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PRESENTACIO

La malaltia de Gaucher és una malaltia d'heréncia autosomica recessiva, causada per
mutacions en el gen GBA, o en alguns pocs casos, per mutacions en el gen PSAP. El gen GBA
codifica la hidrolasa lisosdomica Glucocerebrosidasa i el gen PSAP codifica la proteina

activadora de I'enzim anterior, la Saposina C.

Fins al moment s'han descrit més de 200 mutacions en el gen GBA causants de la malaltia
de Gaucher, que han permeés desenvolupar un diagnostic molecular de la malaltia, i unes

poques en el gen PSAP.

Aquestes mutacions produeixen una deficiencia en alguna d'aquestes dues proteines, la
Glucocerebrosidasa o la Saposina C, que estan implicades en la via de degradacid dels
glicoesfingolipids. Aquesta deficiencia enlenteix o anul1a la degradacié de la glucosilceramida,
que s'acumula en els lisosomes. Per aquest motiu, la malaltia de Gaucher s'inclou dins del grup

de malalties anomenades esfingolipidosis, que es caracteritzen per acumular esfingolipids.

Les esfingolipidosis formen part
d'un grup més ampli de malalties, que B
s'anomenen malalties d'acumul ®. %\
. L. . . @ g
lisosomic, caracteritzades per tenir una ey
deficiencia en un enzim lisosdmic i la s @ N e 1
conseqUent acumulacié del substrat LA (7
. B
que no es pot degradar en els lisosomes. Nnmal/ \A.,,,mq;
i Z - &z " @@ ¢
La malaltia de Gaucher és la més & 0 v &
frequent d'aquestes malalties. En ® P & @,
aquesta  malaltia,  I'acUmul  de / \
= Lisosoma .
glucosilceramida en els lisosomes dels @;ﬂ S s Wa‘;
N . L. il 'u:. C:D'
macrofags determina els teixits que es %~ Lisasoma & @
veuran afectats. En la figura I.1 es Pt
! W 5
mostra aquest procés d'acumul en els d R, 7
B Mie ® %Q:,
macrofags en la malaltia de Gaucher. G ® & &
En la introduccié d'aquesta tesi es AR
o . . Y
fa una descripcid del lisosoma i els o Cél-lula
Gaucher

glicoesfingolipids abans d'entrar en la

Figura I.1. Procés d'acumul de la glucosilceramida en els
lisosomes dels macrofags per formar la céld{ula Gaucher i
dita. desenvolupar la malaltia. Els drgans més afectats seran el
fetge, la melsa i la medulla ossia. Figura modificada de
Enderlin i col. (2003).
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1. EL LISOSOMA

Un dels trets que caracteritza les cél lules eucariotes i que permet el seu manteniment és el
reciclatge continu dels components macromoleculars. La céldula de mamifer estd equipada
per a aquesta activitat amb uns orgdnuls membranosos que poden degradar eficientment una

gran varietat de macromolécules. Aquests organuls sén els lisosomes.

Els lisosomes van ser descoberts a principis dels anys 50 per C. de Duve i van ser definits en
base a dos criteris: la existéncia d’'una membrana que els limita i la preséncia dins de I'orgdnul

d’hidrolases dcides (De Duve i col., 1955).

Si ens basem només en la seva aparenca, el
lisosoma és un dels orgdnuls celulars més simples (Figura
1.2). Basicament és un sac d’enzims digestius. Pero
aqguests enzims son capacos de digerir qualsevol tipus de
molecula bioldgica. Els lisosomes es van anomenar
“bosses suicides”, perque en cas de ruptura accidental
podrien causar la completa dissolucié de tots els
constituents celdulars. Originalment el lisosoma es va
considerar que només estava implicat en la digestié de
materials que la céllula ingeria per fagocitosi o pinocitosi.

Més endavant es va veure que tenia alires funcions

celulars.

o . 3 Figura 1.2. Fotografia d'un lisosoma
Classicament s'’havia pensat que les vesicules  gmb microscopia electronica

d’escaneia.

prelisosomiques, que es formen a partir de I'aparell de
Golgi, maduraven a lisosomes primaris. Recentment s'ha vist que hi ha diferents vies de formacid
dels lisosomes (Mullins i Bonifacio, 2001). S’han proposat diferents models per explicar la
biogenesi dels lisosomes i els orgdnuls relacionats, perd és un proces que encara no estd clar. Tot
i aixo, els diferents models es basen en la fusid de diferents vesicules per arribar a formar els

lisosomes.

Els lisosomes sén fonamentalment orgdnuls rics en enzims hidrolitics que sén responsables
de la degradacié de macromolécules extracelfulars (via fagocitosi o endocitosi) o del citosol
(via autofdgia). Contenen diferents enzims hidrolitics capacos de degradar proteines, lipids i
diferents polisacarids. En aquest aspecte, els lisosomes sén la destinacié final de molts materials
cellulars que s'"han de destruir. En la figura 1.3 veiem com els lisosomes es fusionen amb diferents
vesicules per degradar el material que aguestes contenen. Aquestes vesicules poden portar

material de I'interior cel fular (autofdagia) o extracel lular (fagocitosi o pinocitosi).
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Figura 1.3. Els lisosomes es

fusionen amb altres
vesicules que porten
materials per degradar,
fant de [I'exterior de Ila
céllula (endocitosi o
fagocitosi) com de [I'interor
(autofagia).  Figura  de

Vellodi (2005).

Phagocytosis
(i Bacterium/particle

— i Material from
= outside the cell
Residual ]
body
Secondary f’* \ #
lysosomes :!ﬁr; @ﬁ;}

Material from _-
inside the cell

. Lysosomal
"~ enzymes

Els enzims lisosomics es sintetitzen en el reticle endoplasmatic rugds (RER). Liavors passen all

lumen del reticle endoplasmdatic, i un cop alld el péptid-senyal dels enzims lisosdmics és eliminat i

uns residus asparagina sén especificament glicosilats. Aquestes glicoproteines sén plegades i

exportades al cis-Golgi, on especificament alguns dels seus oligosacdrids son marcats amb una

manosa-6-fosfat (M6P)

i sobn empaquetades en vesicules prelisosomiques. En el trans-Golgi

aquestes proteines marcades sén reconegudes pel receptor de M6P (M6PR), dirigint-les a les

vesicules lisosomiques. La figura 1.4 és un esquema d'aquest procés de sintesi dels enzims

lisosomics i dels orgdanuls

primari

-

implicats.

Els precursors de I'enzim i els receptors
es separen i els enzims son alliberats

als lisosomes per I'activacio final.
Els receptors tornen al Golgi.

f

Els enzims inactius sén
marcats amb M-6-P i
s’uneixen al receptor

A partir del RE es
formen les vesicules
que contenen els enzims
i viatgen fins a
I'aparell de Golgi

Els enzims inactius
arriben al lumen del RE Figura 1.4. Procés de sintesi dels
enzims lisosomics (figura de
Vellodi, 2005). En la figura
s'expliquen els diferents passos

Els ribosomes del RER sintetitzen - ]
de la sintesi

el precursor inactiu de I'enzim
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No tots els enzims lisosomics requereixen aquest marcatge de M6P. Per exemple, la
glucocerebrosidasa, que esta associada a la membrana lisosomica, no adguereix aquesta Mé6P,

tot i que és marcada per N-glicosilacié per un mecanisme desconegut encara (Vellodi, 2005).

La preséncia de proteines transmembrana amb dominis intralisosdmics altament glicosilats
protegeixen a la membrana lisosomica de I'auto-digestié (Peters i von Figura, 1994). De totes

maneres aguestes hidrolases no poden actuar fora del lisosoma degut:

#¥ al seu pH optim, que és molt dcid: la regulacid d'aquest pH és essencial sobretot per

I'activacid de les hidrolases lisosdmiques, que tenen el seu pH optim al voltant del 4.5.

#¥ a que moltes sén activades dins el lisosoma, per modificacions proteolitiques o perqué
necessiten I'associacié a uns cofactors lisosomics, per I'0ptima activitat hidrolitica
(Sandhoff i Kolter, 2003).

#¥ a que les hidrolases sintetitzades de novo o les extracelfulars son transportades molt

eficientment al lisosoma (Kornfeld i Mellman, 1989).

El lisosoma conté una gran diversitat d'enzims capagos de digerir molecules molt diferents.
Conté unes 60 hidrolases i una dofzena de proteines accessories (Sandhoff i Kolter, 2003). Les
quantitats i els tipus d'enzims que contenen varien segons els tfipus cellulars i el seu estat
fisiologic.

La degradacié lisosdmica és critica per molts processos fisioldgics, com sén el recanvi de
proteines celulars, la destruccié de proteines anormals, la regulacié de receptors de membrana,

I'alliberament de nutrients endocitats i el processament d’'antfigens.

Perd els lisosomes estan implicats en altres funcions, com la coagulacié de la sang
(McNicol i Israels, 1999), el remodelatge de I'ds (Baron i col., 1985), la regulacid de factors de
creixement i hormones (Katzmann i col., 2002). Tot cixd fa que els lisosomes estiguin presents en

diferents quantitats en diferents teixits i en diferents tipus cel {ulars.

La importancia fisioldogica dels lisosomes i els organuls relacionats es demostra per la
varietat de malalties que s'han descrit per defectes en la seva biogénesi i funcié (Dell’ Angelica i
col., 2000).

1.1. MALALTIES D’ ACUMUL LISOSOMIC (LSD)

El concepte de malaltia d'acumul lisosomic (LSD, ‘lisosomic storage disease’) va ser
desenvolupat per Hers (1965) basant-se en la identificacidé de de Duve dels lisosomes i la seva

funcié fisiologica.
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Existeixen més de 40 malalties hereditaries degudes a defectes fisiologics del lisosoma
(Neufeld, 1991). Algunes impliquen proteines solubles i altres impliquen proteines de membrana.
Moltes d'aquestes malalties sén degudes a la deficiencia d'un enzim lisosdmic especific donant
com a resultat I'acumulacié lisosdomica d'algun component natural. Alires sén degudes al déficit
d'algun activador, del fransport insuficient de productes hidrolitics a través de la membrana
lisosomica, de defectes en proteines implicades en la biogenesi del lisosoma o en modificacions
post-transcripcionals dels enzims lisosomics. En la figura 1.5 podem veure un esquema dels

diferents nivells on es pot frobar la causa de la malaltia.

ER Golgi Lysosome
i /’_““\\ Y /./'_'“\ e Ny
OAE O [ )\ (o y\  ~
| [ glycnsylauon | y X
: ..j I o | | : F 4 3 - \-\
. e i | |1 /1 | Substrates 2 k__) \
' [ Y ‘)I/ Activator
Multi- [ ' I protein
ey | @lo
complpx A | i. 1
R | | | | | | L Products 4
{ | | | | e | A
Lysosomal —_— | —— y
hydrolase O S | | | ) | <) | 5 N 4

Figura 1.5. Bases bioquimiques de les malalties d’acumul lisosomic. La causa de la malaltia potser per
qué I'enzim té una activitat reduida en els lisosomes per degradar el substrat (1), o perqué I'enzim
requereix d'una proteina activadora que és deficient (2). També pot ser que la hidrolasa no pugui
arribar al lisosoma per un problema de malplegament (3) o perqué necessiti acomplexar-se amb altres
per sortir del reticle (4). En I'aparell de Golgi també poden haver problemes de glicosilacié, que
redueixen la capacitat hidrolitica de I'enzim (5) o que si no es marca amb manosa-6-fosfat no pugui
arribar al lisosoma (6) o problemes de transport del Golgi al lisosoma (7). Les LSD també poden estar
causades per defectes en proteines de membrana, tant transporfadors (8) com alires proteines
reguladores (9). Figura modificada de Futerman i van Meer (2004).

Tenint en compte que s'han descrit unes 60 hidrolases lisosdmics es podria esperar una
malaltia per cada proteina, perd per a algunes no s'ha tfrobat una malaltia associada. Per
exemple, no s'ha frobat cap malaltia associada a la ATPasa responsable del manteniment del
pH dacid del lisosoma (Mancinii col., 2000), que faria que no poguessin actuar les hidrolases i per
tant que no pogués ser funcional el lisosoma. Perd un defecte en aquesta ATPasa segurament

seria letal a estadis primerencs del desenvolupament.

Les malalties d'acumul lisosdmic sén normalment monogéniques i poc freqUents, tot i que
en conjunt presenten una incidencia global del grup de 1:5000-1:10000 naixements (Aerts i col.,
2003). En determinades poblacions hi ha malalties més freqUents que en la poblacié general
degut a processos de deriva genica i efecte fundador, com passa amb la malaltia de Gaucher

en els jueus asquenasites.

Una caracteristica comuna de les malalties d'acUmul lisosdomic és que el material
acumulat ho fa només en un determinats tipus celdulars, depenent de la capacitat residual de

la via metabolica deficient.
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Les LSDs es classifiqguen segons la proteina o enzim deficient o segons el tipus de material

acumulat. En la Taula I.1 s’inclouen la majoria de LSDs.

Taula I.1. Malalties d’acumul lisosdmic (modificada de Futerman i van Meer, 2004).

Proteina deficient

Material acumulat majoritari

Esfingolipidosis
Fabry
Lipogranulomatosi de Farber

a-Galactosidasa A
Ceramidasa

Globotriasilceramida
Ceramida

Gaucher

B-Glucosidasa
Saposina C

Glucosilceramida
Glucosilceramida

Krabbe
Leucodistrofia metacromatica

Niemann-Pick A i B
Deficiencia de I'activador
d'esfingolipids

Gangliosidosi GM1
Gangliosidosi GM2 (Tay-Sachs)
Gangliosidosi GM2 (Sandhoff)
Gangliosidosi GM2
Mucopolisacaridosis (MPS)
MPS | (Hurler, Scheie)

MPS Il (Hunter)

MPS lIIA (Sanfilippo tipus A)
MPS 1IIB (Sanfilippo tipus B)
MPS IC (Sanfilippo tipus C)

MPS 1IID (Sanfilippo tipus D)
MPS IVA (Morquio A)

MPS IVB(Morquio B)
MPS VI (Maroteaux-Lamy)
MPS VII (Sly)

MPS IX

Oligosacaridosis i glicoproteinosis
Aspartilglucosaminuria

Fucosidosi

o-Manosidosi

B-Manosidosi

Pompe

Sialidosi

Schindler

Lipidosis

Wolman i malaltia d'acumul de
colesterol

Malalties causades per defectes en
proteines de membrana
Cistinosi

Malaltia de Danon

Malaltia de Salla i malaltia infantil
d'acUmul d'acid sialic
Mucolipidosi (ML) IV
Niemann-Pick C (NPC)

Ceroide Lipofuscinosi neuronal
NCL1

NCL2

NCL3( Batten)
Altres

Galactosialidosi
ML I ML I

Deficiencia multiple de sulfatases
Picnodisostosi

Galactocerebrosid
B-Galactosidasa
Avrilsulfatasa A
Saposina B
Esfingomielinasa

Proteina activadora d'esfingolipids

(SAP)

B-Galactosidasa
B-Hexosaminidasa A
B-Hexosaminidasa A i B
Proteina activadora de GM2

a-iduronidasa
Iduronat-2-sulfatasa

Hepard N-sulfatasa (sulfamidasa)
N-Acetil-a-glucosaminidasa
Acetil-CoA:a-glucosamida N-
acetiltransferasa
N-Acetilglucosamina-é-sulfatasa
N-Acetilgalactosamina-6-sulfat-
sulfatasa

B-Galactosidasa

Avrilsulfatasa B

B-Glucuronidasa

Hialuronidasa

Aspartilglucosaminidasa
a-Fucosidasa

a-Manosidasa

B-Manosidasa

a-Glucosidasa

Sialidasa
a-N-Acetilgalactosaminidasa

Lipasa acida

Cistinosina
LAMP2
Sialina

Mucolipina-1
NPC1i2

Palmitoilproteinatioesterasa
Tripeptidilpeptidasal |

Transportador d'arginina

Catepsina A
UDP-N-acetilglucosamina:enzim
lisosdmic N-acetilglucosaminil-1-
fosfotransferasa

SUMF1

Catepsina K

Galactosilceramida

Glicolipids sulfatats

Glicolipids sulfatats i Gangliosid GM1
Esfingomielina

Glicolipids

Ganglidsid GM1
Gangliosid GM2
Gangliosid GM2
Gangliosid GM2

Dermata sulfat i Hepara sulfat
Dermata sulfat i Hepara sulfat
Hepara sulfat
Hepara sulfat
Hepara sulfat

Hepard sulfat
Querata sulfat i condroiti-é-sulfat

Querata sulfat

Dermata sulfat

Hepara sulfat, Dermata sulfat i
condroiti-4 i -6-sulfats
Hialurona

Aspartilglucosamina

Fucosids i glicolipids

Oligosacarids que contenen manosa
Man(B1—4)GIcNAc

Glicogen

Sialiloligosacarids i sialilglicopeptids
Glico-conjugats que contenen a-N-
Acetilgalactosaminil

Esters de colesterol i triglicerids

Cistina
@esfes citoplasmatiques i glicogen
Acid sidlic

Lipids i mucopolisacarids acids
Colesterol i esfingolipids

Tioésters lipidats

Subunitat C de I'ATP sintasa
mitocondrial

Subunitat C de I'ATP sintasa
mitocondrial

Sialiloligosacarids
Oligosacarids, mucopolisacarids i
lipids

sulfatids
Proteines de I'0s, incloent fibres de
collagen
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El grup més prevalent de les malalties d’acumul lisosomic sén les esfingolipidosis, que es
caracteritzen per acumular glicoesfingolipids, i d'aquestes la malaltia de Gaucher és la més

freqUent.
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2. ELS GLICOESFINGOLIPIDS

A I'any 1884 el quimic Johann Ludwig Wilhelm Thudicum (1829-1901) va descriure per
primera vegada una nova classe de lipids que va anomenar esfingolipids (del grec ‘sphingos’),
per la seva natura enigmatica que recordava a I'enigma de I'Esfinx. Des de llavors s'ha intentat
explicar la seva funcié bioldogica. Degut al rapid recanvi dels esfingolipids, ha estat dificil esbrinar

les proteines que interactuen especificament amb ells.

2.1. ESTRUCTURA | FUNCIO DELS GLICOESFINGOLIPIDS

Els esfingolipids sén lipids complexos que es froben en cellules de mamifers i estan
localitfzats majoritaricoment en la membrana plasmatica. Tots ells contenen una esfingosina

ligada a un acid gras per un enllac amida,

formant la ceramida (Figura 1.6). En afegir

una fosfatidilcolina o un sucre a la ceramida OH
- _ CH,OTR
es forma I'esfingomielina o) els N
glicoesfingolipids (GSLs) respectivament. \/\/\/\/W\/\/WNH
(0]

La ceramida es sintetitza de novo en el

reticle endoplasmatic o per degradacié dels

Ceramida
altres esfingolipids. Aquests es degraden per
glicosidases (degradacio dels R Esfingolipid
glicoesfingolipids) o per esfingomielinases H Ceramida
Ly R . Fosfatidilcolina Esfingomielina

(degradacié de I'esfingomielina). Aquestes ) g .

Sucre(s) Glicoesfingolipid
hidrolisis es donen en els compartiments
Acids de la cél{ula, com sén els lisosomes. Figura 1.6. Estructura dels esfingolipids (adaptada

de Malagarie-Cazenave i col., 2002).

Els esfingolipids en general es troben a
les membranes de diferents orgdanuls cellulars. En particular, en el retficle endoplasmatic (on es
dona la sintesi de novo de la ceramida), en I'aparell de Golgi (on la ceramida es converteix en
glicoesfingolipid) i en la membrana plasmatica (on s'infegra el metabolisme de la ceramida

amb altre vies metaboliques d’altres lipids).

Les variacions en el tfipus, nombre i modificacions dels sucres que s'incorporen a la

ceramida donen la gran varietat de glicoesfingolipids (GSLs) que existeixen (Kolter i col., 2002).

La quantitat i la composicid de GSLs en la céllula varien dependent del tipus celular. A
més, els GSLs presenten un patrd especific en la membrana celdular que canvia segons I'estat

de diferenciacié de la céllula, el creixement celdular, transformacié viral, ontogénesi i

11
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oncogeénesi (Hakomori, 1981). La preséncia especifica dels GSLs per tipus cellular i els patrons
estables que presenten, indiquen la rigurosa regulacid de la seva biosintesi i del seu transport

intfracel Jular (van Meer i Lisman, 2002).

En la membrana plasmatica, els GSLs disposen la part lipidica dins la membrana (la
ceramida seria I'ancoratge a la membrana) i la glucidica a la part externa. El fet que la porcié
lipidica estigui intercalada en la membrana li déna rigidesa a aquesta i la part glucidica externa

protegeix a la céllula d'atacs quimics i mecdnics (Watts, 2003).

En la membrana plasmatica els GSLs estan formant uns microdominis, que s'anomenen

‘cavecolae’ i ‘rafts’ (Simons i lkonen, 1997). Aquests microdominis es froben enriquits en

components de Ila membrana

implicats en senyalitzacid, com

ﬁ ﬁﬁlwﬂmhlmllpidu
Sphingomyalin
IJ Cholestarcl | ja IE( "%1

UML""L!‘!"E-I‘_I,I' ‘U |

sén altres esfingolipids i colesterol

(Figura 1.7). S'ha vist que en

aquests  microdominis  s'inicien

=+
n Phospholipide
sro-lamily kinase |
Raft

Q Caweolin
’_H . 8 _!"‘i--_.
e 3 ~

processos de transduccidé de

— .

Caveolae senyal (Kasahara i col., 1997).

= = *-—g
# B =

- (™=, Endosome

Els GSLs estan implicats en

processos de transduccidé de

* = . . .
\ Ny ® senyal (Simons i lkonen, 1997) i
= = R |
& T £ apoptosis (Merrill i col., 1997), perd
e
a— = — = . . .
e e N també influeixen en  alires
- i -
| - - - W
e B Lysosome processos fisiologics, com son
=) I'embriogénesi, la diferenciacié i
e —~——_ 5 ER

I'adhesié  celdular  (Zeller i

Figura I.7. Organitzacié dels glicoesfingolipids en la membrana Marchase, 1992).

plasmatica (adaptada de H. Higashi, Glycoword,
http://www.gak.co.jp/FCCA/glycoword/wordE.html)

Se sap que sén també un
lloc d'unid de toxines (Smith i col.,
2004), virus (Markwell i col., 1981) i bacteris (Karlsson, 1995). També estd descrit que interactuen

amb receptors i enzims de membrana (Schnaar, 1991) (Figura 1.8).

Els esfingolipids tenen també un paper important en la barrera implicada en el
manteniment de la permeabilitat de la pell. Aquesta barrera estd constituida per una matriu
lipidica que conté colesterol, dcids grassos i ceramida. Aquesta ceramida procedeix
bdsicament de la degradacié de glucosilceramida (Landmann, 1988). Si aquesta degradacid és

deficient apareixen problemes de permeabilitat de la pell (Yamamoto i col., 1990).
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Només en uns pocs casos €s evident el seu paper
fisiologic. Per exemple, se sap que els GSLs sén necessaris
per |I'embriogénesi d'organismes multicelfulars. El ratoli
knockout per la glucosiiceramida sintasa (GCS, que
catalitza el pas de ceramida a glucosilceramida) mor el
dia 6.5 d'embriogénesi (Yamashita i col., 1999). Aquest
efecte pot ser degut a un confrol positiu de la GCS en el
creixement celdular o per I'acumulacié toxica d'alguns
GSLs no sén

esfingolipids. Perd d'altra banda, els

necessaris per la supervivéncia de les céel lules en cultiu.

Tot i que, com s’ha posat de manifest, es coneixen
diferents processos on estan implicats els esfingolipids en
general, la funcié particular de cada esfingolipid concret
es molt poc coneguda. La conservacié evolutiva dels

glicoesfingolipids i els greus fenotips que presenten els

adhesié

anticossos bacteris

estrés

toxines

SENYALITZACIO

Figura 1.8. Funcions biologiques en les
que estan implicades els GSLs en la
membrana (GlycoWord,
http://www.gak.co.jp/FCCA/glycoword/
wordE.html).

models animals amb defectes en la seva via de biosintesi indiquen la importdncia bioldgica que

tenen.

2.2. METABOLISME DELS GLICOESFINGOLIPIDS

Sphingomyeli = C id GSL
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! GsL
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. !
v GlcCer «—— Ceramide
Sphingosine- Lysosome
1-phosphate Ceramide
Lyage I
degradation Endoplasmic C id Sphil Sphingosine
Reticulum 1

Dihydroceramide

L-Serin + PalmitoylCoA

Cytosol

_—

Figura 1.9. Localitzacid celdular de la biosintesi i degradacié dels GSLs (figura Huwiler i col.,

2000).
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Les vies metaboliques dels GSLs impliquen enzims dels compartiments cel {ulars del sistema
endocitosi/exocitosi. Aguest metabolisme depén dels enzims implicats i els seus mecanismes de
regulacié, del fluxe de les rutes d'endocitosi/exocitosi, de I'estat proliferatiuv de la céldula i
d'estimuls externs a aquesta que també regulen la degradacié de GSLs i la formacié de segons
missatgers derivats d'esfingosina. A la figura 1.9 podem veure la localitzacié cellular dels

diferents passos en les vies de sintesi i degradacié dels GSLs.

La biosintesi dels glicoesfingolipids es déna en les membranes intracelulars (reticle
endoplasmdatic i aparell de Golgi) i és catalitzada per enzims de membrana. El transport dels
compostos produits de novo cap a la membrana plasmdatica es dur a terme per vesicules que
segueixen el fluxe d'exocitosi. La degradacié dels GSLs s'inicia en la via d'endocitosi amb
vesicules que van als compartiments acids de la cél{ula, com sén endosomes tardans i lisosomes.
Aquestes reaccions de degradacié son catalitzades per enzims hidrolitics lisosomals, bdsicament

solubles, ajudats per proteines activadores.

El metabolisme dels GSLs, tant la sintesi com la degradacid, té una funcid important en la
regulacié dels nivells de ceramida. La ceramida és el substrat per la formacié dels
glicoesfingolipids, concretament és el substrat de I'enzim glucosilceramida sintasa per formar
glucosilceramida, i el producte de la seva degradacidé, mitiancant la glucocerebrosidasa.
L'equilibri entre aquestes dues rutes, la de sintesi i de degradacid de GSLs, influeix directament

en els nivells de ceramida com es veu en la figura I.10.

Serine + Palmitoyl CoA

Serine palmitoyl transferase l Glycerolipids
A
3-Ketosphinganine |

NADPH-dependent 1

reductase Palmitaldehyde + Ethanolamine-P

Sphinganine + Fatty acyl CoA
(Dihydrosphingosine)

Lyase
Ceramide synthase . )
(dihydroceramide synthase) Sphingosine 1-P
Dihydroceramide )
Sphingosine-1-P | |Sphingosine
Desaturase 1 phosphatase kinase
Ciiaiide Fatty acid
. _kinase CHOH  Ceramidases / oH
Ceramide 1-P WW CH,OH
F’hcsphata:p Ceramide synthase Sphingosine NH,*
Ceramlde ;‘-‘\ Gy,
Qg
PtdCho Choline-P Nmy Cor
O .\H.rds ’?rfﬁcl
g~
SM synthase SMases -
Glucasylceramide
/\/\/\/\M& CcH. OPOC!—!CH;‘.NHCH;;, Galactosylceramide Lactosylceramide
S T A i P
N Y Glycolipids
i ; ] o
Sphingomyelin Gangliosides
Sulphatides

Figura I.10. Relacié entre la sintesi i la degradacioé dels glicoesfingolipids amb els nivells de ceramida
(figura de Hannun i Luberto, 2000).
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2.2.1. BIOSINTESI DELS GLICOESFINGOLIPIDS

La via de biosintesi de novo dels GSLs comenca amb la formacidé de la ceramida, on es
van afegint sucres individualment durant un proces que comporta diferents passos. La sintesi de
ceramida estd catalitzada per enzims de membrana del reticle endoplasmdatic encarats al

citosol, i un cop sintetitzada es glucosila en I'aparell de Golgi.

La via de biosintesi dels GSLs requereix un primer pas d'addicié d'un residu carbohidrat al
lipid. Aquest carbohidrat pot ser glucosa o galactosa, formant aqixi glucosilceramida o

galactosilceramida. La majoria de GSLs es formen a partir de la glucosilceramida.

La formacié de galactosilceramida (GalCer) es catalitzada per I'enzim galactosilceramida

sintasa (N-acilesfingosina galactosiliransferasa, EC 2.4.1.47).

El primer pas de la via de formacié de glucosilceramida (GlcCer), I'addicié d'una glucosa
a la ceramida, és catalitzat per accidé d'una glucosiltransferasa que utilitza UDP-glucosa com a
donador de glucosa, la glucosiiceramida sintasa (GCS) o UDP-glucosa ceramida

glucosiltransferasa (UGCG, EC 2.4.1.80).

Des de I'aparell de Golgi la GlcCer pot ser transportada directament a la membrana
plasmatica o modificada per glucosidacié a I'aparell de Golgi, formant-se la lactosilceramida
(LacCer), per l'adicié de galactosa a la GlcCer. Aquest pas estd catalitzat per la
lactosilceramida sintasa (GalT, EC 2.4.1.-). Aquesta segona dlicosilacié es déna al lumen del

Golgi.

SM (" - ~
Pl Lacto Series
Cer T - Globo Series (©T3)
Gal-Glc-Cer
(LacCer) (GM3) (GD3) |
GlcCer Glc-Cer —— Gal-Glc-Cer ——  Gal-Glc-Cer —— Gal-Glc-Cer —> NeuAc
synthase | | [
NeuAc NeuAc NeuAc
1
NeuAc NeuAc
GalNACT GalNAcT \GaINAcT
4 ;
(Asialo GM2) (GM2) (GD2)
GalNAc-Gal-Gle-Cer GaINAc-?aI-GIc-Cer GalNAc-Gal-Glc-Cer
|
NeuAc NeuAc
Gal-Cer 1
/ \ I NeuAc
¥
Gal-Cer Gal-Cer (Asialo GM1) (GM1a) (GD1b)
| | Gal-GalNAc-Gal-Glc-Cer Gal-GalNAc-Gal-Glc-Cer Gal-GalNAc-Gal-Glc-Cer
SO3H NeuAc 1 |
(Sulfatide)  (GM4) NeuAc NeuAc
|
| NeuAc
(GM1b) (GD1a) (GT1b)
Gal-GalNAc-Gal-Gle-Cer Gal-GalNAc-Gal-Glc-Cer Gal-GalNAc-Gal-Glc-Cer
| | |
NeuAc NeuAc NeuAc NeuAc l‘lleuAc
NeuAc
AN
k-

Figura I.11. Via de biosintesi dels principals GSLs (figura d'Ichikawa i Hirabayashi, 1998).
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Aquests dos passos sén comuns per a la sintesi de quasi tots els glicoesfingolipids i a partir
d’'ells es formen les diferents séries de ganglidsids. Aquestes reaccions es dénen totes al lumen
del Golgi. En la figura I.11 es veu la ruta de sintesi dels GSLs i la formacié dels diferents gangliosids

a partir de lactosilceramida.

La glicosilacié sequUencial dels precursors per formar els ganglidsids es produeix per
glicosiltransferases, que fransfereixen un residu de sucre a cada un dels acceptors. Les activitats
glicosiltransferasa es froben als subcompartiments del Golgi. Sembla que la formacié dels
ganglidsids menys complexos (GM3 i GD3) es déna en el cis-Golgi i la formacié dels ganglidsids

més complexos es déna en el trans-Golgi (Lannert i col., 1998).

A més de la sintesi de novo, els GSLs es formen també per processos de reciclatge, on tant
els carbohidrats com I'esfingosina alliberada en la degradacié dels GSLs es reutilitzen per tornar

a sintetitzar-ne (Gillard i col., 1998).

S'han generat diferents ratolins knockout per alguns dels enzims de la via de sintesi dels
GSLs. En la figura 1.12 es mostren els passos de la via que s’han bloquejat per generar els ratolins
mutants. Els gens que s'han delecionat sén I'Ugcg, que codifica la glucosilceramida sintasa i els
ratolins knockout per aquest gen sén letals en fase embrionaria (Yamashita i col., 1999); el gen
GD3S, que codifica la GD3 sintasa i tot i que els ratolins mutants sén viables presenten problemes
de regeneracié del nervi hipoglossal en cas de lesid (Kawai i col., 2001; Okada i col., 2002); el
gen GalNAcT, que codifica la B-1,4-N-acetilgalactosaminiltransferasa, i el seu mutant és també
viable perd amb problemes motors i de conductdncia en els nervis (Takamiya i col., 1996; Liu i
col., 1999; Chiavegatto i col., 2000); i el doble mutant GD3S i GalNAcT, que tot i ser viable

presenta mort espontdnea en adults (Okada i col., 2002; Inoue i col., 2002).

Cer
Ugcg—/— *
B 33'“ Cer
‘er GALl
l GleCer t &

O-series
.'.-Cer =+ OHE Cer — IFOHHE Cor — Ceor:: m— Cer
LacCerf GA2 GAl GMI1b GDlc
l a-series
Cer =m> Cer wpy Cer > Cer = Cer
GM3 GM2 GMla GDla GTla
GD3S—/—
b-series
Cer = Cer  mp Cer  m—p Cer - Cer
GD3 GD2 GDIb GTlb GQlb
GalNAcT—I-

Figura I.12. Passos de la via de sintesi dels GSLs que s’han bloquejat per generar els diferents ratolins
knockouts (figura de Proia, 2003).
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2.2.1.1. LA GLUCOSILCERAMIDA SINTASA (GCS)

La Glucosilceramida sintasa (GCS) és un enzim del metabolisme intracellular de la
ceramida, que transfereix una glucosa a la ceramida, utilitzant UDP-glucosa, per formar

glucosilceramida (GlcCer), que és el principal component de la majoria dels glicoesfingolipids.

Segons I'andlisi de seqUencia de la GCS és una proteina de membrana de tipus Il amb
una regié N-terminal ancorada a membrana i la resta citoplasmatica, cosa que és consistent
amb els estudis bioguimics. Aquest enzim estd situat a la part citosolica de la membrana de

I'aparell de Golgi (Coste i col., 1986).

L'estructura de I'enzim és diferent a la resta de glicosiltransferases implicades en la sintesi
de GSLs, que estan orientades al lumen del Golgi. L'orientacié de la GCS indica que la GlcCer
s'ha de translocar al lumen del Golgi mitjancant una flipasa (Burger i col., 1996; Lannert i col.,
1994), tot i que aquesta flipasa no s’ha trobat, per continuar la glucosilacié. En la figura 1.13 es
mostra I'esquema de la sintesi de GlcCer mitjancant la GCS i la intervencié de la hipotética
flipasa per a que pugui actuar sobre ella la lactosilceramida sintasa per formar lactosilceramida

(LacCer).
=== Ceramida

L= Glucosilceramida

/L= Lactosilceramida

citosol

membrana Ap. de Golgi

GalT 0 UDP-Gal
lumen
Figura I.13. Formacié de GlcCer a partir de Cer, catalitzada per GCS. Per accid d'una flipasa la

GlcCer es transloca al lumen del Golgi, on hi actua la lactosilceramida sintasa per formar
LacCer (figura de GlycoWord, http://www.gak.co.jp/FCCA/glycoword/wordE.html).

La GCS esta formada per monomers de 38 kDa que s'organitzen formant dimers (Marks i

col., 1999). El lloc actiu de I'enzim estd a la cara citosdlica de la membrana de I'aparell de Golgi.

S’han descrit diferents compostos, intraceldulars i extraceldulars que actuen regulant
I'activitat i I'expressié de la GCS. Per exemple com a reguladors positius enddgens s'han trobat

la testosterona i I'augment intracel lular de la ceramida.

La funcié de la GCS és la dlicosilacié de ceramida per la sintesi de la GlcCer i dels

glicoesfingolipids. Perd a més d'aquesta funcid, un paper important d'aquest enzim és la
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disminucid de la ceramida intracel{ular, que s'ha descrit com un factor activador de I'apoptosi
celiular. De fet I'activitat de la GCS augmenta en augmentar les concentracions de ceramida.
La localitzacié citosolica de la GCS és un avantatge per al control dels nivells citosolics de la

ceramida.

Per conéixer el paper dels GSLs és molt important tenir céllules mutants per la glicosilacio.
Nozue i col., (1988) van generar una linia cellular deficient de GCS. Aquesta linia era una linia
de melanoma de ratoli GM-95. Van veure que les cellules deficients per la GCS tenien una
manca de GSLs. Tot i aixd les cellules no necessitaven GSLs exdgens per créixer, cosa que
implica que no sén essencials per al creixement i la supervivéncia de les céellules animals. Perd

que els GSLs no siguin essencials in vitro no vol dir que no ho siguin in vivo.

El tractament d'animals amb inhibidors de la GCS permeten supervivencia de I'animal,

tant en ratoli (Platt i col., 1997b) com en embrions de peix medaka (Fendersoni col., 1992).

El model animal amb deficiencia de GCS demostra que es necessari per al
desenvolupamet embrionari, ja que el ratoli mutant per GCS mor en la gastrulacid per apoptosi
(Yamashita i col., 1999; Yamashita i col., 2002). Pero en celdules en cultiv no s'observa ni

increment d'apoptosi ni mort cel fular (Yamashita i col., 1999).

2.2.2. DEGRADACIO DELS GLICOESFINGOLIPIDS

El catabolisme dels GSLs consisteix en [|'eliminacié seqUencial dels residus sucre,
comencant pels GSLs més complexos fins arribar a la glucosilceramida, la ceramida i al final

I'esfingosina.

La degradacié constitutiva dels glicoesfingolipids es déna en els compartiments acidics de
la celdula, com sén els endosomes tardans i lisosomes. Aqui les estructures de membrana sén
digerides per hidrolases solubles ajudades per proteines activadores també solubles. Els
fragments de la membrana que contenen GSLs per degradar sén endocitats i transportats pels
compartiments endosomals fins arribar al lisosoma, on passen a ser estructures de membrana

lisosomal.

Un cop als lisosomes les diferents reaccions de degradacié sén catalitzades per hidrolases
que tenen un pH dacid optim. Molts d'aquests enzims necessiten cofactors, com les saposines

(SAPs, Sphingolipid Activator Protein), per a catalitzar les seves hidrdlisis.

Les hidrolases tallen els sucres seqUencialment fins obtenir ceramida, que s'acaba
degradant a esfingosina per una ceramidasa dacida. Els fragments tallats, tant els sucres com els
acids grassos, poden tornar a reincorporar-se a la via de biosintesi, reciclant-se per formar nous

GSLs, o continuar degradant-se.
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Els intermediaris lipidics que es van formant durant el procés de degradacidé queden
atrapats en els compartiments lisosomals i no participen en el procés de senyalitzacié de la

céellula.

Si algun d'aquests enzims, o dels seus activadors (les SAPs), sén deficients el substrat
corresponent s'Tacumula en el lisosoma. En la figura I.15 es pot veure la via de degradacié dels

glicoesfingolipids amb les malalties associades, anomenades esfingolipidosis.

2.3. MALALTIES ASSOCIADES AL METABOLISME DELS
GLICOESFINGOLIPIDS

2.3.1. MALALTIES  ASSOCIADES A LA SINTESI DE
GLICOESFINGOLIPIDS

Fins al moment només s'ha descrit una malaltia associada a la sintesi de GSLs. Aguesta
malaltia és una epilépsia infantil causada per una deficieéncia en la sintasa GM3 (Simpson i col.,

2004), que s’ha trobat només en una familia.

Aquest enzim catalitza la sintesi del gangliosid GM3 a partir de lactosilceramida. En

aquesta malaltia es veu afectada la sintesi de les séries de gangliosids a i b (Figura 1.14).

Cer
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= LacCer
/?"VA:/
e L Gmas
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GA2 GM3 ? GD3 Gby, Le,
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GA1 GM2 GD2 Gb,
! !
GM1b GM1a GD1b Paragloboside
" \
GDic GD GD1a GT1b
NeuAc (0-2,3) paragloboside
NeuAc (-2,6) paragloboside
GT1a GQ1b
o-series a-series b-series Globo-series Neolacto-series

Gangliosides

Figura I.14. Ruta de sintesi dels GSLs. En blau es marquen els gangliosids que no
es poden sintetitzar en abséncia de la sintasa GM3 (Simpson i col., 2004).
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2.3.2. MALALTIES ASSOCIADES A LA DEGRADACIO DELS
GLICOESFINGOLIPIDS: LES ESFINGOLIPIDOSIS

Les esfingolipidosis sén el conjunt de malalties que es caracteritzen per tenir errors innats

del metabolisme on és deficient la degradacié d'algun glicoesfingolipid (Watts, 2003).
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Figura I.15. Catabolisme dels glicoesfingolipids i malalties associades (figura adaptada de Jeyakumar i
col., 2002). En color verd es marquen les esfingolipidosis i en blau I'enzim i, si en tenen, I'activador, que
sén deficients en cada malaltia.
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La freqUéncia d'aquestes malalties individualment no és molt elevada, perod la conjunta és
de 1:18000 naixements. Com que els GSLs sén abundants en el sistema nervids central, el cervell
és un dels organs afectats en aquestes malalties, que sén una de les majors causes de
neurodegeneracid en pediatria (Meikle i col., 1999). La malaltia de Gaucher de tipus | és la
esfingolipidosi més freqUent i es troba en elevada freqUéncia en jueus asquenasites (Beutler i

Grabowski, 2001).

Les malalties sén el resultat de la deficiencia d'un enzim especific, que fa que s'acumuli un
GSL derivat de la GlcCer (figura I.15). La majoria sén malalties autosdmiques recessives, excepte
la malaltia de Fabry que és ligada al cromosoma X (Desnick i col., 1979). També n'hi ha
causades per I'acumul de GSLs derivats de GalCer, com sén la malaltia de Krabbe i la

Leucodistrofia Metacromatica (Kaye, 2001).

El nivell d'activitat de I'enzim en els individus afectats correspon en certes malalties amb
I'edat d'aparicié de la malaltia, la severitat i I'esperanca de vida (Conzelmann i Sandhoff, 1983).
La malaltia de tipus infantil apareix quan la mutacid en el gen responsable produeix nivells molt
baixos o nuls d'activitat residual de I'enzim. El tipus juvenil és degut a mutacions que donen una
activitat residual major que en el cas anterior, enlentint el ritme d'acUmul, retrassant I'aparicié

dels simptomes i la progressié de la malaltia. La forma cronica o adulta pot desenvolupar els

simptomes en qualsevol moment, des de l'infantesa fins a I'edat adulta i té nivells d'activitat
d'enzim apreciables (Rapola, 1994). En aquest tipus de la malaltia el ritme d’acUmul és més lent,
és refrassa la presentacié de la clinica i s’allarga el procés de la malaltia. Es dificil d’establir la
freqUencia del tipus adult de les malalties degut a que la majoria dels individus no es
diagnostiquen bé i es confonen els simptomes amb la presentacié clinica d'altres desordres

neurologics.

El tractament d'aquestes malalties estd enfocat a augmentar els nivells d'enzim  per
compensar el defecte enzimdtic. Aixd implica estrategies com sén I'administracié intfravenosa
de I'enzim (ERT, ‘enzyme replacement therapy’), transplantament del moll de I'ds (BMT, ‘bone
marrow transplantation’), terapia amb céllules mare i terdpia genica. L'estratégia d'ERT ha estat
utilitzada amb éxit com a tfractament de la malaltia de Gaucher (Barton i col., 1990) i de Fabry
(Brady i col., 2001; Schiffmann i col., 2001). Els resultats de BMT son variables i depéen de tenir bons
donants de medulla (Rindgen i col., 1995). La terdpia génica (Barranger i Novelli, 2001) i la
terdpia amb céldules mare estdn encara en fase experimental (Lynch i col., 1999). Una altra
aproximacid és la terdpia de reduccid de substrat (SRT, ‘substrate reduction therapy’), que

pretén compensar la manca de degradacid dels GSLs inhibint la biosintesi (Dwek i col., 2002).
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3. LA MALALTIA DE GAUCHER

La malaltia de Gaucher és un error innat del metabolisme dels glicoesfingolipids, heretat
com una malaltia autosdmica recessiva i degut a la deficiencia de la hidrolasa lisosdomica B-
glucosidasa acida o glucocerebrosidasa (EC 3.2.1.45). La deficiencia de I'enzim produeix un
acumul del seu substrat principal, la glucosilceramida o glucocerebrdsid, principalment en els

fagocits mononuclears.

3.1. FITES IMPORTANTS EN LA HISTORIA DE LA MALALTIA

La malaltioc de Gaucher va ser descrita per primera vegada I'any 1882 per Phillippe
Charles Ernest Gaucher, que va presentar el cas d'una pacient amb hepatoesplenomegadlia i
simptomes que semblaven leucemia. Gaucher va pensar que podia ser una forma benigna de
leucémia. La primera vegada que es va fer sevir el nom de malaltia de Gaucher va ser Brill I'any
1905.

L'any 1924, Epstein va descriure la preséncia d'un lipid en les cellules de pacients amb
aquesta malaltia i la va classificar com a malaltia d'acumul lipidic, perd va identificar
erroneament el lipid com a galactocerebrosid. L'any 1934 Aghion va identificar correctament el

material acumulat com a glucocerebrosid.

El primer que va descriure la transmissid genetica de la malaltia i va suggerir que era una
malaltia autosdmica recessiva va ser Groen I'any 1948. L'any 1965, Brady i col., van definir la
deficiéncia enzimatica com un error en la sintesi de la glucocerebrosidasa. Tres anys més tard,
Weinreb va descriure la localitzacid lisosomica de I'acumul de glucocerebrosid (Weinreb i col.,
1968).

L'any 1971, O'Brien identifica la preséncia d'un co-activador de la glucocerebrosidasa,

gue més tard s'’anomenaria saposina C.

L'any 1977 s’aconsegueix purificar glucocerebrosidasa de placenta (Furbish i col., 1977). A
partir d'aquell moment es va comencar a estudiar la possibilitat d’administrar aquesta

glucocerebrosidasa com a terdpia, el que seria la terapia de reemplacament enzimatic.

El mateix any, Burns utilitzant marcadors de superficie demostra que les céliules
d'emmagatzematge en la malaltia de Gaucher sén del linatge dels macrofags (Burns i col.,
1977). L'any segUent Stahl i Sly demostren el reconeixement i la captacié de glicoproteines per

receptors de manosa en la superficie dels macrofags (Sly i col., 1978; Stahli col., 1978).
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L'any 1982 Nilsson i Svennerholm troben en teixit cerebral de pacients de la malaltia de
Gaucher gue tenen acumulats diferents esfingolipids, proposant que és la causa de la

neurotoxicitat.

L'any 1985 es clona el cDNA del gen GBA (Sorge i col., 1985) i I'any 1987 s’identifica la
primera mutacié en aquest gen causant de la malalltia de Gaucher, la mutacié L444P (Tsuji i col.,
1987). Pocs anys després es caracteritzen el gen GBA i el pseudogen (Reineri col., 1988; Horowitz
icol., 1989).

A partir dels anys 90 s’han fet molts avencos en la terdpia de la malaltia. L'any 1992 es
déna la llicencia per utilitzar alglucerasa (glucocerebrosidasa de placenta) per a terapia i I'any

segUent es dona per I'imiglucerasa (glucocerebrosidasa recombinant).

Durant aquests anys comencen les primeres aproximacions a la terapia genica amb els

primers assajos clinics, tot i que encara no s'ha pogut aplicar amb éxit.

L'any 1998 comencen els primers assajos clinics per utilitzar la terdpia de reduccié de
substrat, utilitzant inhibidors de la GCS. L'any 2002 es ddna llicencia per utilitzar un d'aquests

inhibidors, el NB-DNJ (N- butyldeoxynojirimycin), com a terdpia de la malaltia de Gaucher.

3.2. PREVALENCA DE LA MALALTIA

La malaltia de Gaucher és una malaltia poc freqlent, especialment prevalent en la
poblacié de jueus asquenasites, terme hebreu que vol dir “alemany” amb el que es designa els
jueus que emigraren cap a Poldonia, Russia, Litudnia i Ucraina. L'any 1973, Fried va estimar la
incidencia de la malaltia en la poblacié de jueus asquenasites d'lsrael en 1:10000. Perd el fet
gue molts pacients de Gaucher no arriben a ser diagnosticats, feia pensar que la incidéencia

seria major de I'estimada.

Posteriorment, a partir d'andlisis genetics es van establir estimacions més robustes de Ia
freqUencia de la malaltia. Aixi, per exemple, en un estudi realitzat per Beutleri col. (1993) de 2121
individus jueus asquenasites normals 121 eren portadors de la mutacié N370S i 6 eren homozigots
per la mateixa mutacid, donant una freqiéncia génica de 0.0231. Segons un alire estudi de
Zimran i col. (1991) de 2305 individus normals 10 eren heterozigots per la mutacié 84GG, donant
una freqiencia de 0.00217. Aquestes freqiéncies donen una incidencia de la malaltia en jueus

asquenasites de 1 de cada 855 naixements.

Hi ha poques dades sobre la incidencia de la malaltia en poblacions no jueves, on de
totes maneres, la freqUéncia és baixa. Tot i qixi, existeixen estudis de freqléncia de la malaltia
en diferents paisos europeus. Per exemple, en poblacid holandesa s'han descrit uns 200 casos
(de 15 milions) (Beutler i Grabowski, 2001). Altres paisos europeus on s’ha descrit la malaltia amb

un nombre de pacients considerable sén Franca (Germain i col., 1998), Alemanya (le Coutre i
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col., 1997), Republica Txeca (Hodanov i col., 1999), Espanya (Cormand i col., 1995) i Portugal

(Amaralicol., 1996). En aquestes dues Ultimes poblacions la mutacié més freqUent és la N370S.

S'ha suggerit que I'elevada freqiéncia de la malaltia de Gaucher en la poblacié de jueus
asqguenasites, aixi com la d'altres lipidosis com Niemann-Pick i Tay-Sachs, es podria explicar per
deriva génica o per avantatge dels heterozigofts. Aixi, es proposa que els heterozigots per alguna
d'aquestes malalties podien tenir una major resistencia a la tuberculosi (Diamond, 1994; Roftter i
Diamond, 1987).

3.3. CLINICA DE LA MALALTIA

La malaltia de Gaucher (GD) presenta una simptomatologia de tipus sindromica. Tot i que
té una variabilitat fenotipica molt gran, els trets més caracteristics sén I'hepato i
I'esplenomegalia. Aixi es classifica en tres tipus clinics basant-se principalment en I'absencia
(tipus 1) o presencia (tipus Il'i lll) d'afectacidé del sistema nervids central, i I'edat d'aparicié de la

malaltia.

3.3.1. MALALTIA DE GAUCHER TIPUS |

GD ftipus | (OMIM 230800) és la forma més freqUent de les tres. Per definicid, els pacients no
tenen afectat el sistema nervidés central com a conseqgiencia de I'acUmul, i tots els simptomes
neuronals observats sén secundaris a les complicacions sistemiques de la malaltia. Aquesta
forma cronica no neuroldgica s'ha descrit també com a forma adulta, tot i que alguns

simptomes poden aparéixer durant I'infancia.

El tipus | és una malaltia d'acumul multisistémica, caracterizada per una gran variabilitat
en I'edat d'aparicié de la malaltia, les manifestacions cliniques i la progressid de la malaltia. Els
simptomes inicials poden aparéixer en el naixement. En canvi, hi ha malalts que es
diagnostiquen a la vuitena decada de vida (Berrebi i col., 1984) o altres sén assimptomatics, i

només se'ls detecta fent un estudi familiar o poblacional.

Les manifestacions viscerals s'expliquen per la distribucid de les céeldules d'acimul
(céllules Gaucher), que sén macrofags on s'acumula el substrat no degradat. Aquestes célules
sén responsables de I'hepatoesplenomegdlia (o malfuncionament del fetge o la melsa), anémia,

tfrombocitopénia i manifestacions ossies diverses.

L'esplenomegdlia és present en el 90% dels pacients i I'hepatomegdlia entre el 70-80% dels
casos de tipus I. La trombocitopénia és el simptoma hematoldgic més freqlent, degut a la

invasié de la medula ossia per céllules Gaucher.
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La implicacié ossia apareix en un 75% dels casos, tot i que les lesions Ossies sén variables,

des de osteopeénia a lesions destructives de I'Os.

3.3.2. MALALTIA DE GAUCHER TIPUS |l

Es la forma més severa de la malaltia que es caracteritza per I'aparicié molt prematura i la
rapida progressié de I'afectacié neuroldgica. Aquesta forma, també coneguda com a forma
infantil, és molt rara (1:500000 naixements). La majoria dels casos apareixen al voltant dels 6
mesos d'edat. L'afectacié neuronal s predominant i normalment sol ser diagnostica. Els nens

amb el fipus Il moren durant els 2 primers anys de vida, amb un deteriorament psicomotor greu.

3.3.3. MALALTIA DE GAUCHER TIPUS Il

El tipus Il és una forma rara (1:100000) que es caracteritza per tenir una aparicid més
tardana i una afectacié neuroldgica menor que el tipus Il. La forma prototipica d'aquest tipus és
la que s’ha vist en la regié de Norbotten (Suecia), amb un curs de la malaltia molt sever, amb

demencia i ataxia (Erikson, 1986). L'afectacio visceral és menor.

Una clinica molt particular que s'ha frobat en pacients d'aquest tipus de la malaltia és
I'afectacid cardiovascular amb esclerosi vascular i oclusid aodrtica severa (Chabds i col., 1995;
Bohlega i col., 2000).

3.4. DIAGNOSTIC DE LA MALALTIA

3.4.1. DIAGNOSTIC MORFOLOGIC

Classicament el diagnostic de la malaltia de Gaucher s'ha basat en la deteccié
especifica de les céllules que acumulen el glucocerebrosid, anomenades cellules Gaucher.
Perd s'han descrit céllules molt similars en altres malalties, que s'"han anomenat célfules pseudo-
Gaucher. Aix0 ha fet que s'utilitzin alires técniques bioguimiques i moleculars que sén més

especifiques i menys invasives.

3.4.2. DIAGNOSTIC ENZIMATIC

El diagnostic enzimdtic es basa en la mesura de I'activitat de la glucocerebrosidasa

(GlcCerasa) a partir de céllules. Els leucocits de sang periferica tenen normalment una activitat
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elevada de glucocerebrosidasa que es veu disminuida en celules de malalts (Kampine i col.,
1967). Per mesurar aquesta activitat s'utilitzen substrats sintétics de la GlcCerasa, com el 4-
metilumbeliferil-B-glucosid. Aquest substrat es digerit a pH 5, perd en canvi a pH 4 només es
detecta un 10% de I'activitat (Beutler i Kuhl, 1970a, 1970b). També es poden utilitzar fibroblasts,
liquid amnidtic o vellositats corioniques per fer la mesura de I'activitat (Beutler i col., 1971). La
demostracié de la reduccié en I'activitat enzimatica de la glucocerebrosidasa determina el

diagnostic per a la malaltia.

Pel que fa al diagnodstic de portadors, en leucocits i fibroblasts frobem la meitat
d'activitat normal de I'enzim en els heterozigots, tot i que hi ha solapament entre valors normals i
valors de portadors. El diagnostic enzimatic tampoc pot distingir entre els tipus neuronopdtics
(tipus 11'i ) i no neuronopadtics (tipus 1), ja que hi ha també solapament dels valors d'activitat
entre els diferents tipus (Grabowski i col., 1996). En general, en adults malalts trobem que I'enzim
té entre el 10-30% de I'activitat normal i en nens el 10% o menys (Grabowski i col., 1996; Enderlin i
col., 2003).

En el plasma de pacients de la malaltia de Gaucher es troben augmentades les
activitats d’alguns enzims, com sén la fosfatasa acida (Robinson i Glew, 1980; Lam i col., 1982),
altres enzims lisosomals com I'hexosaminidasa (Ockerman i Kohlin, 1969), I'enzim convertidor
d’angiotensina (Lieberman i Beutler, 1976; Silverstein i Friedland, 1977) i la quitotriosidasa (Hollak i
col., 1994; Balicki i Beutler, 1995; Den Tandt i Van Hoof, 1996). Sobretot la quitotriosidasa s’ha
establert com un bon marcador per a seguir la progressié de la malaltia i I'efecte de la terapia,
ja que correlacionen molt bé els seus nivells amb la severitat de la malaltia (Beutler i col., 1995).
Un altre marcador que s'esta utilitzant darrerament per la malaltiac de Gaucher és el
CCLI18/PARC (Boot i col., 2004).

3.4.3. DIAGNOSTIC GENETIC

El diagndstic basat en I'andlisi del DNA és un bon complement al diagnostic enzimatic.
Té certs avantatges respecte el bioquimic, com per exemple que es poden distingir

perfectament malalts de portadors.

S'han trobat moltes mutacions causants de malaltia. Les mutacions N370S i 84GG
representen entre el 80-90% d'allels causants de la malaltia en la poblacié de jueus
asquenasites. En poblacions no jueves les mutacions N370S i L444P representen el 70% d’'alels
responsables de la malalfia. S’han desenvolupat diferents tecniques basades en la PCR per
facilitar la deteccié de mutacions (Zimran i col., 1989a; Theophilus i col., 1989b; Mistry i col., 1992;
Tayebi i col.,, 1996) i s’han establert protocols moleculars rutinaris per a les mutacions més

freqUents.

En el cas que el pacient sigui portador d'un al el poc freqUent es pot realitzar I'andlisi de

marcadors polimorfics per dur a terme un diagnostic indirecte (Cormand i col., 1998a).
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L'andlisi mutacional pot tenir un valor predictiv per a determinar la progressié de la

malaltia (Theophilus i col., 1989a; Mistry i col., 1992), ja que s’han establert algunes correlacions

genotip-fenotip clares, com I'associacié de la mutacié N370S amb el tipus | de la malaltia,

encara que la correlacié genotip-fenotip no és absoluta (Sidransky i col., 1992).

3.4.4. DIAGNOSTIC PRENATAL

El diagndstic genétic i I'enzimatic permeten realitzar diagndstics prenatals, en families

que presenten algun antecedent amb la malaltia. Aquest diagnostic es pot fer a partir de

diferents teixits fetals, com son vellositats corioniques o amniocits.

3.5. PATOLOGIA CEL LULAR

La malaltia de Gaucher és causada per mutacions en el gen que codifica per la

glucocerebrosidasa lisosomal o en alguns pocs casos el seu activador, que ddna com a resultat

que la glucosilceramida es degradi més lentament que en les celdules normals i s'Tacumuli en els

lisosomes de les célules. Aquest acumul té unes conseqUéncies patoldgiques.

ER lumen cytosol

GlcCer

Ryanodine = « Ca?* transi
4 - Cqzr —> Ca® transient
receptor generation

if

ﬂﬁ.ﬁﬂﬂ
JuuES U

J

Plasma membrane biosynthesis

J

Axonal and dendritic growth

")
Other subcellular

Figura 1.16. Efectes de I'acUmul de GicCer en el creixement
neuronal (figura modificada de Ginzburg i col., 2004). Els GSLs
podrien sortir del lisosoma i interaccionar amb proteines de
I’homeostasi del Ca i enzims de la sintesi de fosfolipids, com la CCT,
augmentant la sintesi de fosfatidilcolina.

Es coneix molt poc de com
I'acumul de GICer en els lisosomes
produeix la patologia celular. No
se sap per exemple si la GlcCer
produeix la patfologia des dels
lisosomes o si pot sortir una part
dels lisosomes i interactuar amb
altres vies cellulars i bioguimiques
d'altres orgdnuls. Alguns estudis
recents semblen recolzar la
segona hipotesi. Per exemple s’ha
vist que I'acumul de
glucosilceramida augmenta la
sintesi de fosfatidilcolina en les
neurones, activant la CCT (CTP:

fosfatidilcolina  citilidilfransferasa)

(Bodennec i col., 2002) i en macrofags (Trajkovic-Bodennec i col., 2004). També s'ha vist que

estd afectada la homeostasi del calci en neurones que acumulen GlcCer (Korkotian i col., 1999).

En la figura .16 veiem un esquema de les possibles interaccions de la GlcCer fora del lisosoma.
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Com a conseqiéncia de I'acumul de GlcCer als lisosomes, aguesta provoca moltes
respostes celdulars sobretot en les céllules Gaucher, macrofags que fagociten alires celules,
especialment celdules sennescents de la circulacié sanguinia (Bitton i col., 2004). L'origen
macrofagic de les cellules Gaucher s’ha demostrat en molts estudis on s'han detectat

marcadors de superficie de macrofags o una activitat fagocitica intensa (Boven i col., 2004).

Les celdules Gaucher mesuren entre
20-100 um de diametre, normalment tenen
el nucli no centrat i el citoplasma estriat.
En la figura 1.17 veiem una céliula

Gaucher.

En la malaltia de Gaucher es veuen
afectats els macrofags del fetge (céllules

de Kupfer), de 1'0s (osteoclasts), del

sistema nerviés central (microglia), dels
pulmons (mocrc‘)fogs alveolars), la melsa, Figura I.17. Cellula Gaucher en un aspirat de medulla

. ) o ossea d’ un pacient Gaucher de tipus I.
la medulla ossea i d'altres teixits.

Des de que es van descriure els macrofags com a principals céllules afectades en la
malaltia de Gaucher s'ha intentat esbrinar com s'altera la biologia del macrofag en la malaltia.
Sembla que la patologia no es produeix només per I'acumul de GlcCer, sind també per
I'activacié del macrofag. En el plasma dels pacients s'han vist augmentats els nivells de molts
factors, com ara IL-1B, IL-6, TNFa., sIL-2R (Barak i col., 1999), CD14 i M-CSF (Hollak i col., 1997) com
a conseqUencia d'aquesta activacid del macrofag. Aquests canvis podrien contribuir a
I'activacid d'alguns trets patogénics, com son I'osteopénia o els problemes de coagulacid

(trombocitopénia).

3.6. BIOQUIMICA DE LA W%ﬂ@q
MALALTIA Sttt S

Glucosylceramide
(Glucocerebroside)

En la malaltia de Gaucher estd bloquejada la
degradacié de la glucosilceramida (Figura 1.18).
Perd per a qué aquesta reaccié es produeixi han

d'intervenir-hi dues profeines: una hidrolasa, la

glucocerebrosidasa, i un activador, la saposina C. ‘

Totes dues proteines permeten la degradacié de la

glucosilceramida en glucosa i ceramida. . » )
Figura 1.18. Reaccidé catalitzada per la

Glucocerebrosidasa (figura modificada de
Sidransky, 2004).
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3.6.1. EL SUBSTRAT: LA GLUCOSILCERAMIDA (GlcCer)

La Glucosilceramida (GlcCer) o glucocerebrosid és el

A Cerebroside

nucli de I'estructura de la majoria dels glicoesfingolipids.
Aquest glicoesgingolipid conté un grup hidrofilic (D-glucosal)
. i una cadena lipidica hidrofobica (Figura 1.19). Els
cerebrosids son els glicoesfingolipids més simples que hi ha,
formats per ceramida i glucosa (glucocerebrosid) o

ceramida i galactosa (galactocerebrosid).

La glucosilceramida es troba basicament en mamifers,
tot i que també s’ha descrit en algunes plantes amb una

estructura diferent (Sullards i col., 2000).

La GlcCer s’ha descrit no només com a infermediari

Ceramide

CHy .'3,; Lignoceric de la ruta de sintesi i degradacid dels GSLs, sind també és
|

i un component de les membranes implicat en diferents

i processos celiulars, com sén proliferacié (Hannun i Bell,

;: 1989), fransformaci® oncogénica i metastasi tumoral
e (Morton i col., 1994), i diferenciacio (Schwarz i col., 1995).
g:z També estd implicada en trombosi venosa i en I'activitat
2:2 anficoagulant de la proteina C (Deguchii col., 2001).

Figura I.19. Estructura quimica del
glucocerebrosid o glucosilceramida.

3.6.2. L'ENZIM: LA GLUCOCEREBROSIDASA

La glucocerebrosidasa o B-glucosidasa dacida (GlcCerasa, EC 3.2.1.45) és una proteina
periferica de membrana (Erickson i col.,, 1985) que hidrolitza I'enllac B-glucosil de la
glucosilceramida en els lisosomes. Aquesta proteina requereix I'accié coordinada de la saposina

C i de lipids carregats negativament per la seva maxima activitat (Grabowski i col., 1990).

Segons la seva seqUencia la GlcCerasa es va classificar com un membre de la familia de
les glicosil hidrolases 30, que inclou les hidrolases presents en mamifers. Segons el plegament,
gue en aquestes proteines estd més conservat que la seqiéncia, formen part del ‘clan’ de les

glicosil hidrolases A (GH-A, glycoside hydrolase A).
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La proteina madura humana té 497 aminodcids i un pes molecular de 55 kDa. Conté un
péptid senyal que pot tenir 19 o 39 aminodcids degut a la preséncia de dos inicis de fraduccid

funcionals (Sorge i col., 1987) i que i

2
. . o
permet a la proteina translocar-se al lumen ms}-m/a}i\: Domain|
/T N

del reficle endoplasmatic. La forma SASSN—

o = . ‘. Domain Il
dlicosiada de la proteina té un pes ‘)1 ,\___\ ":'(" R 2
molecular de 65 kDa. 4%} ot S |

Recentment s’ha establert la seva
estructura amb raigs-X (Dvir i col., 2003).
S'ha vist que el plegament de la proteina
genera 3 dominis, que en la figura 1.20 es

marquen en blau, verd i rosa.

El primer domini (rosa) es troba
estructurat en 4 ldmines B, el segon (verd)
esta format per dues Idmines B i el tercer
domini ( blau), que és el catalitic, conté 8 Figura 1.20. Estructura  tridimensional de Ia

L Ca . Glucocerebrosidasa (figura de Dviri col., 2003).
hélix a i 8 lamines B. (fig )

3.6.3. L'ACTIVADOR: LA SAPOSINA C

Les proteines activadores d'esfingolipids (SAPs, sphingolipid activator proteins) sén
glicoproteines enzimdaticament inactives, que sén cofactors essencials en la degradacié dels
glicoesfingolipids de cadena curta d'oligosacarids. Aquests cofactors permeten la interaccié

entre les hidrolases solubles i els seus substrats units a membrana.

Hi ha 4 saposines, la A, B, Ci D, que es produeixen per un processament proteolitic a partir
d'un mateix precursor, la prosaposina (PSAP). El precursor de 70kDa és una glicoproteina que és
processada proteoliticament fins a obtenir les 4 proteines madures. Les 4 SAPs A-D sén petites
proteines d'uns 80 aminodcids. Contenen sis cisteines altament conservades i un lloc de N-
glicosilacio (Kishimoto i col., 1992). Concretament la saposina C té el lloc de N-glicosilacio en el

residu asparagina 22 (Asn 22).

La Saposina C es va dillar de la melsa de pacients amb la malaltia de Gaucher (Ho i
O'Brien, 1971). Es necessaria per la degradacié lisosomal de la glucosiliceramida per la
GlcCerasa. La SAP C a més li confereix a la GlcCerasa més resisténcia a les proteases de la

céllula (Suniicol., 2003).
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La seva estructura tridimensional es va establir I'any 2003 (de Alba i col., 2003) (Figura 1.21).

La estructura de la Saposina C consisteix en 5 helixs alfa que formen mitja esfera. Els aminodcids

carrregats queden exposats, mentre que els residus hidrofobics queden dins el nucli de la

proteina.

Helix |
%

Helix |

¥y

Figura 1.21. Diagrama de la Saposina C humana, des de tres angles diferents ( figura de
deAlba i col., 2003). Els atoms de sofre dels ponts disulfur estan marcats amb groc. Trobem 5
helix « : Helix I (vermell), Helix Il (blau fosc), Helix Il (lila), Helix IV (blau clar) i Helix V (verd).

3.6.4. MECANISME CATALITIC

El mecanisme d'accié de la saposina C implica una interaccid proteina-proteina (Figura

1.22), formant un complex 1:1 amb la glucocerebrosidasa (Berent i Radin, 1981; Morimoto i col.,

1990). Sembla que la saposina C adquireix propietats hidrofobiques a pH dcid, augmentant la

seva dfinitat d'unié a la membrana. Provablement per aquest mecanisme facilita I'associacié

de la glucocerebrosidasa a la membrana per degradar la glucosilceramida (Vaccaro i col.,

Lysosome

intralysosomal

2 lysosomal
Vesicle Y

Membrane

Figura 1.22. mecanisme de

Model per al
degradacié de la GlcCer per GlcCerasa i sapC
(figura de Willkening i col., 1998).

1999).

La interaccié de la saposina C amb la
membrana produiria defectes en la capa
lipidica que afavoririen I'atac de les hidrolases
per la degradacié de la GlcCer (Wilkening i col.,

1998).

Les propietats de la saposina C també
estarien afavorides per la presencia en la
membrana de lipids acidics, com
bis(monoacil)glicerofosfat (BMP). Sembla que
en afegir BMP als liposomes augmenta de 4 a
20 vegades la degradacid de la
glucosilceramida (Wilkening i col., 1998; Linke i

col., 2001).
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3.7. GENETICA DE LA MALALTIA

La malaltia de Gaucher és una malaltia d'heréncia autosdOmica recessiva, causada
principalment per mutacions en el gen que codifica la glucocerebrosidasa, el gen GBA. En uns
pocs casos les mutacions causants de la malaltia s’han trobat en el gen que codifica I'activador

de I'enzim, la saposina C, que és el gen de la prosaposina (PSAP).

3.7.1. EL GEN GBA | EL SEU PSEUDOGEN (GBAP)

El gen que codifica la hidrolasa dcida glucocerebrosidasa és el gen GBA, situat en el
cromosoma 1 en la banda g21 (Ginns i col., 1985). El gen té aproximadament 7.6 kb i conté 11
exons. Les caixes TATA- i CAAT-like del promotor s'han identificat a 260 pb upstream de I'ATG

inicial (Reinericol., 1988).

El cDNA de GBA té unes 2,5 kb (Sorge i col., 1985; Tsuji i col., 1986; Reineri col., 1987). Sorge
a I'any 1987 va demostrar que el cDNA contenia dos ATG (Sorge i col., 1987). No s’ha establert
encara la funcié que poden tenir aquests dos ATG, perd sembla que els peptids senyals generats

per cada ATG tenen una hidrofobicitat diferent i els dos ATG donen un enzim actiu.

Existeix un pseudogén (GBAP) localitzat a 16 kb a 3’ del gen funcional GBA (Figura 1.23).

L'any 1988 es van caracteritzar el geni el pseudogen (Reineri col., 1988).

GBA
1g21 5'__% T
Alu Alu Alu Alu
GBA 1 2 . 3,4 5 6 7 8 9 11
1 2 345 6 7 8 9 11

\ \4 Figura 1.23. Estructura
genomica del gen GBA i del

del 5pb del 55pb seu pseudogéen (GBAP)

Tots dos comparteixen una gran homologia de seqUencia. El gen GBA huma ocupa 7.6 kb
en el DNA gendmic i el pseudogen 5.5 kb (Horowitz i col., 1989). La identitat de nucledtids entre
el gen i el pseudogén és del 96% (Horowitz i col., 1989). L'estructura del gen i el pseudogéen sén
molt semblants. Tots dos tenen 11 exons i 10 introns. Els exons van de 88 pb fins a 648 pb i els
introns des de 104 pb fins a 256 pb.

33



Infroduccio

A més dels canvis puntuals, les diferencies més importants entre el gen i el pseudogén son
dues delecions en els exons 4 i 9 del pseudogén, de 5 pb i 55 pb respectivament, i la preséncia
de 4 sequéncies Alu en els infrons 2 (313pb), 4 (626pb), é (320pb) i 7 (277pb) del gen (Horowitz i
col., 1989).

Tots aquests canvis fan que el pseudogen, encara que es transcrigui, no es tradueixi per

falta d'una pauta de lectura oberta (Sorge i col., 1990).

Aixi com el gen GBA s'ha trobat en diferents espéecies, com sén ratoli, porc o cavall, el
GBAP només s'ha trobat en espécies de primats i provablement va aparéixer a partir d'una
duplicacié del gen GBA fa uns 40 milions d'anys (Wafaeii Choy, 2005).

La regié on es troba el gen GBA i el GBAP és una regid rica en gens, alguns amb la funcid
coneguda i altres no (Figura 1.24). Immediatament a 5’ de GBA es troba el gen COTE] i després
PROPINT, que son gens de funcid desconeguda. Després trobem CLK2, que sembla que és una
serina/treonina quinasa (Winfield i col., 1977). A 3' del gen GBA trobem primer el pseudogén de
la metaxina (MTXP) i després del pseudogen GBA trobem el gen de la metaxina (MTX), que esta
implicat en transport de proteines a la mitocondria (Armstrong i col., 1997). Aquests dos gens
(MTX i MTXP) es troben orientats en sentit contrari a GBA.

CLK2 PROPINT COTE1 GBA psGBA THBS3 MUC1
TEL e s— - _ /__ CEN
MTX

pPsMTX

Figura 1.24. Regié genomica flanquejant del gen GBA i el pseudogen (figura modificada de Winfield i col.,
1997).

Sembla gue hi ha un gran bloc gendmic que conté el gen GBA i MTX que va patir una
duplicacié, donant com a resultat els pseudogéns GBAP i MTXP (Winfield i col., 1997), i que no va

afectar als gens propers.

Més a 3' del pseudogén GBAP, a una posicid més centromeérica que el gen MTX, trobem el
gen THBS3 i el gen MUCT.

Molt més cap a 5’ del gen GBA, cap al teldomer del bracg llarg del cromosoma 1, trobem el
gen de la piruvat quinasa (PKLR). Entre aquest gen i el gen GBA hi ha unes 70 kb i els
polimorfismes que es froben en aquesta regid estan en desiquilibri de ligament. Moltes
mutacions causants de Gaucher es troben en un mateix haplotip de PKLR, indicant que les

mutacions de Gaucher han aparegut recentment dins I'evolucié humana (Mateu i col., 2002).
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3.7.1.1. POLIMORFISMES EN EL GEN GBA

Dins la regi®é genodomica del gen GBA s'han = 4 Rar Africa
trobat 13 polimorfismes, és a dir, canvis de
nucledtids que no tenen cap efecte a nivell de la «— 6144 a g g a
proteina (Beufler i col.,, 1992b). Aquests 13
polimorfismes estan en desequilibri de ligament
. . . .. . <4— 5135 a c c a
entre ells produint nomes dos haplotips maijoritaris, —dsda 5 el el B
anomenats haplotip Pv1.1+ (o +) i haplotip Pv1.1- i 3931 S B e e
(0 -). També hi ha 2 haplofips més, que sén p s o B S
minoritaris, anomenats africd, que difereix només <— 3297 a g g a
en una posicid respecte I'haplotip — i que s'ha <— 2834 g c a
trobat en poblacié africana, i rar, que difereix en - u= ..
una posicid respecte I'haplotip + (Zimran i col,,
1990a) (Figura 1.25).
<«— 1032 T A A F
S'ha trobat també un altre polimorfisme en
I'intrdé 7, descrit només en poblacié espanyola i <« -414 $f ¢ =
. . . <+— -725 t c c t
portfuguesa (Amaral i col., 1997; Rodriguez-Mari i <+— -802 g a a g

col., 2001).

Figura 1.25. Polimorfismes presents en el
gen GBA i els haplotips que presenten.les
posicions de I'haplotip rar i africa diferents
del + | — estan marcades amb un
recuadre blau i vermell respectivament

3.7.1.2. MUTACIONS EN EL GEN GBA CAUSANTS DE LA MALALTIA DE
GAUCHER
Fins al moment s'han descrit més de 200 mutacions en el gen GBA causants de la malaltia

de Gaucher (Beutler i col, 2005 HGVS, Human Genome Variation Society,

http://www.genomic.unimelb.edu.au/mdi/). Trobem mutacions que produeixen canvis

d'aminodcids, canvis de pauta de lectura, canvis en llocs de splicing o que sdn degudes a

recombinacions entre el geni el pseudogén.

A la taula 1.2 es mostren les mutacions més freqUents en la poblacié espanyola. En la taula
apareix la nomenclatura cldssica de les mutacions (que es la que s'utilitza en aquest treball), la
nova nomenclatura recomanada per a HGVS (tant a nivell de cDNA com de proteina), I'exd on

es froben en el geniI'interés que tenen en aquest treball.
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Taula 1.2. Mutacions descrites en el gen GBA que apareixen en aquest treball. En la taula apareix la
nomenclatura classica de la mutacid, I'exd on se situa la mutacid, la nova nomenclatura a nivell de
cDNA i de proteina, i l'interés que tenen per aquest treball.

Nomenclatura exo6 cDNA Proteina

classica de (nova nom.) (nova nom.) Aspectes d’nterés

la mutacié

N370S 9 c.1226A>G p.N409S Correlacions genotip-fenotip
establertes: associada al tipus |

D409H 9 c.1342G>C p.D448H Correlacions genotip-fenotip
establertes: associada a
calcificacions vasculars.

Forma part de I'al lel Rec TL
L444P 10 C.1448T>C p.L483P Primera mutacié descrita en el
gen GBA.

Correlacions genotip-fenotip
establertes: associada als tipus
neuronopatics Il lll.

Forma part de I'allel Rec TL i del
RecNcil.

3.7.1.2.1. MUTACIONS MES FREQUENTS

De les moltes mutacions descrites fins al moment, només algunes tenen elevades
freqUéncies en determinades poblacions. La més comu és la transicid A—G a la posicid 1226 del
cDNA, que produeix la substitucid Asn—Ser a I'aminodcid 370 (N370S). Aquesta mutacié és
present en un 6% de la poblacié general jueva asquenasita (Beutler i col., 1992) i és la principal

causa de I'elevada incidéncia d'aquesta malaltia en aquest grup étnic.

Una insercié d'una G en la posicié 84 del cDNA és la segona mutacié més freqUent en
poblacié jueva (84GG). Es troba aproximadament en un 0.6% de la poblacié jueva. Com que
produeix un corriment de la pauta de lectura en la regid que codifica per al peptid senyal,

I'allel que porta aquesta mutacié no produeix la proteina (Beutleri col., 1991).

La tfransicié T-C al nucledtid 1448, que produeix una substitcid Leu—Pro a I'aminodcid 444
de la proteina madura (L444P) és present en una elevada freqUéncia en la poblacié
Norrbottnian de Suécia (Dahl i col., 1990). Aquesta mutacid es tfroba també en altres poblacions

amb menor freqléncia.

Algunes mutacions, com la L444P i d'altres, estan presents en el pseudogéen. Aixo fa que
s'incorporin en el gen GBA per recombinacions entre el gen funcional i el pseudogen. Aquestes
mutacions s’anomenen mutacions Rec (de recombinant) (Eyal i col., 1990) o allels complexos
(Latham i col., 1990).
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Pel que fa a la poblacié de
pacients espanyols les mutacions
més freqlents sén la N370S, que
representa el 43,4% del total de
mutacions, seguida per la L444P,

en un 22,7% dels allels mutats

altres
21.7%

(Figura 1.26). Juntament amb la
D409H (4,7%) i la RecNcil (2,8%)
representen més del 70% de les

mutacions (Cormand i col., 1998a).

L'elevada freqUéencia de la
N370S en diferents poblacions ha

fet permés que es pugui estudiar

I'origen d'aquesta mutcié. En

Figura 1.26. FreqUéncia de les mutacions causants de la concref, es van utilitzar

malaltia de Gaucher en la poblacié de pacients espanyols

microsatel lits pr rs al n GBA
(Cormand i col., 1998a]). crosatelits propers ol ge G

per estabir un haplotip comuy en
pacients portadors de la mutacié N370S, tant d'origen espanyol com jueu (Diazi col., 1999; Diaz i
col., 2000; Rodriguez-Mari i col., 2001). A partir d’'quest haplotip comu es dedueix que la mutacié

té un origen comu en les dues poblacions.

3.7.1.2.2. MUTACIONS PRODUIDES PER RECOMBINACIONS ENTRE EL GEN | EL
PSEUDOGEN: AL LELS RECS O AL LELS COMPLEXOS

Els allels complexos s'anomenen aixi per contenir varies mutacions. S6n canvis puntuals
del pseudogén que s'han incorporat en el gen. Podriem dir que en el gen s’ha substituit una
determinada regidé per la seva homologa del pseudogen. Aquests alilels es formarien com a
consequéncia de recombinacions entre les zones homologues del gen i del pseudogen. Per qixo

també s’anomenen allels Rec.

Aquests allels només es troben en heterozigosi. Els pocs casos descrits en homozigosi han
provocat morts neonatals (Strasberg i col., 1994; Sidransky i col., 1996; Tayebi i ol., 1997; Reissner i

col., 1998), per tant sén mutacions que en homozigosi sén letals.

Els primers allels complexos que es van descriure van ser I'allel RecNcil (Eyal i col., 1990;
Zimran i col., 1990b) i RecTL (Eyal i col., 1990; Zimran i Horowitz, 1994). Els canvis puntuals que
caracteritzen I'aldel RecNcil sén la L444P (c.1448T>C), la A456P (c.1483G>C) i la V460V
(c.1497G>C) situades a I'exd 10. De les posicions diferents entre el gen i el pseuddgen, aquestes
son les que es froben més a 3'. En I'allel RecTL a més de les tres anteriors hi frobem també la
mutacié D409H (c.1342G>C) situada en I'exd 9.
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L'al el complex més freqUent és I'allel RecNcil. La freqUencia d'aquest allel varia segons
la poblacid, perd en la majoria és baixa. Per exemple en el cas dels jueus asquenasites aquest
allel complex és molt rar, i practicament no apareix en la poblacié (Beutler i col., 1992q;
Horowitz i col., 1993). En la poblacié espanyola representa el 2.8% de totes les mutacions
trobades en els pacients (Figura 1.23) (Cormand i col., 1998a). En canvi, &s molt freqient entre els

pacients argentins, on s'ha descrit una freqiéncia del 21% (Cormand i col., 1998b).

La deteccid de la mutacié RecNcil es realitza analitzant I'exd 10. Els allels portadors dels
canvis L444P, A456P i V460V sén considerats alilels RecNcil. Aquest alilel es pot generar per
diferents mecanismes, com sén la conversid génica o I'entrecreuament desigual entre el genii el
pseudogén. Com a conseqUencia d'aquest entfrecreuament desigual es produeixen

reordenaments genics que impliquen fusid o duplicacié d'alguna regio (Figura 1.27).

Posteriorment a la descripcid dels allels RecNcil i RecTL s'han descrit altres al‘lels
recombinants (Flocamo i col., 2000; Sinclair i col., 1998). En la majoria d'aquests alilels la regid
implicada en la recombinacio és la regid 3' del gen. En aquesta zona I'homologia entre el geni

el pseudogen és més gran, i aixd podria afavorir els entrecreuaments desiguals.

La existéncia d'allels complexos, no totalment caracteritzats, ha portat a diagnostics
erronis. Aquests errors s’han donat per limitacions tecniques, sobretot quan aguests nous alels
impliquen recombinacions en la regié 5' del gen. Els encebadors que s'utilitzen per amplificar el
gen sén especifics d'aquest, és a dir, no amplifiquen el pseudogén. Per tant, els allels Rec que

incorporen regions del pseudogén tampoc es poden amplificar i poden passar desapercebuts.

g 16kb i vy -
1 2 34 56 7 9 10 11 l.i 1 234 567 8 91011
i A

Area of highest homology —»

" - 55bp
S i 3 del.
1 2 34 56 T 8 9 101 /
A
del.
(1) Gene Fusion _,
5 % w3
Allele AL BIW WO
1 2 34 56 17 ] "} m n
55bp del.
5'.| TEIEE I I AL IR WAL R LAY
12 34 56 7 3 9 10mn f 1 234 567 8 %10n ){1134 567 Szlllll
(2) Duplicated Allele gﬁlbv
el

Figura 1.27. Reestructuracions géniques com a conseqiéncia d’entrecreuament desigual entre el
gen GBA i el seu pseudogen (figura de Tayebi i col., 2003a).
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3.7.1.3. CORRELACIONS GENOTIP-FENCOTIP

Amb les mutacions descrites en el gen GBA causants de la malaltia de Gaucher s’han
pogut establir algunes relacions genotip-fenotip. Aixd0 permet que en alguns casos es pugui

deduir el procés que seguird la malaltia segons la mutacié causant d'aquesta.

Les mutacions es poden classificar en fres categories segons el fenotip que s'ha vist que

produeixen:

x  Mutacions lleus: sén mutacions que no s'han trobat mai en pacients amb afectacié del
sistema nervids central. La N370S és el prototip d'aquest tipus de mutacions. L'enzim que

es sintetitza té una activitat residual relativament elevada.

x  Mutacions greus: sén aquelles que s'han associat amb un fenotip neuronopadtic, que

generen un enzim perd poc funcional. La L444P és un exemple per aquest grup.

x  Mutacions nulles: sén aquelles que impedeixen que es formi I'enzim. La més comu

d’'aquestes és la 84GG, o per la poblacid espanyola la RecNcil. AqQuestes mutacions no
s'han trobat mai en homozigosi o dos mutacions nulles juntes, pel que es dedueix que

son letals.

La mutacié L444P en homozigosi s'associa amb un fenotip neuronopdtic Il o lll. A la
poblacié Norrbottnian (Dahl i col., 1990), que es caracteritzen per ser portadors d'aguesta

mutacio, el fenotip que presenten és de tipus lIl.

La presencia de la mutacié N370S comporta que el pacient no desenvolupi el tipus Il o Il
de la malaltia. A més, és més suau el fenotip de la malaltia si es presenta en homozigosi que no si
ho fa amb heterozigosi amb una severa, com per exemple la L444P (Zimran i col., 198%b;
Theophilus i col., 198%9a). Sobretot, el fet que aparegui en homozigosi la mutacid N370S influeix en
I'edat d'aparicid dels simptomes, que es retrasa més que si estd en heterozigosi (Beutler, 1992).
De fet, alguns homozigots per la N370S no s’'arriben a diagnosticar. Per exemple, en un estudi
que es va fer amb poblacié de jueus asquenasites (Beutler i col., 1993), 4 de 1528 adults

aparentment no malalts van ser genotipats com a homozigots per la mutacié N370S.

Hi ha altres mutacions que s'han associat al tipus lleu de la malaltia com sén la 1402T i la
V375L (Cormand i col., 1997q).

Una altra correlacié genotip-fenotip que s'ha establert és I'associacid entre la preséncia
de la mutacid D409H i I'aparicid d'una forma atipica de la malaltia de tipus Il amb
calcificacions cardiovasculars (Abrahamov i col., 1995; Bohlega i col., 2000; Chabds i col., 1995;

George i col., 2001).

Tot i aquestes correlacions hi ha variacions considerables de fenotip enfre pacients amb
un mateix genotip (Sibille i col., 1993), que poden ser degudes a l'influéncia de factors

ambientals o d'altres factors genétics, com poden ser |'existencia de polimorfismes, com és el
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cas del polimorfisme modficador E326K, (Montfort i col., 2005; Chabds i col., 2005), I'expressié de

la saposina C o d'altres hidrolases (Goker-Alpan i col., 2005).

3.7.2. EL GEN DE LA PROSAPOSINA (PSAP)

El gen que donard lloc a la saposina C és el gen que codifica la prosaposina (PSAP,
precursor de les saposines), que cobreix una regié de quasi 35 kb en la regié g21-23 del
cromosoma 10. El gen va ser mapat inicialment a 10922.1 (Bar-Am i col., 1996) i més tard es va

fer la localitzacié més fina utilitzat polimorfismes de la regid (Cormand i col., 1997b).

El cDNA del gen PSAP codifica un polipéptid de 524 aminodcids, comencant per un
peptid senyal i que conté 4 dominis homolegs d'uns 80 aminodcids cadascun (Furst i col., 1988;
Nakano i col., 1989; O'Brien i col., 1988; Rorman i Grabowski, 1989). Aquests dominis corresponen
a la saposina A, saposina B, saposina C i saposina D, respectivament. El grau d'identitat entre
aqguestes proteines va del 23 al 39%, amb 15 aminodcids conservats entre les 4 proteines. Aquests

15 aminodcids inclouen 6 residus cisteina i una senyal de N-glicosilacio.

El gen de la PSAP té 15 exons. La posicié dels introns, dels residus cisteina i dels llocs de N-
glicosilacid estan molt conservats en diferents especies. Els residus cisteina i els llocs de N-
glicosilacid també estan consevats entre els diferents dominis SAP (figura 1.28). Aixd reforca la
idea que el gen PSAP prové de dos duplicacions en tandem d'un gen ancestral que codificava

per un sol domini SAP (Hazkani-Covo i col., 2002).

ATG Human (ORF: 1584 bp) TAG

I A i I B i | [ l I D I " 1144 bp oo
ATG Mouse (ORF: 1671 bp) TAG

[CA B o B —] p 868bp o
ATG Chick (ORF: 1557 bp) TAG

o Yoo ow oa Yoo ’u_fu_l I|_t|_|_1—|
2255 by

e I e ) p .

ATG Zebrafish (ORF: 1569 bp) TAA

HI_Y_H ’ﬂlﬁ_l_l_ I| (I:l nI In Y]SI |—|  mw

L

Figura 1.28. Comparacié del gen PSAP en huma, ratoli, pollastre i peix zebra. En totes aquestes
especies es troben conservades les 6 cisteines (marcades com a ) i un lloc de N-glicosilacidé
(marcat com a Y) en cada domini SAP. Figura de Cohen i col. (2004).
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L'exd 8 del gen PSAP humd consta només de 9 parells de bases, que codifiqguen 3
aminodcids prop de I'extrem C-terminal de la saposina B (Holtschmidt i col., 1991). Normalment
el MRNA no conté aquest exd, perd s'han trobat mRNAs que continen 6 o 9 bases de I'exd, és a
dir, afegeixen 2 o 3 aminodcids a la proteina. El paper fisioldgic del splicing alternativ d'aquest
exd s'ha estudiat, perd aixi com in vitro sembla que aguests aminodcids canvien I'afinitat per
unir alguns substrats, in vivo sembla que no hi ha diferencies (Henseler i col., 1996a). De fet,

I'splicing alternatiu d'aquest exd s'ha descrit també en ratoli, rata i pollastre (Cohen i col., 2004)

Els exons del gen PSAP que codifiquen la saposina C sén el 10i el 11, com es mostra en la

Figura 1.29.
2.5 kb 2.2kb 2,2kb 2kb 400 bp 400 bp 1,1kb
16 kb 600 bp 700 bp 18 kb 1,5kb 90 bp 700 bp
A 3 B4 5 NN WS 1011112 11381408 15
* + * 4+ +— —
SAP A SAPC SAPD
PSAP

Figura 1.29. Estructura del gen de la PSAP, que codifica per a les quatre saposines.

3.7.2.1. MUTACIONS EN EL GEN PSAP

El fet que el gen PSAP codifiqui les quatre saposines A-D fa que mutacions en aquest gen
puguin causar diferents patologies. Aixi, mutacions en el gen de la PSAP poden causar la
malaltia de Gaucher, perd ho fardn si afecten la saposina C. En canvi, el fenotip serd diferent si

és una altra saposina I'afectada o si ho és tot el gen sencer.

Segons aqixd, i basant-nos en les mutacions descrites fins al moment, podem trobar

mutacions que donin els diferents fenofips:

a) mutacions que afecten tota la PSAP: en aquest cas es produeix una deficiéncia de

totes les saposines. El fenotip que provoca és una esfingolipidosi complexa, ja que hi ha

diferents activitats deficients.

b) mutacions gue afecten només Ia saposina A: una deficiéncia en la saposina A provoca

la malaltiac de Krabbe, perque la sap A actua com a activador de la

galactocerebrosidasa i la deficieéncia d'aquesta activitat causa la malaltia de Krabbe.

c) mutacions que afecten només la saposina B: la sap B actua com a activador de

I'arilsulfatasa A. Per tant una deficiéncia de sap B produeix leucodistrofia metacromadtica

(MLD), que és la malaltia causada per una deficiencia de I'activitat arilsulfatasa A.

d) mutacions gue afecten només la saposina C: una deficieéncia en la saposina C provoca

la malaltia de Gaucher, igual que la deficiencia de glucocerebrosidasa, sobre la que

actua.
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e) mutacions que afecten només la saposina D: aquesta saposina és necessaria per a la

degradacidé de ceramida per la ceramidasa dcida. Fins al present treball, no s’havia

descrit cap mutacié en aquesta saposina ni que afecti només a aquesta saposina.

A la Taula 1.3 es recullen les mutacions descrites en el gen PSAP. Fins al moment de
presentar aquest treball se n"han descrit 13. D'aquestes només tres mutacions causen la malaltia
de Gaucher. Aquestes fres mutacions afecten dues de les 6 cisteines conservades en les

saposines.

Taula 1.3. Mutacions descrites en el gen de la PSAP. En Ila taula es descriu el domini saposina on es
troba la mutacid, I'exd o intrd on es localitza, la posicid en el cDNA, el canvi aminoacidic que
provoca i el fenotip que produeix la mutacio.

Sap exd/intré aminodcid fenotip referéncia

ExS 1 C.1A>T p.MI1L def. PSAP | Schnabeli col., 1992
Exd 1 p.M1V def. PSAP = Amsallem i col., 2005

A Ex6 3 c.207delTGT Krabbe Spiegeli col., 2005

B Intré 5 c.577(-1)G>T MLD Henseler i col., 1996b

B Ex6 6 C.643A>C p.N215H MLD Wrobe i col., 2000

B Ex6 6 C.645C>A p.N215K MLD Regisicol., 1999

B Ex6 6 C.650C>T p.12171 MLD Kretzi col., 1990

B Ex6 7 c.722G>C p.C241S MLD Holtschmidti col., 1991

B Intrd 7 c.778(-2015)C>A MLD Zhang i col., 1990

B Exd 9 c.803delG def. PSAP | Hulkovai col., 2001

C Ex4 10 p.C315S Gaucher Amsallem i col., 2005

C Exd 11 c.11441>G p.C382G Gaucher Rafiicol., 1993

C Exd 11 c.1145G>T p.C382F Gaucher Schnabelicol., 1991

3.8. MODELS ANIMALS

3.8.1. MODELS ANIMALS PER LA MALALTIA DE GAUCHER QUE
AFECTIN EL GEN GBA

El primer model animal per a la malaltia de Gaucher va ser un model cani que va

aparéixer naturalment (Van De Wateri col., 1979), perd es va perdre.

L'any 1992 es va generar el primer model muri per a la malaltia de Gaucher, utilitzant
técniques de disrupcid dirigida (targeted disruption) en el gen de la glucocerebrosidasa murina
(Tybulewiczi col., 1992). Es va crear un al el nul en ce fules mare embriondries i aquestes cellules

modificades genéticament van ser utilitzades per establir el ratoli portador de la mutacié. El ratoli
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homozigot knock-out tenia menys del 4% de I'activitat glucocerebrosidasa normal i moria 24

hores després de néixer. Mostrava un acumul de glucosilceramida als lisosomes.

L'any 1998 es generen ratolins amb mutacions puntuals especifiques utilitzant teécniques
de mutageénesi dirigida (Liu i col., 1998). El fet de generar unes mutacions concretes permetia fer
models murins per als diferents fipus de la malaltia. Van generar ratolins portadors de les
mutacions L444P i RecNcil. L'homozigot per la mutacid L444P tenia més activitat
glucocerebrosidasa i acumulava menys glucosilceramida que I'homozigot RecNcil. Perd els dos
morien durant les primeres 48 h de vida, sembla que per la pérdua de permeabilitat de la

barrera epidermica com a conseqiUéncia de la no degradacié de la glucosilceramida.

S’han generat també ratolins mutants per les mutacions N370S, V394L, D409H i D409V (Xu i
col.,, 2003). Contrariament al que s'esperava el ratoli homozigot per la mutacié N370S
presentava letalitat neonatal. Els alires mutants tenien una activitat reduida de la GlcCerasa i als

pocs mesos presentaven acumul de GlcCer en el fetge, perd cap en el cervell.

3.8.2. MODELS ANIMALS QUE AFECTIN EL GEN PSAP

Fins al moment no s'ha generat cap animal model de la malaltia de Gaucher per
deficiencia de saposina C. El que si s'han generat sén models animals per la deficiencia total de

les saposines i per la deficiencia de la saposina A.

L'any 1996 es va generar un ratoli mutant per al gen PSAP per recombinacié homologa
(Fujita i col., 1996). Una part d'aquests ratolins morien abans de néixer. El que arribaven a néixer
presentaven un fenotip d’'esfingolipidosi complexa, amb simptomes neuroldgics. El catabolisme
de la ceramida s'enlentia i s'acumulava ceramida en el cervell, fetge i ronyd. En el cervell, a

més de I'acumul de ceramida i gangliosids, apareixia una hipomielinitzacio.

L'any 2001 es va generar un ratoli fransgénic amb una mutacid puntual en el domini de la
saposina A (Matsuda i col., 2001). Aquest ratoli desenvolupava un fenotip semblant a la malaltia

de Krabbe, degut a la deficieéncia de galactosilceramidasa.

Recentment s’Than generat ratolins mutants pel gen GBA i pel gen PSAP (Sun i col., 2005).
Aquests ratolins son nuls per al gen PSAP i homozigots per les mutacions D409H o V394L en el gen
GBA, perd a més expressen una copia tfransgénica del gen PSAP. Aquests ratolins presenten
llavors un fenotip semblant al dels mutants GBA perd a més presenten afectacid del sistema

nervids central.
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3.9. TERAPIA

S'han desenvolupat diferents terapies per a la malaltia de Gaucher i les malalties
lisosomiques en general. En la figura 1.30 es presenta un esquema de les diferents terdpies
desenvolupades indicant els punts on s'estd treballant per millorar-les. Basicament s'estdn
utilitzant tractaments de suport, terdpia enzimdtica i terdpia de reduccié de substrat, i s'estd
treballant en la millora d'aquestes terdpies: millora dels enzims per administrar en la terapia
enzimdtica, sintesi de nous inhibidors per a la terdpia de reduccid de substrat o buscant noves

metodologies (com el disseny de xaperones per corregir la hidrolasa deficient).

bioguimiques afectades i intervenir

en aqguestes vies Tractaments de suport

(esplenectomia) o
transplantaments
de medulla ossia

Determinacid de les vies celfulars i

\J

— Substrat Terdpia génica
Enzim de

biosintesi .
Terdpia de / Hidrolasa
S \( %
reduccié lisosomal
de substrat deficient

Producte l

N,

Millorat d'enzims
per ERT

Disseny de petites molécules
que reaccionin amb els enzims
deficients (xaperones)

Figura 1.30. diferents estratégies terapeutiques utilitzades en la malaltia de Gaucher (figura
adaptada de Futerman i van Meer, 2004).

3.9.1. TERAPIA DE SUPORT

Els primers tractaments que es van aplicar en la malaltia de Gaucher van ser terdpies
simptomatiques, és a dir, la finalitat era palfiar els simptomes que provocava la malaltia. Encara

ara s'utilitzen en alguns casos o com a complement d'altres terapies, com pot ser I'enzimatica.

Un dels fractaments que s'han aplicat és la esplenectomia, o extraccié de la melsa, que
pot ser total o parcial. Aquest tfractament estd molt indicat en casos on I'augment de la melsa
és molt gran i interfereix amb el desenvolupament i creixement normal. Ha estat molt efectiu

contra la frombocitopénia i anemia (Fleshneri col., 1991).
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Per als problemes ossis s'utilitza la implantacid de protesis, amb intervencions ortopédiques,
o per substituir la part afectada (Goldblatt i col., 1988), encara que aquest tipus d'intervencions

no sén molt aconsellables en nens perqué pot interferir en el creixement.

3.9.2. TRANSPLANTAMENT DE MEDUL LA OSSIA

El fenotip de la malaltiac de Gaucher es manifesta perque es veuen afectats els
macrofags derivats de les céldules hematopoietiques. Aquestes célilules es generen en la

medul 1a ossia. Per aquest motiu s'han provat de fer transplantaments de medul 1a ossia.

Tot i que ha donat bons resultats en alguns casos (Ringden i col., 1995) i que és més
barata que la enzimdtica, presenta alguns problemes greus. El principal inconvenient d'aquesta
terdpia és tfrobar bons donants que siguin compatibles per fer el transplantament. S'ha descrit

que un 10% dels pacients moren després del transplantament (Beutler, 1991).

3.9.3. TERAPIA DE SUBSTITUCIO ENZIMATICA

La idea gue les malalties d'acumul lisosomal es podien tractar reemplacant I'enzim que

era defectiu per un enzim actiu va ser suggerit per primera vegada per de Duve I'any 1964.

Experiments realitzats amb fibroblasts de pacients de diferents malalties lisosomals havien
demostrat que, en afegir I'enzim actiu corresponent al medi, les céllules eren capaces de
guanyar la funcié que era deficient i degradar els substrats acumulats (Cantz i Kresse, 1974;
O'Brieni col., 1973; Porter i col., 1971). També es va veure en aquests estudis que només amb un

1-5% de I'activitat enzimatica es corregia el defecte enzimatic en les cél lules.

Els primers intents d'aplicacié d'aquesta terdpia, es van fer utilitzant glucocerebrosidasa
de placenta no modificada (Brady i col., 1974). A les 24 hores de l'injeccié de I'enzim es va
aconseguir reduir el glucocerebrosid hepatic en un 26% i els nivells en sang de I'enzim es van
reduir fins a 4 vegades, arribant al rang normal, a les 72 h. Pero el problema principal era que es
necessitava molta quantitat d'enzim per a que fes el seu efecte en els macrofags i que era dificil

obtenir-ne grans quantitats purificant-lo a partir de teixit placentari huma.

El descobriment de que les glicoproteines lisosomals sintetitzades de novo eren dirigides al
lisosoma via receptors de manosa-é6-fosfat (MéP) va permetre dirigir la glucocerebrosidasa als
macrofags, millorant els efectes de la terapia i establint la base del fractament de les malalties

lisosomals per terapia de reemplacament enzimatic (ERT) (Sly i col., 1978; Stahli col., 1978).

En el cas de la glucocerebrosidasa per dirigir-la als macrofags, que eren les celdules
afectades, es va modificar I'enzim per a que quedessin els residus manosa esposats a I'exterior,
que van veure gque eren reconeguts pels macrofags (Furbish i col., 1981). Aquesta modificacié

augmentava 50 vegades la captacié de I'enzim pels macrofags (Doebberi col., 1982).
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A l'any 1991 es va aprovar aquesta terdpia per poder revertir I'acUmul de

glucosilceramida.

El primer farmac administrat va ser la Ceredase® (infusié d'alglucerasa, Genzyme
Corporation), que es purificava a partir de la glucosidasa placentaria humana. Sobre aquest
enzim purificat es modificava la cadena d'oligosacarids, quedant els residus manosa-6-P

exposats per a que fos reconeguda pels macrofags.

Posteriorment es va administrar el farmac Cerezyme® (infusid d'imiglucerasa, Genzyme
Corporation), que s'utilitza des de I'any 1994. Aquest enzim es sintetitza per enginyeria genética i

també s'ha modificat per a que quedin els residus manosa exposats.

Aquest tipus de terapia és adequada sobretot per malalts de tipus I, que no tenen
afectacié del sistema nervids central, per que I'enzim administrat no pot creuar la barrera
hematoencefdlica. Basicament actua reduint el tamany del fetge i la melsa, augmenta els

nivells d’hemoglobina i plaquetes i millora la mineralitzacié de I'0s.

La resposta al tractament es variable en cada pacient segons la manifestacié de la
malaltia. S’han descrit també alguns efectes secundaris, com sén nausees, vomits, diarreq, febre,
dolor abdominal, etc. Per al cas de I'enzim recombinant, la I'imiglucerasa, aproximadament el
15% dels pacients desenvolupen anticossos contra I'enzim administrat. Per tots aquests motius el
tractament es fa sota un estricte control médic. No obstant a I'actualitat hi ha més de 4300

pacients fractats (Brady, 2005). La majoria presenten una clara millora.

Els principals desavantatges d'aquesta terapia és I'elevat preu del fractament i que no és

una cura definitiva, sind que implica un tractament per a tota la vida.

3.9.4. TERAPIA DE REDUCCIO DE SUBSTRAT

Aquesta aproximacid es basa en la reduccid de la sintesi de GSLs fins al nivell que
I'activitat residual de I'enzim permeti degradar els GSLs que entren en el lisosoma, és a dir,

igualar la sintesi a la degradacié per a que aixi no s'acumulin els GSLs no degradats.

Els inhibidors del primer pas de la sintesi dels GSLs poden ser utilitzats potencialment com a
terapia de malalties que acumulen productes derivats de la GlcCer. Aixd permet que aquests
inhibidors es puguin utilitzar no només com a terapia de la malaltia de Gaucher, sind també en
altres malalties on el substrat que s’acumula forma part d'aquesta via, com per exemple Fabry,

Tay-Sachs, Sandhoff o gangliosidosi GMT.

Fins al moment s'han identificat dos grans grups d'inhibidors de la GCS, que és I'enzim que
catalitza el primer pas de la sintesi dels GSLs, és a dir, la transferencia de UDP-glucosa a la

ceramida per formar la glucosilceramida.

El primer grup d'inhibidors és el format pel PDMP (D,L-threo-1-phenyl-2-decanoylamino-3-

morpholino-1-propanol) i els seus derivats, com el PPMP (D,L-threo-1-phenyl-2-
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hexadecanoylamino-3-morpholino-1-propanol) (Vunnam i Radin, 1980) (Figura 1.31). Aquests

compostos actuen competint amb la ceramida. Els andlegs del PDMP no estan disponibles per a

I'administracid oral, ja que és citotdxic degut a la acumulacié de ceramida que provoca.

El segon grup d'inhibidors identificats sén els imino
sucres. Fins al moment la majoria d'estudis per avaluar la
terapia de reduccié de substrat s'han fet utilitzant com a
inhibidor el NB-DNJ

compostos també actuen competint amb la ceramida,

(N-butyldeoxynojirimycin). Aquests

perd a més, sembla que pot evitar els canvis
conformacionals de la GCS que requereix per a ser activa
(Platt i Butters, 2000). El NB-DNJ no té efecte citotoxic en
céllules en cultiu, i s’excreta pels ronyons intacte in vivo

(Platt i Butters, 1998).

El NB-DNJ es va provar en cultius celdulars de
céllules model per a la malaltia de Gaucher i en animals

model per la malaltia de Tay-Sachs (Platt i col., 1997q) i

POMP
(D,L-threo-1-phenyl-2-decanoylamino-
3-morpholino-1-propanol)

“CH,0H

HO/.//J___I

HO'

OH

NB-DNJ

Sandhoff (N-butyldeoxynojirimycin)

s'aconseguia reduir els nivells de substrat acumulat. A més,

(Jeyakumar i col., 1999). En tots els casos

Figura 1.31. Estructura molecular

en el cas dels animals model fambé s’aconseguia reduir dels inhibidors PDMP i NB-DNJ
(figura adaptada de Platt i Butters,

aquest nivell en el sistema nervids central, ja que aquest 2000).

compost pot travessar la barrera hematoencefdlica.

El NB-DNJ va ser desenvolupat préeviament com a farmac antiviral. S’han fet estudis clinics
en malalts de SIDA, provant que és ben tolerat en adults humans i que es pot a plicar com a

terdpia en altres malalties.

L'any 2003 es va aprovar el farmac, per al fractament de Gaucher Tipus | (Elstein i col.,
2004) i per com terdpia d'Us compassiu s'ha aplicat en pacients de Niemann-Pick tipus C
(Lachmann i col., 2004). El nom genéric del farmac és OGT918 o miglustat (Zavesca®).
L'administracié d'aquest farmac és oral, i s'indica per a aquells pacients a qui no es recomana

la terdpia de reemplacament enzimatica o com a complement d’aquesta.

3.9.5. TERAPIA DE TRANSFERENCIA GENICA

L'aplicacié de la terdpia génica com a tractament per a malalts de Gaucher
comportaria la extraccid de ceéllules mare hematopoietiques del malalt provinents de sang
periferica o de medulla oOssia, modificar-les ex vivo, és a dir, infroduir el cDNA de la
glucocerebrosidasa per reestablir la funcid, i reinfroduir aquestes céllules que ara expressen

I'enzim funcional en el malalt.
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Els primers intents d'aplicacié d'aquesta terapia es van fer utilitzant retrovirus per introduir
el cDNA del gen GBA normal en céelules de pacients (Schuening i col., 1997; Dunbari col., 1998).
Es van comencar a fer els primers assajos clinics amb pacients de la malaltia de Gaucher, perd
el principal problema era que no es mantenia |'efecte. La quantitat de céllules transduides era
massa baixa per augmentar I'activitat enzimatica. A més, I'expressid genica es mantenia nomeés

uns 3 mesos.

Per millorar I'eficiencia de transduccid i d'expressid es van provar altres vectors virics com
sén lentivirus o adenovirus, que sembla que sén més eficients per transduir célules (Tsai i col.,
2000; Luther-Wyrsch i col., 2001).

No obstant, els problesmes més greus que planteja aquest tipus de terapia sén els
generats pels vectors utilitzats. En el cas de retrovirus s’han produit problemes d'insercié a I'atzar
en el genoma (Hacein-Bey-Abina i col., 2003) i en el cas dels adenovirus es generen problemes

de resposta autoimmune (Raper i col., 2003).

3.9.6. TERAPIA BASADA EN LA UTILITZACIO DE XAPERONES

Una dltra estratégia que s'estd posant a punt com a possible terapia per a la malaltia de
Gaucher es la utilitzacié de xaperones quimiques que afavoririen el plegament de la GlcCerasa

mutada, augmentant la seva activitat.

S'ha descrit que N-(n-nonyl)deoxynojirimycin  (NN-DNJ), administrat a fibroblasts de
pacients portadors de la mutacid N370S, afavoreix el plegament de I'enzim mutat i augmenta la
seva activitat (Sawkar i col.,, 2002). De moment s’ha comprovat que aquestes xaperones

funcionen també amb la mutacié G202R, perd no amb la L444P (Sawkar i col., 2005).
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4. NOVES METODOLOGIES DE TERAPIA GENICA

Com a conseqUencia dels problemes plantejats per la terdpia de transferencia genica, en
les diferents malalties en les que s'ha utilitzat, s’estan desenvolupant noves alternatives que es
podrien aplicar per a la terdpia génica. Algunes d'aquestes sén técniques basades en
reparacié geénica, que es basen en la correccié de la mutacié causant de la malaltia, o

tecniques basades en la interferencia d'RNA, que permeten inhibir I'expressid d'un gen.

4.1. TECNIQUES DE REPARACIO GENICA DIRIGIDA: ELS
QUIMERAPLASTS

Les técniques de reparacid génica es basen en la capacitat que té una céeldula de
reparar un error en el DNA, per exemple, una mutacié en un gen. Una de les técniques
utilitzades son els quimeraplasts, molecules quimériques de RNA-DNA capaces de mitjancar el

reemplacament d'un nucleodtid per un altre.

Targeting Strand

GC Clamp 2’-0-Me RNA DNA 2’-0-Me RNA
il 1 I ]
LIS IS SIS TSI SIS, S o

T
Tt X TT

35 T

Mutator Base

Correcting Strand

Figura 1.32. Estructura del quimeraplasts (Graham i Dickson, 2002)

La molecula utilitzada, el quimeraplasts o oligonucledtid de RNA-DNA (RDO, ‘RNA-DNA
oligonucleotide’), és un oligonucledtid de 68 nt de doble cadena, on una cadena és tota de
DNA i I'altra estd formada per 10 nucledtids de 2'-O-methyl (2'-O-Me) RNA, seguida de 5 de DNA
i 10 de 2'-O-Me RNA (Figura 1.32). La regié d'aquests 25 nucleotids de DNA-RNA és homologa a
la regid que es vol corregir. El nucleotid que es vol canviar estd just al mig dels 5 nt de DNA. En
principi la regié de RNA permet que la hibridacié amb el DNA que es vol corregir sigui més

estable.

El mecanisme d'accid d'aquestes molecules no estd clar, perd en principi es basaria en la
capacitat que tindrien el quimeraplasts per induir la recombinacié homologa amb el DNA que
es vol corregir, on estarien implicades proteines necessaries per aquest proceés, com RecA

(Gamper i col., 2000). Com es veu en la Figura 1.33, el quimeraplast s'intercala en el DNA,
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hibridant-se amb la seqUencia diana per la regié d’'RNA i per la de DNA. L'aparellament erroni

que es forma activa els sistemes de reparacié de la celula, substituint el nucleotid pel correcte.

L'utilitzacié de quimeraplasts per induir
Mutant gene

la correccid de mutacions puntuals va ser

LR 2K 2R 2% 2N 2% 2R AKX 2% 2K 2K 2N 2K 2% 2K 2 ¢
. , L S A A LMV AN C N NN
proposat per primera vegada I'any 1996 DNA C
(Yoon i col., 1996). El mateix any aquest grup
3" . 4
van utilitzar els quimeraplasts per corregir una q
mutaciod responsable de I'anemia de céldules V
{
. . . . BY Y " vy v
falciformes en cultius celulars (Cole-Strauss i | & w &  Chimera X € € ¢

col., 1996). 7\¥/ C

Excision
En el moment de comencar aquest ST T '
] ) N N e i'LU"‘I'J-" ~  Replacement
freball, s'"havia descrit la utilitzacié d'aquesta 7
técnica amb éxit per introduir resisténcies a ® ¢ # o o # v+ & s v P P T P T T
o Y S A O OO\ VNS SO C RS W
herbicides en plantes de tabac (Beetham i
. . i ir (?
col., 1999) i de blat de moro (Zhu i col., 1999). § Memslchiopaint)
S'havia utilitzat  per corregir mutacions ®* ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥R TYFITYYYTYSTYTCTS
LT TS T TS LA T T T TSN

puntuals causants de malalties en céllules en
cultiv (Cole-Strauss i col., 1996; Yoon i col., Figura 1.33. Mecanisme d’'accié proposat per als
1996; Kren i col., 1997). També s’havia utilitzat ~ quimeraplast (figura de Kmiec, 2003).

in vivo en animals models per a diferents malalties, com per exemple en ratoli mutant per la
distrofina (causant de distrofia muscular de Duchenne en humans) (Rando i col.,, 2000) o

modificant el gen causant d"hemofilia B (factor IX de coagulacid) en rata (Kreni col., 1998).

Les avantatges d'aquesta técnica com a eina de terdpia serien que no té cap limitacid
en quant al tamany del gen que es vol corregiri, a més, permet que el gen s'expressi a partir del

Mutant base seu propi promotor, en el lloc, moment i nivells

XXXXXXX\\X{CJ&[\\X//X\W adequats. El principal inconvenient perd €s que

DNA només pot corregir mutacions puntuals i insercions

DNA pairing
‘E’r-n

(teversiie) o delecions d'una sola base.
; DNA repairing (ssODN, single-stranded oligonucleotides) per

} A Basant-se amb la reparacié génica s'han
m.' XX\‘,, utilitzat també oligonucledtids de cadena senzilla
corregir canvis puntuals  utilitzant  extractes
K\'O\XXXX\\X/AQ\\X//X\WM cellulars (lgoucheva i col., 2001). Els ssODN sén
' | — oligonucleodtids de DNA d'entre 25-60 nucledtids

Second repair event
qgue produirien aquesta correccid per un

W\XXXX\\X G\W/X\\X]m mecanisme similar al dels quimeraplasts, pero

Figura 1.34. Mecanisme proposat per a I'accié hibridant-se només en una de les dues cadenes

correctora dels ssODN (figura adaptada de

Kmiec, 2003). com es veu en la figura 1.34.
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4.2. TECNIQUES D’INTERFERENCIA D’ RNA

El recent descobriment del fendmen de la interferéncia d'RNA (RNAI, ‘RNA interference’)
ha estat una revolucié com a técnica d’estudi en biologia. Fa uns deu anys es va observar per
primera vegada que un RNA de doble cadena (dsRNA, ‘double-stranded RNA’) exdgen podia
induir el silenciament de I'expressid d'un gen endogen en Caenorhabditis elegans (Fire i col.,
1998). A partir d’aquest moment es va comencar a estudiar aquest fendmen de regulacié de
I'expressid genica mitjancant dsRNA i es va veure que estava conservat a la majoria

d’organismes des de plantes a humans.

Per RNAIi s’entén el procés pel qual un dsRNA pot reprimir, a nivell de transcripcio i
traduccid, I'expressid d'un gen homoleg. Aquest dsRNA es processa en fragments de 21-28
nucleodtids de doble cadena, que s'anomenen siRNAs. Aquests siRNAs sén els que reconeixen la
diana. La seqUéncia nucleotidica del gen diana ha de ser exactament igual a la del siRNA per a

que funcioni el silenciament. Hi ha dos maneres de que es generin aquests RNAs petits: a partir

Long dsANA

+o WO,
3-HO OH-5

Synthetic ds siRNA

Plasmid-based shRNA

ATP

Endogenous
miRNA

ADP + Pi

MIANA function SIRNA function

5-p D OH-
'-mm P-5’ . 3‘-HD‘“‘®”"P-5’

RISC incorporates RISC incorporates RISC incorporates
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Figura 1.35. Procés de formacid dels siRNAs i mecanisme d'accid de la interferéncia d’RNA (figura de Mittal,
2004).
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del propi genoma (MiRNAs o microRNAs) o a partir d'un dsRNA exdgen (siRNA, ‘small-interfering
RNA’).

El proces que segueix el dsRNA per generar la interferéncia d'RNA es mostra en la figura
1.35. El dsRNA es tallat per a formar els siRNAs per una proteina que s’anomena Dicer (Bernstein i
col., 2001), que és capag d'unir-se al dsRNA i tallar-lo. Aquests siRNAs poden inhibir la transcripcid
o la fraduccié d'un gen formant un complex amb ribonucleoproteines que s'anomena RISC

(RNA-induced silencing complex) que permet a més degradar el mRNA (Hammond i col., 2000).

Quan es va comencar a utilitzar aquesta técnica en célilules de vertebrats es va veure
que la infroduccid en aqguestes cellules d'un dsRNA desencadenava una resposta interferd
portant a la celdula a I'apoptosi (Stark i col., 1998). Més tard es va veure que introduint
directament a les cellules de vertebrats petits RNAs de doble cadena, és a dir, siRNAs,

s'aconseguia inhibir també I'expressid d'un gen (Elbashir i col., 2001).

A partir d'aguest moment de seguida es va pensar en poder aplicar les técniques de

RNAi en el camp de la terdpia.

Intentant millorar la técnica es va descriure també una altra manera d'introduir els siRNAs
en les cellules de vertebrat, utilitzant un plasmid que generi aquest petit RNA de doble cadena,

que llavors s’anomena shRNA (shorf-hairpin RNA) (Brummelkamp i col., 2002).

Aquestes técniques s'han utilitzat en el camp de la terdpia génica des de diferents enfocs

i a diferents nivells.

D'una banda, a nivell de cultius celulars, s’han ufilitzat en malalties hereditaries dominants
per inhibir només els allels mutats, ja que el siRNA pot reconeixer les diferencies de I'al lel mutat i
el WT. Es el cas de la demencia frontotemporal amb parkinson ligada al cromosoma 17 (FTDP-
17), que estd causada per mutacions dominants en el gen Tau (Miller i col., 2003). També s'ha
utilitzat per inhibir isoformes d'splicing aberrants, com en el cas de la deficiencia d'hormona del
creixement on s'aconsegueix inhibir la isoforma mutant i permetre que s’expressi només la WT
(Ryther i col., 2004). En el camp on s’esta aplicant més com a terdpia és en el del fractament de
cancer. El RNAI pot ser una eina per inhibir aquells gens que se sobreexpressen en molts cancers,
com s'ha fet inhibiint el gen de fusi® BCR/ABL causant de la leucémia cronica mieloide (Wilda i
col., 2002).

D'altra banda s'han utilitzat també in vivo en animals model per a diferents malalties. Per
exemple s’ha aplicat amb exit en animals models de la malaltia de Huntington (Harper i col.,

2005) o en animal model per a esclerosi lateral amiotrofica (Ralph i col., 2005).

Darrerament s’'han comencat a desenvolupar els primers assgjos clinics en humans
utilitzant siRNAs per distrofia macular relacionada amb I'edat (AMD) (Check, 2005; Whelan, 2005).
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