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4.1.2- COMPARACIONS DE
SEQUENCIA INTERESPECIFIQUES

La [B-glucosidasa acida ha estat descrita en
diferents organismes. A la taula 6 es mostres
les espécies en les quals s’ha descrit o bé la
proteina o bé una seqliéncia que presenta certa
similaritat aminoacidica respecte a la seqiiéncia
humana.

Per al cas de la Drosophila melanogaster, tot i
presentar una similaritat baixa, la seqiiéncia

descrita presenta activitat glucocerebrosidasa.
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La seqiiéncia de ratoli és de totes elles la que
presenta un major interés, pel seu elevat valor
com a eina en el desenvolupament d’un model
animal. La seqiiéncia de ratoli conté un péptid
senyal de 19 aminoacids, codifica per la
proteina madura de 496 aminoacids i, a
diferéncia de la seqiiéncia humana, presenta un
unic ATG situat a I’ex6 2 (O'Neill i col., 1989).
El gen es troba estructurat, a I’igual que
I’huma, en 11 exons i 10 introns, 1 ha estat
mapat al cromosoma 3 muri (O'Neill i col.,

1989).

Taula 6: Gens o seqiiéncies homologues trobades en diversos organismes que codifiquen per la 3-glucosidasa acida (d’acord amb MGD
Abr 08 2003 , HomoloGene, Stony Brook C.elegans-H.sapiens Alignment Database i/o euGenes, amb possibles connexions addicionals
a Flybase i/o WormBase). Els valors de similaritat aminoacidica han estat valorats amb el GenomeNet CLUSTALW Server.
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En la seqiiéncia humana, I’aminoacid E340,
present en el centre actiu com el nucleofil de la
reaccid d’hidrolisi de I’enllag B-glucosidic, es

troba situat en una regié que presenta el 100 %

d’identitat aminoacidica respecte a la
seqiiéncia de ratoli (residus 315-375) (O'Neill i
col., 1989).

Tant en la seqiiéncia de ximpanzé i com en la
de gorilla, a I’igual que en la seqiiéncia
humana, s’ha descrit la preséncia d’un
pseudogeén, mentre que en el ratoli i en altres
organismes no s’ha descrit. Al comparar les
seqiiencies del gen de la GBA 1 del seu
pseudogen, en humans i ximpanzés, es fa pales
que els pseudogens d’ambdues espécies estan
més relacionats entre ells que els propis gens

paralegs (Martinez Arias i col., 2001).

4.1.3- SINTESI I PROCESSAMENT

La p-glucosidasa acida es sintetitza per

mecanismes similars als d’altres
glicoproteines. Aquest procés de sintesi té lloc
als  ribosomes  associats al  reticle
endoplasmatic, formant-se un polipéptid de 58
kDa, amb un péptid senyal que facilita la seva
translocacio al lumen del reticle endoplasmatic
(figura 13).

El péptid senyal té una longitud de 39 o 19
aminoacids degut a la preséncia de dos inicis
de traduccié diferents, ambdos funcionals
(Sorge i col., 1987). L’eliminacié del péptid

senyal, és seguida de la incorporaci6é de quatre
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cadenes  d’oligonucleotids en

posicions N19, N59, N146 i N270, formant-se

complexes

aixi un polipeptid de 63 kDa. L’ocupacio del

primer lloc sembla ser necessaria per al

plegament co-traduccional de I’enzim durant la

seva sintesi (Berg-Fussman i col., 1993).
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Figura 13: Esquema de la biosintesi de I’enzim B-glucosidasa
acida (adaptat de Barranger i Ginns, 1989).
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Aquest polipeptid de 63 kDa és processat de
cami cap al complex de Golgi per I’accié de
manosidases, sialiltransferases 1 glicosil-
transferases, formant-se un polipéptid de 66
kDa. Aquest pot ser excretat en petites
quantitats o entrar als lisosomes on acaba el
seu processament, amb la formacié6 d’una

molécula de 59 kDa (Barranger i Ginns, 1989).

4.2- EL SUBSTRAT

El principal substrat natural de la GBA ¢és un
glucoesfingolipid que rep el nom de N-acil-
esfingosil-O-B-D-glucosid, també anomenat
glucosilceramida,

glucocerebrosid (figura 14) (Grabowski, 1993).

ceramida-B-glucosid o
Els glicoesfingolipids contenen un grup
ceramida hidrofobic (part lipidica) que actua
d’ancoratge a la membrana cel-lular i una
cadena glica (part glucidica) orientada cap a la
part extracel-lular. La ceramida, per la seva
part, es troba formada per una cadena llarga
aminoalcohol acetilada per un acid gras. Els
glicoesfingolipids son heterogenis, poden
variar tant en la porcid ceramida com en el
carbohidrat que els formen. Pel cas de la
glucosilceramida, la glucosa és el carbohidrat
que la composa.

Els glicoesfingolipids mantenen un patro
especific de tipus cel-lular a la superficie de les
cel'lules eucariotes que pot canviar amb el
diferenciacio, la

creixement cel'lular, la

transformacié viral i I’oncogénesi (Hakomori,
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1981). Poden influir en diferents processos
cellulars, com la  embriogénesi, la
diferenciacié neuronal 1 leucocitaria, 1’adhesio
cel-lular i la transduccié de senyal (Kolter i

Sandhoft, 1998).
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Figura 14: Estructura del glucocerebrosid o glucosilceramida. El
mecanisme catalitic de ruptura de I’enllag B-glucosidic implica la
produccié de ceramida, la donacié d’una molécula d’aigua al

complex enzim-glucosa i I’alliberacié d’una molécula de B-
glucosa (Grabowski i col., 1990).

La glucosilceramida es troba distribuida de
manera amplia a les membranes cel-lulars de la
majoria de teixits dels mamifers com a
metabolit intermediari en la sintesi i degradacio
dels glicoesfingolipids complexes com els
gangliosids.

Existeixen estudis recents que intenten avaluar
la relacid entre les elevades concentracions de
glucosilceramida i diferents parametres de la
fisiologia neuronal. Segons aquests estudis,
I’acumulaci6  de

glucosilceramida  es

correlaciona amb un increment de la
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mobilitzacié de Ca*" intracel-lular via receptor
de rianodina (Korkotian i col., 1999; Lloyd
Evans i col., 2003) i, amb un increment de la
sintesi de fosfatidilcolina (Bodennec i col.,
2002) provocant canvis en la funcionalitat
neuronal. Calen, pero, més estudis per tal de
cong¢ixer com I’acumulacié del substrat
provoca aquests increments i, com aquests i de
quina manera afecten el normal
desenvolupament de les neurones.

substrat

Existeix  un minoritari, la

glucosilesfingosina, perd  patogénicament
important (Grabowski, 1993). S’han trobat
elevades concentracions d’aquest substrat en
mostres de cervell de pacients de tipus II i III,
fet que suggereix que aquest lipid també podria
estar implicat d’alguna manera en la
degeneracié del SNC (Nilson i Svennerholm,

1982; Nilsson i col., 1985).

4.3- MECANISME CATALITIC

El mecanisme de degradacio lisosomic de les
molécules de glucosilceramida requereix la
preséncia de I’enzim B-glucosidasa acida i d’un
cofactor, la saposina C (SAP-C) (Furst i
Sandhoff, 1992). Aquest procés es dona en un
compartiment acidic de les cellules, els
lisosomes. Els glicoesfingolipids arriben al
compartiment lisosomic per endocitosi, com a

components de vesicules (Sandhoff i Klein,

1994; Furst i Sandhoff, 1992).

La GBA requereix de la preséncia de

detergents  carregats  negativament,  per
completar el seu procés 1’activacié (Kishimoto
1 col., 1992; Vaccaro i col., 1994; Qi i col.,
1996). Malgrat que la composicio lipidica de
les membranes intralisosdmiques no és encara
totalment coneguda, sabem que contenen
alguns fosfolipids com la fosfatidilserina, el
dolicol fosfat i el bis(monoacilglicero)fosfat
(BMP). Es creu que la SAP-C juntament amb
fosfolipids anionics dels lisosomes,
especialment el BMP, marquen les vesicules
que contenen glucosilceramida i faciliten la
interaccid d’aquestes molécules amb les de
I’enzim soluble (revisat per Wilkening i col.,
1998) (figura 15) a pH acid mitjangant un
canvi conformacional en I’enzim (Grabowski i

Horowitz, 1997).
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Figura 15: Model per a la degradacié de la glucosilceramida
(GluCer), en el qual la SAP-C i els fosfolipids anionics juguen
un paper molt important en la unié de la glucocerebrosidasa al
substrat (Wilkening i col., 1998).
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Es creu que la SAP-C desestabilitza la
membrana, promovent 1’associacié de la GBA
1995).

Segons alguns estudis, la SAP-C no actuaria

amb aquests fosfolipids (Vaccaro i col.,

només en [’activaci6 de I’enzim sind que
també s’uniria a la

(Wilkening i col., 1998).

superficie vesicular

5- GENETICA

La malaltia de Gaucher presenta un patrd
d’heréncia autosomic recessiu i esta causada
per mutacions en el gen que codifica la GBA i,
en uns pocs casos, per mutacions en el gen que

codifica la prosaposina.

5.1- EL GEN GBA

El clonatge del cDNA de la B-glucosidasa

acida humana (Ginns i col., 1984; Sorge i col.,
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1985) va permetre la identificacio d’un gen
funcional i un pseudogeén (Reiner i col., 1988;

Horowitz i col., 1989).

5.1.1- ESTRUCTURA: GEN-
PSEUDOGEN

La seqiiéncia completa del gen GBA i del seu
pseudogén (yGBA) es va obtenir al 1989
(Horowitz i col., 1989) i, posteriorment es van
realitzar algunes correccions (Beutler i col.,
1992b) en la seqiiencia del gen inicialment
descrita.

El pseudogeén es troba a 16 Kb a 3’ del gen
funcional (Zimran i col., 1990b) i manté una
elevada identitat nucleotidica amb ell, d’un
96% (Horowitz i col., 1989).

El gen GBA té una longitud de 7,5 Kb i es
troba estructurat en 11 exons, mentre el
pseudogén s’estén per 5,8 Kb i es troba també

estructurat en 11 exons (figura 16).
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Figura 16: Estructura del gen i el pseudogen de la 3-glucosidasa acida.



62 INTRODUCCIO

La mida dels onze exons del gen oscil‘la entre
88 pb i 648 pb, mentre que els introns varien
entre 104 pb i1 956 pb. La diferéncia observada
entre la longitud del gen i el pseudogén és
deguda a que el primer conté quatre elements
Alu situats als introns 2 (312 pb), 4 (626 pb), 6
(320 pb) 1 7 (277 pb) (figura 16). Tenint en
compte que les seqiiencies A/u sén elements
mobils (Schmid i Jelinek, 1982), es creu que
poden provocar la generacié de grans delecions
1 insercions. El pseudogén, a part de la manca
de seqiiéncies Alu, conté també diverses
substitucions i petites delecions en introns i
exons, com les situades als exons 9 (55 pb) i 4
(5 pb), que fan que sigui impossible la seva
traducci6 a causa de la formacié temprana de
codons d’aturada. Malgrat aix0 es transcriu
(Sorge i col., 1990).
L’existéncia del pseudogén complica la
identificacié de les mutacions presents en el
gen degut a la elevada identitat existent entre
ambdos i facilita I’intercanvi de fragments de
DNA, donant lloc a alllels no funcionals
anomenats Rec (recombinants) (Zimran i col.,
1990b). Molts d‘aquests al-lels poden tenir el
seu origen en I’entrecreuament desigual entre
gen 1 pseudogeén, mentre que altres poden tenir
el seu origen en la conversio génica (Koprivica
i col., 2000; Tayebi i col., 2003).

Els gens GBA muri i cani no presenten
pseudogén mentre que el del ximpanzé si.
Sabem que els grans simis van divergir fa uns
25 milions d’anys. Aquest fet, junt amb la
preseéncia de seqiiéncies Alu (membres de la

familia Sx, datats de fa uns 40 milions d’anys),

fa pensar que fa entre 25 i 40 milions d’anys es
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produi una duplicacié en tandem que origina
dues copies del gen GBA i dues d’un gen
contigu, la metaxina, les quals han anat
divergint fins a originar un gen funcional i un
pseudogeén de cadascuna d’aquestes seqiliencies

(Winfield i col., 1997).

5.1.2- MAPATGE

El gen de la B-glucosidasa acida va ser mapat
al cromosoma 1 a la regié q21 (Ginns i col.,
1985).

Es una regi6 altament rica en gens(figura 17),
en ella s’han identificat set gens funcionals i
dos pseudogens (AF023263) (Winfield i col.,
1997). Tots el gens, excepte el de la metaxina,
son transcrits en el mateix sentit. La preséncia
dels dos pseudogens, que presenten una
elevada identitat respecte als corresponents
gens, incrementa la  probabilitat de
reordenacions.

A I’any 1997 es realitza la localitzacio del gen
en relacié a marcadors altament polimorfics del
cromosoma 1 (Cormand i col., 1997a). Tres
d’aquests marcadors (D1S2140, D1S2777 i
D1S2721) es troben a 0 cM del gen, mentre
que els marcadors DI1S305 i D1S2624 es
troben a 1,6 cM a ambdos costats del gen.

El mapatge fi del gen GBA ha permes realitzar
el diagnostic indirecte de la malaltia (Cormand
i col.,, 1998b) aixi com identificar el putatiu
haplotip ancestral en el qual s’hauria originat la

mutacié N370S (Cormand i col., 1998a).
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5.1.3- POLIMORFISMES

En la seqiiéncia del gen que codifica per la -
glucosidasa acida han estat descrits tretze
polimorfismes diferents, entenent com a
polimorfismes aquells canvis en la seqiiéncia

normal del gen que no porten al
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desenvolupament de la malaltia. Dels tretze
polimorfismes trobats, dotze es troben en la
zona no codificant, i s’ha comprovat que tots
es troben en un fort desequilibri de Iligament,
donant 1lloc a dos haplotips majoritaris,
anomenats Pv1.1" i Pv1.1" (figura 17) (Zimran i

col., 1990a; Beutler i col., 1992b; Horowitz i

col., 1993; Amaral i col., 1997).
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Figura 17: (A) Localitzacié cromosomica del gen responsable de la malaltia de Gaucher, (B) esquema de la regié genomica en la qual
es troba el gen de ’acid B-glucosidasa i (C) situacio dels principals polimorfismes descrits en el gen.
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En poblacié portuguesa s’ha trobat un altre
polimorfisme situat a l’intr6 7, és un canvi
d’una G per una A en posicidé g5470. Es troba
unicament en un 11% dels al-lels portadors de
la mutacié N370S i, per tant, es creu que estem
davant d’un polimorfisme recent que s’hauria
produit per primera vegada després de 1’origen
de dita mutacié (Amaral i col., 1997). Lau i
(1999)

aquest polimorfisme en un pacient d’origen

col-laboradors identifiquen  també
jueu asquenazi. En poblaci6 espanyola, ha estat
identificat en 7 de 57 al‘lels portadors de la
mutacio N370S (Rodriguez Mari i col., 2001).
Els resultats obtinguts fins el moment fan
pensar que es tracta d’un polimorfisme que
podria trobar-se confinat a la Peninsula Ibérica,

perd calen més estudis per a confirmar-ho

(Rodriguez Mari i col., 2001).

5.1.4- ESTRUCTURA, ORGANITZACIO
1 EXPRESSIO

El gen GBA s’estén per unes 7 kb i es troba

estructurat en 11 exons. El cDNA té
aproximadament 2,5 Kb (Sorge i col., 1985).
Existeixen dos ATGs funcionals, separats per
20 aminoacids que formen part del peéptid
senyal (Sorge i col., 1987; Pasmanik-Chor i
col., 1996a).

L’analisi de la regid 5’ revela ’existéncia de
seqiiéncies promotores que contenen caixes
TATA (-23 a -27) i CAAT (-90 a -94) i que es
troben aproximadament en els 250 pb upstream

de I’inici de traduccio. Els elements reguladors
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in vitro (enhancers i1 supressors) es troben al
primer exod, tant a les seqiiéncies codificants
com a les no codificants.

L’expressié del gen GBA ¢és ubiqua pero
sembla tenir uns nivells d’expressid diferents
en funcid del teixit. Aixi, a les cel-lules
epitelials han estat trobats nivells elevats de
mRNA mentre que aquests nivells son
moderats als fibroblats, baixos als macrofags, i
molt baixos a les cél-lules B (Doll i col., 1995).
Aquestes diferéncies trobades en els nivells
d’expressio semblen ser conseqiiéncia de la
disponibilitat de determinats factors que
intervenen en la regulacio del gen (OCTA
binding protein, AP-1, PEA3 i CCAAT

binding protein) (Moran i col., 1997).

5.2- EL GEN DE LA
PROSAPOSINA

El gen PSAP va ser mapat al cromosoma 10 a
la regié q21-22 (Inui i col., 1985; Kao i col.,
1987). S’estén per unes 40 Kb, incloent la
regi6 promotora i el primer ex6 (GenBank
AF057307), i els 14 exons restants (GenBank
MS86181). El gen codifica per un proteina de
524 aminoacids que inclou el péptid senyal i
un polipéptid que és processat mitjangant talls
proteolitics especifics (Leonova i col., 1996)
donant lloc a quatre glicoproteines d’uns 80
aminoacids, les saposines A, B, CiD.

La saposina C (SAP-C), proteina activadora de
la B-glucosidasa acida, és un membre de la

familia de les saposines (Kishimoto i col.,
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1992; Vaccaro i col., 1999; Qi i Grabowski,
2001; Schuette i col., 2001). Totes elles
mantenen una elevada identitat contenint sis
residus cisteina en posicions quasi idéntiques,
els quals intervenen en la formacié de tres
ponts disulfur (figura 18). Aquests ponts
permeten  que les

saposines  siguin

estructuralment compactes i molt estables
(Kishimoto i col., 1992; Vaccaro i col., 1999;
Qi i Grabowski, 2001; Schuette i col., 2001).

El manteniment d’aquesta estructura ¢és

essencial per [Destabilitat proteolitica i

probablement pel manteniment d’altres
propietats funcionals de les saposines (Vaccaro

icol., 1999).

L
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Figura 18: Seqiiéncia aminoacidica de la SAP-C i localitzacio
dels seus ponts d’hidrogen (Qi i Grabowski, 2001).

La descripcié d’un pacient amb la malaltia de
Gaucher 1 nivells d’activitat normals per la
GBA pero amb deficiéncia en la proteina
activadora, SAP-C, va suggerir que aquesta
tenia un paper important en [’activaciéo de
I’enzim in vivo (Christomanou i col., 1986;

Christomanou i col., 1989).
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5.3- MUTACIONS EN EL GEN
GBA

L’any 1987 s’identifica la primera mutacid
responsable de la malaltia de Gaucher (Tsuji i
col., 1987) i, fins el moment, s han descrit prop

de 200 mutacions diferents

(http:/www.
hgmd.org), les quals poden ser mutacions de

canvi de sentit, d’aturada prematura,
recombinacions, insercions, delecions i canvis
que afecten el lloc d’splicing. Algunes
d’aquestes mutacions poden ser degudes a
processos de recombinacio entre el gen i el

pseudogen.

5.3.1- PREVALENCA

De les nombroses mutacions en el gen GBA
causants a la malaltia de Gaucher, només dues
es troben amb una elevada freqiiéncia en totes
les poblacions estudiades. Son la N370S, la
L444P, (Beutler i Grabowski, 2001). Les
mutacions 84GG, [VS2+1g>a, R463C, D409H
i G377S també s’han trobat en diversos grups
de poblacions amb la malaltia de Gaucher
(Mistry i col.,, 1992; Cormand i col., 1995;
Amaral i col., 1999).

Les mutacions N370S, L444P, 84GG, D409H,
IVS2+1g>a i R463C
aproximadament el 90% 1 75% del total de

representen

mutacions observades en pacients amb la

malaltia de Gaucher en poblacié jueva i no
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jueva, respectivament (Horowitz i col., 1993;
Beutler i Gelbart, 1993).

Estudis sobre poblacio espanyola revelen
freqiiéncies semblants a les d’altres poblacions,
sent la N370S (43%) la més freqiient, seguida
de la L444P (23%) (Cormand i col., 1995)

(figura 19).
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N370S (46)
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Figura 19: Freqii¢éncies relatives de les mutacions responsables
de la malaltia de Gaucher en la poblacio espanyola. Resultats de
Cormand i col. (1995). En paréntesi, el nombre d’al-lels.

5.3.2- DATACIO: MUTACIO N370S

La importancia de la mutacié N370S degut a la
seva elevada freqiiéncia en les diferents
poblacions estudiades ha fet possible ’estudi
del seu origen.

S’ha comprovat [’existéncia d’un haplotip
comu pels marcadors més propers al gen GBA
en els cromosomes portadors de la mutacio
N370S (tant en els pacients espanyols com en
els d’origen jueu asquenazi). Aquest fet

recolza la hipotesi d’un possible origen unic

per a aquesta mutacio. La datacié de la mutacio
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N370S en poblacié jueva asquenazi ha estat
estimada en uns 900 anys (Diaz i col., 1999;
Colombo, 2000; Diaz i col., 2000).

El desequilibri de lligament és més elevat en la
poblacié jueva, fet que suggereix que la
mutacié s’origina en una poblacié europea no
jueva 1, posteriorment, hauria passat a la
poblacié jueva. La separacid entre jueus
asquenazis 1 sefardis es produi abans de
I’origen de la mutaci6, fet que explicaria
perque els darrers no presenten la N370S.

De moment, no estan clares les raons per les
quals aquesta mutacié presenta tant elevada
prevalencga. S’especula que podria ser degut a
algun avantatge selectiu dels heterozigots o a la
deriva genetica. Pero fins el moment no es

disposa de proves en cap sentit.

5.3.3- AL-LELS RECOMBINANTS
(Recs)

Els al‘lels recombinants (Recs) deuen el seu
origen a les reordenacions produides entre gen
1 pseudogén, sent les més freqiients les
originades entre I’ex0 8 i la zona 3° UTR, regio
on la identitat entre ambdos és més elevada
(~98%) (Tayebi i col., 2003) (figura 20). S’han
descrit pero, reordenacions a la zona 5° del
gen, encara que amb menor freqiiéncia. Es el
cas d’un pacient espanyol que presenta un gen

de fusio on el punt del reordenaci6 es troba a

I’intr6 2 (Cormand i col., 2000).



MALALTIA DE GAUCHER

INTRODUCCIO 67

4 16kb v _ 3
12 34 56 5!1234 7 8 9 10 11
Area de major homologia 55;]1
§' i 3' del.
1 2 34 56 7 E 9101 l 1 2 34 567 8 %2 10N
55bp N
del.
51 7 3
A. Fusié genica JJ—I.-..I—LW T 34 56 7 n z T
55bp del.
'
5JJ_II_IJ_I_I.I_I.-_ ALz iz AL I WW‘
12 34 56 7 8 9 10 11 / 1 234 567 8 910 11 /::34557 x:wn
B. Duplicacio S5bp
del.

Figura 20: Entrecreuament reciproc entre regions homologues de gen i pseudogeén () de la B-glucosidasa acida, que pot donar origen a
un gen de fusi6 (A) o a una duplicaci6 parcial del gen i el pseudogen (B). En caixes negres s’indiquen els exons del gen i en les grises els

del pseudogen (Tayebi i col., 2003).

L’al‘lel RecNcil (L444P; A456P; V460V) és el

més prevalent. En la poblacid argentina
analitzada representa un 21% dels allels
responsables de la malaltia de Gaucher
(Cormand i col., 1998c). La majoria d’aquests
al-lels han estat originats per conversio genica,
i el seu origen podria estar associat a un efecte

fundador (Diaz-Font i col., 2003a).

5.3.4- CODONS D’ATURADA
PREMATURA I PROCES DE NMD

L’aturada prematura de la traduccio de la j-
glucosidasa acida, aixi com d’altres proteines,
pot ser deguda (i) a la preséncia d’un codd
d’aturada situat abans del codd de finalitzacio
de la traduccié (R257X, per exemple), (ii) a la
preséncia d’una mutacid que canvia la pauta de
lectura (c.1451delAC), o (iii) a la preséncia

d’una mutacié que canvia el lloc d’splicing

provocant una delecié o insercié que donara
lloc a un canvi en la pauta de lectura i la
generacid6 d’un codd6 d’aturada prematur
(IVS8(-11delC)(-14T>A), per exemple). En
tots aquests casos, s’originara una proteina
truncada, la qual pot no arribar a sintetitzar-se
o formar-se’n molt poca degut al procés de
NMD (nonsense mediated mRNA-decay).

L’NMD ¢és un complex mecanisme de
vigilancia de I’RNA missatger, descrit en
cel-lules eucariotes. Impedeix la sintesi i
I’expansié de proteines truncades (Maquat,
2002). L’origen d’aquestes es pot deure a: (i)
errors introduits per la RNA polimerasa, (ii) al
procés normal d’obtenci6 de les zones
hipervariables de les immunoglobulines, (iii) a
la creaci6 de transcrits importants per a la
regulacié d’un enzim (Hillman i col., 2004), o
(iv) a mutacions presents en un gen, com les
anteriorment comentades en aquest apartat.
Per al reconeixements dels transcrits que

contenen codons d’aturada prematurs (PTCs),
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aquests han de trobar-se a un distancia no
inferior a 50-55 pb cap a 5° de la unié ex6-exo
situada més a 3’ (Cheng i col., 1994; Zhang i
col., 1998; Nagy i Maquat, 1998; Maquat,
2002) (figura 21).

,,';,‘-—.l (DA

° o
\
@ Do
m’G]_AUG ( ¢ UAAL UAG c‘ @ 0
Decapping? J Deadenylation?

AP
4 @D eaa

>50-55nt
Active NMD complex

TiBS

Figura 21: Model del procés de NMD (Singh i Lykke-Andersen,
2003). Es necessaria la preséncia d’un complex multiproteic
(EJC) situat a uns 20-24 nucleotids (nt) abans de cada uni6 exo-
ex0. La primera ronda de traduccié elimina els EJCs del
missatger. Si la senyal de traduccio es troba abans d’uns 50-55 nt
de la darrera unié exo-exd, o més cap a 5°, aquest complex
sistema de vigilancia identifica la senyal d’aturada cop a
prematura i, en conseqiiéncia, es produeix la degradaci6é del
missatger.

La presencia de PTCs en transcrits, que son
posteriorment parcial o totalment degradats pel
procés de NMD, es calcula que és la causant
d’una tercera part de les malalties genétiques,
incloent les malalties d’acumulacié lisosomica,
aixi com de moltes formes de cancer (revisat
per Frischmeyer i Dietz, 1999). En ocasions
I’eliminacid

s’ha pogut determinar com

d’aquests transcrits afecta el fenotip final dels
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pacients que el contenen (Frischmeyer i Dietz,
1999; Culbertson, 2001).

En el cas de la malaltia de Gaucher son
diverses les mutacions que causen 1’aparicid
d’un PTC, pero fins el moment no s’ha avaluat
com el procés d’NMD afecta a la
supervivencia d’aquests transcrits ni quina
conseqiiéncia pot tenir sobre el fenotip dels

pacients.

5.4- MUTACIONS EN EL GEN
PSAP RESPONSABLES DE LA
MALALTIA DE GAUCHER

Mutacions en el gen de la PSAP que afecten
I’activitat de la proteina activadora de la f-
glucosidasa acida (Ia SAP-C) son responsables
també de la malaltia de Gaucher.

L’existéncia d’un pacient amb una evident
acumulaci6 de glucosilceramida, coherent amb
el diagnostic de malaltia de Gaucher, perd amb
activitat glucocerebrosidasa normal, va fer
pensar que era un bon candidat per a ser
deficient en la SAP-C (Christomanou i col.,
1986).

La primera mutaci6 descrita en aquest pacient
fou identificada a I’any 1991, en la posicio
1144 del cDNA. Es un canvi d’una T per una
G que provoca un canvi d’aminoacid, C382G
(taula 7). La segona mutaci6é d’aquest pacient
ha estat identificada recentment per Diaz-Font i
col-laboradors (manuscrit en preparacio). Es la
Q430X 1 es troba situada al domini D de la
PSAP. La preséncia d’aquest codé d’aturada
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prematura podria ser responsable de
I’eliminacié del transcrit resultant mitjangant el
procés de 'NMD i, en conseqiiéncia, la manca
total de les quatre saposines. Aquest fet estaria
d’acord amb dades prévies que demostren una
reduccid del 50% en el nivell d’mRNA produit

pel gen PSAP en la mare d’aquest pacient.

Taula 7: Mutacions responsables de la malaltia de Gaucher en el
gen de la prosaposina. La numeracié del cDNA comenga a partir
del cod6 d’iniciacio.

MUTACIONS PSAP
cDNA Canvi aa Referéncia
1 A>T MIL Schnabel i col., 1992
1144 T>G C382G Rafiicol., 1993
1145 G>T C382F Schnabel i col., 1991
1288 C>T Q430X Diaz-Font i col., manuscrit

en preparacio

Es va identificar un segon pacient en el qual la
malaltia de Gaucher també és deguda a Ia
deficiéncia en la SAP-C. Una de les mutacions
trobades en aquest pacient es troba en el mateix
codo que en I’anterior pero en la posicio 1145.
Es el canvi d’una G per una T (Schnabel i col.,
1991). La segona, es troba en ’A de I’ATG
d’iniciaci6 de la traduccid, comprometent
totalment la sintesi de la PSAP i, per tant,
provocant la manca de les quatre saposines
resultants: A, B, C i D (Schnabel i col., 1992).

Han estat descrites altres mutacions en el gen
PSAP, perd que provoquen la deficiéncia en
altres o en totes les saposines i1 que, per tant,
donen lloc a altres malalties (leucodistrofia

metacromatica i deficiéncia total en PSAP).
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6- PREVENCIO
GENETICA

6.1- DIAGNOSTIC PRENATAL

El diagnostic prenatal de la malaltia de
Gaucher pot ser realitzat a partir de teixits
fetals facilment assequibles, com soén els
amniocits, les vellositats corioniques o les
cel-lules cultivades procedents d’ambdues.

La necessitat d’un diagnostic prenatal apareix
en aquelles families que presenten algun
antecedent amb la malaltia.

El diagnostic, com hem vist amb anterioritat,
pot ser realitzat per métodes enzimatics i/o
moleculars. En el darrer cas, caldra conéixer
les mutacions causants de la malaltia en la
familia subjecta a estudi o, en cas contrari,
emprar marcadors altament polimorfics per a
realitzar un diagnostic indirecte (Cormand i
col., 1998b). Només en alguns dels casos en els
quals s’arribi a identificar el genotip del fetus,

sera possible determinar el tipus de la malaltia.

6.2- CONSELL GENETIC

L’analisi mutacional pot ser emprat per a la
identificacié de portadors i afectes en families
amb elevat risc de patir la malaltia de Gaucher

0 en poblacions que tenen una elevada
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incidéncia de la mateixa, com en el cas de la
poblacié jueva asquenazita.

El consell genétic presenta, perd, moltes
dificultats a causa tant a la marcada
heterogeneitat al-lélica com de la diferent
resposta de cada pacient a la terapia que se li
subministra.

A partir del genotip és possible conéixer, en
alguns casos, quin sera el tipus de la malaltia.
Es cas de les mutacions L444P i N370S. Per al
cas de la primera, es coneix que la seva
preséncia, en homozigosi, es troba generalment
associada amb les formes neuronopatiques de
la malaltia i que en canvi, la segona, tant en
homozigosi com en heterozigosi, promou una
evoluci6 de la malaltia que no anira mai
associada amb les formes neuronopatiques
(revisat per Beutler i Grabowski, 2001).
Malgrat aixo, dintre de cada tipus aixi com
entre persones amb el mateix genotip, la
heterogeneitat fenotipica és molt elevada (Cox
i Schofield, 1997), amb excepcio dels pacients
amb tipus II, els quals tenen un curs de la
malaltia més homogeni.

Els pacients que presenten el tipus I de la
malaltia de Gaucher son susceptibles de rebre
terapia de reemplagament enzimatic. Aquest fet
dificulta en major mesura el consell genétic per
al cas d’un diagnostic prenatal, degut a que a la
marcada heterogeneitat fenotipica present en el
tipus I (de asimptomatic a sever) caldra sumar-
li la variacid en la resposta que experimenta

cada pacient davant del tractament enzimatic.
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7- CORRELACIO
GENOTIP-FENOTIP

La mesura de 1’activitat enzimatica de la

glucocerebrosidasa  realitzada a  partir
d’extractes cel-lulars revela la manca de
correlacié entre els nivells d’activitat residual
mesurada i el tipus de la malaltia o la severitat.

A partir dels analisis genétics ha estat possible

determinar algunes correlacions genotip-
fenotip, tot 1 que, en molts casos
I’encavalcament de les manifestacions

cliniques entre pacients que presenten diferents
genotips fa molt dificil determinar la prognosi
de la malaltia en un pacient determinat.

Fins el moment, s’han arribat a establir unes
poques correlacions genotip-fenotip detallades

a continuacio.

7.1- TIPUS I

Els pacients amb almenys un al‘lel ¢.1226G>A
(N370S) no presentaran afectacio del sistema
nervids i, per tant, tindran el tipus I de la
malaltia.

Tsiju i col. (1988) varen ser els primers en
descriure aquesta mutacid, la més prevalent en
pacients Gaucher. Aproximadament, el 90 %
dels individus N370S/N370S presenten el
fenotip més lleu de la malaltia i molts d’ells

son asimptomatics (Zimran i col.,, 1989;
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Zimran i col., 1991; Sibille i col., 1993). En els
heterozigots, la segona mutacié condiciona la
severitat dels simptomes.

Existeixen també altres mutacions menys
freqiients associades amb el tipus I, com la

1402T i la V375L (Cormand i col., 1997b).

7.2- AFECTACIO
NEUROLOGICA

Els pacients homozigots per la mutacio L444P
presenten una clinica més severa, generalment
associada amb manifestacions neurologiques i,
per tant, amb la malaltia de tipus II (Stone i
col., 2000) i de tipus III (Koprivica i col.,
2000). Els primers simptomes apareixen
sempre molt aviat, i el marge de variacio
fenotipica és més reduit que en el cas de la
mutacidé N370S. Existeixen, pero, algunes
excepcions. Es el cas de diversos pacients
japonesos homozigots per la mutaci6 L444P
que no han arribat a manifestar aquests
simptomes (Masuno i col.,, 1990). Aquests
resultats, pero, han estat rebatuts per (1999a) i
col-laboradors, els quals afirmen que la manca
de manifestacions neurologiques pot ser
deguda a un diagnostic tempra de la malaltia o,
en determinats casos, al possible efecte
protector o retardant que el tractament de
reemplacament enzimatic o de trasplantament
de medul-la ossia produia haver tingut (Ida i
col., 1999a). Existeix, pero, un pacient de 30
anys amb aquest fenotip sense manifestacions

neurologiques, tot i que desconeixem si es
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troba sota tractament enzimatic (Hatton i col.,
1997).

En pacients de tipus II, la mutaci6 L444P ha
estat trobada sola, en combinacid6 amb la
E326K i com a part de I’al'lels recombinants
(Stone i col., 2000).

Han estat diverses les mutacions trobades en
combinaci6 amb aquest allel en pacients
afectats per les formes neuronopatiques, entre
les quals es troben les segiients: 84insGG,
IVS2+1G>A, ¢.754T>A (F2131) i ¢.1297G>T
(V394L). Segons Koprivica i col. (2000),
I’al-lel ¢.1448T>C (L444P), quan es troba
acompanyant un al-lel nul provoca sempre un
fenotip de tipus II, mentre que en homozigosi
seria més freqiient trobar-lo en pacients amb el
tipus III. La influeéncia del segon al-lel sembla
ser, per tant, essencial per a I’edat d’aparicio de
les manifestacions neurologiques.

Els pacients Gaucher amb el tipus Norrbottnian
son tots homozigots per aquesta mutacio i, per
regla general, presenten la malaltia de Gaucher
tipus III amb severitat variable (Dahl i col.,

1990).

7.3- FORMA LETAL
PERINATAL

L’homozigositat per al-lels Rec dona com a
resultat la forma letal perinatal (Stone i col.,

2000; Tayebi i col., 2003). Existeixen pero,

nombroses variants genotipics molt
heterogénies que  provoquen, com a
conseqiiéncia, aquest fenotip. L’activitat



72 INTRODUCCIO

enzimatica d’aquestes variants s’espera que

sigui nulla.

7.4- FORMA ATIPICA AMB

IMPLICACIO
CARDIOVASCULAR
Pacients homozigots per [D’alllel D409H

presenten una forma atipica del tipus III de la

malaltia de Gaucher, -caracteritzada per
manifestacions cardiovasculars com esclerosi
vascular i oclusi6 aortica severa (Chabas i col.,
1995; Abrahamov i col., 1995; Bohlega i col.,

2000).

8- EXPRESSIO
D’AL-LELS
MUTANTS

La identificacio de les mutacions causants de la
malaltia de Gaucher i el seu estudi funcional en
sistemes eucariotes permet obtenir informacio
sobre les bases moleculars de la malaltia aixi
com establir relacions entre |’estructura de
I’enzim mutat i la seva activitat residual.

Son diversos els estudis realitzats en aquest
sistemes

sentit, amb 1’Gs de diferents

d’expressio 1 diferents tipus cel-lulars (Grace i

MALALTIA DE GAUCHER

col., 1990; Ohashi i col., 1991; Grace i col.,
1994; Choy i col.,, 1996; Kim i col., 1996;
Pasmanik-Chor i col.,, 1996a; Grace i col.,
1999; Amaral 1 col., 2000; Torralba 1 col.,
2001; Hodanova i col., 2003). Algunes de les
mutacions expressades i els seus resultats es
mostren a la taula 8.

Els diferents autors analitzen diverses
mutacions, perd la majoria d’ells coincideixen
en I’estudi de les mutacions més prevalents, la

N370S i la L444P.

N370S (c.1226G>A)

La N370S ¢és la mutaci6 més prevalent. Ha
estat sempre associada, tant en homozigosi
com en heterozigosi, amb la forma no
neuronopatica de la malaltia de Gaucher. Gran
part dels individus que presenten el genotip
N370S/N370S presenten un fenotip lleu i molts
d’ells son asimptomatics (Zimran i col., 1989;
Zimran i col., 1991; Sibille i col., 1993).

Amb la recent resolucido de I’estructura de la
proteina s’ha pogut determinar que I’Asn370 es
troba a I’h¢lix a-7 situada a la interfase entre el
domini II i III, allunyada, per tant, del centre
actiu (Dvir i col., 2003).

Per tot aixo, esperariem que els mnivells
d’activitat residual de la proteina portadora de
la mutacio N370S fossin elevats. En canvi, els
resultats obtinguts en els diferents estudis
mostren que presenta valors d’activitat
intermedis 1 que en alguns casos poden ser fins

1 tot baixos.
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Taula 8: Mutacions expressades en diferents estudis sobre 1’activitat de I’enzim GBA (activitat en % respecte a la proteina salvatge).

Ohashi i i

col., 1990

Grace i

REFERENCIES col., 1994

Plasmid/ Bacul./ Bacul./

Sistemes
d’expressio NIH 3T3 Sf9 S19 Sf9
V15L 14
F109V

D140H

D140H-+E326K

G202R

G202E

E233X

G325W

E326K

T369M

N3708 45
G377

P391L

V394L

D409H

L444P

E326K+L444P

R463C 37,7

25,9-7,3 233 13

18,8-2,5
4,8-1,4 33

35,8-10,1

L444P (c.1448T>C)

S’identifica per primera vegada en un pacient
de tipus II (Tsuji i col., 1987) i, més tard, es
troba en pacients amb altres tipus clinics. Els
pacients que contenen la mutacié L444P han
de ser examinats per excloure que es tracta de
pacients amb un genotip Rec, el qual es podria
correspondre amb la preséncia d’un al-lel nul.
La L444P es troba a la seqiiéncia normal del
pseudogén.

Com ja hem comentat, ha estat associada amb
els tipus II i IIT de la malaltia de Gaucher, fet
que fa pensar que els nivells d’activitat
especifica de la proteina mutada haurien de ser
inferiors als obtinguts per la mutacié N370S.
Els resultats ens mostren nivells d’activitat

baixos, perd que en alguns casos no presenten

Kim i
col., col.,
1996 1996

Bacul./

Pa(s;l?::;k- Grace i Amarali Torralbai Hodanova i
col., 1999  col., 2000 col., 2001 col., 2003
col.,1996a
Vaccinia Bacul/  Bacul/  Plasmid/  Plasmid/
virus/
HeLa-CV1 S9 Sf9 COS-1 Fibroblast
5,2
51,1
19,8
17
3
0
14
60,1 26
40,4
12,3 23,9 8,2 18 9,3
4,5 18
9
12,4 5,5
18,1 3,9 2,7 3 5,4
3,5
24

diferéncies significatives respecte els valors

d’activitat de la N370S.

D409H (c.1342G>C)

La mutacié D409H, a I’igual que la L444P, es
troba de forma normal a la seqiiéncia del
pseudogén. Com ja hem comentat, en
homozigosi, es troba associada a una forma
atipica del tipus III de la malaltia de Gaucher,
fet que fa pensar que la seva activitat in vitro
hauria de ser bastant baixa.

Els resultats obtinguts per diferents autors
mostren, perd, que els nivells d’activitat in
vitro son semblants o lleugerament inferiors als

obtinguts per la mutacio N370S.
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ALTRES

Nombroses mutacions han estat expressades
degut a la seva preséncia en determinades
poblacions o a la seva preséncia en determinats
punts de la proteina (llocs de glicosilacio).
L’expressio d’algunes d’elles té o ha tingut un
especial interés per tal de concixer la seva
relaci6 amb la patogenicitat de la malaltia i
saber, per tant, si es tracta de polimorfismes
neutres o mutacions causant de la malaltia de
Gaucher. Algunes d’aquestes mutacions son la
D140H, la E326K, la T369M i la R463C, totes
elles amb nivells d’activitat bastant elevats
(taula 8). Les tres primeres han estat trobades
unicament com a part d’al-lels complexes, fet
que recolza la hipotesi de que es podria tractar
de polimorfismes neutres o de mutacions molt
lleus (Grace i col., 1999; Park i col., 2002;
Walker i col., 2003). La darrera, la R463C, ha
estat descrita com a mutacié causant de la
malaltia de Gaucher malgrat el seu elevat valor
d’activitat especifica i les seves propietats
catalitiques (Km i Ki), equivalents a les de
I’enzim salvatge (Ohashi i col., 1991).

9- MODELS
ANIMALS

El primer model animal de la malaltia de
Gaucher es va trobar ’any 1979 de manera

espontania en un gos (van de Water i col.,
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1979), pero no va ser propagat. Fou més tard, a
I’any 1992, quan es desenvolupa el primer
model muri amb la disrupcié del gen de la
glucocerebrosidasa (Tybulewicz 1 col., 1992).
Els ratolins obtinguts, homozigots per un al-lel
nul, presentaven una activitat
glucocerebrosidasa inferior al 4%, 1 morien
dintre de les primeres 24 h de vida.

Mé¢s tard, es procedi a modificar la seqiiéncia
del gen muri amb la introduccié de mutacions
puntuals (Liu i col., 1998). La preséncia del
triple mutant L444P+A456P+V460V, al‘lel
considerat letal en humans (Strasberg i col.,
1994; Sidransky i col., 1996b), provoca en els
ratolins 1’acumulacié de glucosilceramida al
cervell i al fetge. Aquesta acumulacio, en
canvi, no va arribar a ser detectable en els
ratolins homozigots per la mutacio L444P
degut a la preséncia d’uns nivells d’activitat
enzimatica  superior  (20%).  Ambdues
mutacions provoquen la mort dels ratolins
dintre de les 48 hores de vida, aparentment per
problemes en la permeabilitat de 1’epidermis
(Liuicol., 1998).

Per tal d’evitar la mort prematura dels ratolins,
es va procedir al desenvolupament d’un model
amb la mutaci6 L444P en homozigosi en
combinacié una mutacié nul-la en heterozigosi
per la glucosilceramida sintasa. Aquests
ratolins visqueren més d’un any, sense mostrar
acumulacié de glucosilceramida perd amb el
desenvolupament d’un procés inflamatori, de
causa desconeguda, en diferents teixits
(Mizukami i col., 2002).

Recentment, han estat desenvolupats ratolins

amb els genotips N370S/N370S, N370S/nul i
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nul/nul, els quals han mort poc despres del
naixement (24 primeres hores) amb un fenotip
equivalent al descrit amb anterioritat pels
ratolins nul/nul i L444P/L444P (Tybulewicz i
col., 1992; Liu i col., 1998). Per aquesta raé no
ha estat possible un estudi exhaustiu de 1’enzim
ni de I’acumulacié de substrat en aquests
ratolins. En el mateix estudi, pero, han estat
desenvolupats ratolins amb els genotips
V394L/V394L, V394L/nul, D409H/D409H,
D409H/nul, D409V/D409V i D409V /nul, amb
un periode de superviveéncia de 58 a 78
setmanes (Xu i col., 2003). L’activitat residual
de I’enzim GBA, per cadascun d’aquests
genotips, s’ha comprovat que és més de 2
vegades superior al cervell (21-28%) que en
altres organs (2,5-11%). Els valors d’activitat
residual son inferiors al fetge i, curiosament,
I’acumulacié de cél-lules Gaucher o de lipids
és menor en ell (comparant amb la melsa i els
pulmons). Aquest fet fa pensar en I’existéncia
d’un llindar diferent en cada teixit, per a
I’activitat de ’enzim i/o0 per Iacumulacio de
substrat.

No es detecta acumulacio de glucosilceramida
al SNC, ni s’observen manifestacions
neuronopatiques, fet que suggereix 1’existéncia
d’un processament posttraduccional diferent o
un recanvi de la proteina mutada inferior al
cervell respecte a altres organs (Xu i col.,
2003).

Aquests estudis han revelat 1’existéncia de
diferéncies histologiques i fenotipiques en la
malaltia de Gaucher entre ratolins i humans. La

diferéncia més clara la trobem en la letalitat

que presenten els ratolins amb la mutacio
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N370S en homozigosi, mentre que en els
humans la mateixa mutacio dona lloc a un
fenotip lleu o asimptomatic en un 80-90% dels
pacients. Malgrat aquestes diferéncies, els
ratolins viables per la malaltia de Gaucher
seran utils per I’estudi de la patofisiologia de la

malaltia i per I’estudi de terapies in vivo.

10- TERAPIA

10.1- TERAPIA DE SUPORT

Les primeres mesures desenvolupades per a
pal-liar els simptomes de la malaltia de
Gaucher consistien en terapies de suport,
mediques o quirurgiques, que eren i son
efectives per problemes especifics.

L’esplenectomia és 1til quan el creixement de
la melsa comenca a ser simptomatic, interferint
en el creixement i el desenvolupament dels
pacients. Resulta eficient per al tractament de
les trombocitopénies greus (Freud i col., 1998).
Les lesions ossies son moltes vegades
alleujades o subsanades mitjangant protesis, les
quals han de ser especifiques per a cada pacient
depenent de la dimensié de la lesio. També
resulta util I’administracié de substancies que
inhibeixen la reabsorcié oOssia (bifofonats, com
el Fosamax) inhibint 1’accié dels osteoclasts

(Bembi i col., 1994; Samuel i col.1994).
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Totes aquestes mesures aixi com altres es
basen en pal-liar els simptomes perd no curen
als pacients perqué no resolen el problema
primordial, la deficiéncia en I’enzim J-

glucosidasa acida.

10.2- REEMPLACAMENT
ENZIMATIC

Els primers treballs encaminats a la I’obtencio
d’una terapia de reemplagament enzimatic
daten dels anys 70 (Brady i col., 1974). Del
d’aleshores fins a 1’actualitat han estat diversos
els intents desenvolupats en aquest sentit fins a
I’obtencio final d’una terapia de
reemplacament enzimatic (TRE).

La TRE es basa en 1’administracié de 1’enzim
B-glucosidasa acida lleugerament modificat per
tal que pugui incorporar-se als macrofags i

actuar en la degradacié dels glucocerebrosids

acumulats.

Actualment existeixen dos farmacs
disponibles: (i) [I’alglucerasa (Ceredase®,
Genzyme Corporation, Cambridge,

Massachusetts) aprovat 1’any 1991, d’origen
placentari i semisintétic i, (ii) I’imiglucerasa
(Cerezyme®, Genzyme Corporation) aprovat
I’any 1994, d’origen sintétic i produit per
enginyeria genética.

El primer s’obté de la PB-glucosidasa acida
placentaria

humana 1, posteriorment, ¢&s

modificada amb 1’eliminacié6 de radicals

glucidics per tal de mantenir residus manosa
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exposats, els quals seran reconeguts pels
macrofags per a la incorporacio de 1’enzim.
Aquest enzim té 497 aminoacids i el seu
contingut en carbohidrats és del 6 % (un 12 %
en I’enzim natural) (Wiltink i Hollak, 1996).
L’imiglucerasa es produeix per enginyeria
genctica 1 es troba també modificada per a
mantenir els residus manosa exposats.

S’ha demostrat que la TRE preveu les
manifestacions sistémiques de la malaltia de
Gaucher en els pacients de tipus I, amb una
millora de 1’anémia (normalitzacié als dos
anys), la trombocitopénia, els dolors ossis, les
crisis Ossies i I’organomegalia (disminuci6 del
20-30% a l’any o dos anys) (figura 22).
S’observa també 1’estabilitzacio d’alguns
problemes neurologics o fins i1 tot petites
millores, com en [D’espasticitat, 1’ataxia o
I’epilépsia. Aixi, la terapia de reemplagament
enzimatic sembla ser efectiva en el tipus [ i en
menor mesura en el tipus III, pero ineficag en
el tipus II.

La resposta de cada individu al tractament €s
dificil de preveure degut a que I’expressio
clinica de la malaltia és molt variable.

Alguns pacients poden arribar a desenvolupar
anticossos contra 1’enzim administrat, i en un
petit nombre de casos aquests anticossos poden
tenir efectes neutralitzadors, que poden
provocar efectes clinicament adversos sobre la
terapia enzimatica. Es per aixo, que els
pacients tractats cal que siguin sotmesos a una
estreta monitoritzacié6 per tal d’observar si
pateixen un empitjorament fisiologic en el seu

desenvolupament al llarg del tractament i, aixi,

tractar de solucionar-ho. Aquesta resposta
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humoral deguda a I’administracio de 1’enzim
recombinant ha estat també observada en el
tractament de pacients amb altres malalties
lisosomiques com la MPS I o la malaltia de

Fabry (revisat per Brooks i col., 2003).

Figura 22: Pacient que presenta una important millora en la
visceromegalia després de sotmetre’s a la terapia de
reemplagament enzimatic.

La resposta a la terapia de reemplagament
enzimatic pot ser mesurable amb 1Gs de
marcadors

bioquimics (quitotriosidasa,

adenosin  desaminasa, fosfatasa alcalina
especifica d’os, piridolina, telopéptids), clinics
(volum de fetge i melsa), radiologics (afectacid
esquelética) 1 hematologics (trombocitopenia,
anémia).
Degut a la wvariabilitat dels marcadors
bioquimics, al solapament entre els nivells
normals i patologics, i als ritmes circadians
d’alguns d’ells, encara no poden ser
recomanats amb absoluta certesa pel seguiment
dels pacients sotmesos a tractament. Cal tenir
en compte també, que per exemple la
quitotriosidasa, 1’activitat de la qual disminueix
sembla

amb [D’inici de la terapia, no

incrementar els seus nivells d’activitat amb

I’empitjorament de la progressio de la malaltia
ocasionada pel desenvolupament d’anticossos
neutralitzant (Zhao i col., 2003).

Les dosis més usuals per als pacients de tipus |
son: “dosis altes/baixa freqiiencia” (60 U/Kg/2
setmanes), “dosis intermedies/baixa
freqliencia” (30 U/Kg/2 setmanes) i “dosis
baixes/alta freqiiéncia” (2,3 U/Kg/3 cops per
setmana). Es desconeix quina ¢és la dosi
minima efica¢ pero, fins el moment, aquesta
sembla estar subjecta a cada pacient. Per al cas
de pacients amb hipertensié pulmonar, soén
necessaries dosis elevades, degut a que el
nivell d’alliberament de 1’enzim administrat €s
menor als pulmons que en altres oOrgans
(Mistry i col., 1996). Per als pacients de tipus
III, es recomanen les dosis més elevades (de
240-120 U/Kg/2 setmanes fins a 60 U/Kg/2
setmanes) i la millora es dona de forma molt
lenta i mai en I’afectacio neurologica.
L’administracio de la terapia de
reemplagament enzimatic és produeix sempre
per via intravenosa, fet que provoca Ia
dependéncia dels pacients a algun servei
hospitalari. Pero la principal limitacié estreba
en I’elevat cost del tractament, especialment en

paisos en vies de desenvolupament.

10.3- TERAPIA DE REDUCCIO
DE SUBSTRAT

L’6s d’imino sucres inhibidors de la

glucosilceramida sintasa, la qual catalitza el

primer pas en la formaciéo de la majoria de
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glucoesfingolipids (GSL), pot ser util en la
reduccio de la taxa de sintesi dels mateixos fins
a nivells on I’activitat residual de 1’enzim
inhibit sigui suficient per tal de prevenir
I’acumulaci6 patologica dels lipids.

Aquesta aproximacié esta sent aplicada per al
tractament dels models murins en les malalties
de Sandhoff i Niemann-Pick C (Jeyakumar i
col., 1999; Zervas i col., 2001) i, recentment,
s’ha aprovat un medicament (Zavesca) en
aquest sentit per al tractament de la malaltia de
Gaucher tipus I lleu o moderada. EI component
actiu €s un imino sucre anomenat miglustat o
OGT 918 (N-Butyldeoxynojirimycin) (Cox i
col., 2000; Lachmann 1 Platt, 2001; Heitner 1
col., 2002).

L’administraci6 d’aquest medicament és oral,
fet que representa un benefici practic i
economic. Només es recomana en pacients en
els quals la  terapia de reemplagament
enzimatic resulta inadequada. Presenta un
inconvenient, que ¢és 1’elevat nombre d’efectes
secundaris que provoca (diarrea, peérdua de pes,
signes de polineuropatia), pero el benefici que
comporta és molt superior i, en un gran nombre
de casos, aquests efectes acaben desapareixent
al llarg del tractament.
Una segona molécula, la N-butyldeoxiga-
lactonojirimycin (NB-DGJ), esta sent estudiada
com a un nou agent terapcutic. En ratolins
s’han realitzat un petit nombre de proves
cliniques, demostrant-se una reduccidé en la
concentracié de glucoesfingolipids sense els
efectes negatius del miglustat. Aquest fet

suggereix que podria ser més ben tolerat pels
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pacients que no pas el miglustat (Pastores i

Barnett, 2004).

10.4- TRASPLANTAMENTS DE
MEDUL-LA OSSIA

Els pacients amb un fenotip més sever de la
malaltia (tipus III) poden beneficiar-se del
trasplantament de medul-la ossia (Ringden i
col.,, 1995). Amb ell poden aconseguir-se
nivells enzimatics suficients per aturar el curs
normal de la malaltia i, fins i tot, la millora en
certs aspectes com la visceromegalia, perd no
s’ha observat millora en les lesions oOssies
(Hoogerbrugge i col., 1995).

Els riscs associats al trasplantament de
medul-la ossia son molt elevats deguts a la
pancitopénia, la immunodepressio i el rebuig.
Tot i1 tenir grans avantatges (és una terapia
permanent que no obliga als pacients a estar
sotmesos a continues infusions de I’enzim i és
més econdmica) va associada a una elevada

mortalitat, fins i tot quan el donant és totalment

compatible (Brady i col., 1993).

10.5 - TRANSF ERENCIA
GENICA

Una gran varietat de cél-lules han estat
emprades en el desenvolupament de diferents

estratégies de terapia génica, com soén els



MALALTIA DE GAUCHER

fibroblasts, hepatocits, cél-lules endotelials,

queratinocits, cel-lules musculars Ilises 1
mioblasts. Per al cas de la malaltia de Gaucher,
la gran majoria de les estratégies de terapia
génica desenvolupades van encaminades cap a
la introduccié del gen de la B-glucosidasa acida
en les cél-lules mare hematopoiétiques CD34+
procedents de la medulla ossia o de sang
periférica. cél-lules

Aquestes poden ser

mobilitzades de manera eficient (amb
I’administraci6 de Neupogen), modificades ex
vivo amb la incorporaci6 del gen salvatge per
mitja de vectors retrovirals (com el MFG-CG),
i els clons que expressen I’enzim poden ser
seleccionats 1 reintroduits al mateix pacient
(Ohashi i col, 1992; Xu i col, 1994
Nimgaonkar i col., 1994; Dunbar i col., 1996;
Havenga i col., 1997).

Actualment aquest tipus de terapia geénica es
troba en fase I. Els assajos clinics en 4
pacients, han donat com a resultat un benefici
clinic a llarg termini (2 anys) Unicament en 1

d’ells (revisat per Barranger i col., 1999).
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Existeixen pero altres estratégies, que fins el
moment es troben en fase experimental sobre
models animals o cél-lules en cultiu. Algunes
d’elles impliquen la sobre expressid de 1I’enzim
normal en cél-lules d’altres tipus cel-lulars,
com mioblasts i fibroblasts. Els mioblasts han
mostrat nombrosos avantatges des del punt de
vista de 1’expressid, secrecié i alliberament
sistémic del producte transferit (revisat per Liu
icol., 1997).

Una altra estratégia en desenvolupament, es
basa amb 1’s dels anomenats quimeroplats,
oligonucleotids quimerics de RNA/DNA
capacos de corregir una mutacié puntual per
mitja del mecanisme de reparacid de
desaparellaments (Cole Strauss i col., 1996).
Experiments fets a partir de fibroblasts i
hepatocits han demostrat que els quimeroplasts
son capagos d’entrar en el nucli de les cél-lules,
pero fins el moment no s’ha demostrat que la

correccio pugui tenir lloc de manera eficient

(Diaz-Font i col., 2003b).






