glucose Tolerance,; T4 visc.:
que es tradueix en una Teixit adipos visceral. Adaptat de Saltiel, 2001.
captacié de glucosa menor

per part del miiscul en resposta a la insulina. Perd en una fase inicial d’aquest procés no
s’observen uns nivells de glucosa circulants alterats ni en dejuni, ni després d’un apat, ja
que en aquesta fase inicial el pancreas augmenta la secrecié d’insulina per a compensar
la menor resposta a nivell muscular. Paral-lelament, en el teixit adipos visceral, s’altera
I’efecte antilipolitic de la insulina, amb el que augmenta la lipolisi i I’alliberament
d’acids grassos al torrent sanguini. Aquest increment dels acids grassos circulants
atenuen I’habilitat de la insulina de suprimir la gluconeogenesi hepatica, permetent,
perd, un increment continu de la sintesi d’acids grassos, 1 a més, tamb¢ actuen a nivell
del muscul empitjorant la captacio de glucosa estimulada per insulina. A nivell
pancreatic, sembla a més, que aquests acids grassos poden tenir efectes toxics sobre la
cel-lula B comprometent progressivament la funcié d’aquesta. El procés continua amb
un progressiu increment de la resisténcia a la insulina que comporta un també
progressiu increment de la insulina secretada (acompanyat d’un increment de la massa
de cél-lules ). En aquest punt del procés ens trobem en una situacié d’intolerancia a la
glucosa, en que tot i que els nivells de glucosa circulants son normals en situacio de
dejuni, els nivells de glucosa després d’un apat sobn més elevats dels que caldria esperar
en una situacid normal. Aixo pot ser el reflex de I’inici d’un deficit de la capacitat

menor secrecio

d’insulina Diabetis
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compensatoria del pancreas, que finalment, si s’agreuja, conduira a la DM-2: El
pancreas perd la capacitat compensatoria, acompanyat d’una pérdua de massa de
cel-lules B, que es tradueix en una disminuci6é dels nivells d’insulina, i en un increment
de la concentracio de glucosa en dejuni i després d’un apat. Aquesta descompensacio es
pot agreujar a mida que progressa la malaltia si no es prenen les mesures apropiades, pel
que ¢és molt important detectar a temps, no només la DM-2, sin6 també¢ si €s possible,
els estadis precedents d’aquesta.

Factors de risc al desenvolupament de la DM-2

Com ja s’ha dit, la diabetis DM-2 té un origen complex, fruit entre d’altres, de la
heterogeneitat dels factors que la causen. L’origen genétic és divers i1 degut
principalment a efectes menors localitzats en diferents gens; la component ambiental és
molt forta 1 pot decantar un genotip de risc al desenvolupament malaltia o protegir-ne.

Factors genetics

L’acumulacio de casos de DM-2 en algunes families, estudis amb bessons, 1 d’altres
estudis, demostren que existeix una component genctica de predisposicid al
desenvolupament de la DM-2. A més, estudis de Iligament i d’associacié en gens
candidats confirmen en humans i models animals aquesta component genética.

Per exemple, quan s’avalua I’heretabilitat de trets metabolics quantitatius com la
sensibilitat a la insulina (S;), I’efectivitat de la glucosa (Sg), la resposta aguda d’insulina
a la glucosa (AIRg) i I’index de disposicié (DI), una mesura de la resisténcia a la
insulina corregida per la funci6 de la cel-lula B, s’observa que entre un 20% 1 un 35% de
la variancia entre individus d’aquests parametres és deguda a gens additius (Watanabe
et al., 1999). Tot i que aquests valors indiquen una heretabilitat modesta sén prou
importants per tal d’explicar part de la component genética de la DM-2.

En linia amb I’anterior s’ha observat que 1’origen étnic és un factor de risc important i
I’explicacié del perqué probablement prové novament de la genética. En el que es
coneix com la teoria dels gens estalviadors es postula que els gens d’estalvi metabolic
suposen un avantatge per a la supervivencia de l’individu en periodes d’escassetat
d’aliments, i que per tant, en llargs periodes d’aquestes caracteristiques es seleccionen
evolutivament de forma positiva els individus amb una major activitat d’aquests gens.
Pero aquest avantatge es gira en contra de 1’individu quan les condicions ambientals es
modifiquen cap a una situacié d’abundancia alimentaria, arribant a ’extrem de
perjudicar-li la supervivencia. A favor d’aquesta explicaci6 amb rerafons geneétic esta
I’observacidé que en alguns grups &tnics la prevalenga de la DM-2 és molt més alta que
en altres, a pesar de nos existir grans diferéncies en 1’ambient, 1’alimentacid, etc.

En els ultims anys s’han identificat diferents gens responsables de conferir
susceptibilitat al desenvolupament de la DM-2, alguns d’ells amb un paper en la
fisiopatologia de la malaltia no del tot clar. El tipus d’estudis que han permes la
identificacio d’aquests va des d’estudis de lligament en tot el genoma a estudis de gens
candidats. Pero aquestes identificacions no estan lliures de polémica i en molts dels
casos apareixen resultats contradictoris al tractar de replicar els estudis. Es per aixo que
el nombre de gens de susceptibilitat, o millor dit, de variants de susceptibilitat a DM-2
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que s’accepta com a tal és relativament baix. En la Taula 1 es mostren les variants
genétiques amb una evidéncia més forta en quant al seu rol en la DM-2:

ID del gen Localitzacio Nom Variants OR fallel de
cromosomica aprox. risc

PPARy 3p25 Peroxisome proliferator-activated P12A 1.25 85%
receptor gamma

KCNI11 11pl15.1 Potassium inwardly rectifying E23K 1.2 40%
channel, subfamily J, member 11

CAPNI10  2q37 Calpain 10 SNP43,19, 1.2 10-25%

63, 44 (SNP44)

HNF1A 12q22-qter Hepatocyte nuclear factor 1-alpha  G319S 2 20%

HNF4A 20q12-q13.1 Hepatocyte nuclear factor 4-alpha ~ ? ? ?

IRS-1 2q36 Insulin receptor substrate-1 G972R 1.25 7-10%

Taula 1. Llista de gens amb variants genétiques associades a DM-2 amb una evidencia
més forta. (Adaptat de McCarthy, 2004)

A part d’aquestes variacions amb una evidéncia més forta n’existeixen d’altres que
també estan sent estudiades 1 que podrien formar part del conjunt de variables de
susceptibilitat al desenvolupament de la DM-2. Entre elles destaquen ABCC8 (SURI)
que conjuntament amb KCNJ11 (Kir6.2) formen el canal de potassi sensible a ATP
implicat en el sistema sensor de la secrecid d’insulina; GLUT2, el transportador de
glucosa de la cel-lula beta; INS, que codifica la insulina; i PGC1A, coactivador de
PPARy.

Factors ambientals i estil de vida

L’efecte de I’ambient és clau a I’hora de determinar el signe d’una determinada
predisposicio. L’anterior pot ser extensible als factors de risc d’origen genétic i és el que
permet entendre I’evolucié mundial de la DM-2 al llarg del segle XX. Diferents canvis
ambientals han afavorit 1’esclat d’aquesta malaltia fins arribar a proporcions d’epidémia
en alguns paisos, amb un creixement que sembla imparable. Perd també els canvis en
I’estil de vida, en I’alimentaci6, la major expectativa de vida, etc. han fet que la
prevalenca de la malaltia no pari de créixer en les societats que viuen en 1’abundancia.
Dintre d’aquest conjunt de factors, la dieta i ’activitat fisica tenen una elevada
importancia.

Edat

La DM-2 ¢s una malaltia que en la majoria de les poblacions s’estableix a una edat
adulta. La incidéncia és baixa abans dels 30 anys, perd existeix una forta correlacio
entre ’edat 1 la prevalenca de la malaltia a partir d’aquesta edat, amb un increment
progressiu del risc. Tot i aix0, I’efecte no és generalitzable i varia depenent de 1’origen
etnic. Per exemple, en indis Pima I’increment del risc ja s’observa a partir dels 20 anys
(Rewers et al., 1995).
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Obesitat

La majoria de diabetics de tipus 2 son obesos: Quan s’estudia la prevalenca de la DM-2
en la poblacid s’observa clarament una correlacié entre aquesta i I’index de massa
corporal (IMC), i aixo es tradueix en que 1’obesitat és un important factor de risc al
desenvolupament de DM-2. La relacid entre les dues patologies és complexa, i es
desconeix amb exactitud quina ¢és la relacié entre les dues patologies. Tot i aixo,
s’hipotetitza que I’obesitat podria conduir a un subtipus de DM-2 associat a aquesta o
bé que comparteixen una mateixa predisposicio genetica.

Estudis dirigits a entendre el mecanisme que explica aquesta relacié han mostrat que el
tipus d’obesitat també és un factor important. Aixi s’observa que 1’adipositat visceral
comporta un risc més elevat de desenvolupar DM-2, amb independéncia de la preséncia
d’obesitat, i a més que la obesitat visceral s’associa amb la resisténcia a la insulina, que
com veurem a continuaci6 és un dels principals determinants de la DM-2.

Resistencia a la insulina

La resisténcia a la insulina és el principal determinant de la DM-2 i a més és un potent
predictor del desenvolupament de la malaltia. Com ja s’ha discutit anteriorment, es
caracteritza per una menor sensibilitat dels teixits periférics a la insulina i és el primer
pas cap al desenvolupament de la DM-2. Aquesta sensibilitat alterada pot tenir diferents
origens, alguns d’ells estretament lligats amb 1’obesitat.

La resisténcia a la insulina es caracteritza per defectes de la senyalitzacié de la insulina
a diferents nivells: menor concentracié del seu receptor en la membrana plasmatica,
menor activitat d’enzims intracel-lulars, de la translocaci6 de transportadors de glucosa
a la membrana, etc. En el seu conjunt, aquests defectes es tradueixen en muscul en una
menor captacié de glucosa i una menor sintesi de glucogen, acompanyada d’un
increment de I’acumulacié de triglicérids en el muscul, que agraven encara més la
resisteéncia.

Un segon exemple de malaltia multifactorial: I’osteoporosi

L’osteoporosi és una de les malalties comunes més freqiients en les persones d’edat
avancada. Es caracteritza per una disminucid progressiva de la massa Ossia que
comporta el deteriorament del teixit ossi amb el conseqiient increment en el risc de
fractures.

Aquesta pérdua de massa prové de diferents factors que com a resultat provoquen un
desequilibri en ’homedstasi de 1’0os. Aquesta homeostasi es manté principalment per
I’accié conjunta de dos tipus cel-lulars, els osteoblasts i els osteoclasts, els quals son
respectivament els responsables de generar la matriu dssia i de reabsorbir-la. L’accio de
diferents agents, principalment hormones, modula la funci6 d’aquests dos tipus
cel-lulars afavorint-ne la seva funcié o disminuint-la. Els principals agents que regulen
aquest equilibri son la disponibilitat de calci, els esteroides sexuals i I’accié mecanica, si
bé aquest ultim és el menys important dels tres. D’aquests agents convé destacar els
estrogens, ja que la seva deficiéncia és la responsable de gran nombre dels casos
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d’osteoporosi en dones postmenopausiques, pel que des d’un punt de vista
epidemiologic son del maxim interes. Igualment, els agents implicats en el metabolisme
del calci soén dianes terapéutiques en poténcia, que tot i no tenir un impacte
epidemiologic presumiblement tan alt juguen un rol essencial en I’homedstasi de 1’os.

L’osteoporosi és una malaltia multifactorial, la qual cosa no es d’estranyar, ja que el
sistema que manté homeostasi 0ssia té una elevada complexitat, en la que nombrosos
agents poden decantar I’equilibri en una direcci6 o I’altre. A més, la component
genctica s’ha demostrat que €s molt elevada. Aixi per exemple en estudis amb bessons
s’ha demostrat que entre el 60-85% de la variancia en la densitat mineral Ossia és
determinada gencticament (Krall et al., 1993; Gueguen et al., 1995).

Tenint en compte tot 1’anterior apareixen certs candidats a explicar 1’origen genétic de
la malaltia. Entre aquests es troben hormones calciotropiques, els seus receptors,
citoquines, factors de creixement, i els seus receptors, i proteines de la matriu ossia. En
definitiva, gens implicats en la regulacié de la funcid osteoblastica i osteoclastica, tant a
nivell funcional com a nivell de proliferaci6 i diferenciacio cel-lular.

Estudis genétics

Com en la majoria de malalties multifactorials, els esforgos per tal de desxifrar la causa
genctica de 1’osteoporosi han seguit principalment I’estratégia del gen candidat i la
cerca per lligament en cribratges genomics o de regions concretes. En aquests estudis
sovint s’ha seguit una estratégia de locus de tret quantitatiu (en angles quantitative trait
locus- QTL) amb parametres com la densitat mineral Ossia, osteocalcina, etc. Les
estratégies de QTL també s’han usat en diabetis (amb resisténcia a la insulina, secreci6
d’insulina, etc.) i en altres malalties, i son basicament una aproximacié de tipus
quantitatiu al fenotip de les malalties. Aixi, es considera que les malalties
multifactorials estan participades de QTLs cadascun dels quals contribueix en un cert
grau a determinats fenotips de la malaltia. La classificacio dels subjectes no es de tipus
qualitatiu sin6 que es fa ordenant-los segons el parametre quantificat.

A TI’igual del que passa amb els estudis genétics amb la DM-2, en el cas de 1’osteoporosi
els estudis de lligament tenen limitacions importants. Novament ens trobem davant
d’una malaltia complexa, i com ja s’ha comentat anteriorment, la poténcia d’aquest
tipus d’estudis és baixa a I’hora de detectar gens de susceptibilitat. Tot i aix0 existeixen
alguns estudis de lligament genétic amb resultats positius. La majoria cerquen QTLs
que afectin la densitat mineral d0ssia o d’altres determinants de risc d’osteoporosi, i ho
fan en tot el genoma, o bé en regions candidates a contenir un d’aquests loci.

Per tot 1’anterior, I’aproximaci6 genctica més freqiient €s la dels estudis d’associacio.
Aquests estan basats majoritariament en 1’aproximacid del gen candidat, gens rellevants
per el metabolisme ossi, 1 el que avaluen és I’existéncia d’associacid genctica amb
parametres qualitatius com preséncia/absencia de fractures osteroporotiques (estudi cas-
control) o bé diferéncies significatives en la mitja d’un parametre quantitatiu (com la
densitat mineral 0ssia) entre grups d’individus amb genotips diferents.
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Resultats dels estudis geneétics

Els resultats dels estudis d’associacié genetica han permes delimitar amb gran nombre
d’evidéncies una serie de gens candidats a explicar una part de la variancia de la
densitat mineral ossia. D’aquests, els principals son el receptor de vitamina D (VDR), el
receptor d’estrogens o (ERa), 1 el gen del col-lagen tipus I al (COLIA1), si bé altres
gens apareixen com a candidats. A més els resultats dels estudis de lligament demostren
I’existeéncia d’altres loci candidats que han de ser estudiats amb més detall mitjangant
estudis d’associacio.

El gen VDR

La vitamina D, a través del seu receptor, juga un paper important en 1’homedstasi del
calci regulant el creixement i1 diferenciacio de les cel-lules Ossies, I’absorcié intestinal
de calci, 1 la secrecié d’hormona paratiroidal (PTH). Tenint en compte la importancia
cabdal que té el metabolisme del calci en I’homeostasi de 1’os es facil entendre perque
el receptor de la vitamina D s’erigeix com un dels més ferms candidats a explicar part
de la variancia genctica de parametres determinants d’osteoporosi com la densitat
mineral Ossia. I els resultats de nombrosos estudis d’associaci6 genética confirmen
I’existéncia d’associacid genetica entre polimorfismes del VDR amb densitat mineral
oOssia, tot 1 que encara no queda clar quin és el mecanisme funcional dels polimorfismes
associats ni la magnitud de 1’efecte observat.

El gen del col-lagen de tipus 1

El col-lagen és la proteina majoritaria de 1’os, pel qual els gens que codifiquen el
col-lagen de tipus I (COLIA1 i COLIA2) son importants candidats a explicar la
patogenesi de I’osteoporosi. Aixi, en nombrosos estudis es demostra I’existéncia
d’associacid entre un polimorfisme del gen COLIA1 amb una massa dssia menor i amb
fractura osteoporotica (revisats a Liu et al, 2003). Estudis funcionals d’aquest
polimorfisme han permes demostrar que afecta a [’afinitat d’unié del factor de
transcripcid Spl, el que es tradueix en una activitat transcripcional diferent segons
I’al-lel, i que s’acaba traduint en una relacié anomala entre les cadenes al 1 a2 del
col-lagen i una reduccid de la resisténcia mecanica de I’os (Grant et al., 1996; Mann et
al.,2001).

El gen ERa

La relacié existent entre un déficit d’estrogens i1 la pérdua de massa ossia fan del
receptor d’estrogens o un altre ferm gen candidat d’osteoporosi. Polimorfismes
localitzats en el primer intr6 i en el promotor del gen associen amb densitat mineral
oOssia 1 edat d’establiment de la menopausa (Weel ef al., 1999; Albagha et al., 2001), si
bé no esta clar quin dels dos ¢€s el responsable principal de ’associacio, ja que estan en
un fort desequilibri de lligament i a dia d’avui es desconeix el mecanisme molecular
responsable de I’associacio.
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Altres gens candidats

A més dels tres gens abans mencionats existeixen altres gens que estan sent estudiats.
Entre aquests cal destacar-ne el TGF-B1, la IL-6 i la ApoE. El primer s’ha demostrat
que té efectes potents en ’activitat de la cel-lula 0ssia, i a més en alguns estudis s’ha
observat que polimorfismes localitzats en el gen associen amb densitat mineral Ossia,
fractura osteoporotica i marcadors de recanvi de 1’os; el segon s’ha associat amb massa
oOssia 1 amb recanvi de 1’0s; 1 per ultim en quan al gen ApoE també s’han descrit algunes
associacions que suggereixen un rol important d’aquest gen en 1’osteoporosi. Altres
gens que també estan sota sospita en quant a un possible rol en 1’osteoporosi
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Figura 7. Activitats transcripcionals dels
receptors nuclears. L’activitat més usual
dels receptors nuclears és la d’activar la
transcripcio en dependencia del Illigand al
unir-se a l’element de resposta a hormones
(a), pero també poden reprimir-la, al unir-
se a [’element de resposta en absencia de
lligand (b). Els receptors nuclears també
poden activar la transcripcio de manera
depenent de lligand coactivant altres
factors de transcripcio (c). Igualment,
alguns receptors nuclears poden reprimir
de manera depenent de lligand [’activitat
d’altres factors de transcripcio, procés que
es coneix com transrepressio (d).

requereixen més estudis que confirmin
els estudis ja existents.

El coactivador AIB3

La regulacio de la transcripcido és un
procés complex i altament regulat en el
que participen nombrosos factors.
D’entre aquests factors, els receptors
nuclears sén una familia de factors de
transcripcid que regulen 1’expressio
genica en dependéncia a un lligand. Dins
d’aquesta familia s’inclouen receptors
d’hormones  esteroidals, com els
estrogens (ER) 1 els glucocorticoids
(GR), receptors de lligands no
esteroidals, com les hormones tiroidals
(TR) i I’acid retinoic (RAR), aixi com
receptors que uneixen diversos productes
del metabolisme lipidic com els acids
grassos 1 les prostaglandines. També
existeixen alguns receptors pels quals
encara no s’han descrit els lligands 1 als
quals s’anomena receptors orfes.

Els mecanismes pels quals aquests
receptors regulen la transcripcid son
diversos. Els receptors nuclears poden
activar o reprimir 1’expressi6 de gens
diana unint-se directament als elements
de resposta del DNA com a homo- o
heterodimers o bé interaccionant amb
altres factors de transcripcio (Figura 7).
A més, per tal d’exercir la seva funcid,
els receptors nuclears interaccionen amb
altres proteines que els coregulen actuant
de  coactivadors 0  corepressors.

Generalment per tal que s’inicii la transcripcio els corepressors han d’alliberar-se del
receptor, en un procés que sol ser depenent de lligand. A continuaci6 es recluten els
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coactivadors, que solen formar part de complexes transcripcionals que inclouen gran
varietat de proteines, i que actuen fent de pont entre els receptors i la maquinaria de
transcripcio basal, remodelant ’estructura de la cromatina, etc. Alguns d’aquests
coactivadors son essencials per a I’activacidé de la transcripcido mitjangcada per molts
factors de transcripcid, incloent els receptors nuclears. D’entre aquests factors
destaquem un identificat recentment, pel qual creix [Dinterés: AIB3 (ASC-
2/RAP250/PRIP/NRC/TRBP/NCOA®).

AIB3 és un coactivador transcripcional amplificat en cancers

El gen AIB3 consta de 15 exons que es distribueixen al llarg de 111 kb (Antonson ef al.,
2004), amb una pauta oberta de lectura continguda en el transcrit del gen huma que
codifica per a una proteina de 2063 aminoacids (250 kD). Existeixen a més transcrits
alternatius producte de splicing que codifiquen per a proteines de pes inferior, si bé
aquestes no han estat caracteritzades.

La identificacio del gen AIB3 (amplified in breast cancer 3) es va fer en una cerca de
gens amplificats i sobreexpressats en cancer de mama, en el cromosoma 20q. En

aquesta cerca es va observar amplificacié del gen
AIB3 en aproximadament un 10% dels casos, aixi
com en nombroses linies cellulars de cancer de
mama (Guan et al., 1996). En estudis posteriors es
va demostrar, a més, I’amplificaciéo del gen en
altres tipus de cancer, arribant a un 30% en el cas

Llistat de factors de transcripcid
coactivats per AIB3

Receptors nuclears

del cancer de colon (Lee et al., 1999). En conjunt TRs
aquests resultats suggereixen que la major ERs
expressido del gen AIB3 contribueix a un major GR
creixement del tumor. RAR
VDR
Els primers estudis funcionals del gen van PPARs
demostrar que la principal funci6 d’AIB3 ¢és la de LXRs
coactivador transcripcional, principalment de CAR
receptors nuclears perd també d’altres factors de AR
Nur77

transcripcio (Taula 2), actuant doncs com un
coactivador general de la transcripcidé i no
exclusivament com un coactivador de receptors

Altres factors de transcripcié

nuclears (Lee et al., 1999; Mahajan et al., 2000;  c-Jun

Lee et al., 2000; Ko et al., 2000; Zhu et al., 2000;  c-Fos

Caira et al., 2000; Sohn et al., 2001; Hong et al., = ATF-2

2001; Mahajan et al., 2002; Kong et al., 2003; CREB

Kim et al., 2003; Goo et al., 2004; Hong et al., heat shock factor 1
2004a; Hong et al, 2004b). A més, en algun  SRF

d’aquests estudis (Lee ef al., 1999) i en estudis  E2F-1

posteriors amb models animals knock-out (Kuang  Rb

et al., 2002; Qi et al., 2003; Zhu et al., 2003;  NFxp

Antonson et al., 2003) es va demostrar que és un  C/EBPq

coactivador essencial, i que la pérdua de funcio6
d’AIB3 es tradueix en defectes en 1’activacio de
RXR, RAR, TR i PPAR.
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Taula 2. AIB3 és un coactivador
general de la transcripcio.



El coactivador AIB3

A part de les interaccions d’AIB3 amb factors de transcripcid, per tal d’exercir la seva
funcié de coactivador, AIB3 interacciona amb altres factors: Diferents experiments
demostren la interaccié d’AIB3 amb CBP i p300 (Mahajan et al., 2000; Ko et al., 2000;
Lee et al., 2001). AIB3 no té capacitat histona acetil transferasa, pel que podria modular
I’estructura de la cromatina al reclutar aquests factors, els quals si tenen aquesta
activitat. També interacciona amb alguns components del complex de la proteina
quinasa depenent de DNA (DNA-PKc), complexa que a la vegada fosforila a AIB3 (Ko
et al., 2000; Ko et al., 2003), amb la proteina DRIP130, component del complexa
mediador DRIP/TRAP, i altres proteines, algunes d’elles amb capacitat d’uni6 a RNA.

Organitzacid de la proteina AIB3

L’estructura basica d’AIB3 conté els segiients elements: 1) Un potent domini
d’activacié (AD1), 2) un segon domini d’activacié ric en Glu i Pro (AD2), 3) Un motiu
LXXLL-1 (motiu NR) essencial per a la interaccié6 amb nombrosos receptors nuclears i
un motiu LXXLL-2 amb interaccions amb NRs més limitades que el primer, 4) un
domini de dimeritzacid, i 5) una regi6 inhibidora a I’extrem C-terminal, rica en Ser, Thr
i Leu (Figura 8).

LXXLL-1 (887-891) LXXLL-2 (1491-1495)
AD1 AD2
g — | i
~— N [e23'e] tTOM™m [« < ™M
© 0 o * AN~ T N o O
AN ™ [N Ne] (o} o o
~ ~ AN N
DE  QRich ®uneFos  cpp QP-rich 4 STLerich  +/+
Domini de dimeritzaci6 LXR
TRs, ERs, GR,
RAR, RXR,
VDR, PPARs

Figura 8. Estructura de la proteina AIB3. Es descriuen els diferents elements basics
(veure el text) aixi com les principals interaccions amb factors de transcripcio. Els
numeros indiquen la posicio dels aminoacids.

Les regions AD1 (aminoacids 302 a 783) i AD2 (aminoacids 940 a 1124) d’AIB3 sén
regions riques en Glu 1 Pro que actuen com a activadores de la transcripcid, com es
demostra al fer quimeres d’aquestes regions amb el domini d’unié a DNA de Gal4 de
llevat. La regi6 AD2 és a més essencial per 1’activacié lligand depenent de receptors
nuclears (Mahajan et al., 2000). L’activitat d’aquestes regions es veu regulada per
I’extrem C-terminal de la proteina (uns 600 aminoacids), una regi6 rica en Ser, Thr i
Leu, que actua disminuint-ne ’activitat (Mahajan et al., 2000). Els mecanismes que
dirigeixen aquesta inhibicié no estan del tot clars si bé es sospita que podria estar
modulada per fosforilaci6 i que es podria exercir a través de la uni6 de diferents
proteines moduladores.

La funci6 activadora de la proteina va lligada a la presencia de dos motius NR. Aquests
motius s’ha descrit que son necessaris per a la interaccido amb els receptors nuclears a
través del domini d’uni6 de lligand d’aquests. Consisteixen en una seqiiéncia basica
Leu-X-X-Leu-Leu (en que X ¢és qualsevol aminoacid) en la qué també els aminoacids -1
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1 -2 precedents soén importants en la unid al receptor, determinant [’afinitat 1
I’especificitat per aquest (Chang et al., 1999). El primer motiu LXXLL d’AIB3 uneix
diferents receptors nuclears amb una elevada afinitat: TRs, RXRs, RARs, GR, ERs,
VDR, i PPARs (Mahajan et al., 2000; Ko et al., 2000; Caira et al., 2000). El segon
motiu LXXLL no interacciona amb TR, RAR, RXR, GR, tot i que si amb ERa a una
afinitat 10 vegades inferior a la de LXXLL-1 (Mahajan et al., 2000) i amb LXR
(Mahajan et al., 2000; Lee et al., 2001; Toresson et al., 2004). En els dos motius,
I’associaci6 amb els receptors nuclears es perd quan se’n muten els aminoacids consens.

Localitzacid i funcions del gen AIB3

El transcrit del gen AIB3 esta present en nombrosos teixits i tipus cel-lulars (Zhang et
al., 2003). Pel seu patr6 d’expressid es pot dir que t€ una expressio ubiqua: Esta present
a testicle, cervell, tim, teixit adip6s blanc 1 marr6, pituitaria, ovari, rony6, pulmo, fetge,
pancreas, muscul esquelétic, entre d’altres (Figura 9). Quan s’analitza la distribucioé de
la proteina en diferents talls histologics s’observa que I’expressio dintre dels diferents
teixits en els que es detecta expressio del gen no és homogeénia, i que hi ha diferéncies
importants entre els diferents tipus cel-lular que els conformen. Aixi, per exemple, en
pancreas es detecta la proteina en illots de Langerhans amb un alt nivell d’expressio,
sent menor en cel-lules acinars; o en glandula tiroide es detecta en cel-lules del fol-licle,

perd no en les del parafollicle

(Zhang et al., 2003). Aquests
240 A T .
resultats indiquen que AIB3 és un
210 1 gen amb una expressid depenent
o del tipus cel-lular.
Q180 1
<
= 150 Si s’analitzen els  perfils
% d’expressi6 amb més detall
S 120 1 s’observa, a més, una correlacid
= entre 1’expressid6 de receptors
4 90 d’esteroids i1 la d’AIB3: En tipus
L% 60 - cel'lulars en que hi ha una
elevada expressido de receptors
30 1 d’aquestes hormones (ER, AR o
0 - GR) [l’expressio6 d’AIB3 ¢és
ST HEDSEELE25 358 igualment elevac_ia,’i aixo e::s cert
= g S HFE3Q 3 SSs o P® en testicle, ovari, tter i glandula
£o8g 2 8 3 g mamaria (Zhang et al., 2003).
3 o 2 o L’elevada presencia d’AIB3 en

aquests tipus cel-lulars i el fet que
Figura 9. Expressio relativa del gen AIB3 ¢és un potent coactivador dels
mesurada per PCR a temps real. Els valors receptors d’estereoids suggereix
d’expressio d’AIB3 han estat normalitzats per la  que podria jugar un rol important
concentracio de RNA 18S. Adaptat de Zhang et en la funci6 d’aquestes hormones
al., 2003 en aquests tipus cel-lulars.
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Estudis en models cel-lulars i animals

Fins a la data s’han realitzat estudis del gen AIB3 basicament en tres models animals:
Els ratolins knock-out (KO) per al gen AIB3, els ratolins transgénics amb el dominant
negatiu 1 (DN1), i els transgénics amb el dominant negatiu 2 (DN2). Dels estudis
provinents dels animals knock-out es treuen diverses conclusions que clarifiquen el rol
fisiologic d’AIB3. La primera d’aquestes conclusions és que és un gen essencial per a la
viabilitat de 1’organisme. Aixi, el ratoli KO d’AIB3 homozigot (en endavant AIB3™) és
inviable, produint-se la mort de I’embri6 in utero durant els dies 8 a 12.5 post coitum
(Kuang et al., 2002; Zhu et al., 2003; Antonson et al., 2003; Mahajan et al., 2004). La
causa d’aquesta letalitat sembla provenir d’una disfuncio de la placenta i un seguit de
defectes de desenvolupament a nivell de cor, fetge i cervell (Kuang et al., 2002; Zhu et
al., 2003; Antonson ef al., 2003).

Quan s’estudien fibroblasts embrionaris derivats d’embrions AIB3” amb 12.5 dpc i es
comparen amb els provinents d’un ratoli salvatge, s’observa en els primers un
creixement més lent aixi com I’entrada en apoptosi al arribar a la fi de la fase de
creixement (Mahajan ef al., 2004). Reforcant aquesta observacid, en un altre sentit, s’ha
descrit en estudis cel-lulars que la transfeccid estable d’AIB3 es tradueix en una taxa de
proliferacié més elevada (Kong er al., 2003). En conjunt els resultats suggereixen que
AIB3 pot jugar un paper en la proliferacié cel-lular i en 1’apoptosi (anti-apoptotic).

En linia amb I’anterior, AIB3 també ha estat implicat en regulacié de processos de
diferenciacid cel-lular. El primer d’aquests €s la diferenciacié a granulocit de cel-lules
de la linia promielocitica HL60. En aquesta s’ha observat que [’expressié d’AIB3
s’indueix durant la diferenciacié en aquest tipus cellular i que AIB3 interacciona
fisicament 1 coactiva C/EBPa (Hong et al, 2001), el qual s’indueix durant la
diferenciacié dels granulocits i és necessari per a la diferenciacié granulogeénica
(Hohaus et al., 1995; Zhang et al., 1997). També s’ha descrit que interacciona amb
ATF-2, el qual també¢ s’indueix durant la granulopoiesi 1 a més pot formar heterodimers
amb C/EBPa que s’uneixen a DNA i regulen la transcripci6 (Shuman ef al., 1997; Hong
et al., 2004a). L altre procés de diferenciaci6 en el qual juga un paper important és en
I’adipogénesi. Mitjangant fibroblasts embrionaris AIB3” s’ha comprovat la
impossibilitat d’aquests de diferenciar a adipocit per induccié de PPARyl (Qi et al,
2003; Hong et al., 2004a).

A part d’aquestes implicacions a nivell cel-lular també s’ha observat alguns efectes en
els ratolins AIB3™". Aquests ratolins son viables i no presenten grans diferéncies
fenotipiques aparents, perd al ser estudiats amb més detall s’observen una série de
diferéncies amb els ratolins salvatges. La primera d’aquestes ¢€s el retard del creixement
intrauteri observat en els ratolins AIB3™" amb un background genétic 129S6. Aixi, els
ratolins AIB3™" recent nascuts son un 10-15% més petits que els corresponents
salvatges, si bé aquesta diferéncia es perd i als 2-3 mesos d’edat no s’observen
diferéncies amb els salvatges (Mahajan et al, 2004). En aquests mateixos ratolins
s’observa hipoesterilitat tant en mascles com en femelles. Entre aquestes ultimes
s’observa un 20% d’esterilitat, i entre aquelles que son hipofeértils, s’observa un declivi
progressiu del nimero de cries per embaras aixi com un increment de la taxa de
mortalitat neonatal (Mahajan et al., 2004). Per ultim, també s’ha observat un
empitjorament depenent d’edat de la capacitat cicatritzadora de ferides. En aquest cas
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s’ha observat que els queratinocits del ratoli AIB3" tenen una capacitat de resposta a
EGF nul‘la o molt disminuida, el que fa que la capacitat migratoria d’aquests sigui molt
baixa (Mahajan et al., 2004).

L tnic model KO condicional d’AIB3 fet fins el moment és el de glandula mamaria,
concretament el de cél-lules epitelials d’aquesta. En aquest model s’observa una
deficient mammopoiesi, que es tradueix en una menor produccid de llet. Les cél-lules
epitelials AIB3” tenen una taxa de proliferacio similar a les salvatges, si bé tenen una
taxa d’apoptosi superior (Qi et al., 2004).

Per ultim, s’han generat ratolins transgeénics amb expressiéo de dominants negatius per a
AIB3. Aquests dominants negatius son dos: DN1, que correspon els aminoacids 849 a
929 d’AIB3 i conté la caixa LXXLL-1; i el DN2, que correspon els aminoacids 1429 a
1511 d’AIB3 i cont¢ la caixa LXXLL-2. El primer d’ells actua bloquejant
especificament la uni6 d’AIB3 als receptors nuclears amb els que interacciona a través
de la caixa 1 (Kim et al., 2002) 1 possiblement impedint I’homodimeritzaciéo d’AIB3,
mentre que el segon actua bloquejant la unié d’AIB3 a LXR, també de forma especifica
(Lee et al., 2001; Kim et al., 2003). En el ratoli transgenic DN1 s’observen defectes a
diferents teixits (Kim et al., 2002), mentre que en el transgénic DN2 no s’observen
defectes en teixits, si bé els fetges d’aquests ratolins tenen defectes del metabolisme de
lipids i esdevenen fetge gras sota una dieta rica en colesterol, indicant defectes del
metabolisme d’aquest (Kim et al., 2003).
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Les bases genétiques de la majoria de malalties multifactorials no estan definides. Es
per aix0 que molts estudis de genetica es dirigeixen a definir I’origen genétic d’aquestes
malalties. En aquests estudis una de les estratégies més utilitzades és la de 1’estudi de
gens candidats, gens que per la seva funci6 biologica poden jugar un paper rellevant en
la patologia de la malaltia.

Amb la finalitat de trobar nous gens implicats en la fisiopatologia de la diabetis mellitus
de tipus 2, I’objectiu principal de la present tesi ha estat el d’avaluar dos gens candidats
de susceptibilitat a aquesta malaltia, partint d’estudis d’associacié genética amb
diferents grups d’individus ben caracteritzats clinicament, i avaluant els resultats
positius, en el cas d’obtenir-los, en estudis funcionals dirigits a desxifrar el mecanisme
molecular responsable del resultat.

El primer d’aquests gens ¢és el gen DOR (diabetis and obesity regulated), identificat en
el nostre laboratori pel Dr. Daniel Bach en un estudi d’hibridaci6 substractiva 1’objectiu
del qual era el d’identificar gens regulats en diabetis de tipus 2. El gen DOR ¢és un
coactivador transcripcional amb una elevada expressié en muscul esquelétic, teixit en el
que D’expressidé es veu fortament disminuida en situacions de diabetis de tipus 2 i
obesitat.

El segon d’aquests gens ¢és el gen AIB3, també un coactivador transcripcional que per la
seva funcid6 1 localitzaci6 €s un gen candidat. AIB3, com s’ha vist en la introduccio, és
un potent coactivador de nombrosos receptors nuclears alguns d’ells fortament implicats
en la diabetis de tipus 2 (i.e. PPARYy). A més, el gen AIB3 localitza en el genoma a 3 kb
del gen DOR, pel que en el cas de trobar un resultat positiu en un estudi d’associacio
amb polimorfismes localitzats en el gen DOR, I’efecte causal podria provenir d’aquest
gen, sent convenient estendre I’estudi també a polimorfismes localitzats en aquest gen.

Els coactivadors transcripcionals regulen 1’expressi6 de nombrosos gens, jugant un
paper important en la regulacié de diferents processos a nivell transcripcional, i a més,
els antecedents indiquen que altres reguladors transcripcionals com el coactivador PGC-
1 1 el receptor nuclear PPARY son gens de susceptibilitat a diabetis de tipus 2 (Ek et al.,
2001; Stumvoll et al., 2002).

En aquest sentit aquesta tesi ha tingut tres grans objectius, que alhora es poden dividir
en altres objectius més concrets:

1. Avaluacio dels gen DOR i AIB3 com a gens de susceptibilitat a la diabetis de
tipus 2:

a) Avaluacié del gen DOR com a gen de susceptibilitat a la DM-2: Per tal de satisfer
aquest objectiu s’han realitzat estudis d’associacié genética amb un grup
d’individus normoglucémics i un de diabetics de tipus 2 de poblacid espanyola, i
un amb els mateixos grups de poblacid anglesa. També s’avalua 1’associacid
genética amb 1’obesitat.

b) Avaluacid del gen AIB3 com a gen de susceptibilitat a la DM-2: S’ha avaluat el
desequilibri de lligament entre diferents polimorfismes de la regié compresa pels
gens DOR 1 AIB3. D’entre aquests polimorfismes es seleccionen aquells que
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defineixen els haplotips majoritaris de la regio, localitzats en el gen AIB3, i s’han
genotipat en les mostres utilitzades per a la consecucid del primer objectiu.

2. Analisi de I’expressio dels gens DOR i AIB3 en diferents situacions patologiques
i models animals de patologia

3 Generacio d’un vector de reemplacament del gen DOR per a la generacié del
ratoli knock-out

La generacid d’aquest model animal haura de permetre avaluar in vivo la validesa i

rellevancia dels resultats obtinguts en el primer objectiu i en altres estudis realitzats en
el si del nostre grup.
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Caracteritzacio de la regio estudiada i seleccio dels grups

1. ESTUDIS D’ASSOCIACIO GENETICA DELS GENS DOR | AIB3

1.1. Caracteritzacio de la regio estudiada i seleccio dels grups

El primer objectiu de la tesi era la consecuci6 d’estudis d’associacid genctica dels gens
DOR i AIB3 en diferents grups de mostres. Donat que técnicament era més senzill i que
la proximitat dels dos gens feia preveure que podien estar en un fort desequilibri de
lligament, es va decidir abordar 1’estudi dels dos gens conjuntament. Aixi, es van
seleccionar polimorfismes localitzats en els dos gens, es va avaluar el desequilibri de
lligament entre ells, 1 es van seleccionar aquells que representaven millor el conjunt dels
haplotips descrits. Aquests van ser els que es genotiparien posteriorment en els diferents

grups.

El calcul de les freqiiencies dels haplotips existents entre diferents polimorfismes,
permet definir el desequilibri de lligament entre aquests. Aquesta informaci6, sumada a
la informaci6 de freqiiéncies al-l¢liques, dona una idea de la rellevancia de la informaci6
obtinguda per a cada al-lel. Aixi, dos polimorfismes en perfecte desequilibri de
lligament i amb unes freqiiencies al-leliques similars, donen una informaci6 similar: si
el primer associa amb un determinat tret, el segon també ho fa. Es per aixo que al
dissenyar un estudi d’associacio ¢s convenient definir el desequilibri de lligament entre
els diferents polimorfismes seleccionats.

En referéncia amb el present estudi, en el cas de demostrar-se desequilibri de lligament
entre els polimorfismes localitzats en els dos gens ens trobariem davant de dos estudis
d’associacio estretament lligats, ja que els efectes observats en un polimorfisme
localitzat en un dels gens, podria ser explicat per un polimorfisme en desequilibri de
lligament localitzat en ’altre gen: en definitiva ens trobariem davant d’un tnic estudi
d’associacid de la regié compresa pels gens DOR i AIB3.

1.1.1. Seleccié i avaluacié de polimorfismes per a I’estudi d’associacié dels gens DOR
i AIB3

Per als estudis d’associacio del

gen DOR es van seleccionar \
polimorfismes provinents d’un 5 }—
estudi previ: La seqiienciacid dels

exons del gen DOR en 30
pacients diabetics, realitzada pel
| DOR 635 | | DOR 751
Figura 10. Polimorfismes localizats en el gen
DOR trobats en la seqiienciacio del gen.

Dr. Bernhard Baumgartner, i que
havia donat com a resultat la
descripcio de diferents
polimorfismes localitzats en el
gen (Figura 10). D’entre aquests,
es van seleccionar aquells que podien ser analitzats mitjangant enzims de restriccio:
DORI1 (DOR -16), SNP4 (DOR 635) i SNP2 (DOR 751). Aquests polimorfismes eren
SNPs que localitzen en la regié promotora, en el cas de DORI1, o en el primer intro, en
el cas de SNP4 i SNP2.
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Posteriorment, aquests SNPs han aparegut a les bases de dades publiques amb els
segiients numeros de referéncia: DOR1: rs2378256; SNP4: rs910869; SNP2: rs910870.

Es van genotipar un total de 58 individus per els 3 polimorfismes i es van determinar les
freqiiéncies dels haplotips. Per tal d’avaluar el desequilibri de lligament es va calcular el
coeficient |D’| i la significaci6 estadistica del desequilibri de lligament. Paral-lelament,
per avaluar el desequilibri de lligament en relacié amb les freqiiéncies al-léliques’, es va
calcular el parametre d? (Taula 3).

a) Haplotip (%) b) Combinacié | D’ | d° p
CCC 1 DOR1-SNP4 \ 0.97 \ 0.94-0.93 \ 0.00000
CTC 40 DORI-SNP2 1.00 0.83-0.79 = 0.00000
GCC 4 SNP4-SNP2  1.00 = 0.83-0.83  0.00000
GCT 54
GTC 1

Taula 3. a) Freqgiiéncia estimada dels haplotips entre els polimorfismes DOR1-SNP4-
SNP2 b) Valors dels parametres |D’| i d’ entre les diferents comparacions dels
polimorfismes.

Els resultats indiquen un fort desequilibri de lligament entre els 3 polimorfismes, amb
ID’| properes o iguals a 1 i d* superiors a 0.80 en la majoria dels casos, i amb dos
haplotips majoritaris (quasi el 95%), qual cosa indica que la informaci6 provinent dels 3
polimorfismes és essencialment la mateixa. Per aquest motiu, es va decidir prescindir de
la genotipaci6 dels polimorfismes SNP4 1 SNP2 en favor de la genotipacié de DORI, ja
que per la localitzacié d’aquest semblava un millor candidat a provocar canvis
funcionals (d’activitat del promotor).

A més del polimorfisme DORI, es van seleccionar altres polimorfismes de les bases de
dades publiques i de ‘Celera’: SNP9 (CV1265078; rs17551387), DORS (CV1265095;
rs6579186), SNP5 (rs1884668), AIB6 (rs17092066), AIB1 (1s910872) i AIB7
(rs959829) (Figura 11); i es van genotipar per a poder estimar els haplotips i els
parametres [D’| i d*.

DOR1 SNP4
SNP9 DOR5 SNP5 i SNP2 AlB6 AlB1 AIB7
: 1 p—in L0 oo o— ap gom
1 1 1 1 1 1 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 // 1
32730 32740 32750 | 32760 i 32770 32780 32790 32800 32810 /7 32880
DOR | AIB3 U
T /]

Figura 11. Posicio dels polimorfismes estudiats. Els niimeros corresponen a quilobases
del cromosoma 20 huma en [’ensamblatge NCBI35. Les posicions dels gens DOR i
AIB3 en aquest ensamblatge son: DOR, de 32755809 a 32764898 pb; i AIB3, de
32877094 a 32766240 pb.

" el parametre |D’| és independent d’aquestes
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Es van fer taules amb totes les combinacions de genotips existents entre els
polimorfismes SNP9, DORS, DOR1, AIB6, AIB1 i AIB7 en 95 individus no diabétics, i
es van estimar les freqliéncies d’haplotips globals 1 locus per locus. Paral-lelament es
van fer taules amb totes les combinacions de genotips existents entre els polimorfismes
SNP9, DORS5, SNP5, DORI1, SNP4, AIB6, AIB1 1 AIB7 en 49 dels individus anteriors,

1 es van fer les mateixes estimacions
(Taula 4). A partir de les freqiiéncies
d’haplotips  locus  per  locus
obtingudes, es van calcular els
parametres [D’| i d°. Els resultats es
mostren a la Figura 12. També es va
calcular la significacio estadistica del
desequilibri de lligament per a cada
comparacio 1 aixi es va observar que
aquest és significatiu en tots els casos.

Els resultats indiquen que els
polimorfismes estudiats estan en un
fort desequilibri de lligament entre
ells, amb |D’| superiors a 0.70 en
quasi tots els casos. Aix0 indica que
la regio (de més de 100 kb) s’hereda
preferentment en bloc. A més, també
s’observa que en referéncia al
coeficient d” els valors resulten en
general inferiors, el que suggereix
que en general els polimorfismes
estudiats son singulars, i que per tant,
la informacié que es pot obtenir
d’aquests sera diferent per a cada un
d’ells. En el cas del polimorfisme
SNP4 s’observa que esta en fort
desequilibri de lligament i que té una
distribuci6 dels allels similar al
polimorfisme DOR1 (d*=0.97-0.96),
per tant, la informacié que obtinguem
d’un i altre polimorfisme sera molt
semblant. Com ja s’ha comentat, quan
s’observen les freqiiencies d’haplotips
entre els polimorfismes DORI i
SNP4 es veu com els 2 haplotips
majoritaris representen el 94% de les
combinacions possibles. Per tant, es
va decidir prescindir de la genotipacio
de SNP4.

De forma similar, SNP5 esta en fort
desequilibri de lligament 1 té una
distribucio dels al-lels similar a

RN
SNP9

DOR 5

DOR 1| 0. ;

SNP4*

AIB 6

AIB 1

AIB7

D g F ok oz i
n a w a 0 < < <<

SNP9 ‘ 0.36 0.01 kgl

sors QA o7 00 o7 o1 I
o 08 oro o= R
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AlIB 6 0.02
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Figura 12. Desequilibri de lligament entre
els diferents polimorfismes estudiats en 95
individus™. a) Valors de |D’| en una escala
de colors. b) Valors de d° en la mateixa
escala. "per a SNP5 i SNP4 el n° d’individus
utilitzats és de 49.
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Resultats

DORS5 (d°=0.77-0.70). Quan s’observen les freqiiéncies dels haplotips majoritaris entre
DORS 1 SNPS5 s’observa que aquestes representen el 92% de totes les combinacions
possibles. Tot i que la similitud entre DORS i SNP5 no és tan bona com entre SNP4 i
DORI, es va descartar la genotipacié de SNP5 perque a més resultava técnicament més
complexe (us de gels d’acrilamida en comptes d’agarosa).

De manera similar es va decidir també prescindir de la genotipacié de SNP9, ja que els
valors de desequilibri de lligament amb AIB7 donen valors elevats (d*=0.73-0.71), pel
que mantenint AIB7 es podien representar la majoria dels haplotips existents entre els
polimorfismes.

Entre els polimorfismes seleccionats també s’observen valors de desequilibri de
lligament molt elevats (DORS5-DORI1 i AIB6-AIB7), tot i que les diferéncies en el valor
de d* son lleugerament més pronunciades. En tot cas no es va voler excloure més
polimorfismes de 1’estudi perque el tenir polimorfismes en fort desequilibri de lligament
permetia d’alguna manera replicar la genotipacié: Els resultats obtinguts per a un
polimorfisme, en el cas de ser efectes notables, podrien veure’s reflectits en els resultats
d’un altre polimorfisme en fort desequilibri de lligament.

a) Haplotip f(%)  Haplotip (%) b) Genotips f (%)
cceee 2 CCGCT 43 HHHCH 27
GCcccC |1 CGCcC |1 CCGCT 15
GCGCT 2 CGCCT 7 GGCCC 15
GGCCC 34 CGGCT 1 GGHHH 9
GGGTT 1 GGCTT |1 HHGHT | 8
CCCCT 2 GGGTT 8 CHHCT o6

Taula 4. a) Freqgiiencia estimada dels haplotips existents entre els polimorfismes
DORS5-DORI1-AIB6-AIBI1-AIB7. b) Fregqiiencia de les combinacions de genotips.

També es van provar altres polimorfismes de les bases de dades localitzats en el gen
DOR, pero, o bé no eren polimorfics, o bé tenien un comportament similar als ja
estudiats (és a dir |D’| i d® propera a 1 amb algun dels polimorfismes).

Paral-lelament als estudis d’associacid genética es van analitzar més polimorfismes
localitzats en el gen AIB3. Amb aquesta finalitat es van buscar polimorfismes al llarg
del gen en la base de dades de ‘Celera’. La informaci6 obtinguda es va processar amb el
programa ‘SNP Transformer’ per a determinar quins SNPs eren analitzables per digestio
amb un enzim de restriccid 1 per quin enzim es podien analitzar.

Un cop obtinguda aquesta informacid es va dissenyar una estratégia de genotipacio que
permetia analitzar més d’un SNP per cada producte de PCR amplificat. D’aquesta
manera es podien genotipar un total de 9 SNPs: CV1207894, CV1207891, CV1207869,
CV1207872, CV1207864, CV11189436, CV1207855, CV2988250, CV2988252.

Es van dissenyar encebadors especifics i es van posar a punt les estratégies de
genotipacio. En alguns casos es va haver de dissenyar nous encebadors, per tal
d’amplificar en dues rondes (veure ‘Material 1 meétodes: VI.2 Genotipacié de
polimorfismes dels gens DOR i1 AIB3’, pagina 133).
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Caracteritzacio de la regio estudiada i seleccio dels grups

Es van genotipar 30 individus per als polimorfismes seleccionats, i per a DOR1, AIBI1,
AIB6 i AIB7, i amb els resultats es van calcular les freqiiencies d’haplotips 1 es van
estimar els coeficients |D’| i d°. Els resultats es mostren a la Taula 5, i indiquen que, a
excepcio del polimorfisme rs2425005, la resta de polimorfismes es troben en un fort
desequilibri de lligament amb algun dels polimorfismes AIB. A més, en la genotipacio,
es va veure que el polimorfisme CV1207872 no era polimorfic en la poblacié estudiada.

Amb aquests resultats es va decidir no afegir nous polimorfismes a I’estudi de
genotipacio 1 estudiar unicament els polimorfismes DORS, DOR1, AIB6, AIB1 i AIB7.

cv 1207899 1207894 | 1207891 = 1207887
rs 17092066 910872 17092080 2378259 959829
posicié* 32786501 32798201 32799318 32805349 32809708
nom AIB6 AIB1 - - AIB 7
2 D] ] 0.85 0.85 1.00 1.00
< & 0,23-0,02 ' 0,23-0,02 | 1,00-1,00 | 0,74-0,69
S D 1.00 1.00 1.00 1.00 ]
< & 0,74-0,69 0,21-0,02 0,21-0,02 | 0,74-0,69
= D 0.85 ] 1.00 0.85 1.00
< & 0,23-0,02 1,00-1,00 | 0,23-0,02  0,21-0,02
LD amb . AIBI  AIB6
cv 1207869 11189436 1207855 2988250 2988252
rs 6060044 | 4911444 | 6060051 = 6087633 | 2425005
posicio* 32828513 32842109 32842413 32871798 32871376
nom - - - - -
2 D] 0.85 1.00 1.00 1.00 0.92
< & 0,23-0,02 1,00-1,00 1,00-1,00  0,74-0,69 0,78-0,78
S D 1.00 1.00 1.00 1.00 0.93
< & 0,21-0,02  0,74-0,69 0,74-0,69 | 1,00-1,00 0.81-0.81
= D 1.00 0.85 0.85 1.00 1.00
< & 1,00-1,00 | 0,23-0,02  0,23-0,02 | 0,21-0,02 | 0,04-0,02

LD amb | AIBI = AIB6 | AIB6 | AIB7 | -

Taula 5. Valor dels coeficients |D’| i d° dels polimorfismes seleccionats amb els
polimorfismes AIB6, AIBI i AIB7. S’indiquen els pol*imorﬁsmes AIB i el desequilibri de
lligament amb cada un dels polimorfismes avaluats. posicio en [’ensamblatge NCBI35.

1.1.2. Grups genotipats en els estudis d’associacié genetica

Amb els polimorfismes seleccionats es va iniciar la genotipacido de diferents grups
d’individus. Es van plantejar 3 tipus d’estudis:

1. Associacio genetica amb diabetis de tipus 2

2. Associaci6 genética amb obesitat
3. Associaci6 genetica amb retras del creixement intrauteri (RCI)
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Resultats

En els dos primers estudis es van utilitzar mostres provinents dels hospitals ‘Josep
Trueta’ de Girona, ‘Joan XXIII’ de Tarragona, i ‘Carlos Haya’ de Malaga. Es van
recollir mostres de DNA de 542 individus no diabétics, 188 dels quals tenien un IMC
inferior a 25, 1 655 individus amb diabetis de tipus 2. Tots els individus tenien un
IMC<40, per tal d’excloure individus amb obesitat morbida. En el cas de les mostres
provinents de 1’hospital ‘Josep Trueta’ de Girona es disposava d’informaci6 clinica
d’algunes d’aquestes. Els detalls dels criteris de selecci6 dels individus es detallen a
‘Material i métodes: 1.2.1 Estudis d’associaci6 genetica’ (pagina 94). Per al tercer estudi
es van utilitzar mostres provinents de 1’hospital ‘Josep Trueta’ de Girona.

En totes aquestes mostres es van genotipar els polimorfismes SNP9, DORS, DORI,
AIB6, AIB1 1 AIB7 (en col-laboracié amb el Dr. Bernhard Baumgartner per als SNPs
DOR i amb I’ajuda de la técnic Ruth Pareja) segons el procediment descrit a ‘Material i
metodes: VI.2 Genotipaci6 de polimorfismes dels gens DOR 1 AIB3’ (pagina 133). En
el cas de les mostres del tercer estudi, perd, unicament es van genotipar els
polimorfismes AIB6, AIB1, i AIB7.

1.2. Resultats dels estudis d’associacio genetica amb diabetis de tipus 2
I amb obesitat

Els resultats que es mostren a continuacié provenen dels estudis d’associacié genetica
en individus amb diabetis de tipus 2 i en individus obesos. Tot 1 que els resultats es
mostren de forma independent, aquests dos estudis son de fet un de sol. Per a ’estudi
d’associacié amb obesitat s’ha utilitzat el grup de individus no diabétics del primer
estudi, separant els individus d’aquest segons tinguin I’'IMC inferior o igual a 25 (grup
normopes), o superior a 25 (grup de sobrepes 1 obesitat).

Per tal de fer més clara la presentacio dels resultats, aquests es mostren separats en dues
seccions: en la primera es mostren, per a cada SNP genotipat, els valors de freqiiéncies
de cada genotip 1 al-lels per a cada grup; 1 en la segona es mostren correlacions dels
diferents polimorfismes amb parametres clinics dels pacients estudiats, agrupant els
polimorfismes en conjunt 1 presentant els resultats parametre a parametre. A més, també
s’inclouen a resultats suplementaris les freqiiencies dels SNPs en tots els grups separats
segons I’IMC, aixi com I’estadistica associada a aquestes freqiiéncies (Taula 31 i Taula
53).

1.2.1. Distribuci6 de freqtiencies

Polimorfisme DORS5

El polimorfisme DORS va ser genotipat en 437 individus no diabétics i en 516 individus
diabetics de tipus 2. En els dos grups, la distribucié de freqiliencies genotipiques es troba
en equilibri Hardy-Weingberg (No diabétics: y°=1.100, p=0.577; Diabétics: %°=0.9959,
p=0.6078).

Els resultats (Taula 6) indiquen que no hi ha diferéncies estadisticament significatives
entre els dos grups.
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Resultats dels estudis d’associcaico genética amb diabetes de tipus 2 i obesitat

Freqiiencies al-1eliques Freqliencies genotipiques
Grup n G C GG GC CC
No diabetic | 437 | 0.51 (445) 0.49 (429) | 0.28 (121) 0.46 (203) 0.26 (113)
Diabetic 516  0.48 (496) 0.52(536) 0.25(127) 0.47(242) 0.28 (147)
Test y? p=0.214 p=0.479

Taula 6. Fregiiéncies al-leliques i genotipiques del polimorfisme DORS5 en individus no
diabetics i diabetics de tipus 2. Entre parentesi s’indiquen els numeros absoluts
d’individus per a cada al-lel i genotip.

Quan aquest mateix analisi es fa Uinicament amb el grup no diabétic, distribuint els
individus en dos grups segons el seu index de massa corporal, no s’observen diferéncies
significatives en les freqiiencies al-leliques 1 genotipiques entre els dos grups (Taula 7).

Freqiiéncies al-leliques Freqiiéncies genotipiques
Grup n G C GG GC CC
IMC<25 | 143 | 0.49(179) 0.51(129)  0.23(33) 0.51(73) 0.26 (37)
IMC>25 294  0.52 (306) 0.48 (282) 0.30(88) 0.44 (130) 0.26 (76)
Test x> p=0.340 p=0.273

Taula 1. Freqiiéncies alléliques i genotipiques del polimorfisme DORS en individus
amb un IMC inferior o igual a 25 kg/m’ i en individus amb un IMC superior a 25 i
inferior a 40 kg/m’.

Polimorfisme DORI

El polimorfisme DORI1 va ser genotipat en 491 individus no diabétics i en 366 individus
diabetics de tipus 2. En els dos grups, la distribucié de freqiliencies genotipiques es troba
en equilibri Hardy-Weingberg (No diabétics: y=0.2435, p=0.8854; Diabetics:
x*=2.213, p=0.3308).

Freqiiéncies al-leliques Freqiiéncies genotipiques
Grup n G C GG GC CC
No diabetic 491 0.59 (575) 0.41 (407) 0.35(172) 0.47 (231) 0.18 (88)
Diabeétic 366  0.59(432) 0.41(300) 0.37 (137) 0.43(158) 0.19(71)
Test y* p=0.848 p=0.528

Taula 8. Fregiiencies al-leliques i genotipiques del polimorfisme DORI en individus no
diabetics i diabetics de tipus 2. Entre parentesi s'indiquen els numeros absoluts
d’individus per a cada al-lel i genotip.

Els resultats (Taula 8) indiquen que no hi ha diferéncies estadisticament significatives
entre els dos grups.

Quan aquest mateix analisi es fa Gnicament amb el grup no diabétic, distribuint els

individus en dos grups segons el seu index de massa corporal, no s’observen diferéncies
significatives en les freqiiéncies al-leliques i genotipiques entre els dos grups (Taula 9).
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Resultats

Freqiiencies al-1¢liques Freqliencies genotipiques
Grup n G C GG GC CC
IMC<25 | 176 | 0.57 (202) 0.43 (150) | 0.31 (54) 0.53(94) 0.16 (28)
IMC>25 315  0.59 (373) 0.41(257) 0.37 (118) 0.43 (137) 0.19 (60)

Test x* 0.579 0.107

Taula 9. Freqiiéncies alléliques i genotipiques del polimorfisme DORI en individus
amb un IMC inferior o igual a 25 kg/m’ i en individus amb un IMC superior a 25 i
inferior a 40 kg/m’.

Els resultats (Taula 9) indiquen que no hi ha diferéncies estadisticament significatives
entre els dos grups. Ara bé, si s’estudia 1’estadistica dels diferents genotips per separat
s’observa que la diferéncia de freqiliencies del genotip GC entre els dos grups és
significativa (Taula 10).

Genotip [MC<25 IMC>25 OR CI P
GG | 54 | 118 1.29 0.85-1.94 0.206
GC = 94 137 0.7 0.46-0.99 0.035
CC | 28 | 60 124 0.74-2.10 0.385

Taula 10. Valors de odds ratio (OR), intervals de confianca (CI), i p del test 7 pera
cada genotip del polimorfisme DORI individus amb un IMC<25 i un IMC>25.

Polimorfisme AIB6

Aquest polimorfisme va ser genotipat en 459 individus no diabétics i en 478 individus
diabetics de tipus 2. En els dos grups, la distribucié de freqiliencies genotipiques es troba
en equilibri Hardy-Weingberg (No diabétics: ¥°=0.02745, p=0.9864; Diabeétics:
v*=3.384, p=0.1842).

Freqiiéncies al-leliques Freqiiéncies genotipiques
Grup n G C GG GC CC
No diabetic | 459 0.53 (488) 0.47 (430) 0.29 (131) 0.49 (226) 0.22 (102)
Diabétic 478 0.56 (537) 0.44 (419) 0.35(165) 0.43 (207) 0.22 (106)

Test p=0.190 p=0.109

Taula 11. Fregiiencies al-léliques i genotipiques del polimorfisme AIB6 en individus no
diabetics i diabetics de tipus 2. Entre parentesi s'’indiquen els numeros absoluts
d’individus per a cada al-lel i genotip.

Els resultats (Taula 11) no mostren diferéncies estadisticament significatives entre els

dos grups, ara bé, quan s’analitzen els diferents genotips per separat s’observa que la
diferencia de freqiiencies del genotip GG entre els dos grups €s significativa (Taula 12).
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Resultats dels estudis d’associcaico genética amb diabetes de tipus 2 i obesitat

Genotip No diabétic  Diabétic OR | CI D
GG 131 165 132 0.99-1.76 0.049
GC | 226 | 207 |0.79/0.60-1.03 0.069
cC 102 106 1.00 0.72-1.37 0.986

Taula 12. Valors de odds ratio (OR), intervals de confianca (CI), i p del test ¥’ per a
cada genotip del polimorfisme AIB6 entre individus no diabetics i individus diabetics
de tipus 2.

Freqiiéncies al-leliques Freqiiéncies genotipiques
Grup n G C GG GC CC
a) No diabetic 282  0.53 (300) 0.47 (264) 0.31(86)  0.45(128) 0.24 (68)
Diabeétic 253 0.54(272) 0.46(234)  0.32(81) 0.44(110) 0.25(62)
Test y* 0.854 0.897

b) No diabétic 174 0.53 (185) 0.47 (163) 0.26 (45)  0.55(95)  0.20 (34)
Diabétic | 216 | 0.59 (256) 0.41 (176) | 0.38(82)  0.43(92)  0.19 (42)
Test y* 0.088 0.027

Taula 13. Fregiiencies al-léliques i genotipiques del polimorfisme AIB6 en individus no
diabetics i en individus amb diabetis de tipus 2, separats segons el sexe: a) homes, b)
dones.

Al fer un analisi més profund dels resultats, s’observa que al diferenciar els resultats
entre sexes, 1’associacid observada en obesitat prové del grup de dones (Taula 13).

Quan s’analitzen els diferents genotips per separat, en el grup de dones, s’observa que la
difereéncia de freqiiéncies dels genotips GG 1 GC entre els dos grups és significativa
(Taula 14).

Genotip No diabétic Diabétic OR  CI P
GG 45 82 175 1.11-2.78 0.011
GC 95 92 0.62 0.40-0.94 0.018
CC | 34 | 42 0.99 0.58-1.70 0.981

Taula 14. Valors de odds ratio (OR), intervals de confian¢a (CI), i p del test i per a
cada genotip del polimorfisme AIB6 entre dones no diabétiques i dones amb diabetis de
tipus 2.

Quan s’analitzen les diferéncies en el grup no diabetic, distribuint els individus en dos
grups segons el seu index de massa corporal, no s’observen diferéncies significatives en
les freqiiencies al-leliques i genotipiques entre els dos grups (Taula 15).

Freqiiéncies al-leliques Freqiiéncies genotipiques
Grup n G C GG GC CC
IMC<25 165 0.50 (165) 0.50 (165)  0.24 (40) 0.52(85)  0.24 (40)
IMC>25 294  0.55(323) 0.45(265) 0.31(91) 0.48 (141) 0.21 (62)

Test ° 0.151 0.299

Taula 15. Freqgiiencies al-léliques i genotipiques del polimorfisme AIB6 en individus
amb un IMC inferior o igual a 25 kg/m’ i en individus amb un IMC superior a 25 i
inferior a 40 kg/m’.
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Resultats

Polimorfisme AIB1

Aquest polimorfisme va ser genotipat en 504 individus no diabétics i en 618 individus
diabétics de tipus 2. En els dos grups, la distribucio de freqiliéncies genotipiques es troba
en equilibri Hardy-Weingberg (No diabétics: x*=0.003617, p=0.9982; Diabétics:
v*=0.05864, p=0.9711).

Freqiiéncies al-leliques Freqiiéncies genotipiques

Grup n C T CC CT TT
No diabetic 504 0.88 (884)  0.12 (124) 0.77 (388) 0.21 (108) 0.02 (8)
Diabetic 618 | 0.87 (1071) 0.13(165) | 0.75 (465) 0.23 (141) 0.02 (12)
Test x° p=0.461 p=0.761

Taula 16. Fregiiencies al-léliques i genotipiques del polimorfisme AIBI en individus no
diabetics i diabetics de tipus 2. Entre parentesi s’indiquen els numeros absoluts
d’individus per a cada al-lel i genotip.

Els resultats (Taula 16) indiquen que no hi ha diferéncies estadisticament significatives
entre els dos grups. Ara bé, quan aquest mateix analisi es fa unicament amb el grup no
diabétic, distribuint els individus en dos grups segons el seu index de massa corporal, no
s’observen diferéncies significatives en les freqiiencies al-leliques i genotipiques entre
els dos grups (Taula 17), si bé en la comparacié de les freqiiencies genotipiques el valor
de p del test y* s’acosta a 0.05.

Freqiiencies al-1¢liques Freqliencies genotipiques
Grup n C T CC CT TT
IMC<25 179 0.90(323) 0.10(35) 0.82(147) 0.16(29) 0.02(3)
IMC>25 | 325 | 0.86(561) 0.14(89) | 0.74 (241) 0.24(79)  0.02 (5)

Test x* 0.105 0.070

Taula 17. Freqiiéncies al'léliques i genotipiques del polimorfisme AIBI en individus
amb un IMC inferior o igual a 25 kg/m’ i en individus amb un IMC superior a 25 i
inferior a 40 kg/m’.

Quan s’analitzen els diferents genotips per separat s’observa que la diferéncia de
freqliencies dels genotips CC 1 CT entre els dos grups ¢és significativa (Taula 18),
observant-se una disminucid de la freqiiencia del genotip CC en els individus amb un
IMC superior, i un increment de la freqiiéncia del genotip CT en aquests mateixos
individus.

Genotip IMC<25 {MC>25 OR CI P
CC | 147 | 241 0.62/0.39-1.01 0.042
CT 29 79 1.66 1.01-2.74 0.034
TT | 3 | 5 ]092]/0.19-4.89 | 0.906

Taula 18. Valors de odds ratio (OR), intervals de confian¢a (CI), i p del test i per a
cada genotip del polimorfisme AIBI entre individus amb normopes i individus amb
sobrepes o obesitat.
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Resultats dels estudis d’associcaico genética amb diabetes de tipus 2 i obesitat

Quan s’analitzen les mitjanes d’IMC per a cada genotip, no es veuen diferéncies
significatives en conjunt, i tampoc al agrupar els portadors d’allel T (n=105,
mitjaterror=29.05+0.486; p=0.065) (Taula 19), tot i que si que sembla observar-se una
tendéncia en el sentit de tenir una mitjana d’IMC superior en els individus portadors de
I’al-lel T.

Genotip| n |mitjanaterror | p
CC | 348 | 28.05+0.260
CT = 98  29.05+0.494
TT 7  29.00+2.523 0.183

Taula 19. Valors de mitjanes i desviacié estandard d’IMC segons el genotip d’AIBI. Es
mostra el valor de p corresponent a un test ANOVA.

Si es fa un analisi amb més profunditat dels resultats d’AIBI1, s’observa que al
diferenciar els resultats entre sexes, 1’associacié observada en obesitat per als genotips
CC 1 CT prové del grup de dones (Taula 20). A més, quan en el grup de dones
s’analitzen els diferents genotips per separat, s’observa que la diferéncia de freqiliencies
dels genotips CC i1 CT entre els dos grups és significativa (Taula 21). Com s’observava
al analitzar totes les mostres, la freqiiéncia del genotip CC esta disminuida en dones
amb un IMC superior a 25, mentre que la freqiiéncia del genotip CT esta augmentada en
aquest grup.
Freqiiéncies al-leliques Freqiiéncies genotipiques
Grup n C T CC CT TT

a) IMC<25 122 0.89(218) 0.11(26) 0.80(97) 0.20(24) 0.01 (1)

IMC>25 | 177 | 0.87(309)  0.13 (45) | 0.77 (136) 0.21 (37) 0.02 (4)

Test x° 0.445 0.602

b) IMC<25 54 092(99) 008(9) | 087(47) 0.09(5) 0.04(2)
IMC>25 | 135 | 0.85(230)  0.15(40) | 0.71 (96) 028 (38) 0.01 (1)
Test x° 0.090 0.009

Taula 20. Fregiiencies al-léliques i genotipiques del polimorfisme AIBI en individus
amb un IMC inferior o igual a 25 kg/m’ i en individus amb un IMC superior a 25 i
inferior a 40 kg/m’, separats segons el sexe: a) homes, b) dones.

Genotip | IMC<25 | IMC>25 |OR | CI p
CC | 47 | 96 037 0.13-0.92 0.021
CT 5 38 384 138132 0.005

Taula 21. Valors de odds ratio (OR), intervals de confianca (CI), i p del test i per a
cada genotip del polimorfisme AIBI entre dones amb un IMC<25 i dones amb un
IMC>25.

Quan s’analitzen les mitjanes d’IMC per a cada genotip, es veuen diferéncies
significatives en conjunt, i a més al agrupar els portadors d’allel T (n=44,
mitjaterror=30.99+0.784), les diferéncies valorades amb un test t de Student també son
significatives (p=0.037) (Taula 22).
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Genotip. n  mitjanaterror p
CC = 136  29.03£0.467
CT | 41 |31.40+£0.763 |
TT =~ 3 25.46+4.272 0.021

Taula 22. Valors de mitjanes i desviacié estandard d’IMC en dones segons el genotip
d’AIBI. Es mostra el valor de p corresponent a un test ANOVA.

Ara bé, quan es fa un analisi de regressi6 multivariable introduint I’edat i AIB1 com a
variables independents, I'inica variable predictora és I’edat, pel que sembla que
’associaci6 observada ¢és deguda a diferéncies en les mitjanes d’edat entre els diferents
genotips.

Polimorfisme AIB7

Aquest polimorfisme va ser genotipat en 462 individus no diabétics i en 515 individus
diabétics de tipus 2. En els dos grups, la distribucio de freqiliéncies genotipiques es troba
en equilibri Hardy-Weingberg (No diabétics: y°=1.431, p=0.4890; Diabétics:
1*=0.6246, p=0.7318).

Els resultats (Taula 23) indiquen que no hi ha diferéncies estadisticament significatives
entre els dos grups.

Freqiiéncies al-leliques Freqiiéncies genotipiques
Grup n C T CC CT TT
No diabetic | 462 0.40 (371) 0.60 (553) 0.18 (83) 0.44 (205) 0.38(174)
Diabetic 515 1 0.38(393) 0.62(637) 0.16(81) 0.45(231) 0.39(203)

Test p=0.367 p=0.627

Taula 23. Fregiiencies al-léliques i genotipiques del polimorfisme AIB7 en individus no
diabetics i diabetics de tipus 2. Entre parentesi s’indiquen els numeros absoluts
d’individus per a cada al-lel i genotip.

Quan aquest mateix analisi es fa tinicament amb el grup no diabétic, distribuint els
individus en dos grups segons el seu index de massa corporal, no s’observen diferéncies
significatives en les freqiiéncies al-leliques i genotipiques entre els dos grups (Taula 24).

Freqiiéncies al-l¢liques Freqiiéncies genotipiques

Grup n C T CC CT TT
IMC<25 | 170 | 0.40 (137) 0.60 (203)  0.17 (29) 0.42(72) 0.36 (62)
IMC>25 292  0.40 (234) 0.60 (350) 0.18 (54) 0.43 (126) 0.38 (112)
Test 0.946 0.782

Taula 24. Fregqiiéncies al-leliques i genotipiques del polimorfisme AIB7 en individus
amb un IMC inferior o igual a 25 kg/m’ i en individus amb un IMC superior a 25 i
inferior a 40 kg/m’.
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2. ANALISI DE L’EXPRESSIO DELS GENS DOR | AIB3

Amb I’objectiu d’entendre la regulacio dels gens AIB3 i DOR es va estudiar 1I’expressio
d’aquests gens en mostres de muscul esquelétic 1 de teixit adipos, d’individus amb
diferents fenotips, aixi com de diferents models animals.

2.1.1. Quantificacio relativa dels gens DOR i AIB3 en mostres humanes de muscul
esqueletic i teixit adipos blanc

En el laboratori del Dr. Hubert Vidal, del ‘Centre de Recherche en Nutrition Humaine
de la Faculté de Médecine R.T.H. Laennec’ (Lyon, Franga), es va valorar I’expressio
dels gens DOR 1 AIB3 en mostres provinents de biopsies de muscul esquelétic fetes en
voluntaris (en les que es va valorar I’expressié6 de DOR i d’AIB3) i de teixit adipos
blanc (en les que es va valorar I’expressio de DOR). En aquest conjunt de mostres, les
quals es descriuen amb més detall a ‘Material i meétodes: 1.2.2 Estudis de quantificacio
de RNA missatger de muscul esquelétic huma’ (pagina 96), es va valorar I’expressio
d’aquests gens per PCR a temps real segons es descriu a ‘Material i metodes: VI.3.1
Quantificacio6 relativa dels transcrits del gen DOR i AIB3 per PCR a temps real’ (pagina
138), 1 relativitzant 1’expressi6 per I’expressi6 de ciclofilina A. Aquestes mostres
provenien d’individus control, no diabétics i amb un pes normal, d’individus obesos no
diabétics, 1 d’individus diabétics, 1 es disposava de dades cliniques, amb les quals es
podia estudiar correlacions entre 1’expressio d’aquests gens i aquests parametres.

Expressio relativa de DOR en muscul esqueletic huma

L’estudi més extens en aquestes mostres es va fer amb el gen DOR. Per a aquest es va
valorar I’expressio relativa del gen en muscul esquelétic i en teixit adipds blanc,
d’individus control, d’individus obesos, i d’individus diabétics de tipus 2.
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n 15 12 15
Mitja 105.8 29.96 34.78
Error 24.49 9.187 5.798

Figura 13. Expressio relativa del gen DOR (en unitats arbitraries) en muscul esquelétic
en diferents grups d’individus. Es mostren els valors de mitja i error estandard.

57



Resultats

En el cas de muscul esqueletic es va valorar I’expressié del gen en 15 mostres
d’individus control (10 dones i 5 homes), 12 mostres d’obesos (10 dones i 2 homes), i
15 mostres de diabétics de tipus 2 (9 dones i 6 homes) (Figura 13).

Els resultats mostren com 1’expressio del gen DOR en muscul esquelétic huma esta
disminuida tant en obesitat com en diabetis de tipus 2: Tant en la mostra d’obesos, com
en la de diabétics, s’observa una disminucié de [’expressid mitja del gen DOR
d’aproximadament el 70 %. Aquests resultats confirmen estudis anteriors realitzats pel
Dr. Daniel Bach en col-laboraci6 amb el Dr. Hubert Vidal, que demostraven una
disminuci6 del gen DOR similar a la observada en el grup d’obesos, i al voltant del 50%
en el grup de diabétics.

Quan s’analitzen correlacions entre I’expressid6 de DOR i els diferents parametres
clinics valorats en aquest grup de mostres, s’observen resultats positius per a alguns
d’aquests parametres. Aixi, en individus no diabétics, s’observa una correlacié negativa
entre 'fMC i ’expressio de DOR (p=0.049, r*=0.1459: Figura 14), que concorda amb la
disminucié de 1’expressio observada entre el grup control i I’obés (Figura 13). Aquesta
correlacié es manté quan s’inclouen els diabétics (p=0.013, 1’=0.1441).

Observant la figura es pot veure a més, com les mostres amb més expressio es localitzen
en el grup control, amb diferéncies d’expressio entre individus for¢a notables (de 53
vegades entre 1’individu amb menor expressio i1 el de més alta).
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Figura 14. Correlacio entre [’expressio de DOR en muscul esquelétic huma i l'index de
massa corporal en individus no diabetics. L’expressio de DOR és relativa a ciclofilina i
s’expressa en unitats arbitraries, I'index de massa corporal en kg/m’. Es mostren les
rectes corresponents a les regressions lineals pel grup control, el grup obes, aixi com

pel conjunt dels dos (en negre). Per a aquesta ultima es mostren els intervals de
confianga al 95%.

Igualment, també s’observa una correlacid positiva entre I’expressié del gen DOR i

I’oxidacié de glucosa en individus no diabétics (p=0.022, r’=0.1916: Figura 15 grafic
superior). Aquesta correlacid és manté al afegir el grup diabetic en el calcul (p=0.049,
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’=0.0936) si bé en aquest grup la tendéncia sembla I’oposada (Figura 15 grafic
inferior).
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Figura 15. Correlacio entre [’expressio de DOR en muscul esquelétic i I’oxidacio de
glucosa en individus no diabetics (superior) i en individus diabetics (inferior).
L’expressio de DOR és relativa a ciclofilina A i s’expressa en unitats arbitraries,
l’oxidacié de glucosa en mgkg'-min”'. Es mostren les rectes corresponents a les
regressions lineals per a cada grup, aixi com per el conjunt dels dos en la part superior
de la figura (en negre). Per a aquesta ultima i la corresponent a la part inferior de la
figura es mostren els intervals de confianga al 95%.

Si Gnicament s’analitza el grup control es troben noves correlacions (Figura 16): una
correlacié positiva amb la concentracié d’insulina basal (p=0.019, r’=0.355), i
correlacions negatives amb utilitzacid de glucosa després d’un clamp euglucémic
hiperinsulinémic (p=0.018, r’=0.359), i I’estoc (p=0.030, 1’=0.315).
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Figura 16. Correlacio entre I’expressio de DOR en muscul esquelétic huma d’individus
no diabétics i amb un IMC inferior a 28 i a) insulina basal; b) utilitzacié de glucosa
després d’un clamp euglucemic hiperinsulinemic; c) l’estoc. L’expressio de DOR és
relativa a ciclofilina i s’expressa en unitats arbitraries, la insulina basal en mUI/I, i la
utilitzacié de glucosa i lestoc en mg-kg'-min”. Es mostren les rectes corresponents a
les regressions lineals i els intervals de confian¢a al 95%.
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Expressio relativa de DOR en teixit adipos blanc huma

En teixit adipos blanc, I’expressié del gen DOR es va valorar en 10 mostres d’individus
control (7 dones i 3 homes), 10 mostres d’obesos (7 dones i 3 homes), i 10 mostres de
diabétics de tipus 2 (3 dones i 7 homes) (Figura 17).
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Error 0.779 0.518 0.992

Figura 17. Expressio relativa del gen DOR (en unitats arbitraries) en teixit adipos
blanc en diferents grups d’individus. Es mostren els valors de mitja i error estandard.

Els resultats indiquen un increment d’expressio del gen DOR en el grup de diabétics de
quasi un 75%, mentre que en el grup d’obesos no s’observen diferéncies amb el grup
control. El comportament de 1’expressido de DOR observat en el teixit adipds blanc dels
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Figura 18. Correlacio entre l’expressio de DOR en teixit adipds blanc i la glucémia.
L’expressio de DOR és relativa a ciclofilina A i s’expressa en unitats arbitraries, la
glucemia en mmol/l. Es mostren les rectes corresponents a les regressions lineals per al
grup control, el grup obes, aixi com per el conjunt dels dos (en negre). Per a aquesta
ultima es mostren els intervals de confianga al 95%.
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individus diabétics respecte als controls, és oposat al que s’observa en muscul
esqueletic.

A Danalitzar amb més detall els resultats, s’observa una correlacié positiva entre
I’expressio de DOR i la glucémia (p=0.0015, r*=0.3082: Figura 22), que concorda amb
la major expressio en diabetis de tipus 2.

Expressio relativa d’AIB3 en muscul esqueletic huma

Pel gen AIB3 es va valorar I’expressié del gen en 8 mostres d’individus control (6
dones i 2 homes), 8 mostres d’obesos (7 dones i 1 homes), i 8 mostres de diabétics de
tipus 2 (6 dones i 2 homes) (Figura 19).
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Figura 19. Expressio relativa del gen AIB3 (en unitats arbitraries) en muscul esquelétic
en diferents grups d’individus. Es mostren els valors de mitja i error estandard aixi com
els valors individuals de cada individu.

Els resultats no mostren diferéncies significatives entre els grups (Figura 19), si bé, si
s’observen detingudament els resultats sembla haver-hi dos grups diferenciats dintre del
grup obes. Per aquest motiu es va decidir comparar la mitjana dels diferents parametres
clinics entre les 3 mostres amb major expressio i1 les 4 amb la inferior. En aquest analisi
no s’observa cap diferéncia significativa, tot i que sembla haver-hi una tendéncia per a
la insulina basal (p=0.0639): els 3 individus amb una major expressio d’AIB3 (mitja
d’expressié de 2.897 u.a.) tindrien una insulina basal inferior a la dels 4 individus amb
una menor expressio (mitja d’expressio de 0.4175 u.a.). Aixi en els primers aquesta té
un valor mitja de 8.667 mUI/l + 0.6667 i en els segons de 12.75 mUI/l + 1.377.

Quan es fan analisis més detallats de 1’expressié del gen AIB3 en aquestes mostres
s’observen algunes correlacions amb parametres clinics. En conjunt, s’observen
correlacions entre I’expressié d’AIB3 i la insulina basal (p=0.02647, r*=0.1877: Figura
20a), aixi com amb [’oxidaci6 de glucosa després d’un clamp euglicémic
hiperinsulinémic en els controls (p=0.0038, r*=0.7767: Figura 20b).

62



Analisi de ’expressio dels gens DOR i AIB3

La correlacio observada amb insulina basal en el conjunt de les mostres concorda amb

I’observacié d’una tendencia al comparar els individus obesos amb més i menys
expressio d’AIB3.
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Expressio relativa d'AIB3
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Expressio relativa d'AIB3
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Oxidacio de glucosa (clamp)

Figura 20. Correlacio entre l’expressio d’AIB3 en miiscul esquelétic huma i a) insulina
basal; b) oxidacio de glucosa després d’'un clamp euglucemic hiperinsulinemic.
L’expressio d’AIB3 és relativa a ciclofilina i s’expressa en unitats arbitraries, la
insulina basal en mU/L, i 'oxidacié de glucosa després del clamp en mg-kg'-min™. Es

mostren les rectes corresponents a les regressions lineals i els intervals de confianca al
95%.

En base a I’observacié del comportament diferenciat entre mostres del grup d’obesos es
van repetir els mateixos analisis excloent les 3 mostres amb més expressid. Quan es fa
aquest analisi s’observa la millora de les correlacions ja observades (insulina basal
p=0.0049, 1’=0.3637; oxidacio de glucosa després del clamp p=0.0004, 1°=0.4866), aixi
com I’aparicié de correlaci6 amb 1’'IMC en el conjunt de les mostres (p=0.0004,
1’=0.4906: Figura 21).
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Figura 21. Correlacio entre [’expressio d’AIB3 en muscul esquelétic huma i ’index de
massa corporal després d’excloure 3 individus obesos en [’analisi (punts vermells
buits). L’expressio d’AIB3 és relativa a ciclofilina i s’expressa en unitats arbitraries,
I’index de massa corporal en kg/m’. Es mostren les rectes corresponents a les
regressions lineals per cada grup aixi com pel conjunt (en negre). Per a aquesta ultima
es mostren els intervals de confianga al 95%.

2.1.2. Quantificacio relativa dels gens DOR i AIB3 en mostres humanes de muscul
esqueletic (“‘mostres de Suécia’)

Aprofitant la disposicié d’algunes dades cliniques en les ‘mostres de Suécia’ es van fer
analisis de correlacions per tal de detectar alguna possible relacié entre 1’expressio dels
gens DOR i AIB3 i algun dels parametres disponibles.

Les mostres estudiades consistien en 30 mostres provinents d’individus no diabétics i no
obesos (tots ells homes) i de 8 individus diabétics (també homes). Per a les 30 mostres
de no diabétics ja s’havia valorat I’expressio dels gens DOR 1 AIB3 per tal de cercar,
com ja s’ha vist, alguna correlacidé entre I’expressidé dels gens i1 els polimorfismes
estudiats en els estudis anteriors. En el cas de la mostra de diabétics, inicament es va
valorar I’expressié del gen AIB3, ja que anteriorment el gen DOR ja havia estat valorat
pel Dr. Daniel Bach.

Dels resultats obtinguts en aquests analisis s’observa I’existéncia de diferéncies
significatives entre 1’expressio d’AIB3 entre mostres control i mostres de diabétics
(Figura 22). Aquesta observacid va en la mateixa linia del que s’observava per les
‘mostres de Lyon’, si bé en aquestes la diferéncia no era significativa, i indicaria que de
mitjana, I’expressié del gen AIB3 en diabetics estaria lleugerament disminuida, al
voltant d’un 30%.

64



Analisi de ’expressio dels gens DOR i AIB3

p=0.0219

1.5+
™
@
<
©
s 1.07
=
o
o
Ne)
g 0.5
e
o
x
|
0.0
Control
n 30
Mitja 1.270
Error 0.064

Diabétic

8
0.885
0.097

Figura 22. Expressio relativa del gen AIB3 (en unitats arbitraries) en muscul esquelétic
d’individus no diabetics i individus diabetics corresponents a les ‘mostres de Suecia’.
Es mostren els valors de mitja i error estandard aixi com els valors individuals de cada

individu.

2.1.3. Quantificacio relativa de I’expressié del gen AIB3 en diferents models animals

Per tal d’aprofundir en la regulacié del gen AIB3, es va decidir estudiar I’expressié del
transcrit AIB3 en models animals de rata diabética de tipus 1, de rata diabética de tipus

2, 1 de rata obesa.

o 1.507 a) b)
< 1.25- p=0.005
©
S 1.001
< 0751 T
o]
5 0.504 ——
4
S 0.25-
x
Y 0.00
Control STZ Control STZ
n 4 5 4 6
Mitta  0.50 1.02 1.77 1.83
Error  0.07 0.10 0.37 0.12

Figura 23. Expressio relativa d’AIB3 (en
unitats arbitraries) en a) teixit adipds blanc i
b) muscul soleus de rates Wistar tractades amb
estreptozotocina (STZ).

Per al model de rata diabética de
tipus 1 es van tractar 6 rates Wistar

amb estreptozotocina (STZ).
Aquesta provoca la destruccid
selectiva de cel-lules B

pancreatiques, donant lloc a un
fenotip de diabetis de tipus 1. De
les rates aixi tractades es va obtenir
muscul soleus, teixit adip6s blanc, i
cor. Aquests teixits van ser
processats pel métode de TRIZOL
per a l’obtenci6 de RNA, 1
posteriorment tractats amb DNAsa.
De I’RNA aixi obtingut es va
preparar cDNA i aquest es va usar
per a quantificar 1’abundancia
relativa del transcrit del gen AIB3
(Figura 27). Els resultats indiquen
un clar increment de 1’expressio del

gen AIB3 en el teixit adipos de rates tractades amb STZ, increment que no s’observa en

muscul esquelétic d’aquestes rates.
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Per al model de rata diabetica de tipus 2, es van utilitzar mostres provinents de rates
Goto-Kakizaki, en les que es va valorar I’expressi6 relativa d’AIB3 en cDNAs
obtinguts a partir de teixit adipds blanc i muscul soleus. En total es disposava de 17
cDNAs provinents de muscul esquelétic (7 controls 1 10 GK) i1 de 9 cDNAs provinents
de teixit adip6s blanc (4 controls i 5 GK). En aquest cas no s’observen diferéncies
significatives d’expressio entre els dos grups (Figura 24a i b).
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Figura 24. Expressio relativa d’AIB3 (en unitats arbitraries) en a) teixit adipos blanc
de rates GK; b) muscul soleus de rates GK; i c) muscul soleus de rates Zucker
obeses.

De la mateixa manera es van preparar cDNAs provinents de muscul esquelétic de rates
Zucker i es van valorar per PCR a temps real. A 1’igual que en muscul de rates GK, en
rates Zucker tampoc s’observen diferéncies d’expressio en muscul entre el grup control
i el de rates Zucker (Figura 24c).
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3. GENERACIO D’UN VECTOR DE REEMPLACAMENT DEL
GEN DOR

Per tal de poder preparar un vector de reemplagament del gen DOR en ratoli, per aixi
poder generar un ratoli knock-out (KO), era necessari disposar d’informaciéo de la
seqiiencia, 1 I’estructura del gen DOR en aquesta espécie. Quan es va plantejar aquest
objectiu, aquesta informacid no era disponible, ja que encara no s’havia finalitzat el
projecte de seqiienciacié del genoma de ratoli, pel que es va decidir fer aquesta
seqlienciacid com a primer pas per a la generaci6 del ratoli KO.

3.1.1. Sequenciacio del gen DOR en ratoli

Per a la seqiienciacio del gen, i donat que en alguns casos hi ha diferéncies de seqiiéncia
notables entre soques, es va utilitzar DNA provinent de ratolins de la soca SvJ/129, que
¢s la mateixa soca de la que provindrien les cel-lules mare per a generar el ratoli KO.

A partir de la informaci6é de seqiiéncia del cDNA de que es disposava (basicament
corresponent a la pauta oberta de lectura), es van dissenyar encebadors en diferents
exons del gen que permetessin seqiienciar les regions introniques. Aixi, tal com es
descriu amb més detall en la secci6 de ‘Material i metodes: VI.1 Seqiienciaci6 del gen
DOR en ratoli’ (pagina 131), es van dissenyar 7 encebadors repartits pels diferents
exons (deduits a partir de I’estructura del gen huma), al llarg del cDNA, els quals van
permetre dur a terme 5 amplificacions diferents: m44 1/2, m44 1/4, m44 3.1/4,
m44 3/4 1 m44cDNA_fir.

No es van dissenyar encebadors en I’ex6 equivalent a I’ex6 2 huma, perque en la
seqlienciacié del cDNA de que es disposava, aquest exé no hi era present. La
seqiienciaci6 del gen tamb¢ havia de permetre determinar si aquest exo €s inexistent en
ratoli, o bé si el cDNA seqiienciat correspon a alguna forma de splicing en la que
s’elimina 1’ex6 2.

.. . . ., *
Posicions aproximades d’hibridaci6 dels encebadors :

] 5[ :

md4 1> md4 3.1 m44cDNA f >
md4 3
<« mdd 2 <« md4 4 < m44cDNA r

Els productes de les 5 amplificacions es van purificar i clonar en un vector p-GEM-T.
En aquest primer pas ja es va poder fer una primera estimaci6 del tamany dels introns.
Aixi, el producte m44 1-m44 2 té una longitud aproximada de 3.5 kb; el producte
m44 1-m44 4 de quasi 5 kb; el producte m44 3.1-m44 4 d’aproximadament 1.3 kb; el
producte m44 3-m44/4 d’entre 0.7 1 0.8 kb; 1 el producte m44cDNA_f-m44cDNA r de
quasi 3 kb. D’aqui es podia deduir la segiient estructura intronica del gen: Intro 1
(+Intrd 2?) d’aproximadament 3.5 kb; intr6 2 (3?) d’aproximadament 0.5 kb; 1 intré 3
(4?7) d’aproximadament 0.3 kb.

" en estructura equivalent del gen en huma
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Resultats

Els productes de PCR clonats van ser seqiienciats amb els encebadors T7 i SP6 que
hibriden en el vector. A més, es van preparar mapes de restriccié de les diferents
construccions que van servir per a dissenyar 1’estratégia de subclonacions que es
seguiria (més detalls en la seccié de ‘Material 1 metodes: VI.1 Seqiienciacio del gen
DOR en ratoli’, pagina 131).

Paral-lelament es van dur a terme dues rondes de LM-PCR que van permetre obtenir
informacio de la regi¢ genica situada més enlla de 1’altim exd del gen. La primera es va
fer amb els encebadors especifics m44LM_Ext (1a. ronda), i m44LM_Int (2a. ronda), i
es van obtenir els clons LM-7 i LM-6, corresponents a amplificacions de 500 pb i 800
pb, obtingudes a partir de digestions amb Ssp I i Hae III respectivament. La segona es
va fer amb els encebadors especifics LM2 Ext (la. ronda), LM2 Ext2 (la. ronda), i
LM2 Int (2a. ronda). Aixi es va obtenir el clon LM2-5, corresponent a una amplificacio
de 800 pb amb els encebadors especifics LM2 Ext2 1 LM2_Int, obtinguda a partir d’una
digesti6 amb Stu I.

Tots els clons obtinguts van ser seqiienciats i les seqiiéncies obtingudes es van
ensamblar en una Unica seqiliencia mitjancant el programa ‘SeqMan’ juntament amb
diferents seqiiencies de ESTs (expressed sequence tags) que hibridaven amb les
seqiiencies de cDNA de que es disposava préviament, o amb les seqiiéncies obtingudes.
El contig aixi obtingut té un tamany de 9052 parells de bases. En total el contig conté
una longitud de seqiiéncies de 45025 pb, amb un total de 94 seqiiéncies i una cobertura
mitjana del contig de 4.97 seqiliéncies. La posicio6 de les seqiiencies dels diferents clons i
ESTs utilitzades en la seqiienciacid es detallen a continuacio.

1-461 ESTs" "En ’ensamblatge del contig es van utilitzar les
58-3528 ml/2 segients ESTs:  AA073311, AA097358,
58-4844 ml/4 AA098074, AA244780, AA260950, AA509488,
3507-4844 m3.1/4 Al614681, AI852438, AWS823142, AW913213,
3533-4844 m3/4 AA203965, AA422249, AA463119, AI956704,
5117-7790 mcDNA 2 AWS823142, BE192671, BE286247, AA097812,
5330-7909 ESTs" AA466015, All152413, Al427977, Al467249,
7620-8083 LM-6 AlB44158, AL034819, AW491874.

7620-8360 LM-7

8319-9052 LM2-5

El resultat de la seqiienciaci6 es mostra a la Figura 30. A partir d’aquesta seqiiéncia es
va poder determinar I’estructura del gen. La posicio dels exons ¢és relativa a la seqliencia
del gen DOR de la taula i es va obtenir per comparacid

amb els exons presents en el gen huma aixi com 1...147 Exo 1
mitjancant la seqliencia del cDNA obtinguda 3427..3601 Exo62
previament pel Dr. Baumgartner (Figura 29). Aquest 4018...4306 Ex063
resultat va confirmar la inexisténcia de 1’ex6 2 en ratoli, 4601...7907 Exo4

que posteriorment, en disposicidé de la informacio dels

genomes de ratoli, rata, gos i ximpanzé, s’ha observat  Figura 25. Posicio relativa
que Unicament existeix complet en ximpanzé 1 dels exons de DOR en la
parcialment en gos, pel que sembla que aquest ex0  seqiiencia de la figura.
podria estar present inicament en primats.
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cggccgcage
tatgcggctc
gcgcageggt
cacccccagg
agccggagct
ctttatttgc
gggtgcttgt
aagagacgct
aggactgggg
caaagctcga
gagacactaa
taacatcctt
caaatattga
gtagtttact
ctgaagtata
caaccacaat
tctgaaaatt
ccaataaatg
cctccaggtg
ccatcagagc
atgctgtttc
gtagatctgg
cttaggcctc
tggagcagag
aggctctcct
cctggctgtc
cagttgaaaa
aaagtttgat
ccctgtttcc
tattctgcat
atttgatatc
gggtctgaag
gatctgacag
tctttctctt
gtagtggggc
taagattgta
gcagaggcag
cagccagggc
aaaaaaagat
tctttcacta
ttaattaatt
atccgatccc
acctctggaa
ttgttttatt
tccetttgac
ttaggtaggg
cttggactct
tcatgtcttt
gccctttcac
gtatgttact
ttaatggaaa
acttaccctg
tcataacacc
acatgtcatt
aaacaaagac
acacatacca
tccagctacc
tctcagggct

ttccagcgcet

agctccgggc
cagttgtgag
tgctgcagcg
acacgccctg
gcgttcttgg
atatgacatt
cctctggtga
gaaagacaag
tcaggcctct
tttaagttga
canatgggag
ctaatccctg
gggtcttaaa
ggagatctca
agctacatgc
ttgatgggat
gggtctctta
gccgtctccc
tctccagggc
tgtcagctgg
ctgaggctgc
agtccttccc
cagtgctatt
ccaggaatct
agtggtcaaa
actcacttct
ggctcattgc
gccagggacc
tgtgtattat
tgccacacca
accattccta
gcttggatcy
cttccttctt
ggctagtgat
agacctatag
kaactgagcc
gtggatttct
tacacagaga
tgtagaactg
gctgtgagac
aaatgtatgt
atcacagctg
gaacagtcgg
tatctctcta
aggatcttat
ccccatgtag
gatccccctg
gaactcttgt
acactgtgag
gacacaggaa
attcctattt
gcaaagcttg
aagtttatta
aagtgtttcc
ccagcacctt
agagcttctc
aactgaaggg
ttaaactgcc

tcaccagcct

gtccgttcegg
caccggcgac
gccccaggtg
cgccccceyc
ctccctattg
gagacgtcac
cccggtggge
cgggatccga
catttgtttt
nagggcggta
cngnttccct
acatgtgtgc
ccccacttca
gccaattaga
ttacatacat
gcttcagtct
caaggccctg
agctgttttg
agatgttgag
gagaaccaga
ttccacagtg
aggttgaggg
ctaggcacag
gagaaccagg

ggaggggggc
gtatgatctc

agggactggt
agatctacag
atttttggat
ccactaagct
aaacaggaga
tggtccaaag
ccactgtcta
gctgagtttg
gcacaggtcc
gggcgtggty
gaattctang
aaccctgtct
tagtgattac
tttaggtagt
gagtacactg
gttgtgagcc
tgctcttgac
tcagaaaaaa
gtagccagga
ttcagactgg
cctctacctt
cctcttgect
gatataagga
tgttaattat
actcctcaaa
gtaatatata
gcttattgaa
tcatttaagt
tctaagtgca
tgctattact
ctgactttag
atagggcgcc

tttcttcaac

Generacio d’un vector de reemplagament del gen DOR

gggccccgec
ccggggacgc
agtcccgacc
tcccgttctt
gttgctccaa
caaggccagc
gctatgtcgt
agggactcgg
ttccttgtga
agtanatgga
ctgtcttcaa
agagcctgag
cgggaagagg
atcacactca
ctactgagga
tcatgatcct
acctcctctg
accacagaaa
agggagttgg
cccttccectg
acagaaggat
tcgctcaaga
cctctgtagt
aagccagcag
agtcatagct
caccagggag
gcacagtgtg
ggaccagaga
attacctgtt
atagctttat
cttgttgtct
cattgtgttt
tcactgacat
aacaagagtc
tcctcatctg
gcgctcgect
ccagcctggt
cgaaaaacca
ggatgctatt
tatcttattt
ttgttgtctt
accatgtggt
tactgaacca
aaattttctc
actatttttt
cctttaactc
ctaagtgcta
ctagccccta
aaaatggacc
gatgatggta
gcccaggttg
tcacttcttc
tgtttactgt
cttattacga
tacaggaaca
gctctggcag
ttcgtgcttc
cccttgaggt

acccctgcgce

gtctctcgge
ccggccgcac
tcggggctgg
tgtctgtctc
gccggtagge
cccgecttee
gcccggeegg
cggtttcctg
cctgagagag
gcttcagact
ggctccgecc
ttgatgtcat
aaactgagac
ctaagtggta
ccctatcttg
ggacattttc
ccttctttct
ggtgagtcac
gagttccctc
gcattagtga
gtctcttact
atggcctggg
attaagggaa
gctaggaaag
ggctggttgc
cttctcactt
aaccctggga
ccagggcctg
gaggtttttc
tgggtagatt
tggtccaggg
atcctcaagg
gtggtctcac
taggggaaag
agggttgccc
ttaatcccag
ctacaaagtg
aaaaaaaaaa
aggttcaaat
cgctgggcct
cagccacacc
tgctgggaat
tctctccage
ttcctcccac
retrttttetett
actatgtagc
ggataataga
agtcctaaga
aggtttctta
ataagaacaa
gctgttatct
catatcccca
gtgctcaggc
ttgtcatttg
cccactgaat
ctaggggcta
tactaatgtc
tgcttcaccc

ctcctgaaga

ccgtcccegg
aactacctca

gggctccggg
cgccggegge
catgacgttg
aggcttgcat
ccgagggttg
ggctaatcta
ggtaggacgg
ccaggtcctg
cctaacataa
tttcagccta
tcagagagac
gattccttag
ggttcagcac
ccaggaggtc
acttcaaaac
tagttgcctg
tgtgggcctc
tgcagagctt
ttccaagtaa
ctagggttgg
tggttcttcc
aaaacccagg
taccatctct
gacatgtcaa
aatgcatgca
tgtctgattt
tgattgtatg
catgttccca
aaggaggctt
ggatcccctg
tggacaggat
gggagttaga
aatctcatgg
cactcgggak
agctccagga
aaaaaaaaaa
actacctgtg
tttaaaaaaa
agaagagagt
tgaactcagg
tctctgggct
cccttttcag
trttrettettt
ctaagcagga
caggaggtct
ttccaggctt
gtatagtgtt
tttttttcce
tcctctagag
aagcaccctg
actgttctaa
acagatgaga
gcagaaaagc
tagccttgtc
tttctatgct
gctgaccatg
M

ctccaactgt

F Q0 R

F T S L

F F N

T P A

P P E D

S N C

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480

3540

Figura 26. Seqgiiencia de nucleotids del gen DOR i regions flanquejants obtinguda per
seqiienciacio de DNA de ratoli provinent de la soca SvJ/129, corresponent al n°d’accés
AJ311669. Els exons estan ressaltats. La pauta oberta de lectura s’indica amb un
subratllat. Els aminoacids corresponents s’indiquen en la linia inferior.
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Resultats

ttgtctctga

ggctcatcat

cgacctacag

ccgggggect
P G A
ggtgaggctt

caggaggtgt
ctactgggaa
cttgaaagct
ggctaaggat
ctaacgatgc

tgtcccaccc

gctatacagc

F V S E
gagtcaggat
tgcaatatag
aattaaagta
ctggctcctg
cctggecttc
cctttctctc
tgctgctcce

tcctcccgac

ggaggatgaa
E D E

ccagcactct
aggggaagag
gaagccgtga
ccatttgttg
akgtgctctc
cccatcccat
tctcctectge

gtggatggct
V. D G

tgattcccta
ggctatttgg
gcccagaggt
gggcacacac
tgggcacgat
gtgtctggta
atggsctccc

W L 1T 1
gtctatgagc
atgttggagt
gaggtaacac
ctgggacacc
ggatagaggt
tatgtgtgty
attcccacac

D L 0
ataatgagga
ccccctagge
agacccttct
tagggcggtg
gcaggtctga
tgtgtatgtg
cctatagaca

D

tctccacccg

S Y T A
cgccctcctt

P P D

cccggggect
P G A
agctggtttg

ckcctgctcc
S P AP
ttacccctcc

tgcaggccge
A G R
cgcctgtttt

S P P

A P S L
ggcccggect

gatggatgag
M D E

S W F
cgcctccaga

VT P P
gcaatccgct

A C F

actgcagagg
T A E
ctcattgagc

G P G L
atcccagcat

tgggcctgcc
G P A

gtccgtttat

R L 0

S N P L
gcaccatagt

ggaggacctc
E D L

L I E

H P S M
cccctcaccc

S VY

gtcaccggca
V. T G

ttgcctgatc

S T IV

gctggagtct
L E S

S P H P
ggtggagact
cagcctgatc
ctgttctgcc
agaatttgta
tctcttccct

tgaagctgcc
E A A

ggaggctagg
tgccagacag
tagttacctg
cccctcagtg
ctctgacaga

L P D
gtctakgaga
aatcagagta
tgccaggtgc
gtctgccccg
gttgtactct

aggacctcag
Q D L S
ctagcagggg
ggacttgtat
ttaatcacaa
cagaaatagg
gtttctgcag

ctcctatgcc

cgatgggtga
D G

ctcagaggat

tgggggtcag
ctctaattgt

gtgtgggatr

gggccacctt
G P P
gtgggttgag

tgggagggac
ggttttttcc

gaytaaagga
ccaaccctga
cctgccctce

agagctggcg
E L A

P A L

gggaacccag
R E P R

ggccttgcac
A L H

cacgcagctg
H A A

P M P

cgctcgagct
A R A

gtgctgctgg
vV L L

cgccacacat

agaaggctgg
E K A G
tgagtgmtaa

ccaggtgcgg
Q V R
agtgttgcaa

aggctgcaga
R L 0

cggcagaatc

gagcccgaca
R A R Q
gcgcccggga

gcgggctgag
R A E
gagccgttcg

R H T
cgccggcecca

L S X K
agcaccaggg

V L
cagcttcatt

R Q N
taccagccgt

R A R E
gccagcgcca

S R S
gttcaactac

R R P
tgagcgccce

K H Q G
tgctgcaccg
tgtgctgctc
ccttcctaag
cctattaacc
cctcacactc
cgccccttca
ctccgcttca
gttccctttt
ctgggccatt
cccctttcte
tatgtggaag
gcagcctagt
atcttgggag
ctggagtctg
gaaatttgtc
agggcttgta
gccccatcat
gatgcaggcc
gaggcatgat
cctttatctt
actcctgggt
gattcagggc
ataatccctc
gggatggggt
ttgggatgcc
tccttcctta
ccccaggttt
taaaagtagc
gtccccagga
ggaactataa
caagttcttc
cccagccage

S F 1
Cgaatccctc
gagggtgttg
ttttgaggtg
tctctcatcc
Cccacaccca
ccttttccct
gctcctactt
tttcattcct
gtcctcatcc

tgccctgggg
aggagagtga
gggrgccgca
ctggtattgt
cccccattte
cttcaggagt
ccttgtcacc
cctgaccatc
agaggatttc
gctaaggagg
gcctctggec
agaggaggcc
cttcaagagt
cccectttct
tgccagcttc
ccaagttgtt
aaacctttag
caggtctcag
tgccctettt
tggggacaga
gcagatcaaa
agttacaacc
ttaggatctt

Y Q P
gccgactcct
gggggtccac
gggtgatggc
tgggtcatcc
ctctcccatg
cttagcccac
tccaaractt
ggcaattccc
tgtagtcagg
gctgggctcc
gttgtaagtt
gatggggaca
gcttggtcag
cttttcctat
aacccctacc
ttaccttgtc
tctgttcata
caggcaggga
acaactatga
ttatatttca
aggagcctca
cttctwaatg
aattcaatat
ttctttcttg
tccggttett
atgtcctgtt
agccaagcca
gatcctttct
ggaagccctg
attttacact
tagtagtata
cagcattttt

C Q R Q
ggtcccangn
ccgcctccat
cctctacttc
tccctecttt
cttcttttta
ccgattccta
actcttctgt
tcccaatcct
gatcaggcat
ttattgctgc
agataaggtg
ggtgggttga
agtagctaag
aatcctgcct
cacccctgtc
atgccacccc
tgcccaaggt
aaaggaaaca
ggtaaagcca
tactttgttc
ctgtcccaat
ttctcccaca
ctggagtaag
tggtggggct
tctagctgtc
acactaacac
gggttggaga
tactaggctt
ctagggtctc
agcttattag
cttactcttc
aagagctgaa

F N Y
gcctcctctg
ctggatacta
cctgtttata
ctcagtgtct
ggacctctat
agaccctgac
ttgggatcgc
gcaggtgcaa
gggttttgat
ttaggcctag
aagggaatgg
gaagtagcag
ccctggtctt
tccagggttc
cctgtgagtc
aggagtagaa
gctagaatta
caccccaagg
tccccagact
aatatggctg
tcccaaattt
gggctctttc
gaattcttgg
cagacaccag
ctttttaaag
aggtcttccc
aaactgcatt
catgtgggat
ctagcccagt
agccctatta
caactgtcct
gctccctctt

end

cagcagccag
caacctccct
gtctaactca
gattctccac
tcttgtctct
ttggcacctt
tcccactctt
cctgccaggc
ttcagttttc
aaagtttaag
agggaaacag
ggagcagggc
aggcctgagc
ccccctecect
tggagtccga
gctgggtaag
gcttaggaga
caagaatgag
gacagctctg
gataataaac
ttcttacaga
tgagtgccct
gtagggcaca
caacagcctc
tgtgtgctct
ttccctccaa
cctacgaggg
gggagaggat
aagccaaatg
gttcctgtcc
aaggtcactt
gcccttettg

3600

3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020

4080
4140
4200
4260
4320

4380
4440
4500
4560
4620

4680
4740
4800
4860

4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780

Continuacio de la figura.
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tctactcctc
ctgctgtagg
taatttctca
tatttttctt
tgtgtataga
atcagaccct
gaattttttt
gtcctatgca
gaccctagag
actacggatg
stgcgctttc
tgccagtcta
tgtgcctgec
gtgcaacaag
caaaccacag
caagttgagt
tgactgacca
tgtggcatgc
tgtwtgggag
tgcctcagct
atactattat
agttcactag
aaggcacata
gtccactctt
gtagaactgt
acaagcattg
ctttgatgga
ctgtacccga
attacaagtg
cgcgcgcaca
ttcaaagcca
ggcatttcag
cacaagaaaa
tttattaaca
tccatttcta
aaatgacaag
aatacatcat
gaaactaata

actgccagtt
aagcttgata
aagctccggt
ttgtactttc
tgtctaagaa
gtcatactgt
ttttcttaaa
accctagaca
aaatttgtac
tcagagggac
yccaataagt
gccccageag
ccccagcctg
gaccctacca
cctgcttcta
gcatctctgt
tgttgtgatg
ctgtgtatgt
aaaaaataat
gagctaaagt
taggctaatc
aaaaggacaa
tatgaagata
tagtcccaag
gttaaacaat
cgtgggagga
aggctggttc
gggtgacctt
tataccacca
cacacacaca
agaatgagtt
gtgtgatgtg
gcttgctcat
cgttcagtat
caacaaatac
attgcgtttt
tagaagatct
acatttacaa

ggggcctagg
gggcatttgg

agttctagac
ctatagatgc
ccaacactac
attgactgtg
ccacagaact
ggaggaggtt
cagtttgtat
cttgtttmta
stgggtggtt
ggcaccgtgt
gaaccctctg
gagctcctgg
ataccttctt
tgggtgtttt
tgtcgacaga
gtgtaacagg
ataaacaaat
atgagaaaca
ttcgttctce
tatagggtct
cctggataca
tactgggsta
mwtgctggtc
agcaccatct
tactttctga
gaacttgtga
tacttggtga
cacatacccc
gaatgagcag
tctgagttac
tctttccaat
ttcacattgt
atccaaaaca
gccccactac
acaaatgttc
tggcattagc

Generacio d’un vector de reemplagament del gen DOR

cttagtcctg
ctcaaatttc
ccctccaatt
tatagcattt
tcagtctcct
tatgtgcctt
tgaatacaca
agagagtctg
taaagtcagt
gagtgagtcc
ctcttgagen
gtgtgagtgt
atcaacttgc
gtggctttgt
tccctaccac
gtgttgagac
ctcaaggaca
attctgaatg
aaaaatctat
ctataatttc
tttgtcatat
gactcataaa
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Figura 26. Segiiencia de nucleotids del gen DOR i regions flanquejants obtinguda per
seqtienciacio de DNA de ratoli provinent de la soca SvJ/129, corresponent al n° d’accés
AJ311669. Els exons estan ressaltats. La pauta oberta de lectura s’indica amb un
subratllat. Els aminoacids corresponents s’indiquen en la linia inferior.

De la seqiiencia obtinguda es dedueix la mateixa seqiiencia d’aminoacids que s havia
deduit previament en el nostre laboratori de

la seqiienciacio del cDNA (Figura 31). La
proteina DOR conté 221 aminoacids, i és per

tant, una proteina relativament petita.

3.1.2. Disseny del vector de reemplagcament

Un cop finalitzada la seqiienciaci6 del gen
DOR en ratoli es va dissenyar 1’estrateégia de
generacid del vector de remplagament. Amb
aquesta finalitat es va consultar en la
bibliografia i a les empreses a les que es
podia encarregar la generacid dels ratolins,
els requeriments basics de disseny del vector.
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de ratoli provinent de la soca SvJ129.

Figura 27. Segiiencia d’aminoacids
de la proteina DOR deduida a partir

de nucleotids
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Inicialment es va pensar en el disseny d’un vector de reemplacament dissenyat per a un
cribatge per southern blot. En aquest tipus de vector els requeriments demanen uns
bragos d’homologia amb el gen a deleccionar de més de 6kb, augmentant la taxa de
recombinacido homologa al augmentar la longitud d’aquests, aixi com la preséncia de
dos cassets de seleccio: un casset de resisténcia a neomicina per a la seleccidé negativa
amb G418 (toxic per a les cel-lules); 1 un casset amb el gen de la timidina quinasa per a
la seleccio positiva amb ganciclovir (toxic per a les cél-lules amb activitat timidina
quinasa).

El disseny que es va escollir era el d’un vector amb uns bracos d’homologia que en total
sumen 7.4 kb repartides practicament en parts iguals entre el brag¢ 5’ i el 3’ d’homologia
1 que permetien reemplacar la quasi totalitat de la pauta oberta de lectura del gen, per el
casset de resisténcia a neomicina, deixant Unicament una pauta oberta de lectura
remanent de 22 aminoacids (16 dels quals provenen del gen DOR). No es va eliminar la
totalitat de la pauta oberta de lectura per tal deixar un lloc de traduccid que evités que
altres possibles pautes de lectura presents en el transcrit poguessin ser traduides al
desapargixer 1’inici de traduccio de la proteina principal (Figura 28).

Vector de reemplagament pBS 11 DOR KO South

PGK
5’HR PGK-neo 3’HR tk
3483 bp 1630 bp 3905 bp 2759 bp
e e e
1 I I ]
175 bp >< 176bp 288 bp 3328|bp ><
i L n |
1 | 2 | 3 | 4
~3500 bp 416bp 295 bp
Ao ——
DNA genomic
—1
ORF

|

[ I I

! 2 PGK-neo 4
Recombinant homoleg

Figura 28. Diagrama esquematic del vector de reemplagcament del gen DOR dissenyat
per a un cribatge per southern blot (pBS II DOR KO South), estructura del gen en el
genoma de ratoli, i resultat de la recombinacio homologa del vector amb el gen DOR.
Es mostren les regions de recombinacio homologa entre el vector de reemplagament i el
gen salvatge (5’HR i 3’HR) aixi com els cassets de seleccio per G418 (PGK-neo) i
ganciclovir (PGK-tk).

Amb el disseny del vector decidit, es va procedir a obtenir-lo, utilitzant com a vector de

suport un plasmidi pBluescript II SK. El procediment es detalla a ‘Material i metodes:
IV.1.1 Procediment per a 1I’obtencio del vector pPBS DOR KO South’, pagina 109.
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Generacio d’un vector de reemplagament del gen DOR

Un cop obtingut aquest vector (pBS II DOR KO South) es va contactar amb diferents
empreses per a contractar I’obtencid del ratoli KO a partir del vector obtingut.
L’empresa escollida (Afigen) tenia posat a punt el sistema de cribatge per PCR, sistema
que requereix un disseny de vector lleugerament diferent, pel que després de provar
infructuosament diferents estratégies de cribatge per PCR amb el vector inicial, es va
decidir introduir modificacions en el vector que I’adaptessin als requeriments d’un
vector de reemplagcament preparat per a un cribatge per PCR.

Aquests requeriments consisteixen en augmentar la longitud del bra¢ 5’ d’homologia,
alhora que es redueix la longitud del bra¢ 3’ a 0.5-2 kb. Aixi, es va augmentar la
longitud del brag¢ 5’ d’homologia fins arribar a 6.8 kb, i es va reduir la longitud del brag
3’ d’homologia fins a 1.7 kb, sumant un total de regions homologues al gen
d’aproximadament 8.5 kb. La descripci6 detallada del procediment amb el qual es van
introduir aquestes modificacions en el vector pBS II DOR KO South, i que van
permetre obtenir el vector pBS II DOR KO PCR, dissenyat per al cribatge per PCR, es
decriu a ‘Material 1 métodes: IV.1.2 Procediment per a I’obtencio del vector pBS DOR
KO PCR’, pagina 113)

Vector de reemplagament pBS 11 DOR KO PCR

PGK
5’HR PGK-neo 3’HR tk
6844 bp 1630 bp 1723 bp 2759 bp
e S AN
L | i [ |
175 bp >< 176bp 288 bp ?bp<
h 0 0 ]
1 | 2 | 3 | 4
~3500 bp 416bp 295 bp
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Recombinant homoleg

Figura 29. Diagrama esquematic del vector de reemplagcament del gen DOR dissenyat
per a un cribatge per PCR (pBS Il DOR KO PCR), estructura del gen en el genoma de
ratoli, i resultat de la recombinacio homologa del vector amb el gen DOR. Es mostren
les regions de recombinacio homologa entre el vector de reemplacament i el gen
salvatge (5’HR i 3’HR) aixi com els cassets de seleccio per G418 (PGK-neo) i
ganciclovir (PGK-tk).

Un cop obtingut el vector pBS II DOR KO PCR es van fer diferents comprovacions que
van consistir en fer analisis de restriccio amb diferents enzims, aixi com en seqiienciar
els extrems dels diferents elements del vector per assegurar-se que tots els elements del
vector estiguessin degudament insertats (els encebadors utilitzats es detallen a ‘Material
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1 metodes: IV.1.3 Comprovacions per seqiienciacio del vector generat’, pagina 116). Els
resultats d’aquesta seqiienciacid van confirmar que els inserts estaven correctament
insertats i en 1’orientaci6 correcte.

3.1.3. Obtencid dels animals knock-out

La generacio dels ratolins es va encarregar al ‘Departament de reproduccié animal’ de
I’INIA (Madrid). Després de 3 intents de generacio fallits, en que només s’obtenien
quimeres incapaces de transemetre el transgen a la descendeéncia, es va abandonar la
generacié d’aquest model animal.

Figura 30. Fotografies dels ratolins quimérics obtinguts en la primera produccio de
ratolins knock-out. 1. mascle quimeric amb taques a tot el cos. 2: mascle quimeric amb
taques en el cap i el llom. 3: femella quimerica amb taques en tot el cos. La fletxa
senyala un ratoli control de la mateixa edat que els quimerics.
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Analisi de ’expressio dels gens DOR i AIB3

Associacio geneética de la regio que conté els gens DOR i AIB3 amb
patologies humanes

Entendre les causes i el desenvolupament de les malalties permet aprofundir en la
comprensio que es té de la fisiopatologia d’aquestes i obrir la porta al desenvolupament
de nous farmacs destinats a pal-liar I’impacte d’aquestes malalties. Aquesta comprensio,
pero, no ¢€s senzilla, ja que entren en joc nombrosos factors, provinents tant del propi
organisme com de I’ambient. En el cas de malalties amb un origen genétic Unic
(malalties monogeniques) es troba un unic gen responsable del desencadenament
d’aquesta, al voltant del qual s’explica la fisiopatologia de la malaltia. Els estudis de
lligament genctic, els estudis de mutacions en gens candidats, i d’altres, permeten
determinar quin és el gen responsable d’aquestes malalties, i els estudis posteriors en
permeten demostrar el rol en la malaltia.

En el cas de les malalties multigéniques, delimitar la component genéctica no €s una
tasca senzilla. Les raons d’aquesta dificultat ja s’han discutit breument en la
introduccio, 1 basicament es poden resumir en que les malalties multigéniques son
heterogenies, tant pel que fa al seu origen, com al seu desenvolupament. De fet,
englobat sota el nom d’una mateixa malaltia, amb una simptomatologia similar, es
troben diferents alteracions combinades amb diferents efectes ambientals, que tot i que
comparteixen simptomes comuns, a vegades presenten grans diferéncies en 1’origen que
acaben resultant en una important variabilitat entre els individus amb la malaltia.

A més, pel fet que existeixi aquesta variabilitat causal, i que els simptomes siguin
semblants, resulta dificil delimitar els elements que originen la malaltia. Obviament,
aquells elements més representats en la patologia son els que presenten menys
problemes, ja que els presenten la majoria dels malalts. Pero en el cas de factors menys
determinants, o que tenen un impacte que depen del concurs d’altres factors poc
freqiients, la preséncia d’aquest en el conjunt dels malalts pot ser baixa i quedar
emmascarada, sent dificil arribar a identificar-lo. No obstant aix0, existeixen dissenys
experimentals que permeten dur a terme aquesta tasca. Un d’aquests son els estudis
d’associacid genctica.

El primer objectiu d’aquesta tesi es va plantejar en aquesta direccid. En el nostre
laboratori disposavem d’informacié que suggeria que el gen DOR podia ser un gen
candidat a diabetis de tipus 2. El Dr. Daniel Bach havia identificat el gen en
experiments d’hibridacié substractiva en el que DOR mostrava una expressio
disminuida en muscul esquelctic de rates Zucker diabetiques (ZDF), respecte al
respectiu control, i a més s’havia demostrat que la seva expressié també estava
disminuida en muscul esquelétic de persones obeses (resultats presentats en la seva tesi
doctoral: Bach, 2001).

Estudi de la regi6 que conté els gens DOR i AIB3
El primer que es va fer per a satisfer aquest objectiu va ser I’estudi de la regié que conté

el gen DOR: Es van seleccionar polimorfismes en el gen, la seva regidé promotora, aixi
com en el gen AIB3, situat a 3 kb del gen DOR.
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Els resultats d’aquest estudi demostren que els polimorfismes de la regié estan en un
fort desequilibri de lligament, conformant una illa de desequilibri de lligament que
conté els dos gens (Goldstein, 2001). La majoria de valors de |D’| sén superiors a 0.70 el
que indica un fort desequilibri de lligament entre els diferents polimorfismes estudiats.

En base al desequilibri de lligament observat, es va decidir estudiar 5 polimorfismes:
DORS5, DOR1, AIB6, AIB1 i AIB7. L’ eleccid no es va fer a I’atzar, sind en base als
haplotips descrits pels diferents polimorfismes estudiats i al valor de d°. Es van
seleccionar polimorfismes que en conjunt permetien representar amb la maxima riquesa
el conjunt d’haplotips observats, i es van descartar polimorfismes que estan en fort
desequilibri de lligament amb aquests (i.e. amb un valor de |D’| proper a 1) i que tenen
una distribucio dels al-lels similar (d* propera a 1).

L’observacido d’un fort desequilibri de lligament en la regi6 estudiada té fortes
implicacions en la interpretacié dels resultats de 1’estudi d’associacidé genética. El fet
que polimorfismes situats a 80 kb 1'un de I’altre (com en el cas de SNP9 i AIB7)
estiguin en fort desequilibri de Iligament, complica molt I’atribuci6 funcional dels
efectes observats, ja que si es troba associacid genética en un dels polimorfismes, el
polimorfisme causal pot estar situat a 80 kb d’aquest, amb el que ¢és dificil, no només
trobar la variaci6 causal, sind també atribuir els efectes observats a un gen concret. La
regid que potencialment conté la variacié causal €s una regié6 minima de 80 kb que
conté més d’un gen.

La presencia a tan sols 3 kb de DOR del gen AIB3, el qual codifica per a un coactivador
transcripcional que també podria jugar un cert rol en diabetis de tipus 2 o en obesitat, al
coactivar receptors nuclears com PPARY (Zhu et al., 2000; Stumvoll et al., 2002), els
quals han estat implicats en aquestes patologies, va fer que el plantejament de 1’estudi
d’associacio genetica no fos exclusivament amb el gen DOR, sin6 també conjuntament,
amb el gen AIB3. Aixi, el plantejament inicial es va redefinir per tal d’acomodar-se a la
nova situacio: Es va passar d’un estudi d’associacid genética amb un gen candidat
(DOR) a un estudi d’associacid genctica amb una regié gendomica candidata (la que
cont¢ els gens DOR 1 AIB3).

Amb els polimorfismes seleccionats 1 amb un cert coneixement de 1’estructura genctica
de la regié que es volia estudiar, es va iniciar 1’avaluacié de I’associacié genética entre
els gens DOR 1 AIB3 amb la diabetis de tipus 2 i1 I’obesitat.

Resultats dels estudis d’associacio genetica
Els resultats dels estudis d’associacid genctica presentats en aquesta tesi suggereixen
associacid genetica amb diabetis de tipus 2 i amb obesitat, a més de mostrar nombroses

correlacions entre els polimorfismes estudiats i1 diferents parametres clinics relacionats
amb les anteriors patologies (Taula 25).
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Taula 25. Resum d’associacions i correlacions observades en els estudis de genotipacio
dels gens DOR i AIB3. Es mostra per a cada parametre els resultats positius (en gris),
indicant el genotip associat i entre parentesi [’efecte observat. risc: genotip de risc;
prot.. genotip protector; 1: augmentat; |: disminuit; J': observat en dones; Q. observat
en homes.

Els resultats es poden agrupar en diferents blocs. Per comencgar, hi ha diferents
associacions relacionades amb obesitat:

Existeixen correlacions amb parametres clinics que es relacionen amb obesitat, tals com
1’iCC, o les mesures dels plecs de pell suprailiacs, subscapulars i del biceps, que
permeten reforgar la idea que en aquesta regid existeix un gen associat amb obesitat. El
primer d’aquests, I’index de cintura-cadera correlaciona amb AIB7, sent més elevat
aquest en el grup heterozigot, mentre que els plecs de pell, indicadors d’obesitat
subcutanea, son menors en dones amb el genotip heterozigot de DORI.

En els estudis d’associacid, també s’observen associacions amb diabetis de tipus 2:

En els resultats del polimorfisme AIB6 s’observa una distribucié de genotips en dones
diabétiques diferent a la que s’observa en el corresponent grup control (Taula 13 i Taula
14). Aixi, el grup de dones amb el genotip GG esta augmentat en el grup diabétic
(OR=1.75, p=0.011), acompanyat de la disminucié dels heterozigots (OR=0.62,
p=0.018) i el manteniment de la freqiiéncia dels homozigots C. Aquesta associacidé no
s’observa en homes ni tampoc s’observa amb obesitat. L. efecte observat es considerable
en diabetis de tipus 2, pero no cal oblidar que la grandaria mostral és reduida, pel que
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els intervals de confianca dels ORs, indicadors de la magnitud de I’efecte, son forca
amplis. El resultat no permet afirmar amb rotunditat 1’existéncia d’una associaciod
genctica entre el polimorfisme AIB6 i diabetis de tipus 2 en dones, pero si que ho
suggereix, pel que resultaria interessant ampliar aquest estudi a altres poblacions amb
grups amb una grandaria mostral superior a I’estudiada.

En conjunt, podem afirmar que hi ha indicis que suggereixen el paper d’algun dels gens
de la regid, en les patologies de la diabetis de tipus 2 i la obesitat, malalties que d’altra
banda estan relacionades, i que tindria una major repercussio en dones.

Perd a més d’aquests resultats, aquests estudis presenten una forta evidéncia que la
regid gendomica que conté els gens DOR i1 AIB3 associa amb parametres clinics
relacionats, entre d’altres, amb la diabetis de tipus 2 1 1’obesitat.

Aixi, s’observen correlacions entre els polimorfismes estudiats i concentracid de
triglicerids, index cintura-cadera, sensibilitat a insulina, i també amb osteocalcina: El
polimorfisme DORS correlaciona amb concentracié de triglicérids circulants; DOR1
lleugerament amb sensibilitat a insulina; i AIB7 amb triglicerids, 1 index cintura-cadera.

En relaci6 amb la sindrome metabolica, els parametres amb els que s’observa correlacio
son parametres d’una gran rellevancia en aquesta sindrome, éssent fins i tot algun d’ells,
parametres diagnostics.

Els nivells de triglicerids es relacionen amb el metabolisme lipidic i1 en situaci6 elevada
son un factor de risc a patologies cardiovasculars. A més, els nivells de triglicerids estan
elevats en situacions d’obesitat i de diabetis de tipus 2 i correlacionen amb la sensibilitat
a insulina. Quan aquests nivells s’han analitzat per a cada genotip dels polimorfismes
estudiats, s’observen diferéncies significatives de les mitjanes de triglicérids en la
distribuci6 de genotips del polimorfisme DORS. Aquesta diferéncia es manifesta en uns
nivells més elevats en el genotip GG de DORS que disminueixen progressivament fins a
arribar als nivells més baixos que s’observen en I’homozigot de I’altre al-lel. Quan es fa
I’analisi de regressié multivariable es confirma el paper d’aquest polimorfisme com a
modulador dels nivells de triglicérids. Els nivells elevats de triglicérids en GG de DORS
coincideixen amb un efecte de risc d’aquest polimorfisme al desenvolupament
d’obesitat, perd associat a un efecte protector al desenvolupament de diabetis de tipus 2.

Els resultats mostren certa complexitat que pot ser deguda a I’existéncia d’efectes
provinents de diferents polimorfismes, i a més, aquests efectes podrien tenir una
explicacio complexa, ja que podrien provenir d’efectes en diferents teixits.

Analisi de I’expressio dels gens DOR i AIB3

Per tal d’obtenir informacio de la regulacio de I’expressio dels gens DOR 1 AIB3 que
permetés entendre millor el seu possible rol com a gens de susceptibilitat a diabetis de
tipus 2 i obesitat, es va valorar I’expressio d’aquests gens mitjangant PCR a temps real,
en diferents mostres de RNA, provinent de biopsies en humans i de models animals.

Els resultats obtinguts indiquen regulacions d’aquests gens sota diferents condicions.
Aixi, el primer que s’observa és que DOR és un gen regulat negativament en muscul
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esquelétic per I'IMC: En obesos, I’expressi6 de DOR disminueix un 75% de mitja
(p=0.0139), existint una correlacié de I’expressié de DOR i I’IMC, en el conjunt de les
mostres (r’=0.1441, p=0.013); en el cas d’AIB3 no s’observa aquesta correlacid, tot i
que no es pot descartar que 1’existéncia d’alguna variable de confusié I’emmascari, ja
que si s’exclouen els 3 individus del grup d’obesos amb els valors més alts d’expressio
(amb els valors més baixos d’insulina basal entre els obesos), aleshores s’observa una
forta correlacié amb I"'IMC (r*= 0.4906, p=0.0004). Pero, si bé els resultats de DOR es
basen en resultats directes, el fet de no observar les correlacions amb IMC pera AIB3, a
menys que s’excloguin algunes de les mostres no permet afirmar una relacio directe
entre ambdos.

També s’observa una disminucié de I’expressidé dels gens en muscul esquelétic en
diabetis de tipus 2. L’expressio de DOR disminueix fortament, en un 75% (p=0.0087),
mentre que la d’AIB3 ho fa un moderat 30% (p=0.0219). La disminuci6 de 1’expressio
de DOR pot ser explicada com a conseqiiencia de la correlacid observada entre
I’expressié dels gens i I'IMC, ja que el grup diabétic esta format d’individus amb un
elevat IMC. Ara bé, el que no es pot explicar a partir de la correlacio amb IMC és
I’augment d’un 75% de I’expressi6 de DOR en teixit adipds blanc de diabétics
(p=0.0225), ja que en aquest teixit no s’observa una correlacio entre I’expressié de DOR
i ’IMC.

A més de les correlacions amb IMC (obesitat) i amb diabetis de tipus 2 també
s’observen altres correlacions. Aixi, per a AIB3, en muscul esquelétic s’observa una
correlacié negativa amb insulina basal (’=0.1877, p=0.02647), que és especialment
pronunciada, tot i no ser significativa, en el grup d’obesos (1*=0.4191, p=0.1160).
Aquesta observaci6 va acompanyada de 1’observaci6 de correlacio positiva en controls
amb 1’oxidaci6 de glucosa després d’un clamp (r*=0.7767, p=0.0038).

En el cas de DOR s’observa una correlacié positiva entre 1’expressio en no diabétics i
I’oxidaci6 de glucosa basal (1*=0.1916, p=0.022), i I’expressié en no diabétics prims i
insulina basal (1’=0.355, p=0.019). També s’observa en controls una correlacié negativa
de I’expressio de DOR amb la utilitzaci6 de glucosa després d’un clamp (*=0.359,
p=0.018), i I’estoc (r*=0.315, p=0.030). Ara bé, aquestes correlacions observades en els
controls (no diabétics prims) no s’observen quan s’analitzen en el conjunt dels
individus.

Els canvis d’expressi6 detectats en gen DOR demostren que aquests gen té una
important regulaci6 de I’expressio en funcio6 de la situacié metabolica de ’individu. Les
grans diferéncies d’expressio de DOR en obesos i diabétics respecte als controls, aixi ho
indiquen.

Els resultats dels estudis d’expressi6 d’AIB3 en models animals no mostren gaires
canvis d’expressié del gen. Unicament s observa un increment de I’expressié del gen en
teixit adipos blanc de rates tractades amb estreptozotocina (STZ). En el TAB d’aquestes
rates 1’expressio d’AIB3 és el doble de la que s’observa en rates control. En les rates
STZ el TAB experimenta una clara regressio, pel que aquest increment podria guardar
alguna relaci6 amb aquest procés. Perd també podria ser un efecte de la drastica
disminuci6 d’insulina circulant, fruit de la destrucci6 de les cel-lules B pancreatiques, ja
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que en muscul esquelétic huma AIB3 sembla estar regulat per insulina, pel que no seria
estrany que aquesta regulacié també es donés en teixit adipds blanc de rates.
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Conclusions

Conclusions

Els resultats de la tesi permeten arribar a les segiients conclusions:

1.

La regi6 que conté els gens DOR i AIB3 (aproximadament 140 kb) esta en fort
desequilibri de lligament, conformant una illa de desequilibri de lligament.

S’ha detectat associacid entre els polimorfismes DOR5, DOR1, AIBL1 i AIB7 i
diferents parametres relacionats amb adipositat o resistencia a la insulina.
Aquesta observacid permet postular un possible rol dels gens DOR i/o AIB3 en el
control de la massa adiposa i la sensibilitat a la insulina.

L’expressié del gen DOR esta fortament regulada en muscul esquelétic i teixit
adipds blanc huma. Aixi, I’obesitat i la diabetis de tipus 2 causen la repressio de
I’expressio6 de DOR en muscul esquelétic, mentre que la diabetis de tipus 2
n’incrementa 1’expressio en teixit adipds blanc.
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Mostres biologiques

I. MOSTRES BIOLOGIQUES

1.1. Animals

S’han utilitzat rates albines (Rattus norvegicus) de raga Wistar comprades a ‘Harlan’
(Interfauna Ibérica SA): Mascles de 180-220 g, alimentats ad /ibitum amb pinso de tipus
A04 de la casa ‘Panlab’ 1 mantinguts en unes condicions d'estabulaci6 controlades
automaticament: temperatura de 22 + 1°C, humitat relativa 80-90%, cicles de 1lum/foscor
de 12 hores cadascun.

Tots els protocols utilitzats han estat préviament autoritzats pel Comité Etic de la
Universitat de Barcelona.

1.1.1. Tractament de rates amb estreptozotocina (STZ)

Un dels models de diabetis mellitus de tipus 1 més utilitzats és el de les rates STZ. En
aquestes rates 1’administracio d’estreptozotocina, un toxic especific de cél-lula beta
pancreatica, provoca la destruccid d’aquestes, donant lloc a un fenotip de diabetis de
tipus 1.

Material, solucions i reactius:

Estreptozotocina
Citrat sodic 50mM pH 4.5

Procediment:

Es dissol la STZ en tampo6 citrat sodic 50 mM, pH 4.5 1 es manté a 4°C. S’injecta
intraperitonealment a una dosi de 70 mg/kg de pes corporal (en un volum de 300 ul /
200 g) una setmana abans del dia d'experimentacid. Per estar segurs de I’eficacia del
tractament amb STZ es controla la glucémia dels animals dos dies després de la injeccio
i en cas de no observar un augment en la glucémia es repeteix la injecci6. Només
s’utilitzen animals amb gluceémies superiors a 300 mg/dl.

1.1.2. Extracci6 de teixits

Previ a I’extraccié dels teixits els animals han estat anestesiats amb pentobarbital.
Abans de sacrificar-los se’ls ha extret el muscul soleus, el cor, i teixit adipos blanc
epididimal, que son congelats immediatament en nitrogen liquid. La conservacio dels
teixits es fa en un congelador a —80°C.

En el cas dels experiments amb el model de rata diabética de tipus I ‘Goto-Kakizaki’
(GK) 1 dels experiments amb el model de rata obesa Zucker s’han fet servir teixits que
han estat amablement cedits pel Dr. Luc Marti i la Dra. Anna Abella (GK), i pel Dr.
Daniel Bach (Zucker).
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1.2. Individus

1.2.1. Estudis d’associacio genética

Per als estudis d’associacid genctica s’han utilitzat DNAs provinents de diferents
hospitals. Basicament s’han genotipat pacients de 3 hospitals diferents:

- Pacients de I’Hospital ‘Josep Trueta’ de Girona: corresponents als estudis d’associacid
genetica amb diabetis, obesitat i retras del creixement intrauteri.

Pacients de I’Hospital ‘Joan XXIII’ de Tarragona: corresponents als estudis
d’associacio genética amb diabetis o obesitat.
- Pacients de ’Hospital ‘Carlos Haya’ de Malaga: corresponents als estudis d’associacid
genetica amb diabetis o obesitat.

a) Estudis d’associacio genética amb diabetis de tipus 2 i obesitat
Els criteris de seleccio que s’han seguit son els segiients:

Els individus normotolerants tenen una concentracié de glucosa en plasma en dejuni
inferior a 7 mM 1 una concentracid6 de glucosa en plasma 2h després d’un test de
tolerancia a la glucosa oral inferior a 11.1 mM. La intolerancia a la glucosa s’ha definit
segons els criteris de I’Associacid6 Americana de Diabetis, és a dir, si tenen
concentracions de glucosa a 2h després d’un test de tolerancia a la glucosa oral, entre
7.8 1 11.1 mM. Cap dels individus no diabétics tenia cap alteracid metabolica a banda
d’obesitat i tots ells tenien un IMC<40. Els problemes hepatics i les disfuncions de la
tirdides es van descartar per analitiques especifiques.

Per als pacients diabétics de tipus 2, d’acord amb els criteris de 1’ Associacié Americana
de Diabetis, es van recrutar en base a un control metabolic estable en els 6 mesos previs,
definit per valors estables de HbAlc. Els criteris d’exclusid que es van seguir son els
segiients: 1) preséncia significativa de malalties sistémiques, hepatiques, neurologiques,
endocrinologiques, o altres; 2) historial o evidencia actual d’hemocromatosi; 3) historial
d’abus de drogues o alcohol, definit com més de 80 g/dia en homes i més de 40g/dia en
dones, o activitat de transaminases en s¢rum més de dues vegades superior al limit
normal superior; 4) una concentraci6 elevada de creatinina en sérum; 5) algun episodi
major agut d’accident cardiovascular en els 6 mesos previs; 6) evidéncies de malalties
inflamatories croniques o evidencia actual de malaltia inflamatoria aguda o de malaltia
infecciosa; 7) malaltia mental que impedeixi entendre la naturalesa, objectiu, 1 possibles
conseqiiéncies de I’estudi. L’estudi va ser aprovat pels corresponents Comités d’Etica.

Algunes dades generals dels individus es mostren a la Taula 26. Tots els DNAs han
estat obtinguts a partir de la seva extraccid de sang.
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Diabetic de

No diabétic tipus 2
n total 542 655
IMC (kg/m")
n 515 626
Mitjanaterror | 28.07+0.22  29.30+0.19
Edat (anys)
n 465 623
Mitjanat+error | 45.43+0.61  60.21+0.44
Sexe
n 468 625
homes/dones | 278/190 328/297

Taula 26. Mitjanes i error tipic d’IMC i d’edat per cada grup estudiat, aixi com el
numero d’homes i dones per cada grup.

b) Estudi d’associacio genética amb retras del creixement intrauteri

En la Taula 27 es mostren els valors de les variables cliniques dels dos grups estudiats
en aquest estudi. Tots els nens seleccionats son pre-pubertals (<10 anys en nenes, 1 <12
anys en nens) per tal d’evitar els canvis importants de sensibilitat a insulina causats per
la pubertad.

SGA AGA p

n 74 74

Al naixement
Sexe (male/female) 32/42 44/30 0.35
Edat gestacional 39.0+2.0 393+£1.3 ns
(setmanes)
Pes naixement SDS -2.1+£0.6 -0.1£0.8 <0.0001
Longitud naixement SDS -2.2+0.9 -04+1.0 <0.0001

Al moment de I’estudi
Edat (anys) 57+3.1 6.1+3.2 ns
Pes SDS -1.1+14 03+14 <0.0001
Algada SDS -1.7+£1.3 -03+1.4 <0.0001
iMC SDS 0.4+1.4 0.5+ 1.6 <0.0001
icc 0.93+0.1 0.96 £ 0.1 0.048
Glucosa (mmol/l) 47+0.5 48+0.5 0.076
Insulina (pmol/l) 32.3(20.8-44.5) 35.2(14.9-57.4) ns
HOMA-IR 0.9 (0.6-1.3) 1.0 (0.4-1.7) ns
HOMA-B-cell 73.4(51.8-105.0) = 71.2 (47.5-120.6) ns

Taula 27. Caracteristiques dels grups estudiats en l’estudi d’associacio genética amb
RCI. SGA: small for gestational age; AGA. appropiate for gestational age, SDS: age-
and sex-adjusted standard deviation score; SBP/DBP: systolic and diastolic blood
pressure. Les dades s’expressen com a mitja * desviacio estandard per a les variables
Gaussianes i com a mitjana i rang interquartil per a variables no Gaussianes variables.
Valors de p corresponents al test t de Student.
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1.2.2. Estudis de quantificaciéo de RNA missatger de muascul esqueléetic huma

Mostres de Suécia:

Per als estudis de correlacio entre expressido de missatger i genotip s ha utilitzat RNA
total provinent de muscul esquelétic huma vastus lateralis. El primer grup consisteix en
17 individus, tots ells de sexe masculi: 9 individus control, 1 8 individus diabétics de
tipus 2. Les biopsies de muscul van ser realitzades al ‘Department of Clinical
Physiology’ del ‘Karolinska Institute’ (Estocolm, Suécia), complint la normativa vigent
al respecte a Suécia i1 van ser enviades a Barcelona en neu carbonica, on es va obtenir el
RNA. El segon grup consisteix en 21 individus control de sexe masculi amb el mateix
origen perd que van ser enviats directament en forma de cDNA. Aquestes mostres estan
referides en el text com a ‘mostres de Suécia’.

. Controls - Diabétics |
n 130 '8 |
IMC (kg/m®) | 24.09+0.55 | 27.50+1.40
Edat (anys)  50.77+1.80  58.33+1.53
Sexe  masculi - masculi

Taula 28. Caracteristiques dels individus estudiats en les ‘mostres de Suécia’. Es
mostren els valors de mitjanazxerror tipic d’index de massa corporal, edat, i sexe.

Mostres de Lyon:

Per als estudis de correlacio entre 1’expressio dels gens DOR 1 AIB3 amb diferents
parametres clinics es va utilitzar RNA total que havia estat extret de muscul vastus
lateralis 1 en alguns casos de teixit adipos blanc al ‘Centre de Recherche en Nutrition
Humaine de la Faculté de Médecine R.T.H. Laennec’ (Lyon, Franga). Les biopsies i
I’extracci6 d'/RNA les van realitzar el personal de 'INSERM U.449, segons la
metodologia del seu laboratori i complint la legislacio vigent a Franga en quant a
protocols d’experimentaciéo amb humans.

a) Controls | Obesos Diabetics
n 8 8 8
IMC (kg/m?*)  22.5+0.5 | 353+1.3 | 30.3+1.2
Edat (anys)  42.4+53  39.9+4.5  53.34£2.7

b) Controls | Obesos Diabétics
n 15 12 15
IMC (kg/m?) 22.9+0.6  34.4+1.0 31.6+1.2
Edat (anys) | 38.843.9 | 38.9+3.6 | 53.1+£2.2

Taula 29. Caracteristiques dels individus estudiats en les ‘mostres de Lyon’. a) Valors
corresponents al primer grup estudiat. b) Valors corresponents al segon grup estudiat.
Es mostren els valors de mitjana=xerror tipic d’index de massa corporal, edat, i sexe.

Els pacients que es van estudiar eren un primer grup de 8 voluntaris sans i prims (6

dones i 2 homes), 8 voluntaris obesos (7 dones i 1 home), i 8 voluntaris diabétics de
tipus 2 (6 dones i 2 homes); i un segon grup de 15 voluntaris sans i prims (10 dones i1 5
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homes), 12 voluntaris obesos (10 dones i dos homes) 1 15 voluntaris diabétics de tipus 1
(9 dones i 6 homes). Aquestes mostres estan referides en el text com a ‘mostres de
Lyon’ (Taula 29).
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Eines informatiques i estadistica

I1. EINES INFORMATIQUES | ESTADISTICA

Una part important d’aquesta tesis ha estat realitzada amb suport informatic. Aixi el
disseny de primers, el disseny de vectors, la cerca de SNPs, i un llarg etc. han estat
possibles o s’han agilitzat enormement gracies a la disponibilitat de bases de dades o
programes que ho han permes. A continuaci6 es descriuen algunes de les moltes eines
que s’han utilitzat.

11.1. Bases de dades

11.1.1. Bases de dades del National Center of Biotechnology Information (NCBI)

Una de les bases de dades més completes que existeix a internet €s la del NCBI, centre
que forma part dels ‘National Institutes of Health’ dels Estats Units. Aquesta integra
gran quantitat d’informaci6é que va des de la informacié del genoma huma a articles,
incloent a més eines molt 1tils com per exemple les que permeten navegar en aquesta
informacio, com en el cas d’alguns genomes, o cercar seqiiencies homologues a una
seqiiéncia donada, com el blast.

Per a la cerca de nous polimorfismes una de les bases de dades que s’ha utilitzat ha estat
la base de dades de SNPs d’aquest servidor, que ofereix aquesta informacid per
diferents mitjans, un d’ells el navegador del genoma huma (amb la informacié del
consorci public de seqilienciacié del genoma huma).

Enllag: http://www.ncbi.nih.gov

11.1.2. Bases de dades del Celera Discovery System

L’alternativa comercial als servidors publics de recursos del genoma huma és el ‘Celera
Discovery System’ que utilitza la informacié de la seqiienciacio del genoma huma
provinent de ’empresa ‘Celera’. Aquest servidor, tot i que no tant complet com el
public, oferia als seus inicis certs avantatges sobre el public. Principalment ens referim a
la informaci6 de polimorfismes, que inicialment era superior. Alguns dels
polimorfismes estudiats tan sols es trobaven en aquesta base de dades, si bé actualment
la majoria també es troben en les bases de dades publiques.

Enllag: http://www.celeradiscoverysystem.com
11.2. Analisi de seqliéncies

11.2.1. Alineament de sequiencies amb el Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)

El blast permet la cerca de seqiiéncies homologues en les bases de dades de seqiiéncies
de DNA o proteina. El programa compara la seqliencia problema amb totes les
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seqliencies de la base de dades mostrant com a resultat aquelles seqiiéncies amb un grau
d’homologia superior.

Si bé originalment s’ha utilitzat el blast del NCBI, des de 1’aparicio del blast del
projecte ‘Ensembl’ aquest és el que s’ha utilitzat per a les cerques en genoma huma, de
rata, o de ratoli, per ser més rapid i més amigable en quant a 1’obtencio del resultat.

Enllagos: http://www.ncbi.nih.gov/blast
http://www.ensembl.org/Multi/blastview

11.2.2. Alineament de seqiiencies amb I’algoritme ‘ClustalW’

L’algoritme ‘clustalw’ permet obtenir el millor alineament entre multiples seqiiéncies
de DNA o proteina. Per tal de fer aquest analisi existeixen diferents llocs d’internet i
programes que faciliten 1’analisi. En aquesta tesi s’ha usat el programa ‘MegAlign’ del
paquet ‘Lasergene’ (DNAStar) que a més de permetre 1’alineament de seqiiéncies per
clustal també permet usar altres metodes d’alineament com el ‘Jotun-Hein’, ‘Wilbur-
Nipman’, i altres, o la construccié d’arbres filogenétics entre les diferents seqiiéncies.

11.2.3. Alineament de sequiencies de DNA amb el programa ‘Segman’

La seqiienciacié d’una regido amplia de DNA s’ha de fer for¢osament en é&tapes,
seqiienciant per separat fragments de 500-700 parells de bases. Com a resultat s’obtenen
multiples seqiiéncies que un cop alineades permeten obtenir la seqiiencia de tota la regid
(el que en anglés es coneix com a contig), pero el procés pot resultar molt laborids si es
fa a ma. Es per aixo que existeixen programes especifics que fan I’alineament. El que
s’ha utilitzat en aquesta tesi és el ‘SeqMan’ del paquet de programes ‘Lasergene’
(DNAStar). El programa permet introduir les seqiiéncies en diferents formats, entre ells
el cromatograma que s’obté del seqiienciador. Aixo facilita 1’analisi de les seqiiencies,
ja que a més d’alinear-les permet retallar-les (filtrat) segons la qualitat que fixi I’usuari,
i permet veure el cromatograma quan hi ha algun conflicte en la seqiiéncia.

11.2.4. Cerca de RFLPs amb el programa ‘SNPtransformer’

Els RFLPs (restriction fragment lenght polymorphisms) son aquells SNPs que poden ser
analitzats mitjangant un enzim de restriccid, ja que provoquen l’aparicid/desaparicio
d’una diana de restriccid. Per tal de determinar si un determinat SNP és un RFLP cal
analitzar les dianes de restriccié en la seqiiéncia de DNA que conté el SNP per a cada
al-lel. Si s’observa algun enzim que talla Gnicament en la seqiiéncia d’un dels al-lels
podem afirmar que es tracta d’un RFLP. Per tal d’agilitzar el procés de seleccido de
RFLPs, el Dr. Bernhard Baumgartner del nostre grup va desenvolupar un programa que
permetia fer I’analisi automatic de les dades de SNPs provinents del ‘Celera Discovery
System’. Aquest programa esta disponible a través d’internet.

Enllag: http://www.geocities.com/bernhard baumgartner/SNP-Transformer
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11.3. Disseny d’encebadors

El programa que s’ha utilitzat en aquesta tesi per al disseny d’encebadors és el
‘PrimerSelect’ del paquet de programes ‘Lasergene’ (DNAStar). Aquest programa cerca
primers sobre una seqiiéncia donada per 1’usuari, permetent fixar certs parametres
relacionats amb els encebadors o la PCR, com la temperatura d’hibridacié dels
encebadors, la longitud del producte de PCR, etc.

Enllag: http://www.dnastar.com

11.4. Disseny de Small Interference RNAs (SIRNA)

Els siRNAs son daplex de RNA amb un tamany comprés entre 21 i 23 nucleotids.
Aquests duplex actuen com a intermediaris funcionals en el procés d’interferéncia del
RNA dirigint el trencament de mRNA complementari. El procés d’interferéncia del
RNA ¢és un procés de regulacié postranscripcional altament coordinat en el qual es
produeix la degradacio especifica de mRNA. Es considera que a més el procés és un
sistema de defensa antiviral.

La transfecci6 d’aquests siRNAs o d’un vector capa¢ d’expressar-los en un tipus
cel'lular permet la inhibicid total o parcial de ’expressido del gen diana. El grau
d’inhibicio depen de diferents parametres biofisics i termodinamics relacionats amb el
mecanisme catalitic del que resulta la degradaci6 del mRNA. Aixi doncs, cal tenir en
compte una serie de criteris empirics per tal d’obtenir un siRNA funcional.

En aquesta tesi, per al disseny dels siRNAs es va utilitzar el programa ‘Sfold’ que és
accessible de forma gratuita a través d’internet. Aquest programa té en compte diferents
criteris en el disseny, alguns d’ells no sempre considerats en altres programes, com
I’accessibilitat del RNA o alguns criteris termodinamics. Principalment utilitza els
criteris descrits a Reynolds et al., 2004.

Enllag: http://sfold.wadsworth.org

11.5. Estimacio de la frequéncia d’haplotips i del desequilibri de lligament

Per tal de calcular les freqiiencies d’haplotips s’ha utilitzat el programa ‘Arlequin’,
disponible gratuitament a través d’internet. Aquest programa, assumint l’existéncia
d’equilibri ‘Hardy Weinberg’, fa per a cada grup de mostres una estimacio de la
freqiiéncia d’haplotips a partir de les freqiiencies de les diferents combinacions de
genotips que existeixen entre els diferents polimorfismes analitzats, utilitzant el metode
de maxima verosimilitud basat en 1’algoritme EM (Dempster et al., 1977).

Enllag: http://Igb.unige.ch/arlequin
Amb els haplotips obtinguts es poden calcular els coeficients de desequilibri de
lligament D’ 1 D definits per Lewontin (Lewontin, 1964). El coeficient D’ avalua el

desequilibri de lligament i li adjudica un valor que va des de 0 (abséncia de desequilibri
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de lligament) a 1 (desequilibri de lligament complet). Per fer aquest calcul s’ha utilitzat
un programa dissenyat pel grup del Dr. Bertranpetit (no publicat). La significacio
estadistica del desequilibri de lligament s’ha calculat mitjancant el programa ‘Arlequin’.

A més, per tal de valorar el desequilibri de lligament en relacio amb les freqiiéncies dels
al‘lels dels loci s’ha calculat el coeficient d*. Aquest es defineix: d*=D?/[f(1-f)]*; on D
¢s el parametre de Lewontin relacionat amb D’, i f és la freqiliencia de 1’al-lel major del
locus estudiat. Donat que la comparaci6 és entre dos loci, la f pot ser la del primer
locus, o la del segon, donant resultats diferents segons el cas.

11.6. Gestid de vectors

Per a la gestié dels nombrosos vectors que s’han preparat en aquesta tesi es va escollir
el programa ‘pDRAW32’, gratuit i descarregable d’internet. El programa resulta facil de
manejar i satisfa la majoria de les necessitats basiques en quant a treball amb plasmidis:
permet fer clonacions in silico, analisis de restriccio, etc.

Enllag: http://www.acaclone.com

11.7. Analisi estadistic

11.7.1. Comparacions dels nivells d’expressio de mRNA amb el programa ‘GraphPad
Prism’

Per als analisis de correlacions entre nivells d’expressio i genotips dels polimorfismes
estudiats, aixi com per a avaluar la significacid de diferéncies en 1’expressio en diferents
tractaments s’ha utilitzat el programa ‘GraphPad Prism v4.0°. El programa permet
I’analisi de diferents estadistics com el test t, la prova ANOVA, etc.

En el cas de les correlacions entre expressio 1 genotip, per a les comparacions dels
nivells d’expressio entre els tres genotips, s’ha aplicat un test ANOVA one-way amb
analisi de les variancies, i alternativament, per a comparar dos grups concrets, un test t
de Student a dues cues. Per a la comparacié de 1’expressio entre un grup control i un
tractat s’ha aplicat un test t de Student a dues cues. En tots els tests s’ha assumit que la
distribucid dels valors d’expressid s’ajustava a una distribucié de tipus Gaussia
(distribucié normal), supdsit que s’ha comprovat aplicant un test de normalitat a la
mostra.

Per tal d’avaluar correlacions entre nivells d’expressio i variables continues com I’index
de massa corporal (IMC) s’han utilitzat regressions lineals en que la variable depenent
(y) eren els nivells d’expressio i en que la variable independent (x) eren els valors de la
variable continua.
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11.7.2. Comparacions de frequiéncies genotipiques o al-léliques entre dos grups i calcul
de odds ratio

Per a avaluar diferéncies entre freqliéncies genotipiques o al-leliques entre dos grups
s’ha utilitzat la prova ‘Xi-Quadrat’ (y?). Per tal de fer la prova x> s’ha utilitzat el
programa ‘Microsoft Excel’.

Com a mesura del risc relatiu conferit per el polimorfisme estudiat, s’ha utilitzat el
parametre odds ratio (OR), el qual es calcula, per a una determinada poblacid, dividint
la proporcid de casos observada entre els portadors de I’al-lel o el genotip de risc, per la
proporcid de casos observada entre els no-portadors. Per a aquest calcul s’ha utilitzat el
programa ‘Epilnfo’ versié 6.0, que a més a permes el calcul dels intervals de confianga
al 95%.

11.7.3. Estimaci6 del Population attributable risk (PAR)

El calcul del PAR s’ha fet amb el programa ‘Mach 2010 Quick Risk Calculator’
disponible a internet en la segiient adreca:

http://www.urmc.rochester.edu/cpm/education/mach/productspubs.html

11.7.4. Analisis de regressio lineal multivariable

La regresi6d lineal permet estimar els coeficients de 1’equacio lineal, amb una o més
variables independents, que millor predigui el valor de la variable depenent. D’aquesta
manera es pot determinar quines variables independents son predictores d’una variable
pressumiblament depenent de les varibles testades.

Per tal de fer aquests calculs, en aquesta tesi s’ha utilitzat el programa ‘SPSS 11.0°, el
qual permet fer nombrosos calculs estadistics a partir d’una fulla de dades que pot ser
importada del programa ‘Microsoft Excel’.

11.7.5. Analisis de resultats de xips de DNA (microarray)

Per a I’analisi de resultats dels xips de DNA utilitzats en aquesta tesi es va utilitzar el
programari facilitat pel comerciant dels xips (Affymetrix), el ‘Gene Chip Operating
System’ (GCOS) 1 el ‘Data Mining Tool’, aixi com la fulla de calcul ‘Excel’
(Microsoft).

Mitjangant el primer es van fer les comparacions entre els diferents Xips i es van
seleccionar aquelles sondes en les que s’observava un canvi de senyal significatiu al
comparar entre dos xips. La informacid seleccionada es va exportar a la fulla de calcul
‘Excel’ per al seu analisi posterior. Mitjancant el programa ‘Data Mining Tool’ es van
fer altres analisi com ara els clusters observats, etc.
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I1l. TECNIQUES GENERALS D’OBTENCIO | MANIPULACIO
D’ACIDS NUCLEICS

Moltes de les teécniques d’obtencid 1 manipulacid d’acids nucleics que s’han utilitzat en
aquesta tesi son d’is més o menys habitual en els laboratoris de Biologia Molecular. La
majoria d’elles es poden trobar detallades en manuals de protocols o bé preparades en
forma d’equip comercial amb un protocol detallat inclos en el mateix. En concret, les
primeres s’han basat en els protocols continguts en els manuals ‘Molecular Cloning’. A
Laboratory Manual (Sambrook et al., 1998) i1 ‘Current Protocols in Molecular Biology’
(Ausubel <Editor>, 2001) i inclouen técniques habituals en un laboratori de Biologia
Molecular com la generacié de bacteris competents, la transformaciéo de bacteris
competents, 1’analisi del DNA amb enzims de restriccid, 1’electroforesi en gel
d’agarosa, etc.

Pel que fa a les técniques preparades en forma d’equip comercial es detallaran els que
s’han utilitzat per a les técniques més rellevants.

I11.1. Tecniques d’obtencié de RNA total

Aquestes técniques permeten l'aillament de RNA total a partir de qualsevol tipus de
teixit o cultiu cel-lular. La manipulacié de les mostres s’ha de fer amb prevencid de
contaminacions per rnases que puguin provenir de 1’ambient o de les mans del
manipulador.

Basicament s’han utilitzat dos metodes per a la obtencid de RNA total. El primer és
mitjangant el reactiu ‘Trizol’ (Invitrogen); el segon amb 1’equip ‘RNeasy’ (Qiagen).
Generalment s’ha utilitzat el primer a excepcio dels RNAs obtinguts per a I’analisi amb
xips de DNA (microarrays) en que es requereix un elevat grau de puresa del RNA.
Aquest ¢és D’avantatge principal del sistema ‘RNeasy’, tenint com a principal
inconvenient el rendiment, que resulta més elevat pel metode de ‘Trizol’.

111.1.1. Aillament de RNA total mitjancant el reactiu “Trizol’

El “Trizol’ és un reactiu comercial que permet 1’obtencié de RNA a partir de teixits o
cultius cel-lulars. Consisteix en una soluciéo de fenol i isotiocianat de guanidini que
preserva la integritat del RNA (a l'inactivar les rnases) alhora que lisa les cél-lules i en
dissol els seus components. L.’addici6 posterior de cloroform seguida de centrifugacio,
permet la separacio de la solucid en dues fases, una aquosa i una organica. El RNA es
manté soluble en la fase aquosa, de la qual es precipita amb alcohol isopropilic.

Procediment segons les instruccions del producte.
I11.1.2. Tractament del RNA amb dnasa

Per a certes aplicacions resulta convenient tractar el RNA amb dnasa per tal d’eliminar
les restes de DNA. Amb tal finalitat s’usa una dnasa Iliure de rnases.
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Material, solucions i reactius:

Dnasa I (Ambion)
Tampo6 10x (inclos amb la dnasa)
Aigua lliure de rnases

Procediment:

1- Afegir 2U de dnasa I, i el tamp6 apropiat a 10ug de RNA. Afegir aigua fins al volum
desitjat. Usualment entre 20 1 50 ul. NO VORTEJAR, ja que la dnasa I és un enzim
sensible al tractament mecanic.

2- Incubar durant 30’ a 37°C.

3- Procedir a la purificaci6 del RNA mitjangcant ‘Trizol’, columnes ‘RNeasy’ o
qualsevol altre protocol de purificacié de RNA.

111.1.3. Aillament de RNA total mitjancant ‘RNeasy’

En algunes extraccions s'ha utilitzat ’equip comercial d'extracci6 de RNA total de la
casa ‘Qiagen’, que permet obtenir preparacions de RNA total de fins a 100 ug a partir
de cel-lules animals i teixits, bacteris 1 llevats (mitjangant el ‘RNeasy Mini kit”).

El protocol consisteix basicament en una lisi i homogeneitzacio de les mostres en
presencia d’isotiocianat de guanidini (potent desnaturalitzant que preserva la integritat
del RNA a I’'inactivar les rnases). L’is d’una columna de gel de silice permet la
separacio del RNA total (de llargada superior a 200 bases). A més, el protocol inclou un
pas alternatiu de tractament amb dnasa que permet la digestio del DNA durant el
procediment de purificacio.

Procediment segons les instruccions del producte.

111.1.4. Concentracio del RNA per precipitacié

En molts casos ha estat necessari treballar amb concentracions elevades de RNA (p.e.
per al xip de DNA). En aquests casos pot ser necessari concentrar la mostra obtinguda i
¢és per aix0 que s’ha emprat la coprecipitacié del RNA amb acrilamida. Aquesta actua
com a vehicle de I’acid nucleic facilitant-ne la recuperacio i incrementant el rendiment.

Material, solucions i reactius:
Acetat d’amoni 5SM lliure de rnases
Acrilamida lineal 5mg/ml (Ambion)
Etanol absolut

Etanol 80%

Procediment:

1- Afegir 0.1 volums d’acetat d’amoni 5SM 1 10 pg d’acrilamida lineal.
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2- Afegir 2-2.5 volums d’etanol absolut, mesclar, i deixar un temps minim de 30 minuts
a-20°C.

3- Centrifugar a maxima velocitat durant 30 minuts.

4- Eliminar el sobrenedant assegurant-se d’eliminar qualsevol resta d’aquest.

5- Fer un rentat amb etanol 80% i centrifugar 5’ a maxima velocitat.

6- Assecar a ’aire 1 resuspendre en el volum desitjat d’aigua o solucié tamponadora.

111.2. Obtencié de cDNA

Per a diferents aplicacions resulta necessari fer el pas de RNA a DNA. Es el cas
d’aplicacions com la quantificaci6 del RNA missatger d’un transcrit determinat per
PCR a temps real, o quan es vol amplificar una determinada seqiiéncia de RNA (amb la
finalitat de seqiienciar-la, clonar-la, etc.). El procés de conversi6 del RNA en DNA
s’aconsegueix per accid d’una retrotranscriptasa, enzim capag de sintetitzar una cadena
de DNA usant RNA com a motlle, en presencia d’un encebador, que pot ser especific,
cas de voler una seqiiéncia concreta, o inespecific, aixo €s un oligonucleotid polidT, que
hibrida amb les seqiiéncies poliA dels RNA missatger; o bé oligonucledtids degenerats
que idealment permetran la retrotranscripcié de tot el RNA.

Amb tal finalitat existeixen diferents equips comercials que inclouen tots els reactius
necessaris. L usat en aquesta tesis és el de ‘Invitrogen’.

Procediment segons el protocol.

Nota: Al finalitzar el protocol es pot procedir a la comprovacié de la reaccidé mitjancant
una PCR amb primers especifics que hibridin en el transcrit d’algun gen que sapiguem
que s’expressa en aquella mostra (usualment un gen constitutiu).

111.3. Obtenci6é de DNA plasmidic

La clonacié d’una determinada seqiiéncia de DNA en un vector plasmidic permet
I’amplificacié d’aquesta seqiiencia per a diferents aplicacions. Els sistemes d’obtenci6
de DNA plasmidic més utilitzats son aquells que utilitzen un agent alcali com a sistema
de lisi. La majoria dels equips comercials estan basats en aquest metode, i €s per aixo
que en aquesta tesis s’ha treballat principalment amb aquest métode. Els equips que
s’han utilitzat son els de QIAgen.

Depenent de la quantitat de DNA plasmidic que es vulgui produir existeixen diferents
equips amb rangs de purificacid diferents. Aixi per a obtenir quantitats de DNA entre 5 i
15 pg, es disposa d’equips de miniprep (QIAprep Miniprep); entre 300 i 500 pg
d’equips de maxiprep (QIAgen Plasmid Maxi Kit); i entre 7 i 10 mg d’equips de
gigaprep (QIAgen Plasmid Giga Kit).

Procediment indicat en les especificacions dels equips.
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I11.4. Purificacié de DNA en gel d’agarosa

Per tal de purificar fragments de DNA continguts en un gel d’agarosa s’han utilitzat dos
equips comercials diferents: El “QIAex II” de ‘Qiagen’ i el “GFX PCR and gel band
extraction kit” (Amersham). Els dos equips utilitzen una soluci6 amb alt contingut
d’una sal caotropica que combinada amb escalfament (50-60°C) permet la solubitzacid
de I’agarosa i I’alliberament del DNA. Posteriorment el DNA ¢és retingut en una matriu
de la que després d’uns rentats s’elueix.

Procediment segons les instruccions dels productes.

111.5. Clonacio de productes de PCR en un vector pGEM-T Easy

En molts casos ha resultat 1itil o nescessari clonar productes amplificats per PCR en un
vector. En aquests casos 1’opci6 escollida ha estat la clonacié en el pGEM-T Easy,
inclos en I’equip del mateix nom (Promega). Breument es tracta d’un vector obert pel
lloc de clonacié multiple (EcoR V) al qual s’han afegit dues timidines als extrems 3.
Moltes DNA polimerases afegeixen una adenina als extrems 3’ dels productes
amplificats (activitat desoxiadenina terminal transferasa) de manera que es poden lligar
al vector facilment a través de les timidines protuberants.

Procediment segons les instruccions del producte.

Nota: en el cas de voler clonar productes provinents d’una amplificacié6 amb una DNA
polimerasa sense activitat dA terminal transferasa (p.e. Pfu polimerasa) es poden afegir
facilment les adenines afegint 1ul de dATP 2 mM a la mescla de PCR, 1U de Taq
polimerasa, i incubant 5* a 96°C seguit de 20’ a 72°C (tamb¢ es pot fer sobre el producte
purificat suplementant convenientment amb el buffer de la polimerasa).
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IV. TECNIQUES ESPECIFIQUES D’OBTENCIO | MANIPULACIO
D’ACIDS NUCLEICS

IV.1. Generacio del vector de reemplacament del gen DOR

Per tal de generar el ratoli KO del gen DOR es van generar dos vectors de
reemplacament. Inicialment es va preparar un vector dissenyat per a un cribratge de
recombinants per southern blot (pBS DOR KO South), que va ser modificat
posteriorment per adaptar-lo a un cribratge per PCR (pBS DOR KO PCR).

Plasmids:

pBluescript II KS
pBluescript 1T SK
pBluescript II SK-PGK neo
pSP72-PGK tk

Oligonucleotids:

5’mes_up CGCGGCCGCGGGTCGACTGACTGACTGAGAGCTCGAAT
TCCTGAGTAGCT

5’mcs_down ACTCGAGGAATTCGAGCTCTCAGTCAGTCAGTCGACCC
GCGGCCGCGGTAC

3’mcs_up GGCCGCCTCGAGGGATCCGGTACCATCGATGGAAG
CTTGTAC

3’mcs_down AAGCTTCCATCGATGGTACCGGATCCCTCGAGGC

m44 1 (Not I) ATCCTCGAGCCGGTATGCGGCTCCAGTTGTGA

m44 2 (Xho I) GCTCTCGAGCAGGAGGCGCAGGGGTGTTGA

3'HR(Xho I) f CTCGAGACCCACTCTCCCATGCTTCTTTTT

3'HR(BamH I) r GGATCCTTAGTTTCACATTTCTTAAGCAGCC

3 HR(BamHI) 12 GGATCCGGACATTTGCCCAGGACTAAG

5'HR ext f(Sal) GTCGACCATTGGGGCTTCTGCTATACCACTAAAGC
S'HR ext r TAAAAGGCCCAGCGAAATAAGATAACTACC

Material, solucions i reactius:
Taq Expand HF
T4 DNA lligassa

T4 DNA polimerasa
Enzims de restriccié: BamH I, Sal I, Not I, EcoR I, Kpn I, Sac I, Hind III, Pvu I

IV.1.1. Procediment per a I’obtencio del vector pBS DOR KO South

a) Generacid dels vectors pBS II 5’ KO i pBS II 3’ KO

Per tal de poder clonar els dos bragos d’homologia i els cassets de resisténcia a G418
(neo) 1 de sensibilitat a ganciclovir (tk) es van preparar dos llocs de clonacié multiple
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per a dos vectors pBluescript II. EI pBS II 5°KO es va generar reemplazant el lloc de
clonacié multiple del vector pBluescript I KS per el fragment obtingut de la hibridacio
dels oligonucleodtids 5’mcs up i el 5’mes_down:

57 -C]GCGGCCGC |GG GTCGAC | TGACTGACTGA ] GAGCTC | GAATTC|CTCGAG] TAGCT-3"
3”-CATGG | CGCCGGCG | CC|CAGCTG|ACTGACTGACT |CTCGAG|CTTAAG|GAGCTC|A-5"
Kpn 1 Not 1 Sal 1 3 STOP Sac 1 Eco Rl Xho I Sac I CE

Amb aquesta finalitat es va digerir el vector amb els enzims Kpn I i Sac I i el producte
purificat en gel d’agarosa es va lligar al producte hibridat. Un cop finalitzada la reaccid
de lligacié es van afegir 10 unitats de I’enzim EcoR I (el qual s’havia comprovat
previament que tallés) i es va purificar el producte lligat i digerit amb EcoR I mitjancant
un gel d’agarosa i1 la posterior purificaci6 amb QIAex II. El producte extret va ser
relligat (Figura 41).

5'- C|GCGGCCGC|GG|GTCGAC| TGACTGACTGA|GAGCTC|GAATTC|CTCGAG|TAGCT -3’
3'- CATGG|CGCCGGCG|CC|CAGCTGIACTGACTGACT|CTCGAG|CTTAAG|GAGCTCIA -5°

Kpn | Not | Sal | 3 STOP Sacl EcoRI Xhol SaclCE
Kpn | Kpn |
Not | Sal |
Sac |
EcoR |
Sac | Xho |
3 STOP
_— > ’
Kpn 1/ Sac | pBSHS KO

Figura 31. Esquema de la preparacio del vector pBS I 5’KO a partir del vector
pBluescript 11 KS i el nou lloc de clonacio multiple preparat amb oligonucleotids
sintetics.

Per el pBS II 3’KO es va partir del vector pBluescript II SK, reemplazant-li el lloc de
clonaci6 multiple per el fragment obtingut de la hibridacié dels oligonucleotids
3’mcs_upiel 3’mes_down:

5”-GGCCGC|CTCGAG | GGATCC|GGTACC|ATCGAT|GGJAAGCTT|GTAC-3~
3”-CG]GAGCTC|CCTAGG | CCATGG | TAGCTA]CC| TTCGAA-5"
Not I Xho I BamH I Kpn I Cla 1 Hind 111 Kpn I CE

La digesti6 del vector es va fer amb els enzims Not I i Kpn I. A continuaci6 es va
seguir el mateix procediment que s’ha descrit amb el vector pBS II 5’KO (Figura 42).

b) Generacio dels vectors pBS II 5’ KO-neo i pBS II 3’ KO-tk.

Un cop obtinguts els vectors pBS II 5’KO i el pBS II 3’KO es van clonar els cassets de
seleccid neo en el primer, 1 tk en el segon. Es van digerir els vectors pBS II 5’KO i
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5- GGCCGC|CTCGAG|GGATCC|GGTACC|GAATTC|GGI|AAGCTT|GTAC -3
3’- CG|GAGCTC|CCTAGG|CCATGG|CTTAAGI|CC|TTCGAA -5
Not | Xho | BamH| Kpnl EcoR | Hind Il Kpn | CE

\

Sac |

Sac | Not |

Not | Xho IBamH |

Kpn |
EcoR |
Hind Il

Kpn |

pBS Il 3 KO

Not 1/ Kpn |

Figura 32. Esquema de la preparacio del vector pBS II 3’KO a partir del vector
pBluescript Il KS i el nou lloc de clonacio multiple preparat amb oligonucleotids
sintetics.

pBluescript I SK-PGK neo amb els enzims Sac I 1 EcoR I i ’insert alliberat en el segon
(aprox. 1.6 kb) es va lligar al vector pBS II 5’KO obert per Sac I i EcoR I, resultant-ne
el vector pBS II 5°’KO-neo. Per al pBS II 3’ KO-tk es van digerir els vectors pBS II
3’KO i pSP72-PGK tk amb els enzims Hind III, EcoR I i Pvu I, i I’insert alliberat en el
segon (aprox. 2.7 kb) es va lligar al vector pBS II 3’KO obert per Hind III 1 EcoR I
(Figura 33).

¢) Amplificacio de les regions d’homologia i clonacié en vectors pPGEM-T.

L’amplificaci6 de les regions 5’ i 3° d’homologia es va fer per PCR usant com a motlle
DNA procedent de ratolins SvJ/129 (soca de la qual provenen les cel-lules mare).

Per a ’amplificacio de la regid 5’ es van usar els primers m44 1 (Not I) i m44 2 (Xho
I) que donen lloc a un producte de 3.5 kb, amb TaqExpand HF i afegint un 6.6% de
DMSO. L amplificacid es va fer en les segiients condicions:

3 96°C
307 96°C
307 58°C| x30
5’ 68°C

Per a I"amplificacio de la regi6 3’ es van usar els primers 3’HR (Xho I) f i 3’'HR
(BamH I) r que donen lloc a un producte de 3.9 kb, amb TagExpand HF i afegint un
6.6% de DMSO. L’amplificacio es va fer en les seglients condicions:

3 96°C
307 96°C
307 60°C| x30
5’ 68°C
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Els productes amplificats van ser carregats en gels d’agarosa per a la seva comprovacio
1 posterior purificaci6. Un cop finalitzada la seva obtencid es van lligar en un vector p-
GEM-T.

Sac |
EcoR |

pBS Il KO &' EE— pBS Il 5 KO-neo

Sacl/EcoR |

PGK-neo
—
EcoR | Sacl
EcoR |
Hind llI

pBSIIKO3 | —— pBS 11 3’ KO-tk

EcoR I/ Hind Il

PGK-tk

E—
EcoR Hind 111

Figura 33. Esquema de la preparacio dels vectors pBS Il 5’KO-neo i pBS II 3’ KO-tk.
d) Generaci6 dels vectors pBS DOR 5’KO-neo i pBS DOR 3’KO-tk.

Per a la generacio del vector pBS DOR 5’KO-neo es va clonar I’insert 5’HR alliberat
del vector pGEM-T 5’HR amb Not I i Xho I al vector pBS 5’KO-neo obert per Not I i
Sal I. La generaci6é del vector pBS DOR 3’KO-tk es va fer clonant I’insert 3’HR
alliberat del vector pGEM-T 3’HR amb Xho I i BamH I al vector pBS 3’KO-tk obert
per les mateixes dianes de restriccio (Figura 34).

e) Generacid del vector pPBS DOR KO South.

El pas final en el procés d’obtencid del vector va ser la clonacid del conjunt format pel
bra¢ d’homologia 5’ i el casset neo en el vector pBS DOR 3’KO-tk. Per tal de dur a
terme aquesta clonacio es va digerir el vector pPBS DOR 5’KO-neo amb Not I 1 Xho I, i
I’insert alliberat (aprox. 5.1 kb) es va lligar al vector pBS DOR 3’KO-tk obert per les
mateixes dianes de restriccid (Figura 35).
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pBS I DOR
5'KO-neo

Xho | Kpn I/BamH |

pBS Il DOR
pBS Il 3' KO-tk ) 3’KO-tk
Xho|/BamH 1o

Kpn |

/V
3'HR

—

Xho | Kpn 16 BamH |

Figura 34. Esquema de les preparacions dels vectors pBS II DOR 5’KO-neo i pBS Il
DOR 3°KO-tk.

IV.1.2. Procediment per a I’obtencid6 del vector pBS DOR KO PCR

a) Amplificacid de les regions d’homologia i clonaci6 en vectors pGEM-T.

La modificacié de I’extensi6 de les regions d’homologia va obligar a amplificar una
nova regié 3’ d’homologia amb una longitud inferior i a amplificar una extensio de la
regi6 5’ d’homologia. Com a motlle per a I’amplificacié novament es va utilitzar DNA
procedent de ratolins SvJ/129. Per a I’amplificacio de I’extensid de la regid 5° es van
usar els primers 5’HR ext_f(Sal) i 5’HR ext r, i es va amplificar amb TagExpand HF en
preseéncia de un 6.6% de DMSO, en les segiients condicions:

3 96°C
307 96°C
307 60°C| x35
5’ 68°C
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Not | Xho'l

pBS Il DOR
5KO-neo

pBS I DOR

3'’KO-tk

\ Not I / Xho |

Not | ) Xho |
ik — Not 1/ Xho |
Xho |
BamH |
Not | 5 HR neo Kpn | 3 HR EchJRI tk l—lhnd I
1 ]
Sac | EcoR |
pBS Il DOR
KO South
\ Not |
Xho |
BamH |
Not | 5 HR neo Kpn | 3 HR EchJRI tk I-Ihnd 1]
1 1
Sac | coR |

Figura 35. Esquema de la preparacio del vector pBS II DOR KO South. El vector es
linearitza amb Not I.

Per a I’amplificacié de la regié 3’ es van usar els primers 3’HR (Xho I) fi 3’HR
(BamH I) r2 que donen lloc a un producte de 1.7 kb, amb TagExpand HF 1 afegint un
6.6% de DMSO. L’amplificacio es va fer en les seglients condicions:

3 96°C
307 96°C
307 58°C| x35
5’ 68°C

Els productes amplificats van ser carregats en gels d’agarosa per a la seva comprovacio
1 posterior purificaci6. Un cop finalitzada la seva obtencid es van lligar en un vector p-
GEM-T (pGEM-T 5’HRExt i pGEM-T 3’HR2).
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b) Generacio del vector pBS DOR 3’KO2-tk.

Per a la generaci6 del vector del vector pBS DOR 3’KO2-tk es va clonar I’insert 3’HR2
alliberat del vector pGEM-T 3’HR2 amb Xho I i BamH I al vector pBS 3’ KO-tk obert
per les mateixes dianes de restriccio (Figura 36 a).

¢) Generaciod del vector pBS DOR 5’KOpre2-neo.

La generacio del vector pBS DOR 5°’KOpre2-neo es va fer clonant el fragment de 1.8
kb obtingut al digerir el producte de PCR 5’HR Ext f(Sal)/r amb Not I i EcoR V en el
vector pBS DOR 5°’KO-neo obert amb les mateixes dianes (i que provoca 1’alliberament
d’un insert d’aproximadament el mateix pes) (Figura 36 b).

Xho |

a) Xho IBamH | Kpn 1/BamH |

Kpn |

pBS Il DOR

pBS II 3 KO-tk 3KO?2-tk

Xho I/ BamH |
oKpn |

v

3'HR2

-
Xho | BamH |

b) Not | EcoR V Not | EcoR V

pBS Il DOR
5KO-neo

pBS Il DOR
5’KOpre2-neo

Not I / EcoR V

Not | / EcoR v/"

Not | EcoRV
———
5" HRExt

Figura 36. Esquema de [’obtencié dels vectors pBS Il DOR 3’KO2-tk (a) i pBS Il DOR
5’KOpre2-neo (b).

d) Generacio del vector pBS preDOR KO PCR.
A continuacié es van digerir els vectors pBS DOR 5’KOpre2-neo i pPBS DOR 3°’KO2-tk

amb Not I i Xho I. Aix0 provoca ’alliberament dels cassets insertats en el pPBS DOR
5’KOpre2-neo en un unic insert (aprox. 5.1 kb) i "obertura del pBS DOR 3’KO2-tk.
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L’insert alliberat en el primer vector es clona en el segon (idem que per el vector pBS
DOR KO South - Figura 35).

e) Generacio del vector pPBS DOR KO PCR.

Finalment es va digerir el vector pPGEM-T 5’HR Ext amb Not I i Pvu I i s’allibera un
insert de 2.7 kb (Not I - Not I) que conté I’extensid del bra¢ 5° d’homologia. Aquest es
va clonar al vector pBS preDOR KO PCR previament obert per Not I. Es va comprovar
I’orientacié de I’insert i es van escollir aquells clons amb la orientacié correcte (Figura
37).

Xho | Xho |
BamH | BamH |
Not | 5 HR neo Kpn | EcoR | tk Hind 111 Sal | 5 HRExt neo Kpn I EcoR | tk Hind 111
I

Sac| EcoR 13 HR2

pBS Il preDOR , pBS I DOR
KO PCR ot KO PCR
5 HRExt
Not | Sal | Not |
Sal | l
Not I/ Pvu | /
Sal | 5 HRExt Npt | Xho |
----- BamH |
Not | Not | Sal | 5 HRExt neo Kpn | EcoR | tk Hind Il
e i —

pGEM-T 5’'HRExt sec | EcoR 13 102

Figura 37. Esquema de [’obtencio del vector pBS Il DOR KO PCR. Es mostra la
linearitzacio del vector amb Sal 1.

1V.1.3. Comprovacions per sequienciacio del vector generat

La comprovacio per seqiienciacid del vector de reemplagament es va fer amb els
segiients oligonucleotids:

M13 reverse GGAAACAGCTATGACCATG

M13-20 universal GTAAAACGACGGCCAGT

LM5 Ext CCCGCCGCGCTCCATCTGTAAGTCC
South f GACTCTGATCCCCCTGCCTCTACCTT
neo r AGGAATCGGGTGGGCTAAG
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HindIII,

PGK-\tk

14000 _..Xhol

EcoRI,
Kpnl:,

BamHI_ %,

2000

pBS Il DOR KO PCR
12000 4000 __

15855 bps

EcoRI

10000

/

Xhol:,:"' PGK-neo 8000 SHR

‘foacI
EcoRI

. EcoRI
Notl

BamHI  /
Sacl ! [
HindIIl BamHI
i EcoRI
Sacl

Figura 38. Mapa del vector de reemplagament del gen DOR pBS DOR KO PCR. Es
mostren les regions d’homologia amb el gen DOR: 5’HR i 3’HR, aixi com els cassets de
resistencia a G418 (PGK-neo), i de sensibilitat a ganciclovir (PGK-tk).

IV.1.4. Cribratge per PCR dels recombinants homolegs

Oligonucleotids:
KO-Screen f GTTGGCGCTACCGGTGGATGTGG
KO-Screen r GCCAAATGCCCTATCAAGCTTCCTACAG

L’amplificacio es fa amb TaqExpand HF amb els primers KO-Screen fi KO_Screen r,
que donen lloc en els recombinants positius a un producte d’aproximadament 1.9 kb. El
primer dels encebadors hibrida en el casset de neomicina del vector de reemplagament i
el segon d’ells en el gen DOR, en la regi6 flanquejant de la regi6 3’ d’homologia.

Condicions de I’amplificacio:

3 96°C
307 96°C
45”7  64°C| x35
2 72°C

En la Figura 49 es mostren els resultats d’amplificar DNA genomic de SvJ/129 amb els
encebadors dissenyats per al cribratge de recombinants homolegs. En el carril indicat
com a ‘WT’ es va amplificar usant unicament DNA gendomic com a motlle. En el carril
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‘Ladder’ _WT marcat com a ‘RNH’ es va amplificar a
partir de DNA gendomic mesclat amb la
quantitat de vector pBS DOR KO PCR
equivalent al nimero de copies del gen

3kb
2kb DOR en 25 ng de DNA genomic.
1.6kb D’aquesta manera s’emulava un

1kb escenari de recombinacié no homologa

en una regi6 del genoma diferent al gen
DOR. Per ultim, en el carril marcat
amb ‘RH’ es va amplificar a partir de
DNA gendmic mesclat amb la quantitat
Figura 39. Imatge d’un gel d’agarosa en el de vector pBS DOR KO South
que s’han carregat els productes de PCR en  equivalent al nimero de copies del gen
amplificacions amb DNA de SvJ/129 DOR en 25 ng de DNA genomic.
salvatge (WT); amb DNA de SvJ/129 amb D’aquesta manera s’emulava un
DNA del plasmidi pBS DOR KO PCR escenari de recombinacié homologa en
(RNH); i amb DNA de SvJ129 amb DNA del el gen DOR.

plasmidi pBS DOR KO South (RH).

IV.2. Generaci6 de  vectors
lentivirals 1: Obtencié dels plasmidis

Els vectors lentivirals permeten introduir de manera eficient, integrar, i expressar de
forma estable transgens en cel-lules quiescents o proliferants, tant in vitro com en
nombrosos organs in vivo. Les aplicacions dels vectors lentivirals van des de la recerca
basica al futur tractament genctic d’algunes malalties humanes.

Les particules lentivirals es generen per coexpressio dels elements d’empaquetament del
virié i del genoma viric recombinant en ce¢l-lules hoste que actuen com a productores
(generalment en 293 1 293T). En el cas de vectors basats en el HIV-1 els components
centrals i enzimatics del viri6 (elements d’empaquetament) provenen del HIV-1, mentre
que I’envolta deriva d’un virus heteroleg, sovint del virus de I’estomatitis vesicular
(VSV), per la seva elevada estabilitat i ampli tropisme de la seva proteina G.

Existeixen tres generacions d’elements d’empaquetament derivats del HIV-1 per a la
produccio de vectors lentivirals en els que s’han fet successives delecions dels gens del
HIV-1 per tal d’eliminar-li la capacitat de replicacio. En aquesta tesi s’han usat els de
2a. generacio (el més usat), en els que s’ha delecionat els gens de 1’envolta i tots els
gens auxiliars del HIV-1 (vpr, vif, vpu i nef).

El genoma viric recombinant és 1I’tnic material genétic que es transfereix a les cel-lules
diana. Aquest usualment conté el casset amb el transgen flanquejat pel elements que
actien en cis necessaris per a I’encapsidacid, per a la transcripcid reversa i per a la
integraci6. A més els vectors estandard contenen 1’element regulador post-
transcripcional del woodchuck hepatitis virus (WPRE) insertat per incrementar
I’expressio del transgen, aixi com el central polypurine tract (cPPT), un element que
actua en cis que millora I’eficiéncia de transferéncia del transgen en moltes dianes.
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Tots els vectors utilitzats han estat facilitats pel laboratori del Dr. Didier Trono
(Université de Geneve; LTR

www.tronolab.com). oA sD

psi
En el punt VIL.6. Generaci6 de

vectors lentivirals 2: Obtencid

NoiT (1146)
RRE

gpt

de les particules virals (pagina gy sA

147) es descriu el protocol ORI "Sall (2028)
d’obtencié de les particules ' pL\t'FrHM il (2438)

lentivirals. 11085 bp X Erran
Psil (2043)
IV.2.1. pLVTHM siRNA Xhol (3087)
AmpR Swal (3315)
Xbal (5885) Pacl (3324)

El wvehicle d’entrada dels

. . LTRISIN ¢PPT

siRNAs que es va escollir en ,
., 1 istema LoxP Xhol (3483)

?qu.es‘.[a 1 tZSI b es ¢ fs;ls i Clal (5629) Pmel (3492)

entiviral. m aquesta finalitat Ml (3612) GFP

es va utilitzar el vector T

pLVTHM. Breument, aquest Ndel (4337)

vector cont¢ a més dels WPRE
elements ja  descrits un
promotor HI1 que permet

SnaBI (4940)
Asp 718 (4950)

I’expressio del siRNA. A més, LTRISIN
I’expressio de GFP dirigida per BamH1 (5078)
el promotor del factor Yhol (5086)
d’elongacio 1 alfa, d’elevada 810
activitat en nombrosos tipus Pl (5391)
cel'lulars, permet  valorar EcoRI (5393)
I’eficiencia de la infeccio, aixi H1

com separar per sorting les

cel'lules que han estat Figura 40. Mapa de restriccio del vector pLVTHM.
infectades de les que no ho han  Es mostren els principals elements del vector
estat. (descrit en el text). Obtingut de www.tronolab.com

Plasmidis:
pLVTHM (Figura 50)
Oligonucleotids:

5478 up CGCGTCCCCCAGCTCTACTAAAGATATATTCAAGAGATATATCTTTA
GTAGAGCTGTTTTTGGAAAT

5478 down CGATTTCCAAAAACAGCTCTACTAAAGATATATCTCTTGAATATATC
TTTAGTAGAGCTGGGGGA

1733 up CGCGTCCCCGCACAGAACCTTCAGAAATTTCAAGAGAATTTCTGAAG
GTTCTGTGCTTTTTGGAAAT

1733 down CGATTTCCAAAAAGCACAGAACCTTCAGAAATTCTCTTGAAATTTCT
GAAGGTTCTGTGCGGGGA
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1 up CGCGTCCCCCATACAAACTTTCCTCAAATTCAAGAGATTTGAGGAAA
GTTTGTATGTTTTTGGAAAT

1 down CGATTTCCAAAAACATACAAACTTTCCTCAAATCTCTTGAATTTGAG
GAAAGTTTGTATGGGGGA

4 up CGCGTCCCCACACATACCTCAGAACATATTCAAGAGATATGTTCTGA
GGTATGTGTTTTTTGGAAAT

4 down CGATTTCCAAAAAACACATACCTCAGAACATATCTCTTGAATATGTT
CTGAGGTATGTGTGGGGA

Material, solucions i reactius:

T4 DNA lligassa
Enzims de restriccio: Mlu I, Cla I

Procediment:
a) Disseny dels siRNAs.

El primer pas va ser el disseny dels siRNAs tal com s’ha descrit anteriorment (veure
I1.4). Aixi s’obté una seqiiencia de 19 nucleotids. Com que el que es vol obtenir és un
duplex de DNA que es pugui clonar en el vector pPLVTHM per les dianes Mlu 11 Cla I,
a aquesta seqliencia se li afegeixen els nucleotids necessaris per a la clonacid i
nucleotids que permeten la formacié d’un loop i una senyal de STOP per a la RNA
polimerasa III.

Up 57-CGCGT]CCCCINNNN.._NNNN]JTTCAAGAGAINNNN. . _NNNN|JTTTTT|GGAA]AT-3”
Down 3”7 -A] GGGG|NNNN. . .NNNNJAAGTTCTCT INNNN. . .NNNNJAAAAA|CCTT|TAGC-5"
MIu | sense SiRNA loop as siRNA STOP Cla 1

b) Els oligonucleotids dissenyats van ser demanats a una casa comercial, i un cop
obtinguts es van hibridar els complementaris corresponents a cadascun dels siRNAs (1,
4, 1733 1 5478). La hibridaci6 es va fer preparant una soluciéo 10 uM de la mescla dels
dos oligonucleotids que es va escalfar en un bany d’aigua bullint i es va deixar refredar
lentament en aquest mateix bany.

¢) El duplex obtingut va ser clonat directament en el vector pLVTHM digerit amb els
enzims MluliCla L.
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V. TECNIQUES GENERALS D’AMPLIFICACIO | DETECCIO
D’ACIDS NUCLEICS

A I’igual que amb les tecniques d’obtencid i manipulacio d’acids nucleics, les teécniques
d’amplificacié 1 deteccidé d’acids nucleics que s’han utilitzat també son d’is més o
menys habitual en els laboratoris de Biologia Molecular i es poden trobar detallades en
manuals de protocols (els citats anteriorment en el cas d’aquesta tesi) o integrades en
equips comercials.

v.1. Amplificacio de DNA per PCR

Una de les técniques més utilitzades en un laboratori de biologia molecular és
I’amplificacié especifica de DNA mitjancant la reaccid en cadena de la polimerasa
(Polimerase chain reaction- PCR). En aquesta reaccid s’utilitzen DNA polimerases
aillades de procariotes que catalitzen la sintesis de DNA a partir d’un motlle,
encebadors, desoxinucleotids 1 magnesi, entre d’altres.

Per tal d’aconseguir una amplificacid eficient cal tenir en compte diferents factors
critics com la DNA polimerasa utilitzada, la concentraci6 d’i6 magnesi, etc. Es pot
trobar una explicacio detallada d’aquests factors en diversos manuals de laboratori,
protocols d’equips comercials, etc. Un manual que resulta forca util és el ‘PCR
Applications Manual’ de la casa comercial ‘Roche’ (Steffen <Editor>, 1999), qué es pot
demanar gratuitament o consultar a través d’internet.

A continuaci6 ¢s detalla el procediment estandard que s’ha seguit en aquesta tesi per tal
de posar a punt les diferents PCRs.

V.1.1. Disseny d’encebadors

Per tal de tenir un resultat satisfactori a I’amplificar un determinat DNA per PCR resulta
extremadament important fer un bon disseny d’encebadors, si bé és cert que la gran
quantitat de factors que determinen 1’éxit del procés fan impossible garantir
I’amplificacio del producte desitjat amb uns determinats encebadors. En tot cas hi ha
una serie de factors importants a 1’hora de seleccionar els encebadors que permeten
incrementar notablement la probabilitat d’éxit. En general es recomana que compleixin
el segiient:

- Longitud entre 18 i 30 nucleotids.

- Sense estructures secundaries internes (hairpins).

- Contingut de G/C entre un 40 i un 60%.

- Que no formin dimers amb si mateix o amb I’encebador de la cadena complementaria.
- Temperatura de melting que permeti la hibridaci6 entre 55 1 65°C.

- Que no continguin repeticions de nucleotids.

A més es consideren altres factors com la facilitat de deshibridacié de I’extrem 3’,
especificitat d’unid, etc. La major part d’aquests parametres es tenen en compte en els
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programes de disseny d’encebadors, de manera que el més aconsellable ¢s fer el disseny
amb aquests programes. En aquesta tesi s’ha utilitzat el programa PrimerSelect del
paquet de programes ‘Lasergene’ (veure 11.3).

Un cop dissenyats els encebadors se n’ha comprovat 1’especificitat mitjangant el blast.
Com que la majoria de vegades es troben seqiiéncies homologues en altres regions del
genoma, s’escullen aquells parells d’encebadors que s’uneixen menys vegades; aquells
en que ’encebador superior i I’inferior no s’uneixen en la mateixa regid, i que per tant
no poden donar amplificaci6 d’un producte inespecific; o aquells en que no hi ha
homologia en la regi6 3’ de ’encebador (a partir de la qual s’elonga el DNA).

V.1.2. Selecci6 de la DNA polimerasa

Existeixen diferents polimerases amb propietats particulars. L’eleccié de la polimerasa
s’ha fet basicament tenint en compte I’aplicaci6 del producte de PCR. Aixi doncs per a
la genotipacid s’ha utilitzat Taq polimerasa (Biotools), pel seu baix cost, facilitat d’us i
elevat rendiment, i per a la clonacié de fragments de DNA en vectors d’expressio la Pfu
polimerasa, que tot i que t€ un cost més elevat que la Taq polimerasa, té activitat 3’-5’
exonucleasa que proporciona una major fidelitat en la copia del DNA o la TagExpand
HF (Roche).

V.1.3. Optimitzacié de les condicions de la reaccié

Un bon disseny d’encebadors no ¢és garantia suficient per a obtenir un producte
amplificat. Es per aixo que cal trobar les condicions més apropiades per a cada PCR.
Per tal d’obtenir-les en el menor temps possible, el procediment que s’ha seguit en
aquesta tesi és el que es detalla a continuacio:

DNA de qualitat alta
a | Optimitzaci6 de la temperatura
Preséncia/abséncia de DMSO

RN

Hi ha amplificacid No hi ha amplificacié
b | Provar DNAs de diferent «——— Optimitzar la c
qualitat concentracié de magnesi
/ \ diferents temperatures
Amplificacio en la Poques mostres No s’amplifica
majoria de mostres < amplificades Provar una
Fi de I’optimitzacio Optimitzar la concentracio =% estratégia en
_— de magnesi en les mostres 2 rondes o
d no amplificades dissenyar nous
—_— encebadors
e -
f
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1- Es proven diferents temperatures d’anellament dels encebadors, usualment 4 o 5
temperatures amb increments de 2°C i usant com a temperatura central la d’anellament
dels encebadors calculada pel programa de disseny d’encebadors (T, -4°C, T, -2°C, T,,
T, +2°C, T, +4°C).

Com a motlle s’utilitza un DNA de qualitat alta (a en la figura). Per a cada temperatura
es proven tres condicions diferents: la primera sense additius; la segona amb un 3.3% de
dimetilsulfoxid (DMSO); i la tercera amb un 6.6% de DMSO. L’efecte del DMSO ¢és
diferent en cada PCR: En algunes PCRs perjudica I’amplificaci6 del producte, mentre
que en d’altres resulta imprescindible per a obtenir un producte amplificat, o bé per a
disminuir ’amplificacio de productes inespecifics.

2- Si I’amplificacio és satisfactoria s’escull la condicid Optima, procurant que aquesta
no sigui extrema. Per exemple, si s’observa una bona amplificacié a tres temperatures
diferents s’escull la intermitja, per evitar que petites oscil-lacions de les condicions es
tradueixin en un sortida de les condicions Optimes. Si el resultat és negatiu s’optimitza
la concentracié de magnesi a diferents temperatures i en aquella que déona un millor
resultat és prova I’efecte del DMSO (c en la figura).

En el cas de les genotipacions, en que¢ es treballa amb gran varietat de mostres de
diferent qualitat, si el resultat és positiu es torna a fer amplificaci6 amb diferents
mostres de DNA en les condicions optimes (b en la figura).

3- Si I’anterior amplificacid és bona en la majoria de les mostres es dona per finalitzada
I’optimitzaci6 (d en la figura). En cas negatiu (e en la figura) s’optimitza la concentracio
de magnesi de la reaccid (en el cas que no s’hagi fet anteriorment).

4- Si cap de les optimitzacions anteriors dona un resultat positiu es pot provar de fer una
estratégia en dues rondes d’amplificacié (f en la figura), o bé dissenyar encebadors
nous.

V.1.4. Estratégies en dues rondes

Les estrategies en dues rondes consisteixen basicament en combinar dues rondes
d’amplificacio de la regi6 d’interés. En la primera ronda s’amplifica un producte que
inclou la seqiiencia que s’amplificara en la segona ronda i que s’utilitzara com a motlle
de la 2a. ronda. Es pot procedir fent ‘Nested-PCR’ o ‘Anchored-PCR’.

Nested PCR
Ronda Motlle Encebadors A
la. DNA genomic  Superior extern (a)
Inferior extern (b) | PCR *b

c»> v

2a. Producte PCR Superior intern (c)
la. ronda 1:100 Inferior intern (d) PCR «d
A\
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Anchored PCR
Ronda Motlle Encebadors A
la. DNA genomic  Superior anclat (a)
Inferior extern (b) | PCR +b

a> v

2a. Producte PCR Superior anclat (a)
la. ronda 1:100 Inferior intern (c) PCR «c
vV

En la primera s’usen quatre encebadors. Dos dels encebadors (encebadors externs)
amplifiquen un producte que inclou el lloc d’anellament dels altres dos encebadors
(encebadors interns). Primer es fa D’amplificacio6 amb els encebadors externs i
seguidament el producte diluit d’aquesta amplificacié s’utilitza com a motlle per a
I’amplificacié amb els encebadors interns. En la segona estratégia s’usen tres
encebadors. Com el seu nom indica un dels encebadors actua d’anclatge: en la primera
ronda I’encebador d’anclatge es combina amb un encebador extern i en la segona ronda
amb un d’intern mantenint-se el punt d’anclatge.

Per tal de posar a punt una estratégia en dues rondes s’optimitzen per separat les dues
rondes. Si el resultat és positiu per a les dues s’escullen les condicions optimes de cada
PCR. En el cas que el resultat d’alguna sigui suboptim s’escull la millor condicidé o una
condicid poc astringent i es prova I’estratégia en dues rondes directament.

V.1.5. Parametres que afecten les condicions de la PCR

A més dels parametres critics que resulten obvis, com la concentracié de magnesi, la
temperatura d’anellament, la preséncia/abséncia d’additius, la DNA polimerasa
utilitzada, etc. existeixen altres parametres que també afecten el rendiment d’una PCR.
Alguns d’aquests no sempre resulten obvis, perd poden tenir un efecte superior a molts
dels parametres abans mencionats. D’entre aquests destaquem:

- La mostra de DNA.

Sovint s’observen diferéncies en les condicions optimes de la PCR depenent de la
mostra amb que s’avaluin. No només la qualitat del DNA resulta important, ja que
també s’observen diferéncies notables depenent del grup de mostres que s’hagi tractat
d’amplificar, tot i ser de qualitat alta. Aixi en algunes mostres utilitzades en les
genotipacions d’aquesta tesi s’han hagut d’utilitzar encebadors alternatius perquée els
que funcionaven per a les mostres ja amplificades no donaven un bon resultat, o bé
s’ha hagut de modificar la temperatura d’hibridacio, o bé afegir additius. Una possible
explicacié a aquest fenomen es pot trobar en el fet que s’han utilitzat diferents
procediments d’extraccio per a obtenir el DNA segons la procedéncia de les mostres.
La preséncia d’alguns contaminants, encara que sigui en concentracions traga, es pot
traduir en una lleugera modificacioé de les condicions de la PCR si aquests actuen com
a inhibidors o potenciadors de 1I’amplificacid, o bé si modifiquen la composici6 d’ions
de la reaccid (p.e. segrestant-los), etc.
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- El termociclador.

Tot 1 que no tan obvi com [’anterior, s’ha observat que també el termociclador és
important a 1’hora de fixar les condicions optimes per a la PCR. Un cop optimitzades
les condicions d’amplificacié en un determinat termociclador es poden observar
canvis en el rendiment quan es proven les mateixes condicions d’amplificacié en un
altre instrument. L’explicacié a aquest fenomen es pot trobar en les diferents
velocitats d’escalfament/refredament del bloc térmic (ramping), especialment notables
quan s’utilitzen termocicladors amb una antiguitat molt diferent. Aixi per exemple en
aquesta tesi s’han usat tres models diferents de termociclador i efectivament s’han
observat diferencies notables de rendiment a I’usar un o altre, sent necessari modificar
lleugerament les condicions segons el termociclador emprat.

V.2. LM-PCR: ‘Ligation Mediated-PCR’

Aquesta aplicacio concreta de la PCR permet 1’amplificacid especifica de regions de
DNA genomic, plasmidis o cDNA, quan tnicament es coneix la seqiiencia d’un extrem
de la regi6 d’interés. Breument la teécnica consisteix en digerir el DNA amb ’enzim
apropiat; lligar el producte de la digestio a un casset amb la diana de I’enzim que s’ha
usat; fer PCR amb un encebador especific del casset i un d’especific per a la regio
coneguda; i fer una segona ronda d’amplificacid (nested-PCR) usant encebadors interns
tant per al casset com per a la regié coneguda.

En concret en aquesta tesi s’ha seguit el segiient procediment:
Material, solucions i reactius:

TaqExpand HF (Roche)

Lligassa NEB

Soluci6 de clorur d’hexamina cobalt 10mM
Reactius per a la precipitacié de DNA
Equip de purificaci6o de DNA en gel d’agarosa
Equip ‘pGEM-T Easy’

Encebador especific intern

Encebador especific extern

Casset A-B

Encebador C1

Encebador C2

Seqiiencies del casset 1 els encebadors C1 1 C2:
A: AAGTACATATTGTCGTTAGAACGCGTAATACGACTCACTATAGGGAGAGG
B: CCTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTACGCGTTCTAACGACAATATGTAC

Cl: GTACATATTGTCGTTAGAACGCGTAATACGACTCA
C2: GTCGTTAGAACGCGTAATACGACTCACTATAGGGAGA

A 1 B son els oligonucleotids sintétics que un cop anellat formen el casset que s’ha
utilitzat. El resultat és un casset amb un extrem rom 1 un extrem amb dues As 5’
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protuberants. C1 1 C2 soén els encebadors especifics del casset, sent C1 el de 1a. ronda 1
C2 el de 2a:

C1 57-GTACATATTGTCGTTAGAACGCGTAATACGACTCA-3” »
Cc2 57 -GTCGTTAGAACGCGTAATACGACTCACTATAGGGAGA-3” »

A 57-AAGTACATATTGTCGTTAGAACGCGTAATACGACTCACTATAGGGAGAGG-3”
B 37 -CATGTATAACAGCAATCTTGCGCTTTATGCTGAGTGATATCCCTCTCC-5"

Procediment:

1- Digestio del DNA amb enzims de restriccid que donen lloc a extrems roms. De forma
estandard s’han digerit 3 ug de DNA amb 15 U d’enzim durant 16 hores (overnight).

2- Precipitacié del DNA amb etanol/acetat sodic (procediment estandard).

3- Resuspensié del DNA amb 10 ul de mescla de 1ligacio:
1ul de buffer de lligacio 10X
1l de lligassa (NEB)
1ul de casset A-B hibridat 100uM (100 pmol)
1ul de clorur d’hexamina cobalt 10mM
6ul d’aigua

4- Lligaci6 overnight a 16°C.

5- Precipitacio del DNA amb etanol/acetat sodic.

6- Resuspensio en Sul d’aigua.

7- la. ronda d’amplificaci6 amb TaqExpand HF, amb I’encebador C1 i I’encebador

especific extern, usant com a motlle 1ul del producte de la lligacié resuspés. Condicions
de la PCR:

3 96°C
307 96°C
307 55°C| x30
5’ 68°C

8- 2a. ronda d’amplificaci6 amb TaqExpand HF, amb I’encebador C2 i I’encebador

especific intern, usant com a motlle 1l del producte de la la. ronda dil-luit 1:100.
Condicions de la PCR:

3 96°C
307 96°C
307 58°C| x30
5’ 68°C

9- Carregar els productes de la PCR en un gel d’agarosa 1% 1 retallar les bandes
amplificades.
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10- Purificar el DNA del gel d’agarosa.

11- Clonar el producte purificat en un vector pPGEM-T Easy.

V.3. Sequenciacié de DNA

Existeixen diferents sistemes comercials de seqiienciacio basats en el metode de Sanger.
Els que s’han usat en aquesta tesi son els de ‘Applied Biosystems’, tant a nivell de
reactius com d’instruments. Inicialment s’utilitzava 1’equip ‘dRhodamine Terminator
Cycle Sequencing Kit’, perd a mida que han anat apareixent reactius nous s’ha anat
canviant a aquests. Les ultimes seqiienciacions s’han fet amb el ‘BigDye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit’ en un analitzador ‘ABI3730’. En aquestes condicions es
poden obtenir seqiiéncies d’elevada qualitat de fins a 800 nucleotids.

Procediment segons les instruccions del producte.

V.4. Selecci6 de polimorfismes per a la genotipacio

Quan es cerquen polimorfismes que confereixin susceptibilitat a una determinada
enfermetat obviament el primer pas €s la seleccio dels polimorfismes. Aquest €s un pas
crucial ja que determinara en gran part el resultat de la genotipacio. Es poden seguir
diferents criteris per tal de fer aquesta seleccid, des de criteris genctics a criteris
practics. En el cas d’aquesta tesi s’han seguit els segiients criteris:

1- Es seleccionen RFLPs (restriction fragment lenght polymorphism), SNPs analitzables
amb un enzim de restriccid, és a dir, SNPs en els que el polimorfisme suposa
I’aparicié/desaparicié d’un lloc de tall d’un enzim de restriccid. La rad per la que aquest
va ser un dels criteris a seguir era la facilitat d’analisi d’aquest tipus de SNPs.

2- Es seleccionen polimorfismes amb una freqiiéncia de 1’al-lel menor superior al 5%. Ja
que els polimorfismes que confereixen susceptibilitat acostumen a ser variants comunes,
¢s a dir, amb variants amb freqiiéncies elevades entre la poblacidé (McCarthy, 2002). A
més a més, el treball amb polimorfismes amb freqliencies tan baixes en I’al-lel menor
requereix tamanys mostrals més elevats per a poder detectar una associacio.

3- Es treballa amb polimorfismes localitzats en zones d’alt interes funcionals, siguin o
no RFLPs: Sempre que sigui possible es seleccionen polimorfismes localitzats en la
pauta oberta de lectura (especialment si suposaven un canvi d’aminoacid), en la regio
promotora o en UTRs.

4- Es té en compte la facilitat de I’analisi: A poder ser es seleccionen polimorfismes
analitzables facilment en un gel d’agarosa.

5- També es tenen en compte els costos. Es tracta de seleccionar SNPs analitzables amb
els enzims més economics.
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6- Es preferible treballar amb htSNPs: Els SNPs que es seleccionen son el maxim de
representatius del conjunt de polimorfismes analitzats, ja que permeten definir la
majoria dels haplotips detectats en la regio. Per tal de decidir quins son els htSNPs
s’han seguit els criteris descrits a Johnson et al., 2001.

L’estratégia que es va seguir, 1 que integra els criteris anteriors és la seglient:
1- Es cerquen polimorfismes en les bases de dades.

2- Es seleccionen aquells que son analitzables amb un enzim de restriccio 1 tots aquells
que localitzen en regions d’alt interés funcional.

3- Dels anteriors es seleccionen blocs de polimorfismes que poden ser amplificats
alhora en un mateix producte de PCR.

4- Aquests s’analitzen per digestid o per seqiienciacid segons el cas en un total de 30
individus. Es descarten aquells polimorfismes que resulten no ser polimorfics (errors de
seqiienciacid, polimorfic en altres poblacions...) o bé tenen una freqiiéncia de 1’al-lel
menor inferior al 5%.

5- S’elaboren taules amb tots els genotips mostra a mostra, s’estimen els haplotips, i es
seleccionen els htSNPs, tenint en compte si localitzen en zones d’alt interes funcional,
la facilitat de genotipacid, d’analisi i el cost de I’enzim. Aquests htSNPs son els que es
genotipen.

v.5. Amplificacio i deteccié de DNA per PCR a temps real

Existeixen diferents métodes per a la quantificacié d’un determinat RNA missatger. El
que s’ha emprat en aquesta tesi és el de la PCR a temps real. Breument consisteix en
amplificar una seqiiéncia especifica del RNA que es vol valorar i fer un seguiment a
temps real de D’amplificaci6. Aix0 s’aconsegueix passant el RNA a DNA per
retrotranscripcié previ a la PCR, i durant aquesta, fent el seguiment de la reaccio
mesurant la fluorescéncia emesa, ja que en la mescla de reaccié s’incorporen reactius
que emeten fluoresceéncia al unir-se especificament a la seqiiencia amplificada (sondes)
0 bé quan s’intercal-len en DNA doble cadena (SYBR-Green).

La quantificacid pot ser absoluta o relativa. En la primera es determina el n° de copies
del RNA valorat, usant com a recta patr6 un DNA que conté el fragment de DNA
amplificat a diferents concentracions. En la segona es determina 1’expressi6 del RNA
valorat en relacio a un gen constitutiu I’expressié del qual no varia amb les condicions
experimentals (es fa necessari consultar bibliografia existent).

En aquesta tesi les quantificacions que s’han fet son relatives, i s’han dut a terme
utilitzant el sistema del ‘SYBR-Green PCR Master Mix’ de ‘Applied Biosystems’,
treballant en plaques de 96 pous i de 384 segons les necessitats, en un aparell
‘ABI7700’ o ‘ABI7900HT’ respectivament.
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El procediment que s’ha seguit €s basicament 1’indicat pel fabricant del producte, tot 1
que convé remarcar certs aspectes d’aquest que son extremadament importants.

V.5.1. Criteris de disseny dels encebadors

La consecuci6 d’una PCR a temps real mitjancant ‘SYBR Green’ requereix partir d’un
bon disseny dels encebadors per els gens que es volen valorar. Amb aquest objectiu, es
van seguir les recomenacions del fabricant dels equips i es van anar adaptant a
I’experiéncia obtinguda amb els resultats. Aixi, en aquesta tesi, per al disseny dels
encebadors s’ha utilitzat el programa ‘PrimerSelect’ del paquet ‘DNAstar’”, seguint els
segiients criteris:

1- El producte amplificat ha de tenir una longitud entre 50 1 150 parells de base. Si bé
aquesta es pot incrementar a 200 pb en el cas que s’incompleixin els altres criteris amb
encebadors que donin un producte d’inferior longitud, o disminuir fins a la longitud que
sigui possible sense que els encebadors de la cadena superior i inferior es solapin.

2- L’anellament dels encebadors amb el cDNA ha de ser el més proper possible a
I’extrem 3’ del cDNA, ja que si s’ha utilitzat oligodT, la reaccié de retrotranscripciod
s’ha fet a partir de la cua poliA (a I’extrem 3’). Aix0 és especialment important en
transcrits llargs, ja que poden haver-hi alguns transcrits parcialment retrotranscrits als
quals els manqui part de I’extrem 5°. Segons el transcrit que es vulgui valorar, també cal
tenir en compte possibles formes de splicing del RNA.

3- La temperatura d’anellament dels encebadors es situara al voltant de 60°C, que és a la
temperatura a la qual la polimerasa de I’equip de ‘SYBR Green’ de ‘Applied
Biosystems’ estén els encebadors. La ra¢ d’aquesta eleccio no és arbitraria: Suposa un
estalvi de temps, al no haver-hi necessitat d’introduir un pas d’anellament, i el que és
més important, permet analitzar més d’un transcrit per placa, ja que tots els encebadors
han estat dissenyats per a anellar-se a la mateixa temperatura.

A efectes practics, aix0 s’aconsegueix requerint-li al programa encebadors amb una
temperatura de fusio situada entre els 54°C i els 58°C, que és la temperatura que s’ha
comprovat que es correspon a un anellament de 60°C calculat amb el programa de
disseny d’encebadors de ‘Applied Biosystems’. Experimentalment s’ha demostrat que
quasi en tots els casos aquest criteri permet una correcta amplificaci6 amb una
temperatura d’anellament a 60°C.

4- Donat que amb ’us de ‘SYBR Green’, el que es valora és DNA de doble cadena,
resulta importantissim evitar la formacié de dimers o hairpins d’encebadors, ja que
aquests, al formar una doble cadena, interfereixen en 1’analisi. En el cas de tenir dimers,
els resultats obtinguts no son valids, pel que és essencial evitar la formacié d’aquests.

En el programa que s’ha utilizat es pot veure un llistat dels dimers que es poden formar i
el valor de AG de la reaccié de formacié d’aquests. El mateix es dona per als hairpins.
Els encebadors que s’han seleccionat tenien una AG major de -3 kcal/mol (menor de 3
en valors absoluts), i en casos en que per qiiestions de disseny no era possible complir
aquest criteri s’ha relaxat permetent que el valor de AG fos superior a -3.5 kcal/mol.

" Tot i que ‘Applied Biosystems’ disposava d’un programa que permetia el disseny d’encebadors, aquest
tenia moltes mancances, pel que es va preferir utilitzar el programa ‘PrimerSelect’.
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5- Si és possible, s’intenta que les 5 bases de I’extrem 3’ no tinguin més de 2 Cs o Gs.

6- Un altre criteri que s’utilitza en el disseny d’encebadors ¢és situar els encebadors en
exons diferents, separats per un o més introns, amb la finalitat d’evitar amplificacions
de DNA genomic que pugui contaminar la preparacié de RNA. En aquesta tesi no s’ha
seguit aquest criteri per dues raons: Aquest criteri limita enormement les possibilitats en
el disseny dels encebadors, el que es pot traduir en un déficit de qualitat en els altres
criteris, bastant més importants (per exemple en el d’evitar la formaci6 de dimers), pero
a més, 1 encara més important, aquest criteri no sempre evita els problemes derivats de
la preséncia de contaminaci6 de DNA genomic, ja que molts gens, i especialment els
gens constitutius, tenen pseudogens processats, ¢és a dir transcrits retrotranscrits i
integrats al genoma. En el cas d’estar quantificant un transcrit en relacié al transcrit
d’un gen constitutiu que té pseudogens processats (la Pactina en té més d’un) la
presencia de DNA invalidaria el resultat. Aixi doncs, es va considerar més practic evitar
la contaminacié de DNA de les preparacions de RNA (fent tractament amb dnases, si
convenia), i valorar la preséncia de DNA, incloent controls negatius de retrotranscripcio
(es fa igual 1 en paral-lel a la RT-PCR, afegint RNA substrat i els tampons apropiats,
perd sense afegir ’enzim). Aixo permet que la preparacid pugui ser utilitzada per a
valorar qualsevol transcrit, independentment d’on es situin els encebadors, sense que el
DNA suposi un problema.

7- Un cop dissenyats els encebadors es comprova 1’especificitat dels mateixos per
‘BLAST”’, seleccionant la base de dades corresponent als transcrits de I’especie per la
que s’han dissenyat.

8- Per ultim no s’han utilizat directament encebadors que apareixen en articles o altres
fonts. En alguns casos el disseny d’aquests deixava bastant que desitjar, pel que abans
de treballar amb ells, es comprovava que seguissin tots els criteris anteriors.

V.5.2. Optimitzacié de les condicions d’amplificacio

Abans d’utilitzar els encebadors per a quantificar un transcrit, €s necessari valorar-ne les
concentracions optimes i el rendiment de Iamplificaci6. Aix0 s’aconsegueix provant
d’amplificar 10 ng d’equivalents de RNA a diferents concentracions dels encebadors,
per exemple: 900nM, 600nM, 300 nM i 150 nM. Es valora per PCR a temps real
I’amplificacio, i1 es selecciona la menor concentracido amb la que s’obté la menor Ct.
També es controla la inexisténcia de dimers mitjangant les corbes de fusio. Un cop
detrminada la concentraci6 Optima, i si no s’observen dimers, es valora el rendiment de
la PCR amb un banc de dil-lucions seriades: 10 ng eq, 5Sng eq, 2.5 ng eq, 1.25 eq i1 0.625
ng eq 1 es determina el pendent de la relacio entre les Cts resultants i el logaritme de la
concentracid. Aixi, el rendiment en % de la PCR seria

rendiment (%) = 100(10™"™-1)

on m ¢s el valor de la pendent. Una pendent de -3.322 representa una amplificacié amb
el maxim rendiment.

130



Tecniques especifiques d’amplificacio i deteccio d’acids nucleics

VI. TECNIQUES ESPECIFIQUES D’AMPLIFICACIO | DETECCIO
D’ACIDS NUCLEICS

VI.1. Sequenciacio del gen DOR en ratoli

Per tal de seqiienciar el gen DOR de ratoli es va seguir una estratégia de clonacions i
subclonacions de diferents fragments del gen. Per tal d’amplificar aquests fragments es
van utilitzar encebadors obtinguts de la seqiiéncia de diverses ESTs 1 a més es va
obtenir seqiiencia flanquejant mitjangant LM-PCR (Ligation mediated-PCR). L’objectiu
era disposar de suficient informaci6 de seqiiéncia per a poder preparar un vector de
reemplagament del gen i aixi poder generar ratolins KO.

VI1.1.1. Amplificacio de regions del gen DOR

A partir de la seqiiéncia disponible de DOR en ratoli (per ESTs o per amplificacio amb
encebadors especifics de cDNA huma) es van amplificar 5 productes de PCR: m44 1/2;
m44 3.1/4; m44 3/4; m44 1/4;1 m44cDNA fir.

Encebadors que es van utilitzar:

Nom Seqiieéncia Ex6 on anella”
m44 1 CGGTATGCGGCTCCAGTTGTGA 1
mé4 2 CAGGAGGCGCAGGGGTGTTGA 3
m44 3.1 CAACACCCCTGCGCCTCCTGAAGACTC 3
mé4 3 GCTCTCCACCCGCGCCCTCCTTGATG 4
m44 4 GTTGAACTGGCGCTGGCACGGCTGGTAA 5
m44cDNA _f ACCCACTCTCCCATGYTTCTTTTTAGG 5
m44cDNA r GGTGGTTGTGTCCTTGAGTCTGTCG 5

Posicions aproximades d’hibridacio* dels encebadors:

] 5[ :

m44 1» m44 3.1 » m44cDNA f >
mé4 3-»
<+ mé44 2 <+ mé44 4 < m44cDNA r

Condicions de I’amplificacio:

Totes les PCRs es van fer utilitzant TaqgExpand HF de ‘Roche’ en condicions estandard
d’amplificacio i a les segiients temperatures d’hibridacio:

md4 1/2 56°C
m44_1/4 62°C

" en estructura equivalent del gen en humans
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m44 3.1/4 62°C
m44 3/4 62°C
m44cDNA fir  60°C

Tots els productes d’amplificacidé van ser carregats en gels d’agarosa. La banda que
contenia el producte es va retallar i se’n va extreure el DNA mitjangant ’equip ‘QIAex’
IT de ‘Qiagen’. Part del producte purificat es va clonar en un vector pGEM-T Easy
(Promega) segons el procediment indicat en el producte.

Un cop obtinguts els vectors amb el producte clonat es va procedir a la seqiienciacio
dels extrems del producte amb els encebadors T7 i SP6, que anellen en el vector, per tal
de confirmar ’especificitat de 1’insert i comencar a obtenir informacio de seqiiéncia.
Paral-lelament es va fer un mapa de restriccio dels clons amb diferents enzims. Un cop
fet el mapa es van seleccionar diferents fragments que en conjunt continguessin tot el
clon i es van clonar en el vector pGEM-4Z (Promega) directament (si el vector contenia
diana per a I’enzim amb que s’havia tallat) o fent extrems roms al producte i lligant-lo
al vector obert amb Hind II (rom). Els extrems del producte clonat es van seqiienciar
amb els encebadors T7 1 SP6. També es van seleccionar fragments que provocaven
I’alliberament d’un fragment localitzat entre el lloc de clonaci6 del vector i una diana
interna del fragment. Aquests es van relligar 1 seqiienciar amb encebadors SP6 1 T7.

Encebador T7: GTAATACGACTCACTAT
Encebador SP6: GATTTAGGTGACACTATAG

VI1.1.2. LM-PCR del gen DOR

Per tal d’obtenir informacié de seqiiencia de les regions flanquejants del gen DOR es va
fer LM-PCR a partir de la regié promotora coneguda (uns 500 parells de bases) i a partir
de I’ex6 4 (I’equivalent a I’ex6 5 huma, veure resultats).

Es va seguir el protocol descrit en anteriorment (V.2 LM-PCR: ‘Ligation Mediated-
PCR, pagina 125) amb els segiients encebadors especifics:

a) LM-PCR a partir de I’ex¢6 4:

m44LM_Ext GTGCAACAAGGACCCTACCAGAGC
m44LM _Int GACAAACCACAGCCTGCTTCTAATACCTTC

b) LM-PCR a partir de I’ex0 4 (seqiiéncia resultant de la primera LM-PCR):

LM2 Int AAGCATTGCGTGGGAGGAAGC
LM2 Ext TCGATGATGGAGCAGCACAAG
LM2 Ext2 GGTATGCCAAGGCCCAAGAGC

Per a la segona LM-PCR es van fer en paral-lel dues primeres rondes alternatives (amb
els encebadors ext i ext2).
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VI1.2. Genotipacié de polimorfismes dels gens DOR i AIB3

V1.2.1. Encebadors i condicions de I’amplificacio

Oligonucleotids:
a) Cerca de htSNPs

Regiol f  GTCACGGGCCTCATTTTGTTTGTA
Regi6l 1  CACTTGCCTCTTCTTGAATCTTATGCT
Regio2 f  TGTTACCCTGCCAGAAATAGTGTGAA
Regi62 r  AGACCAGCAGAGGGCCATAGTTTG
Regiod f  ACCCAGCAATAACCTCAGTCAGTC
Regiod r  TCCGCAGCAGCTTGTATCCTTTTA
Regio5 f  CTTGAGGGCAGCGATTTA

Regi65 r  CCTAGCCTGGTCTGGAACTC

Regio6 f  TTCACAATAGCCAAAAACTCAAAT
Regi6 r  CATCATCTCCCTGCCCTCTC

Regié6 rInt  CTGACTGACAAAGACTGCTGCTCCCTACT
Regi68 f  CTGGCCAGCTAATTTTCTATCAC

Regié8 1(2) GTCTCCCAGGTTCAAGTGATTCTCT
Regi68 flnt  AGCCCAACTCTCACCATTCTG

b) Genotipacié de polimorfismes localitzats en el gen AIB3

AIBI1 f GAGCCATCATGCCCAACCA

AIBI r TTTTTAGCACCCCAGATACTCG

AIB1 fInt AGGCAAAGCTTCCAAATACCA

AIB7 fExt GTGGCTGTTGCTGCTGATGTTGCTGTG
AIB7 rExt  AGTGTGCCTTGGCCTGCGTAGTCCTG
AIB7 rint  CACTTCGCTCTTAATGTCCACTACTG

AIB6 fExt GTACCCACAAAGCCTGAAAACCCATCCA
AIB6 rExt ATTCCATTTCCTGCCCCAACCCTACTCT
AIB6 fInt3 ACCGCGCCTGGCCTAGTTTGCTCTTTTA

c¢) Genotipaci6 de polimorfismes localitzats en el gen DOR

DORS f CTCTGGCCTCTCACCTCTTTGTTCTCCTAC
DORS 12 CATGCCTGTCTAATTTTTGTTGCTGTTGTT
Consl fInt GATACTCCACTACCTTTTTCCTCATACC

DORS rint GCCACGTTCTTAAGCCCTTTGTAGCA

hExonlf AGGAGCCGGTAGGAGGGAGTGGAG

hExonlr CGCCGGCGGAGACAGACAAAG

hExonlr Int CATCGCCGGGACTCGCG

hExonl 2f GGGGGAGGGAGAGCAGGAATAAGGGCAGTG
hExonl 2r GTGGGCAGAGGTGACGAGGGAGCAGCAAAACA
SNP4r GACACCCCGAGGCAGCCAATGACT

SNP9 flong GTGAAACCCCGTCTCTACTAAAAATACAAAA
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SNP9 rxExt GAAGGAAGGCTGTGCAGACTAAATAAGCTC
SNP9 fExt GTGAAACCCCGTCTCTACTAAAAATAC
SNP9 rint GCAGGGGCTCAAAGGATG

SNP5 fExt TTACAGGCACATAGAAAAACAATCAA

SNP5 fInt GATCTCGGCTCACTACAACCTCTGC

SNP5 rInt GAACCCTGTCCCTCACTCATCTAATCTC

Condicions generals d’amplificacio:

La DNA polimerasa utilitzada en totes les amplificacions de polimorfismes és la Taq
Polimerasa de Biotools. Les amplificacions s’han fet en un volum final de 20 pl amb 1
unitat de Taqg, suplementat amb 2 ul del tampd de la polimerasa, dNTPs a una
concentracio final de 165 uM, i els encebadors a una concentraci6 final de 165 nM. La
quantitat de DNA per reaccio ha oscil-lat entre 5 1 50 ng segons la disponibilitat del
mateix. La majoria de les amplificacions s’ha dut a terme en plaques de 96 pous. Al
finalitzar la PCR s’han comprovat 5 mostres positives i els negatius (generalment 5 per
placa). Només s’han digerit les plaques en que cap dels negatius s’havia amplificat.

a) Polimorfismes localitzats en el gen AIB3 corresponents a 1’estudi de cerca de
htSNPs:

PCRs en 1 ronda

Encebadors: reg%(:) 1 f reg%(:)2_f reg%(:)4_f reg%(:)S_f
regiol r regio2 r regiod r regioS r
Longitud (pb): 780 553 1581 845
Ta (°C): 60 60 58 60
text: 45” 45” 1°30” 45”
Cicles: 35 35 35 35
DMSO (pl): 0 0 0 0

Nested-PCRs
(per a amplificar en I ronda s usen els encebadors i condicions de la 2a. ronda)

Encebadors: regio6 f | regio8 f

' regiod r | regid8 r2
S | Longitud (pb): | 1711 1780
2| T, (°C): 58 58
S texe 1’307 1’30”
Cicles: 30 30
DMSO (ul): 0 1.33
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regio6 f |regio8 fint
Encebadors: regi%')6_r_lnt rfgi(')S__rZ
Longitud (pb): 1256 1098
T, (°C): 54 58
text: 1°30” 1’307
Cicles: 35 35
DMSO (pl): 0 0

b) Polimorfismes localitzats en el gen AIB3 corresponents a I’estudi de genotipacio:

Nested-PCRs
(per a amplificar en I ronda s’ usen els encebadors i condicions de la 2a. ronda)

la. ronda

2a. ronda

Encebadors: AIB6 fExt| AIB1 f | AIB7 fExt
' AIB6 rExt| AIBI r |AIB7 rExt

Longitud (pb): 1279 409 739

Ta (°C): 58 60 62

text: 1’307 45” 1°20”

Cicles: 30 30 30

DMSO (pl): 0 0 0

Encebadors: AIB6 fInt3| AIB1 fInt | AIB7 fExt
' AIB6 rExt| AIB1 r | AIB7 rint

Longitud (pb): 268 281 471

Ta (°C): 60 58 58

text: 45” 45” 45”

Cicles: 35 35 35

DMSO (ul): 0 0 0

c¢) Polimorfismes localitzats en el gen DOR o regions flanquejants, corresponents a
I’estudi de genotipacio:

Nested-PCRs
(per a amplificar en I ronda s’ usen els encebadors i condicions de la 2a. ronda)

la. ronda

Encebadors: DORS f | hExonl 2f | hExonl f | SNP9 flong | SNP5 fExt
' DORS 12 | hExonl 2r | hExonl r |SNP9 rxExt| SNP5 rint

Longitud (pb): 844 1575 563 415 438

Ta (°C): 62 68 61 60 55

toxt! I 2 45” 45” 45”

Cicles: 30 30 30 30 30

DMSO (ul): 0 1.33 1.33 1.33 0
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V1.2.2. Condicions i analisi de les digestions

Encebadors: Consl_fInt | hExonlf | hExonl f | SNP9 fExt | SNP5_fInt
" | DORS _rInt SNP4r | hExonl_rInt | SNP9 rInt | SNP5 rInt
S| Longitud (pb): | 291 1460 385 348 297
2| T, (°C): 60 65 56 60 62
S | text: 30” 2’ 45” 30 307
Cicles: 35 35 35 35 35
DMSO (ul): 0 1.33 1.33 0 0

Totes les digestions, si no s’indica el contrari, s’han realitzat afegint 5 unitats d’enzim
per digestié en les condicions indicades en les especificacions de I’enzim. L’analisi de
la digesti6 s’ha fet majoritariament en gels d’agarosa de diferents percentatges (tal com
s’indica a continuacid). Després de carregar les digestions en gels i resoldre les diferents
bandes, els genotips s’obtenien mirant el gel en un transiluminador, acceptant
unicament genotips clarament identificables, és a dir, amb la intensitat de bandes
esperada, en mostres suficientment amplificades, sense ‘smear’, etc. Igualment, un cop
genotipada un placa, s’han genotipat novament 5 mostres escollides a 1’atzar i s’ha
comprovat que tots els genotips coincidissin. En cas negatiu s’ha repetit la genotipacio.

a) Polimorfismes localitzats en el gen AIB3 de I’estudi de cerca de htSNPs:

Polimorfisme: CV1207894 | CV1207891 | CV1207869 | CV1207872 | CV1207864
PCR: regiol f/ir | regi62 fir | regidd fir | regiod fir | regiodS fir
Enzim: EcoR I EcoR I Aci ApaL I Sty I
V producte (ul): 5 5 5 5 5
Temp. incub. (°C): 37 37 37 37 37
Temps (h): 2 2 2 2 2
Agarosa: 2% 2% 1.5% 1.5% 2%

245, 188, 957, 259, 1212, 492, 238,
Productes de aa 701,79 120 220,136 | T 203, 166 115
digestio* segons el 679, 278

433,268 ’ ’ 1378
genotip (en pb): 79 |88 365,188 | gg 2591,32620, g2 593 |aa 607,238
Polimorfisme: CV11189436 CV1207855 CV2988250 CV2988252
PCR: regio6d f/rInt | regi66 f/rint | regid8 fInt/r2 | regio8 fInt/r2
Enzim: Hha I Hae III Hha I/Ase I BsmA |
V producte (ul): 5 5 5 5
Temp. incub. (°C): 37 37 37 55
Temps (h): 2 2 2 2
Agarosa: 1.5% 1.5% 2% 1.5%
Productes de 1711 599, 474, 402, 246, 667, 205,
o aa 205,91 207, 201 129, 91

digestio™* segons el 100207 361306
genotlp (en pb) gg 1198, 513 tt 690,474, 205 gg 201, i63, é?’ 205, i29’ él

" productes amb una longitud superior a 50 pb

136




b) Polimorfismes localitzats en el gen AIB3 corresponents a I’estudi de genotipacio:

Teécniques especifiques d’amplificacio i deteccio d’acids nucleics

Polimorfisme: AIB6 AIB1 AIB7
PCR: AIB6 fInt3 | AIB1 fInt | AIB7 fExt
' AIB6 rExt AIBI r AIB7 rint
Enzim: Hind III Taq I BsaA 'l
V producte (ul): 5 5 5
Temp. incub. (°C): 37 65 37
Temps (h): 2 2 2
Agarosa: 2% 2% 2%
Productes de gg 169,99 |cc 200,81 [cc 472
digestio* segons el
genotip (en pb) cC 268 tt 281 tt 395,77

c¢) Polimorfismes localitzats en el gen DOR o regions flanquejants, corresponents a
I’estudi de genotipacio:

Polimorfisme: SNP4 SNP2
i hExonl 2 f|hExonl 2 f
PCR: SNP4r SNP4r
Enzim: Rsal Bfal
V producte (ul): 5 5
Temp. incub. (°C): 37 37
Temps (h): 2 2
Agarosa: 2% 2%
666, 275, 785,238,
Productes de tt 266,166, | tt 175,100,
digestio™* segons el 87 87,75
. 785, 413,
genotip (en pb): ce 000:34L 0 00 87
166, 87 7’5 ’

En el cas de SNP2, calia purificar el producte de PCR abans de digerir-lo, pel que s’ha
usat I’equip ‘Qiaquick PCR purification kit’ (Qiagen) segons les instruccions de 1’equip.

Polimorfisme: DORS5 DORI1 SNP9 SNP5
PCR: Consl fInt | hExonl f | SNP9 fExt SNP5_fInt
' DORS5 rInt | hExonl rInt| SNP9 rint SNPS5 rint
Enzim: Stul Dde I MspAl I Hae III
V producte (ul): 5 5 5 5
Temp. incub. (°C): 37 37 37 37
Temps (h): 2 2 2 2
Agarosa: 2% 2% 2% Acrilamida
Productes de gg 230,61 |gg 330,55 |aa 295,52 |gg 153,143
digestié segons el 183, 112,
genotip (en pb): cC 291 cc 281,55 57 cC 143, 130

" productes amb una longitud superior a 50 pb
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V1.2.3. Interpretacio dels resultats

Un cop digerides les mostres s’han carregat en gels d’agarosa a diferents percentatges
(en algin cas en gels d’acrilamida) i després dels temps necessari per a resoldre
correctament les diferents bandes s ha procedit a la interpretacio dels resultats. Aquesta
ha consistit en comprovar directament en un transiluminador els patrons de digestio, i
anotar-ne el genotip corresponent. En els casos en que la senyal era debil, el patré no
era inequivoc, o bé la intensitat de les diferents bandes no era I’esperada, s’ha
desestimat el resultat i s’ha optat per repetir la genotipaci6 de la mostra.

VI.3. Quantificacio relativa de mMRNA per PCR a temps real

V1.3.1. Quantificacid relativa dels transcrits del gen DOR i AIB3 per PCR a temps real

En diferents ocasions s’ha quantificat el transcrit del gen AIB3 i el del gen DOR.
Depenent de I’experiment s’han utilitzat diferents gens constitutius: ciclofilina A
(CYPA), B-actina, gliceraldehid fosfat deshidrogenasa (GAPDH) o proteina acidica
ribosomal (ARP). El disseny dels encebadors necessaris es va fer seguint les indicacions
de Applied Biosystems per a la PCR a temps real amb SYBR-Green. Tots els
encebadors s’han utilitzat a una concentracié de 300nM, la qual s’ha determinat
experimentalment com 1’optima.

gen  espécie encebadors longitud rendiment
.. GAACACCTCAGCAGATCAGAACACT N
5 GACTATTGGTCAAAAGGGGAGAAAC p °
CGAAGCCCAGTCTCATCCAGT ,
AIB3 | m | CGGCCTTCAGTTTCTCCATCTG 143pb | 100%
. CACAGCGCCAACCACAAAA 8apb | 88%

GATCCCACCTTCTCCTCCACTA

CCTCCCCTTCTCCTCCAGTAAA

0
BOR hs | AGCCCAAAATTCAGTCTCACCA 114pb | 92%
AACCACAGCCTGCTTCTAATACCTT (o oo
MM P AGCCAGTCTCAACACAAAACAC p o
CAAATGCTGGACCCAACACAA )
CYPA hs | CCTCCACAATATTCATGCCTTCTT 120pb | 94%
GCAAATGCTGGACCAAACACA gon | 100%
M CCACAATGCTCATGCCTTCTT p 0
GAGCCAGCGAAGCCACACT )
ARP 1 m A TCAGCCCGAAGGAGAAGG 62pb | 100%
CATGGCCTTCCGTGTTCCTA )
GAPDH ~mm | <~ GCcACGTCAGATCCA 55pb | 98%
] " GGGAAATCGTGCGTGACATT o | om
Pactina GCGGCAGTGGCCATCTC p °

Taula 30. Segiiencies dels encebadors usats en les PCRs a temps real dels transcrits
dels gens DOR, AIB3 i de gens constitutius. S’indica [’especie a que corresponen, la
longitud del producte i el rendiment en la PCR. hs: homo sapiens; rn: rattus
norvegicus, mm: mus musculus.
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Condicions de I’amplificacio:

Els encebadors utilitzats tenen eficiencies d’amplificacié diferents, pel que s’han
utilitzat rectes estandard per a valorar aquesta eficiéncia i poder corregir I’efecte
d’aquesta en cadascuna de les mostres. Les amplificacions s han fet sense addici6 de N-
uracil glicosidasa en un volum final de 16 pl. Tots els encebadors s’han afegit a una
concentraciéo de 300 nM (determinada experimentalment com la Optima) i la amb una
quantitat de cDNA de 10 ng d’equivalents de RNA per tub. Els cicles s’han fet en les
segiients condicions:

10> 95°C
157 95°C
I 60°C | x40

Un cop finalitzada I’amplificaci6é s’han fet les corbes de melting de cada pou per a
descartar amplificacions inespecifiques o formacid de dimers d’encebadors.
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VIIl. TECNIQUES GENERALS DE CULTIUS CEL-LULARS

VIL.1 Tripsinitzacio

El creixement de les cél-lules es duu a terme en diferents sistemes de cultiu. Aquests a
grans trets es poden distingir en sistemes de creixement en suspensido o bé sobre una
superficie. En el segon cas (el que ens interessa en aquesta tesis) les cel-lules creixen
fins a arribar a confluir, moment en que es fa necessari diluir-les i passar-les a una nova
superficie on puguin seguir creixent. Per tal de desenganxar les cel-lules s’utilitza la
tripsina, proteasa que hidrolitza les proteines de la membrana cel-lular, permetent la
ruptura de la unio6 de les cel-lules a la placa (que es fa a través de proteines). Donat que
es tracta d’un procediment en que es veuen afectades nombroses proteines de
membrana, cal no excedir-se en els temps de reaccid per a evitar un dany excessiu a les
cel-lules.

Material, solucions i reactius:

Tripsina/EDTA
PBS

Procediment:

Es retira per aspiracid el medi de cultiu i es fan 2 rentats amb PBS. A continuacio
s’afegeix tripsina/EDTA a la placa (1 ml per a flascons de 75 cm?) i es deixa actuar
durant el temps necessari, entre 5 1 10 minuts generalment, a 37°C . Passat aquest temps
s’afegeixen 4 ml de medi (aix0 atura la reaccid de tripsinitzacid) i es resuspenen les
cel-lules. La suspensio es centrifuga a 200g durant 3’ i el pellet es resuspen amb el
volum de medi apropiat.

VI1.2. Congelacio de cél-lules

La conservacio de les cel-lules es fa en tancs amb nitrogen liquid. Per tal de congelar-les
s’usa dimetilsulfoxid (DMSO) com a crio preservant i un sistema comercial de
congelacid que en conjunt asseguren una elevada viabilitat de les cel-lules.

Material, solucions i reactius:

DMSO

FBS

StrataCooler Cryo Lite Preservation Module (Stratagene)

Procediment:

Es tripsinitzen les cel-lules i es resuspenen a la densitat desitjada en FBS suplementat

amb un 10% de DMSO, previament atemperat a 4°C. A continuacid es fan aliqiiotes en
criotubs 1 es disposen en el ‘StrataCooler’ préviament atemperat a 4°C. Es guarda el
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‘StrataCooler’ amb les cel-lules aliqiiotades en un congelador a -80°C tota la nit i a
I’endema es guarden els tubs amb les c¢l-lules en el tanc de nitrogen.

VI11.3. Descongelacio de cél-lules

Procediment:

Es descongela el criotub que conté¢ les cel-lules mitjancant un bany a 37°C, i es
transfereix la suspensio cel-lular a un tub de 15 ml que contingui medi de cultiu (uns 4
ml). Es centrifuga a 200g durant 3’ i1 es descarta el sobrenedant. Les cél-lules del pellet
es resuspenen amb medi de cultiu i es sembren en un flascé o placa (escollir la
superficie de sembra en funcio del n° de cel-lules).

VIL4. Introduccié de DNA exogen en cel-lules

En alguns estudis es necessari introduir DNAs exogens en les cél-lules cultivades. Amb
tal proposit es poden utilitzar diferents procediments, que permeten introduir el DNA de
forma transitoria o estable. En aquesta tesi se n’han utilitzat basicament quatre:
transfeccid per precipitacid6 amb fosfat calcic; transfeccié amb ‘Lipofectamina 2000’
(Invitrogen); per electroporacio; i per infeccio virica amb vectors lentivirals.

V11.4.1. Transfeccio de cel-lules pel metode del fosfat calcic

Aquest metode es basa en la introduccio d'un coprecipitat de fosfat calcic i DNA exdgen
dins la cél-lula (Sambrook er al, 1998). El precipitat s'adhereix inicialment a la
superficie de la cel-lula i1 posteriorment és endocitat. El precipitat es forma en barrejar
dues solucions, una soluci6 salina que conté clorur calcic i una altra que conté el fosfat;
el DNA present en la barreja queda incorporat en el precipitat que es forma. Es
desconeix el mecanisme exacte d’aquest procés.

Un dels parametres més importants en aquest metode és el pH de la solucié que conté el
fosfat. Petites variacions del pH determinen el tamany del precipitat i la seva entrada a
la cel-lula. Es recomana provar l'eficiéncia de transfeccio amb solucions de fosfat de
diferent pH dins d’un rang oOptim teoric de 6.5-7.5. Aquest rang pot variar
considerablament entre les diferents linies cel-lulars 1 la qualitat del DNA que s’utilitzi.

Un altre parametre que pot ser important en la formaci6 del precipitat és la quantitat de
DNA. En aquest treball s’ha utilitzat 20 ug de DNA per una placa de 10 cm de
diametre. Finalment, s’ha de tenir en compte la densitat del cultiu cel-lular en el moment
de la transfeccio, aquest parametre depén del tipus cel-lular. Les transfeccions en
cel-lules 293T, per exemple, es realitzen sobre cultius que es troben entre un 50% 1 un
60% de confluéncia.
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Material, solucions i reactius:
Solucio de clorur calcic:

CaCl, 500 mM
BES (Fluka) 100 mM

S'ajusta el pH a 6,95, es filtra i es conserva a temperatura ambient. Les aliquotes que no
utilitzem normalment poden guardar-se a -20°C.

Soluci6 de fosfat:

NaCl 50 mM
Na,HPO, 0,75 mM
NaH,PO, 0,75 mM
BES 50 mM

Es preparen diferents solucions amb diferéncies de pH de 0.02 punts, ajustant amb
NaOH. Les aliquotes, es filtren i es guarden a temperatura ambient. Finalment es valora
I’eficiéncia de transfeccié amb cada solucio.

Aigua injectable de Braun (Aqua B. Braun de B. Braun Medical SA) o bé aigua
bidestil-lada i esteril.

Preparacions dels DNAs plasmidics d'interés: Es recomana 1Ws de preparacions
concentrades de DNA, superiors a 1 pug/ul, obtingudes per maxiPrep o per centrifugacio
en gradient de clorur de cesi.

Procediment:

Totes les operacions s'han dut a terme en la campana de flux laminar ja que impliquen
la manipulacié de cel-lules en cultiu. El procediment €s 1’adequat per una transfecci6 en
placa de 10 cm. Per transfectar una placa de 15 cm es doblen els volums de totes les
solucions, i per transfectar un pou d’una placa de 6 s’usa una cinquena part dels volums.

1- Es sembren les cél-lules el dia abans o el mateix dia al mati, de tal manera que en el
moment de la transfeccio es trobin a un 20%-40% de confluéncia, tot i que aquest
percentatge €s variable i es pot optimitzar segons el tipus cel-lular utilitzat. El format de
la placa que s'esculli dependra de les finalitats per les quals es transfecten les cel-lules.
Per exemple, si només es vol fer una prova de tampons, es poden sembrar pous de
plaques de 6 mentre que si interessa obtenir un elevat nombre de cel-lules transfectades
¢€s recomanable sembrar-les en plaques de 10 o 15 cm de diametre.

2- Es canvia el medi de cultiu de les plaques per medi fresc just abans de comengar la
transfeccid, 1 es tornen a posar dins l'incubador.

3- Es prepara la barreja de DNAs que es vol transfectar en tubs esterils de 15 ml: 18 pg

del DNA d'interes + 2 ug de GFP + aigua fins a 250 pl. Si es tracta d'una transfeccio
doble, es barrejaran 9 pg de cada tipus de DNA.
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4- S'afegeixen gota a gota 250 ul de la solucio de calci 1 s'agita vigorosament donant
cops a la base del tub perque es barregin bé el DNA i el calci.

5- S'afegeixen gota a gota 500 pl de la solucio de fosfat, mentre es barreja la mescla
bombollejant a través d'una pipeta de 2 ml de cultius i el pipetejador automatic.

6- Es deixa reposar 15 minuts a temperatura ambient per afavorir la formacié de
precipitats, és important que la temperatura de la campana no sigui elevada.

7- Transcorregut aquest temps, es torna a barrejar fent bombolles amb el pipetejador per
tal d’homogeneitzar la soluci6 i s'afegeix a les cel-lules gota a gota 1 lentament mentre
s’agiten suaument les plaques en dues direccions (vertical-horitzontal), evitant que el
precipitat quedi unicament en el centre de la placa.

8- Es deixen les plaques a l'incubador entre 12 i 20 hores per tal que incorporin el
precipitat.

9- Passat aquest temps s'aspira el medi que conté el precipitat (que es pot observar al
microscopi), es renten les plaques dues vegades amb PBS 1 s'hi afegeix medi de cultiu
fresc.

10- Al cap de 24 o 48 hores més, es pot realitzar 1'experiment i la monitoritzacié del
nombre de c¢l-lules transfectades en el citometre de flux.

VI1.4.2. Transfeccié de cel-lules amb Lipofectamina 2000

Per tal de permetre 1’entrada de DNA a la cél-lula existeixen gran varietat de lipids
capagos d’acomplexar el DNA i al fusionar-se amb la membrana citoplasmatica,
facilitar-ne 1’entrada al citoplasma. D’entre aquestes compostos s’ha treballat amb
Lipofectamina 2000, lipid cationic comercialitzat per Invitrogen.

Procediment segons les instruccions del producte.

VI11.4.3. Transfeccié de cel-lules per electroporacid

La electroporacid consisteix en exposar les cel-lules a polsos de camps eléctrics d’alta
intensitat. En determinades condicions aquest tractament produeix la desestabilitzacio
temporal de regions de la membrana cel-lular, moment en el qual la cel-lula esdevé
altament permeable a molécules exdgenes presents en el medi. El procediment a seguir
depén del tipus cel-lular que s’electropora. El procediment per a les linies pancreatiques
utilitzades en aquesta tesi es troba en el punt Error! No s'ha trobat I'origen de la
referencia..

VI11.4.4. Transfecciod de cel-lules per infeccio amb vectors lentivirals

Els métodes de transfeccido de cellules més eficients son aquells que utilitzen la
capacitat infectiva dels virus per fer arribar el transgen a la cél-lula. Existeixen diferents
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virus recombinants que poden satisfer aquest proposit, pero entre ells hi ha diferéncies
notables respecte a la capacitat infectiva o el tipus d’infeccid. Aixi, en aquesta tesi s’han
usat lentivirus, els quals tenen un elevat tropisme i permeten fer transfeccions estables,
ja que el transgen s’integra en el genoma de la cel-lula.

Material, solucions i reactius:
Polibre 8 mg/ml (1000x)
Procediment:

1- (dia 0) El dia abans de la infeccio es sembren entre 5 i 10-10* cél-lules per pou en
plaques de 12.

2- (dia 1) A I’endema s’afegeix al medi polibreé fins a una concentracié final de 8ug/ml i
seguidament s’afegeixen els virus en la quantitat apropiada per a assegurar-se la
infeccio de totes les cél-lules. Es deixen les cél-lules en un incubador a 32°C, ja que aixo
augmenta |’estabilitat dels virus.

3- (dia 1) Opcionalment es centrifuguen les plaques amb les cel-lules a 2500 rpm durant
90’ a 30°C (s’incrementa I’eficiéncia d’infeccio).

4- (dia 2) A I’endema es canvia el medi per medi fresc (es pot canviar el medi als 2 0 3
dies sense que aixo afecti la viabilitat de les cél-lules).

(L’obtencid de lentivirus i el seu titolat es descriu en el punt VIL.6 i el punt VIL.7)

V11.4.5. Determinacio de I’eficiencia de transfeccio per citometria de flux (FACS)

Per tal de determinar I’eficiéncia de transfeccid, un dels metodes que més s’ha emprat
en aquesta tesi €s la quantificacié mitjancant la cotransfeccidé d’un vector amb la green
fluorescent protein (GFP). Breument el métode consisteix en cotransfectar les cél-lules
amb el vector que conté GFP. Aquesta proteina emet fluorescéncia quan es excitada a
una determinada longitud d’ona, pel que pot ser detectada per métodes fluorimétrics.
Aixi doncs les cel-lules transfectades amb GFP emeten fluorescencia i gracies a aquesta
propietat poden ser distingides d’aquelles que no ho han estat.

Procediment:

Es tripsinitzen les cel-lules, i després d’aturar la reaccio de tripsinitzaci6 per addicid de
medi es passa la suspensio cel-lular pel citometre de flux amb un protocol que permeti
classificar les cel-lules segons el grau de fluoresceéncia de GFP.

En aquesta tesi aquestes determinacions s’han fet al ‘Servei de Citometria de Fluxe’

dels ‘Serveis Cientifico-teécnics’ de la Universitat de Barcelona, seguint els protocols
recomenats pel personal del servei.
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VI11.5. Analisi del cicle cel-lular per citometria de flux

Per tal de determinar el percentatge de cél-lules en les diferents fases del cicle cel-lular
un dels metodes emprats és el de la tincio del DNA amb iodur de propidi. Aquest
marcatge permet determinar per citometria de flux la quantitat de DNA per cel-lula i
aixi assignar-li la fase del cicle cel-lular en la que es troba.

El protocol que aqui es descriu és el que s’ha utilitzat en aquesta tesi 1 prové del
“Current protocols in cytometry” (Robinson <Editor>, 2002).

Material, solucions i reactius:

Etanol 70%

PBS

Soluci6 iodur de propidi (IP)/tritd/rnasa

Procediment:

a) Preparacio de la solucio6 de IP, trit6 i rnasa.

Es prepara una soluci6 de tritd6 X-100 al 0.1% (v/v) en PBS. A 10 ml d’aquesta soluci6
se li afegeixen 2 mg de rnasa A (lliure de dnases) i 200 ul de solucié de iodur de propidi
Img/ml.

b) Fixaci6 de les cel-lules amb etanol.

1- Preparar tubs de 12 ml (tants tubs com mostres a analitzar) amb 4.5 ml d’etanol al
70% 1 posar-los en fred (gel).

2- Recollir entre 10°i 107 cél-lules en un tub amb 5 ml de PBS.
3- Centrifugar la suspensio cel-lular durant 5° a 200g.

4- Resuspendre el sediment amb 0.5ml de PBS, mitjancant una pipeta Pasteur. Cal
evitar que quedin agregats.

5- Barrejar la suspensio anterior amb els 4.5 ml d’etanol al 70%. Mantenir la suspensiod
en contacte amb el fixador un minim de 2 hores. Si convé es pot conservar les cél-lules
fixades a una T? entre 0 1 -40°C.

¢) Marcatge amb iodur de propidi.

6- Centrifugar la suspensié de cellules fixades durant 5° a 200g. Descartar el
sobrenedant.

7- Resuspendre les cel-lules en 5 ml de PBS, esperar 1° i centrifugar 5° a 200g.
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8- Resuspendre el sediment en 1 ml de solucié IP/trité/rnasa 15> a 37°C o 30’ a
temperatura ambient. En el cas d’alguns tipus cel-lulars es requereix un marcatge de
diversos dies a 4°C.

VI1.6. Generacio de vectors lentivirals 2: Obtenci6 de les particules virals

Un cop s’han obtingut els plasmidis amb els inserts desitjats (veure IV.2) el segiient pas
en la generacio dels vectors lentivirals és la produccidé de les particules virals que
actuaran de vehicle del DNA d’interés. La produccié d’aquestes particules es realitza en
cel-lules 293T a les que es transfecten els vectors que contenen els gens virals necessaris
per a la sintesi de [D’envolta (pMD2G) i1 les proteines d’empaquetament
(pCMVdeltaR8.74), aixi com el genoma viric modificat que inclou el DNA d’interes
(vector de transferéncia: pWPXL o pLVTHM).

Spel (45)
SV40 pA Ndel (280)
GPT CMV

Asp718 (10467)

SnaBI (386)

Clal (797)
SV40 ORI Spel (1473)
‘ Gag
ColE1 ORI P
° pCMV-dR8.74 r°
11921 bp

AmpR Swal (3682)
Pol

Xbal (7020) Asp718 (3792)

e

Ndel (6874) Asp 718 (4120)
h Insulin pA ANpr
Xhol (6664) EcoRI (5069)
BamHI (6342) Sall (5111)
EEny (Tat/Rev) AVpu
RRE
BamHI (2)

BamHI (33)

Spel (176)

Ndel (411)

CMv

SnaBI (517)

Asp 718 (848)
BamHI (860)
Beta-Globin Intron
EcoRI (1416)

ClaT (1430) .
swarqssy  Figura 41, Mapes dels vectors

NdeT (1967) pCMVdeltaRS8.74 i pMD2.G. Es

Notl (3882)
Spel (3875)

h (-Globin pA VSV-G mostren els principals elements
Swal (3311) AspT18 (2459) dels vectors (descrits en el text).
EcoRI (3087) Ndel (2384) Obtingut de www.tronolab.com
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Breument el procediment consisteix en transfectar de les cel-lules 293T pel metode del
fosfat calcic (veure ‘VIL.4.1 Transfeccid de cel-lules pel metode del fosfat calcic’,
pagina 142). Al segon dia el medi de la placa transfectada ja conté particules virals.
D’aquest medi i el del tercer dia se’n fan aliquotes que es congelen a -80°C o bé es
concentren per ultracentrifugacio. A continuacio es descriu el procediment detallat:

1- (dia 0) Es sembren 6 plaques de 10 cm de diametre amb c¢l-lules 293T a partir d’1
flasco de 75 cm? amb cél-lules 293T confluents.

2- (dia 1) A I’endema, amb les cel-lules en una conflueéncia del 80-90%, es fa la
transfeccio de les cel-lules pel métode del fosfat calcic. La mescla de DNA que es
transfecta conté les segiients quantitats de plasmidis per a cada placa: 3 ug de pMD2G;
7 ug de pCMVdeltaR8.74; i 10 pg del vector de transferéncia.

3- (dia 2) A I’endema es canvia el medi a primera hora del mati i es passen les cel-lules
a un incubador a 32°C.

4- (dia 3) Passades 24 hores es recull el medi i s’afegeix medi fresc. El medi recollit es
centrifuga 3 minuts a 1200 rpm a 4°C, es filtra a través d’un filtre de 0.45 pm i es
guarda a 4°C.

5- (dia 4) Passades unes altres 24 hores es recull el medi, es centrifuga 3 minuts a 1200

rpm a 4°C, es filtra a través d’un filtre de 0.45 um 1 s’ajunta amb al medi recollit el dia
3.

6- (dia 4) El medi recollit conté aproximadament 10° unitats transductores (TU) per ml
(titolat en 293T). Aquest medi es pot aliquotar en volums de 1 ml i guardar a -80°C, o
alternativament, si es desitja tenir preparacions més concentrades, es pot concentrar els
virus.

Notes de bioseguretat:

El treball amb vectors lentivirals es fa en condicions estandard de bioseguretat de nivell
2 segons normes de la 4* edici6 del ‘CDC Biosafety in Microbiological and Biomedical
Laboratories’ (U.S.Department of Health and Human Services Centers for Disease
Control and Prevention and National Institutes of Health, 1999). Tots els residus
generats son eliminats segons els procediments estandard corresponents al nivell 2 de
bioseguretat. Tot i aixi es recomana seguir algunes mesures de nivell 3 per tal de
minimitzar al maxim el risc d’una infecci6 fortuita amb els vectors produits.

En el cas d’aquesta tesi s’ha treballat en un espai especialment habilitat per al treball
amb vectors virals (la Sala de Cultius dels Serveis Cientifics Comuns del Parc Cientific
de Barcelona) 1 tots els residus generats s’han tractat amb lleixiu dil-luit al 20%
previament a la seva eliminacio.
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VI1.6.1. Purificacio i concentracié de lentivirus

Material, solucions i reactius:

Tubs conics Beckman (ref 358126)

Solucio6 esteril de sacarosa 20% en aigua

Rotor basculant SW28 (ultracentrifuga)

Procediment:

1- Es posen els 20 ml de medi recollit i filtrat en els tubs de centrifuga i se’ls afegeix a
la base 4 ml de solucié de sacarosa 20%. Al final s’han de tenir dues fases clarament
diferenciades. Cal tractar els tubs amb cura per tal d’evitar desfer el gradient.

2- Es centrifuguen a 26000 rpm durant 90 minuts i a 4°C.

3- Es recull 1 es descarta per aspiracid el sobrenedant de la capa superior i part de la
inferior, amb cura de no mesclar les fases.

4- Quan ja només queda la fase amb la solucié de sacarosa s’elimina aquesta per
decantacio.

5- Es deixa assecar breument el precipitat (conté les particules virals i sovint no és
visible) i es resuspen en el volum desitjat en medi complet o en medi lliure de sérum.

6- El virus aixi obtingut es congela a -80°C.

VIL.7. Titolat de vectors lentivirals

El titolat de les preparacions lentivirals es pot fer en diferents tipus cél-lulars, tot i que
usualment, per la facilitat de manipulaci6 que tenen, es sol fer en cél-lules HeLLa 0 293T.
El procediment consisteix en determinar el n° de cél-lules infectades per ml de
preparacio de virus. En el cas d’aquesta tesi els vectors lentivirals que s’han usat
contenen GFP, pel que aquesta detrminacio es va fer per citometria de fluxe.

Material, solucions i reactius:

Paraformaldehid al 3%

Procediment:

1- (dia 0) Es sembren 1-10° cél-lules 293T per pou en una placa mw de 6 pous.

2- (dia 1) A I’endema s’afegeixen diferents volums de preparacid del virus per pou,
dil-luit o concentrat.

3- (dia 2) Passades 24h es canvia el medi per medi fresc
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4- (dia 4 o0 5) Als 3 o 4 dies de la infeccio es renten les cel-lules amb PBS i es
tripsinitzen amb 250 pl de tripsina /EDTA 2’ a 37°C. Passat aquest temps s’afegeixen
250 pl de paraformaldehid 3% (acttia com a fixador 1 inactiva les particules virals que
poguessin quedar), es resuspenen, 1 s’analitza I’expressio de GFP al FACS.

El titol es calcula amb la segilient formula:

% cél-lules GFP / 100
293T TU/ml = n°cél-lules -

ml solucid virus

Per al calcul unicament s’utilitzen dil-lucions amb un percentatge de cél-lules positives
per a GFP situat entre un 4% 1 un 20% ja que en percentatges superiors al 20%
s’incrementa notablement la probabilitat de tenir cél-lules infectades per dos particules
virals, i per sota de 4% la mesura del FACS no es prou acurada.
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VIII. TECNIQUES ESPECIFIQUES DE CULTIUS CEL-LULARS

VII1.1. Cultiu de linies cel-lulars

VI11.1.1. Cultiu de cél-lules de la linia cel-lular HeLa

Les cel-lules HeLa procedeixen d’adenocarcinoma de ceérvix huma. Presenten un fenotip
epitelial 1 tenen incorporades seqiiéncies del papilomavirus huma 18 (HPV-18).
Aquestes cel-lules sén ampliament utilitzades per ’estudi de diferents proteines
expressades de manera transitoria.

Medi de cultiu:

DMEM amb un 10% de FBS:

500 ml de DMEM

5.5 ml de penicil-lina/estreptomicina (100x)
55 ml de FBS

Condicions de cultiu:

El cultiu es fa en plaques o flascons de cultiu, mantenint les cél-lules en un incubador a
37°C, amb un 5% de CO; i un 95% d’humitat. El creixement de les cél-lules és forca
rapid pel que es passen cada 2 o 3 dies i se’ls canvia el medi cada 2. Regularment es fan
proves per a comprovar 1’abséncia de micoplasma.

Per a passar-les es tripsinitzen durant 3’ a 37°C i es sembren diluint-les en una relacid
1:4 0 1:5.

VII1.1.2. Cultiu de cel-lules de la linia cel-lular 293T

La linia cel-lular 293 es deriva de cel-lules d’epiteli renal huma transformades amb el
gen E1A d’adenovirus (Graham et al., 1977). La linia 293T és un derivat de la 293 que
a més expressa I’antigen T llarg del SV40, el que permet la replicacid episomal de
plasmidis que continguin un origen i regié promotora primerenca de SV40 (Alwine,
1985).

Medi de cultiu:

DMEM amb un 10% de FBS:

500 ml de DMEM

5.5 ml de penicil-lina/estreptomicina (100x)

55 ml de FBS

Condicions de cultiu:
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El cultiu es fa en plaques o flascons de cultiu, mantenint les cel-lules en un incubador a
37°C, amb un 5% de CO; i un 95% d’humitat. El creixement de les cél-lules és forca
rapid pel que es passen cada 2 o 3 dies i se’ls canvia el medi cada 2. Regularment es fan
proves per a comprovar I’abséncia de micoplasma.

Per a tripsinitzar-les s’afegeix la tripsina, la qual es reparteix per tota la placa o flasco, i
immediatament, abans que es desprengui la monocapa, s’aspira. La tripsina que queda
¢s suficient per alliberar les cel-lules. Es deixen amb la tripsina durant 2’ en la campana,
aturant-se la reaccié amb el medi amb el que es sembraran (no es necessari eliminar la
tripsina que podia quedar) i es sembren diluint-les en una relacio 1:4 o 1:5.
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Continguts

Continguts

Resultats suplementaris dels estudis de genotipacio

Taula 31. Resultats dels estudis d’associacié genctica amb diabetis de tipus 2:
Freqiiencies dels polimorfismes DOR i AIB en no diabetics i diabétics ordenats segons
I’IMC: pagina 157

Taula 53. Resultats dels estudis d’associacio genética amb diabetis de tipus 2: Analisi

estadistic de les freqiiencies dels polimorfismes DOR i AIB en no diabétics i diabétics
ordenats segons I’'IMC: pagina Error! No s'ha definit I'adreca d'interes.
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a)

IMC=<25
25<IMC<30

30<IMC<40

No diabétics

IMC=240

Tots*

IMC<25

25<IMC<30

30<IMC<40

Diabétics

IMC=240

Tots*

b)

IMC=<25
25<IMC<30

30<IMC<40

No diabétics

IMC=240

Tots*

IMC=25

25<IMC<30

30<IMC<40

Diabétics

IMC=40

Tots*

Taula 31

cada grup; [ freqiiencia. * no s’inclouen els morbids.

DORS5

GG GC cCC
33 73 37
0.23 0.51 0.26
44 55 40
0.32 0.40 0.29
44 75 36
0.28 0.48 0.23
36 83 35

GG GC cCC
22 38 38
0.22 0.39 0.39
45 92 47
0.24 0.50 0.26
52 100 57
0.25 0.48 0.27
9 20 16
0.20 0.44 0.36
127 242 147

DOR5

G C total
139 147 286
0.49 0.51

143 135 278
0.51 0.49

163 147 310
0.53 047

155 153 308
0.50 0.50
445 429 874
0.51 0.49

G C total
82 114 196
0.42 0.58

182 186 368
0.49 0.51

204 214 418
0.49 0.51

38 52 90
0.42 0.58
496 536 1032
0.48 0.52

total
143

139

155

154

437

total
98

184

209

45

516

cC
28
0.16
29
0.22
31
0.17
22
0.14
88
0.18

total
352

268

362

322

982

total

110

286

308

78

732

total
176

134

181

161

491

cC
40
0.24
34
0.26
28
0.17
36
0.22
102
0.22

total
330

266

322

326

918

total

194

384

338

72

694

total
165

133

161

163

459

total
97

192

169

36

347

cC
147
0.82
115
0.76
126
0.73
122
0.78
388
0.77

cC

89
0.80
160
0.73
197
0.76

27
0.75
465
0.75

Resultats suplementaris

TT

0.02

0.01

0.02

0.00

0.02
TT

0.02

0.02

0.02

0.03

0.02

total
358

304

346

312

1008

total

222

438

520

72

1236

total
179

152

173

156

504

total
111

219

260

36

618

0.38

total
340

290

294

310

924

total

176

360

440

64

1030

total
170

145

147

155

462

total
88

180

220

32

515

. a) Freqiiencies de genotips dels polimorfismes DOR i AIB en no diabetics i
diabétics separats segons I'IMC. b) Freqiiencies al-leliques. n: numero d’individus de
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