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Al Adela, na Margarida i na Montserrat, lestres dones de la meva vida.

A la memoria de mon pare, en Carmelo.
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"Klaatu, Barada, Niktu..."

Ultimatum ala Tierra (The day the Hearth stood still)
Robert Wise (1951)

“...E quan fo entre hora nona e vespres, enforti’s la mar pel
creixement del vent, e feu tanta de mar que en la terca part
de la galea, de part de proa, que passava llassus |"aigua de
les grans ondes de la mar quan venien. E quan venc que
aquesta mar haguem correguda prop del vespre, ans que €
sol se pongués, cessa lo vent; e al cessar que féu lo vent,
veem |’illa de Mallorques, e destriam |la Palomera et Sdller e
Almeruig...”

Jaume | (1208-1276), comte de Barcelona i rei d Arago,
Mallorcai Vaencia. Llibre dels Feits, 856.
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Al Pedro Moral, € meu “jefe”, perque sense ell aquesta tesi no hagués estat possible. A
part de transmetre’m els seus coneixements com a bon mestre, en tot moment ha dipositat
en mi la seva confianga i m'ha guiat pel dificil cami que ha representat aguest treball.
Després de tot aquest temps és per ami com un pare.

A la Neus Vaveny, pergue ella ha estat una pionera de |"epidemiologia genetica
aplicada ala cardiopatia isguemica en el grup d'investigacié del que formo part. Ella va ser
la meva mestra al laboratori, amb la seva tesi va obrir cami a present treball, redlitzant la
tasca meés feixuga de la recopilacio de les mostres de families.

Al Marc Via, I'Emili Gonzdlez i |'Esther Esteban per gudar-me en la correccid
ortografica de la tesi i pels molts suggeriments que m"han fet per tal de que aquesta fos
millor. També a la Clara Garcia, la meva tutora de doctorat, pel seu gut a |I"hora de
complementar dades de tipus demografic.

També he de mostrar € meu agraiment a persones que, encara que no han participat
directament en |"elaboracié d'aguesta tesi, m'han fet passar moltes bones estones,
especialment a les sobretaules de la Unitat:

Al Marc, perque gairebé vam entrar de lama ala Unitat i vam acabar convertint-nos en
una extranya parella de bessons-freaks, realment m’'alegro d"haver-me topat amb tu a les
escales aguell dia. Ell em va donar a coneixer el “corner” i ala gent que ali hi vivia, ala
gue també hi estic agrait, especiament a |"Alfred, la Tana, la Fanny, lo Miquel, |'Eva, la
Silvia, I’Ares, el Jordi Sentiasi la Magdala. A I"Emili pel seu especial sentit de |"humor i
sobre tot € seu seny. A la Meritxell, que esta al”exili italia, perque m ha ensenyat que la
fantasia no es perd al deixar enrera la infancia. A |'Esther per intentar ensenyar-me
maneres a taula. A la Neus perque d'éla vaig aprendre gque la persisténcia és molt
important en el mon de la investigacio. A la Noelia, perdd, Natalia per recordar-me
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pacientment el seu verdader nom. A la Mireia, e Joel, €l Rolo, la Silvina i la Neus
Martinez, els veins del costat amb els que en lloc de julivert o sal ens intercanviem CDs. A
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comprensié i tolerancia, especiament en els debats de després de dinar i a “Lourdes boy”,
0 sigui, en Sergi, per la seva complicitat en e mateix moment del diai per haver compartit
hores intempestives a la unitat. Als companys del fons del passadis, |"Eva per la seva
simpatiai € Jordi Galvany per la seva riala encomanadissa. També al Carlesi I"Antonio
pel seu sentit de I"humor tant esmolat. Als “pares’ de tots plegats. € Pedro, la Clara, €l
Txomin, el Miquel, laLourdes. A I"avi de tots plegats, el doctor Josep Pons, un incansable
jovenet que supera els 80 anys.d edat. Als que viuen a |"estranger i que algun cop van
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En el treball que es presenta a continuacié es porta a terme |"analisi de la diversitat
present en loci implicats en e procés de |"hemostasi per tal daprofitar els resultats
obtinguts en dos camps ben diferents: |"epidemiologia genética i la genética de les
poblacions humanes. Mitjancant | epidemiologia genetica es pretén detectar factors de risc
genétics implicats en la susceptibilitat per a la cardiopatia isquémica. Dins del camp
poblacional, es pretén analitzar, per primera vegada, la variacio d aquests marcadors en
poblaci6 general per alasevaaplicacio al” estudi de les relacions genétiques existents entre
diverses poblacions de |"area mediterrania. Les dades poblacionals aixi obtingudes
presentaran també un interés epidemiol 0gic ja que aquesta regi 6 geografica presenta una de
les taxes de mortalitat més baixes per a aquesta malaltia conjuntament amb el centre-Est
d’Asia. Aquesta peculiaritat podria reflectir-se en una distribucié de les freguiéncies dels
polimorfismes estudiats diferent a la d'atres poblacions amb elevada incidéncia de la
malaltia, com ara el Nord d"Europa o €ls Estats Units.
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1. ASPECTE POBLACIONAL DE L'ESTUDI

Els estudis sobre la diversitat genetica de les poblacions humanes van apareixer amb la
finalitat de ser una nova font de dades per a la reconstruccio de la historia de les mateixes
complementant la informacié proporcionada per la paeontologia, |"arqueologia i la
linglistica. Els primers estudis en aquest camp, basats en marcadors classics (grups
sanguinis), ja van possar de manifest que a voltant d"un 85% de la diversitat genetica total
es donava a nivell intrapoblacional, mentre que el 15% restant corresponia a la diversitat
interpoblacional (Lewontin, 1972). Aquest resultat va ser confirmat anys després
mitjancant marcadors d’ADN (Barbujani et al. 1997). Malgrat tot, la genetica de
poblacions ha demostrat ser una eina Gtil en la investigacio de les relacions
interpoblacionals (Cavalli Sforza, 1997).

En la present tes s aporten noves dades genetiques sobre algunes poblacions de la
Mediterrania Occidental. Per poder fonamentar una explicacio dels resultats obtinguts en
les analisis sobre les relacions genétiques entre elles cal tenir un previ coneixement de la

seva historia.

1.1. MARC HISTORIC | CULTURAL DE LA MEDITERRANIA
OCCIDENTAL

Desde e punt de vista estrictament poblacional, |"area mediterrania ha vist néixer les
primeres grans civilitzacions i probablement ha estat |"escenari de grans moviments
migratoris com a consequencia de grans revolucions culturals o invasions de caire béllic

gue han pogut ésser rastrejades a nivell argueologic.

El Neolitic. Un dels primers aconteixements que podrien haver implicat moviments
poblacionals va ser la revolucio del Neolitic. Es considera que aguesta revolucio
economica hauria arribat al Sud del continent Europeu cap a 6000 a. C. En la seva
expansid, a més de la via terrestre, es considera que la via maritima va jugar un paper
important escampant € Neolitic desde la zona Occidental de la Peninsula Balcanica a tota
la Mediterrania Occidental. La rapidesa del procés de neodlititzacié en aguesta regio

geografica queda reflectida en la rapida difusié desde la costa adriatica dels Balcans fins a
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la costa atlantica de Portugal d"un tipus de ceramica gravada anomenada ceramica cardial.
Al Nord d"Africa no existeixen restes de ceramica cardial encara que si es troben altres

tipus de ceramica gravada d”aquesta época.

El Calcolitic. De la mateixa manera que | agricultura i la ramaderia, els primersindicis
de treball amb metalls apareixen a la regié de |I"Orient Mitja, on |"aparicié del treball del
courei del’or a 3er mil-leni a. C. marcal’inici del periode Calcolitic. La seva difussio cap
a Occident probablement va seguir les mateixes vies que € Neolitic. Els primers indicis de
metal -lUrgia del coure dins de la Mediterrania Occidental es detecten a Corsega, Sardenya,
Italia i Sud d Espanya. Dos fenomens de gran extensi0 podrien indicar moviments
poblacionals al’inici i alafi d aguest periode: e moviment megalitic i I"expansio del vas
campaniforme. EI moviment megalitic, que es caracteritza per construccions realitzades a
base de grans blocs de pedra i per la practica d enterraments col-lectius, es troba
representat a tota Europa Occidental incloent les illes Balears i Corsega, Orient Mitja i
Nord d"Africa. La segona etapa del Calcolitic dins de la Mediterrania Occidental esta
marcada per |"aparicié d un tipus caracteristic de ceramica constituida per gerros en forma
de campana invertida o vasos campaniformes i per la practica d”enterraments individuals.
SOn abundants les troballes de vasos campaniformes a la Peninsula Ibérica, el Sud de
Franca i la vall del Rhin; al Nord d Africa només es troba a Marroc no trobant-se a

Tunissiani aAlgériacentral i oriental. L origen del vas campaniforme és incert.

L"Edat del Bronze. Aquest periode va iniciar-se cap a 2500 a.C., també a | Orient
Mitja, des d’on es va es va estendre cap a Nord (Caucas i Anatolia), Egipte, arxipélag
Egeu i Creta. Es des d aguesta darrera illa que es va escampar a tota | Europa Occidental.
Sembla que dins de la segona meitat del segon mil-leni a.C. Creta perd la seva hegemonia
en front de Micenes. En aguest moment, s afegeix a | agricultura una important indUstria
de caire artesanal que es difon per la Mediterrania gracies a un intens intercanvi comercial
i que fa que la influéncia de la cicvilitzacio de Micenes es detecti finsi tot alrlanda o as
territoris germanics. Dins de la Peninsula Ibérica, € més important centre de |"Edat del
Bronze va ser El Argar que va destacar per la metal-|Urgia de |"argent. En aquesta época es
realitzaven enterraments individuals en grans gerros. Dins de les illes de la Mediterrania
Occidental apareixen poblats fortificats amb torres generalment de planta circular a base de
grans blocs de pedra representats per les construccions nuoragiques a Sardenya (1500 a.C.-

238 a.C.), lestorresi monuments megalitics a Corsega (1800 a.C.-1500 a.C.) i elstalaiotsa
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lesilles Balears (1200 a.C.-800 a.C.). Aquests tipus de construccions recorden les presents
en algunesilles de | arxipelag de les Ciclades.

Dins de I'Edat del Bronze es produeix també I"extensio de la civilitzacié dels Camps
d'Urnes, caracteritzada per l'incineracié dels morts, a partir del Danubi mitja cap a
Bohémia, Polonia, centre d Alemanya, centre d'ltdlia, Franca Occidental i e Nord
d Espanya. Aquesta extensio ha estat associada a |"expansio dels pobles protoceltes. Els
pobles celtes tindrien e seu origen a Sud d”Alemanya dins de |"Edat del Bronze, entre €l
1800i el 1600 a.C., epocaen laque van comencar aenvair Gran Bretanya.

A partir del 1200 a.C. es produeix un canvi radical dins de I"Edat del Bronze europea
marcat per grans alteracions del mén mediterrani, |"origen de les quals és probablement la
caiguda dels imperis que s havien desenvolupat a la Mediterrania Oriental d entre els que
destaca I"'imperi de Micenes. En aquesta epoca, €ls fenicis van comencar a controlar el
comer¢ dins de la Mediterrania. Fenicia estava composada per ciutats-estat independents
entre les que destacaven: Arados, Biblos, Sidon i Tir. Aquesta darrera va posseir
I"hegemonia entre el 1000 i € 774 a.C. Malgrat tot, les ciutats fenicies van caure sota la
influencia assiria entre els segles V111 i VI a.C. Possiblement a causa de la pressi6 assiria,
Tir vafundar Cartago |"any 814 a.C., que va exercir la seva hegemonia sobre tot e Sud de
la Mediterrania Occidental, incloent € Nord d"Africa, € Sud de la Peninsula Ibérica, les
illes Balears, Corsega, Sadenyai part de Sicilia.

L"Edat del Ferro. A partir del 800 a.C. S'instaura la 1a Edat del Ferro que dins
d Europarep € nom d"Edat de Hallstatt. L"abundancia de jaciments provoca & naixement
de lametal-IUrgia del ferro que es va estendre per Croacia, Bosnia, Alemanya Occidental i
el Nord d Espanya. Durant aquesta época es produeix |"expansié de pobles de genets
(escites, cimeris i tracis) procedents de les estepes Orientals que van exercir la seva
influencia sobre els pobles indigenes d"arreu d"Europa. Al segle VII a.C. apareixen els
primers signes de la civilitzacié dels ibers a la Peninsula Ibérica. Aquesta civilitzacié de
[lengua no indoeuropea va conéixer € seu apogeu al segle VI a.C. i es va estendre fins a
Llenguadoc jugant un paper important dins de la Mediterrania Occidental abans de la
conquesta romana. L any 750 a.C. una coalicio de llatins i sabins va fundar Roma sota la
influencia etrusca. A partir d” aguest moment el territori sotala dominacié romana no deixa
de creixer per Europai cap a Orient, sense arribar a ocupar plenament les regions del Nord,
Gran Bretanya i els territoris de les tribus germaniques. Per tant, les poblacions de la

Mediterrania Occidental cauen sota la dominacié romana. En aguest moment, els bascos o
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Vascons son citats per primer cop per Saluste cap a l’any 40 a.C. Textos llatins posteriors

confirmarien la seva presenciafinsa Arago i Castella-L1ed.

Aquestes dades protohistoriques permetrien constatar € desenvolupament de
civilitzacions de gran extensio dins Europa sota la influencia de les civilitzacions de la
Mediterrania. L'expansi6 daquestes cultures no ha dhaver-se acompanyat
obligatoriament per moviments poblacionals importants. Dins de |"época historica
existeixen tres moviments que si podrien haver modificat la composicié genética de les
poblacions europees: les invasions céltiques, les invasions de les tribus germaniques i la
onquesta arab al Sud del continent.

Les invasions cdltiques. A partir del 450 a. C, es va desenvolupar a Europa la segona
Edat del Ferro. En aquesta epoca una primera invasié procedent del Sud d”Alemanyai de
I”Est de Franca va progressar per lavall del Roine, va atravessar els Alpsi va penetrar ala
vall del Po. Una primera colonia es va establir al Sud de Bolonia i as Apenins. Entre €l
400 el 300 a.C., una segonainvasio celtica, més important que la primera, pren possessio
de la major part de la vall del Po. En aguest moment els celtes comencen a penetrar as
Balcans i també penetren a Franca. A continuacio es van produir dues onades succesives
d'invasions, unad elles es vadirigir cap ala costa mediterrania de Franca, Espanyai Italia;
i I"dtra cap als Balcansi Orient Mitja. La decadencia dels celtes va comencar a final del
seglelll aC.

Les invasions dels pobles germanics. Sota aquesta denominacié s'engloven les
invasions i migracions que es van escampar pel territori de I’ Imperi Romai dels seus estats
successors a Europa i Nord d”Africa entre la fi del segle IV d.C. i lafi del segle VII d.C.
Els pobles germanics van aparéixer alafi del periode Neolitic i originalment habitaven el
Sud d"Escandinaviai Dinamarca. Dins dels grups germanics es poden distingir: els pobles
germanics del Nord que van romandre a Escandinavia; e€ls grups germanics de |'Est
(vandals, burgundis i gots) i els grups germanics de |"Oest que inclouen els francs. Els
grups germanics de I"Est van ser els que van portar a terme les grans migracions que van
portar a la desaparicié de I"'Imperi Roma d Occident per la seva substitucio per reialmes
germanics. Alguns d aquest pobles van crear reiames a Sud d"Europa. Les illes de la
Mediterrania Occidental van caure sota € poder dels vandals. Aquests darrers

conjuntament amb els sueus i alans, van superar |"any 406 d. C. la frontera del Rhin, van
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atravessar Francai Espanyai van crear a Nord d”Africa un reialme vandal (429-507 d.C.)
amb una flota que va dominar tota la Mediterrania Occidental. Per altra banda els visigots
van fundar un reiame a Espanya (507-711 d.C.) i els ostrogots (493-553 d.C.) i €els
[lombards (568-774 d.C.) ho van fer altalia

La conquesta arab. La conquesta arab del Sud d'Europa pot haver influenciat la
composicio genética de les poblacions d aquesta regié geografica. Son considerats com a
arabs només aquells pobles de parla arab en els que es pot reconéixer un nexe historic amb
els grups arabofons de |"antiga Arabia. Existeixen indicis de que la llengua arab ja era
parlada a segle IX a.C. a desert de Siriai a Nord-Est d"Arabia. Els arabs procedents
d aguesta regio s haurien infiltrat fa molt temps cap a Egipte i Mesopotamia, encara que la
gran onada d arabitzacio es va produir a partir de les conquestes musulmanes. La
conquesta del Magreb berber (647-700 d.C.) va precedir la conquesta de la Peninsula
Ibéricaentreel 7111 e 713 d.C., aprofitant la decadencia visigotica, i es va perllongar fins
al 1492 amb la caiguda del reialme de Granada. Gairebé tota la Peninsula va ser sotmesa i
anicament la Serralada Cantabrica i €l Pirineus Occidentals van escapar a la invasio. La
conquesta va ser readitzada sota e comanament militar arab, pero les tropes invasores
estaven constituides fonamentalment per berbers islamitzats, coneguts sota €l nom de
“moros’, reclutats al llarg del Magreb. Els musulmans “moros’, que van conquerir les
Balears I"any 902 no han de ser confosos amb €els sarrains, que van conquerir |’ltalia
peninsular, els Alps Occidentals i controlaven tota la mar Mediterrania entre €l segles 1X i

X incloent Corsegai Sardenya.

1.2. PROBLEMATIOUE§ PLANTEJADES SOBRE EL POBLAMENT
HUMA DE LA MEDITERRANIA

Els moviments poblacionals de I"home modern dins de |"ambit geografic de la
Mediterrania Occidental son objecte de dicusiéo en la bibliografia. Gran part de la
controversia es centra en e grau de fluxe géenic present entre les poblacions de la costa
europea 0 Nord i les poblacions de la costa Sud o Nord-africana de la Mediterrania. En
aquest ultim grup de poblacions també es discuteix sobre el grau de fluxe genétic existent

amb les poblacions de | Africa Sud-sahariana.
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Dins de |"area mediterrania dues barreres geografiques importants han condicionat una
direccio Est-Oest del poblament huma: La mar Mediterrania que separa Africa d Europa i
el desert del Sahara que separa el Nord dAfrica de |’Africa Sud-sahariana. Malgrat tot,
aguests impediments per a les migracions humanes no tenen perque haver estat
infranquejables en el passat. Existeixen proves de que durant la primera meitat de I"Holocé
predominava un clima humit alaregio del Sahara que va afavorir |"aparicié d asentaments
humans, encara que durant els darrers 5000 anys e Sahara ha sofert una gradual
aridificacié que |"ha portat a ser el desert que és actualment (Said i Faure, 1990). Pel que
respecta alaMar Mediterrania, aquesta només presenta una amplada de 15 km al Estret de
Gibraltar i ambdues ribes son perfectament visibles desde |'oposada. Malgrat tot,
existeixen fortes corrents marines que fan dificil la seva navegacio.

Diversos estudis de genética poblacional basats en STRs autosomics (Bosch et al. 2000)
en ADN mitocondrial (Rando et al. 1998) i en haplotips al cromosoma Y (Bosch et al.
1999) mostren una clara diferencicio entre les poblacions Nord-africanes i les de la
Peninsula Ibérica, reconeixent en |I'Estret de Gibraltar una barrera genetica important.
Malgrat tot, els mateixos estudis, especialment els basats en STRs i en ADN mitocondrial
detecten I"existéncia d'un petit flux géenic entre aguestes dues regions geogréfiques,
especialment al Sud de la Peninsula Ibérica. Aquest fet confirmaria que durant el passat
|”Estret de Gibraltar va esser atravesat, malgrat els perills que implicava la seva navegacio,
per un nombre considerable d’individus que van deixar €l seu patrimoni genétic a la
Peninsula. Alguns autors creuen que aquest petit flux genic es remontaria a |"época de la
dominacié arab de la Peninsula Ibérica que, en el Sud de la mateixa, va durar gairebé 8
segles. Per daltres autors, I'impacte genétic d aquest aconteixement historic sobre les
poblacions peninsulars va ser quasi inexistent (Hitti, 1990).

Per tal de buscar altres causes per les quals el flux genétic entre la Peninsula Ibéricai €l
Nord d”Africa sembla haver estat limitat, alguns autors suposen que el Neolitic vaimplicar
dues onades paral-leles d"expansié poblacional d'Est a Oest, una a cada banda de la
Mediterrania. Aquest fet hauria causat una diferenciacié genética important entre les
poblacions de la Peninsula Ibéricai les del Nord-Oest dAfrica. L onada poblacional de la
riba Nord hauria introduit a Europa les [lengiies indoeuropees, mentre que la de lariba Sud
hauria introduit al Nord d”Africa les [lengiies afroasiatiques. Aquesta diferéncia ha generat
una barrera cultural que pot haver contribuit a |"aillament genétic entre la Peninsula i €l
Nord dAfrica (Renfrew, 1991; Barbujani 1994).
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D atra banda, la poblacio basca ha mostrat en diversos estudis sobre marcadors
autosomics certa peculiaritat genética respecte a la resta de poblacions europees
(Bertranpetit i Cavalli-Sforza, 1991). Aquest fet ha estat interpretat com el producte de
|"accié de la deriva genética en una poblacié que ha viscut aillada en valls montanyoses
durant llargs periodes de temps. Malgrat tot, hi ha autors que afirmen que la poblaci6 basca
actual representaria el darrer reducte de la poblacié de la Peninsula Ibérica anterior a
|"arribada de la suposada onada poblacional neolitica, i que a més tindria un origen comu a
la poblacié berber en base a que presenten fregliencies similars en alguns haplotips del
sistema HLA (Martinez Laso, 1995; Arnaiz Villena et a. 1995 i 1997). Aquest fet
implicarial existenciad un flux poblacional molt anterior al Neolitic através de|”Estret de
Gibraltar. Per a alguns autors, € Neolitic va arribar al extrem Occidental de la
Mediterrania, tant @ Nord com a Sud de |'Estret de Gibraltar, com una transmissio
cultural i no pas com un moviment poblacional.

Per ultim, cal assenyalar que les dades genetiques confirmen | existéncia de cert flux
genétic continu entre |"Africa Sud-sahariana i |’ Africa Nord-Occidental através del desert
del Sahara (Lefranc et al. 1979; Rando et al. 1998). Aquest flux genic ha generat una
variacié clinal d’influéncia genética Sud-sahariana que és més intensa en la part Sud de
I’ Africa Nord-Occidental. Aquest fet pot haver contribuit a la diferenciacié de la poblacio

Nord-africana respecte ala de la Peninsula I berica.
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2. LA CARDIOPATIA ISQUEMICA

2.1. CONCEPTES GENERALS

Sota el nom de malaltia cardiovascular s’engloba un grup de patol ogies que poden tenir
3 origens diferents: aterosclerotic, infecciosi congenit.

La cardiopatia isquémica (CAl) pertany al grup de malaties cardiovasculars d origen
aterosclerotic, amb la particularitat d'afectar les artéries coronaries. Existeixen altres
malalties amb el mateix origen per0 que afecten arteries localitzades a altres llocs de

I"organisme (figural.l).

Artéeries afectades
o |nfart de miocardi
e Cardiopatia
isquémica o Angor
CAl .
MALALTIES (CAD _ _ inestable .
CARDIOVASCULARS . e Anginade pit e Coronaries
D'ORIGEN * Malaltia oA
ATEROSCLEROTIC arteria ngor
coronaria estable
® Grans artéries
perifériques
e Malaltiavascular periféerica e Aorta
e Carotides
o Malaltia cerebrovascular isquemica (Embolia) * (Efer_e:brals
® Basilars

Figural.1. Classificacié de les malalties cardiovasculars d origen aterosclerotic.

L aterosclerosi, procés que es troba en la base de totes aquestes manifestacions
cliniques, es defineix com una lesi6é de |"arbre arterial que es localitza en gran part dins de
la capa intima de la paret de |"artéria. Formant part d”aguesta lesi6 es troben diversos tipus
cel-lulars, d"entre es que destaquen cél-lules musculars llises procedents de la capa mitja
arterial, trobant-se també macromolécules, i acimuls de lipids i d"elements generats en
processos d ateracio degenerativa com la necrosi cel-lular en € si de lalesio. Cal tenir en

compte que €l terme ater osclerosi (del grec atero = lipidsi sclero = dur) no és sinénim del
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terme arterioscleros (del grec arterio = arteriai sclero = dur). Arteriosclerosi €s un terme
més general que defineix totes aguelles lesions en les que es déna un engruiximent de la
paret vascular. D"aguesta manera |’ aterosclerosi és un tipus d arteriosclerosi que es
caracteritza per la proliferacio de cél-lules de muscul llis en les artéries musculars i
elastiques de mida mitjanai gran.

La cardiopatia isquemica (CAl) es defineix estrictament com |“isquemia del miocardi,
és adir, lamancanca (total o parcial) d aport d”oxigen a la musculatura que constitueix €l
miocardi. Aquesta alteracio és provocada fonamentalment per una disminucié del fluxe
sanguini a les artéries coronaries (figura 1.2), sol ser la consequéncia de lesions
aterosclerotiques, encara que rarament, també pot estar causada per espasme o arteritis de
les mateixes artéries. L infart agut de miocardi i I"angina de pit son les dues manifestacions

cliniques principals de la CAl.

dret £5i] UEITE dret

VISTA ANTERIOR VISTA POSTERIOR

Figura 1.2. Localitzacio de les arteries coronaries al miocardi. Modificacié a partir de
Spalteholz (1965).
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Donat que | aterosclerosi pot cursar assimptomaticament fins a estats molt avancats, en
un estudi com e present, en € que es pretén investigar sobre algunes de les bases
genétiques de la CAl, €els individus afectats d'angina de pit o supervivents d'infart de

miocardi son lamostra més adient.

Infart de miocardi és el nom que rep la necrosi aguda del miocardi d origen isquemic i
gue generalment esta causada per |"obstruccié trombotica d una artéeria coronaria. El seu
quadre clinic es caracteritza per:

e Dolor, similar a de I'angina de pit, perd de més intensitat i duracio, no manté

correlacio amb I"extensié de la necrosi i no respon a |"administracié de nitroglicerina

sublingual. Sol venir acompanyat per nausees, vomits, sudoracio freda, sensacié de mort
imminent, anguniai debilitat.

e Necros isguemica, aquesta afecta al miocardi. La zona necrotitzada pot abarcar tot

|”espessor de la paret (infart transmural) o pot estar limitat a ter¢ o meitat interna de la

paret (infart subendocardic o no transmural).

e Oclusi6 de I"artéria coronaria que irriga la zona infartada mitjangant un trombe fresc

de 2 a 3 cm de diametre. Aquest trombe es troba adherit a una lesié ateromatosa

obstructiva que mostra lesions agudes com fissuracid, trencament de I'intima i

hemorragies.

e Presencia d'un quart soroll en I"auscultacié acompanyat per una davallada de la

intensitat dels altres sorolls.

e Alteracions al”electrocardiograma, que afecten al segment ST i alesones Q.

e Increment dels nivells plasmatics d"enzims alliberats al torrent circulatori per la zona

del miocardi afectada per la necrosi. Entre aguests enzims destaguen |a creatingquinasa

(CK), latransaminasa glutamicoxalacética (ASAT) i la deshidrogenasa lactica (LDH).

Durant els primers dies es poden presentar una serie de complicacions que fan que
I"infart de miocardi presenti una mortalitat d'entre el 20 i e 50% (complicacions
eléctriques i mecaniques, insuficiéncia cardiaca, trencament del miocardi, aneurisme o
dilatacié circumscrita a la zona necrotica). En els 6 mesos posteriors al’infart |la mortalitat
és del 10%, estabilitzant-se posteriorment fins a un 3 a 4% anual. L evolucio a llarg plag
depen del grau de disfuncioé ventricular, nombre d"artéries afectades i preséncia d arritmies

ventriculars greus.
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El terme angina de pit designa un concepte exclusivament clinic definit per les
sensacions de dolor, opresi6 o malestar toracic que es poden atribuir a una isquémia
transitoria del miocardi. Aquesta pot venir causada per un increment en e consum
d oxigen per part del miocardi d"un individu, afectat per lesions aterosclerotiques previes,
com a consequéencia d'una emocio intensa 0 de la redlitzacié d'un esfor¢ fisic que
comporta un increment de la pressio arterial o del ritme cardiac. Els trets necessaris per
diagnosticar aquesta patologia es resumeixen en:

e Presencia de dolor alaregi6 retrosternal o bé en tota la part anterior del torax que es

pot irradiar cap als bracos, coll o mandibulai que, finsi tot, pot localitzar-se Gnicament

a aguestes ultimes zones o a's canells; pot tenir una durada d”entre 1 i 30 minuts. Aquest

dolor sol desapareixer al finalitzar |”activitat que el va provocar o per |"administracio de

nitroglicerina sublingual en situacio de repos.

e Frequent aparicié d un tercer i quart sorolls en |"auscultacio i desdoblament del segon

soroll, podent aparéixer els anomenats "soplos* sistolics d’insuficiéncia mitral.

e Alteracions de |”electrocardiograma que afecten al segment ST. En absencia de dolor

guasi lameitat dels pacients presenten electrocardiogrames normals.

e Resultats positius en proves d"esforg i proves i sotopiques.

e Preséncia d"alguna estenosi en el tronc comu o en alguna de les arteries coronaries.

Aquesta estenosi ha d”ésser de més del 60% per considerar-se clinicament significativa.

Donada la multiplicitat de formes sota les quals pot presentar-se i evolucionar |"angina
de pit, &l seu diagnostic pot ser concretat en base a classificacions; lamés utilitzada a nivell

clinic que té només en compte |"evolucié del dolor en el temps, és la seglient:

1) Angina estable o cronica: aguesta apareix com a consequiéncia de |"activitat fisicao
per un augment de la demanda miocardica d oxigen. No presenta empitjorament en
guant a freguiencia o intensitat al llarg del darrer mes. Es subdivideix en quatre graus
dintensitat de menor (1) a maor (1V) en funcié de la limitacié que produeix en
I"activitat fisica del pacient. Presenta una mortalitat que oscil-la entre el 4 i e 20%,

mentre que un ter¢ dels afectats esdevenen assimptomatics.

2) Angina inestable o evolutiva: aquesta apareix com a conseqiéncia de |"activitat
fisca o per un augment en la demanda miocardica d oxigen i, a més, presenta

empitjorament en quant afrequenciao intensitat al llarg del darrer mes o quan encara no
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ha transcorregut un mes des de la seva primera aparicio. Aquesta denominacié inclou
també |"angina que es produeix espontaniament, sense relacié aparent amb canvis en €l
consum d oxigen miocardic. En el transcurs d"un any entre un 15 i un 25% dels afectats

pateixen un infart de miocardi i entre un 8 i un 20% moren.

L angina de pit és la forma inicia més freqlent de la cardiopatia coronaria (45% dels

afectats), li segueixen |'infart de miocardi en un 42% i la mort stbita en un 13%.

2.2. FISIOPATOLOGIA DE LA CARDIOPATIA ISQUEMICA

La maldtia aterosclerotica afecta principament artéries de calibre mitja, com les
coronaries, carotides, renals, basilars, cerebras i |"aorta. En la figura 1.3 es mostra
I”estructura d"una arteria coronaria normal. L endoteli és la capa de |"arteria que sembla
jugar un paper més important en l’inici del procés aterosclerotic. Aquest epiteli
especialitzat revesteix |interior de les artéries i té funcions molt importants. a manté
I"equilibri dinamic trombosi-antitrombosi ja que segrega antiagregants plaguetaris i
molécules que inhibeixen les cascades de coagulacio, pero també pot desencadenar una
resposta protrombotica activa; b) impedeix |"adhesié de leucocits i trombocits; c)
constitueix una barrera de permeabilitat que controla |’ intercanvi de nutrients sang-teixits;
d) controla e to arteria mitjancant la formaci6 de substancies vasodilatadores o
vasoconstrictores; €) sintetitza i segrega citoquines i molecules estimulants i inhibidores
del creixement cel-lular; f) intervé en la formacié i manteniment del col-lagen i del

proteoglica que formen la membrana basal sobre la que descansen les cél -lules endotelials.

En e desenvolupament i progressio de les lesions aterosclerotiques es pot apreciar
I”entrada continua de monocits/macrofags en lalesig, aixi com proliferacié de macrofags i
cel-lules musculars llises. Paralel-lament, aguest darrer tipus cel-lular genera una extensa
matriu de teixit conjuntiu fibros. A més, s'observa diposit intracel-lular i extracel-lular de
lipids, especialment en forma de colesterol lliure i esterificat. S'han elaborat diverses
hipotesis per explicar aquest conjunt de fenomens i, per tant, I"origen de la malatia. En

I"actualitat I"hipotesi més acceptada és |”anomenada hipotesi deresposta a lesio.
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Figura1.3. Estructura d"una artéria coronaria. Extret de Tomasi Domingo (1990).

1. Tunica intima: la. endoteli (cél-lules epitelials); 1b. membrana basal; 1c. lamina propia
(fibres elastiques longitudinals). 2. Tunica mitja o groga: 2a. membrana elastica interna;
2b. fibres musculars i elastiques transversals; 2c. membrana elastica externa. 3. Tunica
adventicia; 4. Vasa vasorum; 5. Nervi simpatic.

A. HIPOTESI DE L'ATEROGENESI DE RESPOSTA A UNA LESIO

Aquesta hipotesi va ésser formulada per Ross i Glomset (1973) basant-se en la idea de
que aguna forma de lesié de la paret arterial podria jugar un paper fonamental en el
desenvolupament de |"aterosclerosi. Aquesta hipotesi, la idea central de la qual ja havia
estat formulada per Virchow (1856), ha patit en els darrers 20 anys nombroses
modificacions. L any 1987, Morai col-laboradors van demostrar que tots els factors de risc
coneguts per a |"ateroscleros afecten de forma directa o indirecta tant les cel-lules
endotelials com les cél-lules de muscul llis de la capa mitja arterial. Segons aquesta
hipotes en e desenvolupament d'una lesié aterosclerctica tindrien Iloc de manera

consecutiva el's seguents processos fisiologics:
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1) Lesio a I'endoteli vascular. En determinades circumstancies poden originar-se
lesions a|”endoteli. Aquestes lesions s originen especialment en llocs de fluxe turbulent
delasang, esadir, en les bifurcacions i en les vies de fluxe de sortida de la sang en les
arteries musculars mitjanes o grans i també al”aorta. Aquest procés es veu potenciat per
factors metabolics (hiperlipidemia), mecanics (hipertensid), immunologics (diposit
d’immunocomplexes) i quimics (monoxid de carboni, nicotina) entre d”altres. Aquestes
lesions es revestiran per una monocapa 0 una bicapa de trombocits sense arribar a

constituir un trombe.

2) Acamul de lipids i macrofags per sota de |"endoteli. La lesié inicial provoca un
increment de la permeabilitat de la paret arterial als lipids i diverses proteines
plasmatiques (p. ex. albimina, fibrinogen i Apo B), aixi com un augment en |"adhesid i
permeabilitat de |”endoteli sobre monocitsi limfocits T circulants. El transport de LDLS
através de I"endoteli augmenta, patint una gran part d"elles modificacions per oxidacio
0 glicosilacio (especidment en situacions de glucemia elevada com la diabetes).
Aquests dos processos contribueixen a la formacié de radicals lliures a partir de les
LDLs donant lloc a LDLox, les quas tenen efecte toxic i possiblement lesionin
I"endoteli i les cél-lules musculars llises adjacents. Aquest fet provoca una resposta
inflamatoria que inicial”adherencia de grumolls de monaocitsi limfocits que comencen a
migrar cap al’interior de la paret arterial. Aquesta adhesié i migracié és possible perque
les LDLox indueixen a les cél-lules endotelials a expresar unes molécules per |"adhesio
de leucocits anomenades ATERO-ELAM, en aquesta situacio les LDLox actuen com
agents quimiotactics. Una altra font de molecules quimiotactiques i adhesives son els
trombocits que sShavien dipositat en la lesié arterial agregant-se i formant

mi crotrombes.

3) Resposta inflamatoriai proliferacio cel-lular. Els mondcits que han entrat a dins de
lalesi6 s activen a macrofags, aleshores expresen gens gue codifiquen per citoquines i
molecules estimuladores i inhibidores del creixement (PDGF, IL-1, TNF-a, etc.).
Aquestes substancies poden estimular a les cél-lules de muscul |lis a canviar de fenotip
passant a ser cél-lules que migren i proliferen. A més, els macrofags actuen com a
cel-lules depuradores endocitant LDLox a través de receptors de LDLox o receptors
scavenger, com a conseqiencia es transformen en cél-lules escumoses amb un alt

contingut lipidic intracel lular.
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4) Resposta fibroproliferativa. Els macrofags, que han estat endocitant LDLoX i restes
derivades de la mort cel-lular, intenten tornar a torrent sanguini per tal d"eliminar, en
els centres del sistema mononuclear fagocitic, tot el material fagocitat. Aquest retorn a
torrent circulatori € fan entre les cél-lules endotelials supragjacents, quan agquesta
circumstancia es dona en branques i bifurcacions amb fluxe sanguini irregular pot
provocar la formacié de trombes murals de trombocits (figura 1.4). Aquets trombocits
son una hova font de molecules reguladores del creixement cel-lular. A més, en agregar-
se sobre els macrofags o cél-lules escumoses que han quedat exposats poden arribar a
provocar la desgranulacié d aquestes cél-lules alliberant e seu contingut. En aquest
moment s estableix una xarxa intercel -lular que enllaca macrofags, limfocits T, cél-lules
de muascul llisi cél-lules endotelials, ara la lesio inicial de |"artéria ha generat ja una
resposta inflamatoria especialitzada i cronica. A partir d’aquest moment, en aquells
individus que presentin de manera cronica factors genétics o ambientals de risc, la
inflamacio persisteix i produeix un efecte toxic en les cel-lules de I"arteria. Com a
consequéncia es genera una resposta fibroproliferativa per emmurallar la lesio, per
aguesta rad la placa creix i progressa cap a una lessio fibrosa. Si aquesta resposta
inflamatoria-fibroproliferativa, en principi protectora, és excessiva pot culminar en una
lesio oclusiva amb greus consequiencies cliniques. Malgrat tot, la presencia de factors
protectors o |"eliminacié d agents nocius pot donar lloc a la regressio o fins i tot la

desaparici6 de laplaca.

Figura 1.4. Micrografia electronica de la superficie d'una lesié arterial en la que
s observen macr6fags recoberts d"agregats plaquetaris. Imatge extreta de Haber (1998).
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B. CLASSIFICACIO DELS TIPUS DE LESIO EN L"ATEROSCLEROSI

El fet de que e desenvolupament de les lesions aterosclerotiques sigui progressiu ha fet
gue es puguin readlitzar classificacions en les que es distingeixen diferents estadis
devolucié en les mateixes. La nomenclatura establerta per I”American Heart Association
Committee on Vascular Lesions (Stary, 1992) estableix 8 tipus de lesions:

e Lesions tipus |. Presencia de monocits-macrofags adherits a I"intima arterial. Son el

simptoma meés primerenc de lesi 0 aterosclerotica.

e Lesions tipus Il. Apareixen en la pubertat, es localitzen amb freguéncia a les

ramificacions i bifurcacions aortiques. A nivell macroscopic tenen color groguenc i una

disposicio longitudinal. Microscopicament estan constituides per un acumul
subendotelial de cél -lules escumoses. També se les coneix amb el nom d”estries grasses.

e Lesions tipus Ill. S observa material lipidic extracel-lular finament dispers que

envoltaelstipus cel -lulars presents en lalesid, principalment cél -lules musculars llises.

e Lesionstipus V. L acumulacio lipidica extracel lular forma un nucli que desplaca a

les cel -lules normalsi els components de la matriu extracel -lular.

e Lesionstipus VA. En aquest estadi €l nucli lipidic, congtituit especialment per esters

de colesterol, queda envoltat per una fina coberta fibrosa constituida per col-lagen i

fibres elastiques. A més s"observa una matriu extracel -lular formada per glucoproteines.

Aquest tipus de lesi6 és observable cap els 30 anys d” edat.

e Lesions tipus VB. Representen la progressio en el temps de les lesions IV i VA,

presenten una major quantitat de col -lagen essent més estenotiquesi fibrotiques.

e Lesions tipus VC. En aguesta etapa les plaques adquireixen una duresa maxima ja

gue es cacifiquen i augmenten encara més la quantitat de col-lagen en la matriu

extracel-lular.

e Lesionstipus VI. Son les responsables dels sindromes coronaris aguts. També reben

e nom de plagues complicades, es caracteritzen per |"adteracio de la placa

aterosclerdtica a causa d'un esquingament, hemorragia, ulceracié o trombos (figura

[.5). Aquestes alteracions originen un trombe que pot obstruir directament |"artéeria

(lesions tipus VI oclusives), 0 quedar enganxat a la paret sense interrompre

completament el fluxe del vas (lesions de tipus VI no oclusives), en aguest cas, aquest

trombe mural pot progressar silenciosament i fer que lalesié evolucioni cap atipus VB i

VC, tipus aquests més estendtics i oclusivo-trombotics.
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Figura 1.5. Plaques d"ateroma. a.. Secci6 transversal d aorta parcialment obstruida per
plaques d ateroma. Imatge extreta de Tomas i Domingo (1990). b: Seccié transversal
d'una artéria coronaria en la que una placa complicada s'ha trencat. Sha format un
trombe en € s de la lesié que encara no s'ha extés a la llum del vas. Imatge extreta de
Haber (1998).

Cal tenir en compte que les estries grasses constitueixen un procés defensiu de la paret
arterial que podria protegir-la dels efectes citotoxics de les LDLox. No totes les estries
grasses evolucionen cap a una forma de lesi6 més avancada. Aquesta evolucio estaria
condicionada a " existencia d"un o més factors de risc que determinarien una progressié de

les estries grasses cap alesions amb simptomatologia clinica.

2.3. FACTORS DE RISC PER A LA CARDIOPATIA ISQUEMICA

Un factor derisc és qualsevol caracteristica o tret mesurable d"un individu que prediu
la probabilitat individual de manifestar clinicament una malaltia. La cardiopatia isquémica
€s una malaltia complexa, que presenta clars components genétics i ambientals al seu
origen. Per tant, conceptuament podem considerar dos grans grups d agents participants

en |"etiologia de lamaldtia: elsfactorsambientalsi els factors genétics.

Donat el perill que comencava a representar cap as anys cinguanta la malaltia
cardiovascular, especialment en els paisos desenvolupats on ja s havia donat la transicio
epidemiologica, es van iniciar una serie d estudis epidemiologics de gran abast per tal de
quantificar el paper real que jugaven els factors de risc en la malatia i quantificar la
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magnitud del seu efecte sobre la mortalitat. D entre aquests grans estudis, cal destacar
I”Estudi Framingham (Kannel et al.1988) i el Seven Countries Sudy (Keyset al. 1986).

Els factors ambientals es troben molt més ben definits que no pas els genétics. Només
en el cas de patologies hereditaries que influeixen clarament en el desenvolupament de la
CAI es pot parlar de gens causants (per exemple la hipercolesterolemia familiar). Malgrat
tot, en la majoria dels casos es desconeix la base genetica del risc i € possible mecanisme
d"actuaci6. Probablement el risc genetic es deu a lainteraccio de molts gens, alguns d'ells
encara per descobrir.

A nivell médic i preventiu, els factors de risc de la malaltia son valorats des del punt de
vista de la capacitat de poder modificar-los i d'aguesta manera poder atenuar les
manifestacions cliniques de la CAl. Aixi doncs, es parla de factors de risc no

modificablesi factors derisc potencialment modificables.

A. FACTORS DE RISC NO MODIFICABLES

1) Edat. Laincidéncia de la CAl comenca a augmentar en els homes de 35 a 44 anys i
en les dones aquest augment es déna deu anys més tard. A partir d"agquest moment

segueix incrementant-se de manera continuada (Kannel et al, 1988).

2) Sexe. El sexe masculi presenta una major predisposicié per la CAl. Aquest fet és
atribuit a |"absencia en els homes del paper potencialment protector dels estrogens.
Aquest fet es demostraria per la desaparicid de les diferencies en la incidéncia

observada a partir del moment en que les dones entren en la menopausa.

3) Antecedents familiars. Es una mesura indirecta dels factors genétics d heréncia
complexa i desconeguda implicats en la malatia. La historia familiar de cardiopatia
coronaria, especialment per una edat d’inici precoc (< de 55 anys en homes i < de 65

anys per dones) és un important element de predicci6 del risc per la CAl.
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B. FACTORS DE RISC MODIFICABLES

Una part d" agquest tipus de factors de risc son parametres fisiologics mesurables dels
individus com per exemple la pressié sanguinea, els nivells de colesterol, etc. Aquests
parametres actuen com a indicadors dels factors genétics i ambientals ja que son €l reflexe
de lainteracci6 entre aquests dos tipus de factors. Cal tenir en compte que aguests factors
de risc sdn modificables en funcié del percentatge de variacio residual no explicat per

I"herenciafamiliar.

1) Tabaquisme. El consum de tabac incrementa € risc de totes les manifestacions
cliniques de la CAIl excepte I"angina de pit. El risc relatiu incrementa en funcio del
numero de cigarrets fumats. En el cas particular de les dones fumadores de més de 25
cigarretes a dia que, a més, prenen anticonceptius orals €l risc relatiu es veu
incrementat fins a 39. Existeixen diversos mecanismes a través dels quals el tabaguisme
augmenta € risc de la CAl, entre els quals trobem una davallada dels nivells d” HDL
colesterol (HDL-C), augment dels nivells de carboxihemoglobina, increment de
|"agregabilitat plaquetaria com a consequiéncia de la pujada dels nivells plasmétics de
fibrinogen. De forma aguda e tabaguisme també provoca un increment en la

concentracio de t-PA (activador tisular del plasminogen).

2) Dieta. Esdevé un factor de risc per la CAl ja que certs components de la mateixa son
capacos de condicionar els nivells plasmatics de colesterol, encara que no d"una forma
total ja que prop de 50% daquests nivells respon a components hereditaris. Els
components de la dieta que més influéncia tenen sobre els nivells plasmatics de lipidsi
sobre €l risc de CAl son els acids grassos i |"alcohol. El percentatge de calories totals
consumides en forma d” acids grassos saturats és un indicador fonamental derisc per ala
CAIl (Keys et al, 1986). Aquests sdn d origen animal, essent els acids lauric, miristic i
pamitic els principals acids grassos implicats en |"augment del colesterol. Els acids
grassos poliinsaturats es troben al peix i cal destacar els »-3, ja que sel’s atribueixen
efectes que redueixen € risc per la CAl. Sha observat que la substitucié de greix
saturat per greix monoinsaturat redueix la concentracio plasmatica de colesterol (Keys
et al. 1986). El principal acid gras monoinsaturat és |"acid oleic de preséncia quasi

294



Introduccié

exclusiva en I"oli d’oliva. Pel gque respecta a I"acohol, un consum moderat d"a cohol
sembla disminuir laincidéncia de la CAl (Hegsted i Ausman, 1988).

3) Estrés. S'haestablert una associacio entre la CAl i | estres entés com un estat psiquic
de tensié nerviosa mantingut en el temps i acompanyat d'ansietat. Dins de la
complexitat que suposa la definicio i la mesura d"aquest factor, s'han establert riscos
relatius de 2 (per a malalties coronaries) i de 3 (per a |’angina de pit) en dones amb
personalitat de tipus "A", que es caracteritza per agressivitat, ambicio, competitivitat i

sensacié d urgencia (Haynes et al. 1980).

4) Sedentarisme. S’ha observat un paper protector de |"activitat fisica sobre la
cardiopatia coronaria, especialment en homes (Paffenbarger i Hale, 1975). L activitat
fisica moderada incrementa els nivells dHDL-C i redueix la pressié sanguinea, € pes
corporal i laresistencia a I'insulina, millorant a més |"eficiéncia cardiaca. A través de

tots aquests mecanismes | activitat fisica pot reduir €l risc de CAl.

5) Utilitzazi6 d"anticonceptius orals. L"Us d anticonceptius orals multiplica per 2 6 3
cops la fregliencia d'infart de miocardi entre les dones que €els prenen. Aquest risc
incrementa molt en dones de més de 40 anys o0 en dones de més de 30 anys que a més

son fumadores, pateixen hipertensio o presenten elevats nivells de colestrol plasmatic.

6) Hipertensié. La hipertensié entesa com una elevacio cronica de la pressio sistolica
(igual o superior a 160 mm Hg), ladiastolica (igual o superior a 95 mm Hg) o ambdues,
€s una malatia cronica molt comuna a tots els paisos desenvolupats, amb una
prevalenca propera a 20%. El risc relatiu per as hipertensos en relacio amb els
normotensos és de 2.56. La hiperplasia de la musculatura llisa vascular estimulada per
I"increment de latensio de la paret, i les lesions induides en les cel-lules endotelials son
els dos posibles mecanismes mitjancant els quals la hipertensié seria capa¢ d'induir

aterogenesi.

7) Diabetes. La malaltia cardiovascular és la major causa de mort en diabétics. Encara
gue no s ha probat que una reduccio del nivell de glucemia per si sola disminueixi €l
risc, cal controlar aquest parametre en els individus afectats per aguest transtorn
conjuntament amb altres factors de risc amb els que es troba interrelacionat
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metabolicament com ara | obesitat, els nivells de lipids sanguinisi lapressio arterial que

fan que la diabetes mellitus es trobi associada a un excés de risc per la CAl.

8) Colesterol en sérum. El 50% de la variacio interindividual pels nivells serics de
colesterol correspon a factors genétics (Sing i Orr, 1978), la resta ve determinada per
factors ambientals com la dieta, el tabaquisme o |"estres. Cal tenir en compte que €l
colesterol seric total pot ser dividit en dues fraccions en funcié de la lipoproteina que €
transporta. Aixi es distingeix entre el colesterol transportat per LDLs o LDL-C (LDL
colesterol) i el que és transportat per les HDLs o HDL-C (HDL colesterol). Mentre que
el LDL-C es correlaciona positivament amb la CAl, el HDL-C ho fa negativament.
Aquesta associacio es fonamenta en la capacitat que presenten les LDLs de lesionar

I"endoteli vascular quan sdn oxidades.

9) Triglicerids. El paper dels triglicerids com a factor de risc per la CAl és incert
donada la gran variabilitat horaria i diaria de la seva concentracié en e sérum. Ca
destacar també, les correlacions que han estat observades entre els nivells serics de
triglicérids i les concentracions plasmatiques de factor VII de la coagulacid i de

I"inhibidor tipus 1 de |”activador del plasminogen (PAI-1).

10) Lipoproteina (a). Uns nivells elevats de lipoproteina (a) impliquen un risc relatiu
de 2 6 3 per ala CAl i lamalaltia cerebrovascular. Aquesta associacié amb la CAl és
independent dels nivells plasmatics de LDL-C. S'ha suggerit que el mecanisme a través
del qual la lipoproteina (a) afavoriria € desenvolupament d ateromes en trobar-se a
concentracions elevades és la interferencia en € procés de fibrinolis que causaria
donada la seva homologia estructura amb el plasminogen. Aquest mecanisme sera

comentat més endavant.

11) Fibrinogen. Els nivells plasmatics elevats de fibrinogen han estat associats, amb
independéncia d'atres factors, amb € risc per a desenvolupament de la CAl.
Existeixen molts mecanismes fisiopatol ogics a través dels quals es pot explicar aguesta
associacid. Aquests mecanismes s exposen de forma extensa més endavant en aquesta

introducci6.
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12) Homocisteina. La variacié normal en els nivells plasmatics d"aquest aminoacid
derivat de la desmetilacié de la metionina ha estat relacionada amb la CAl (Stampfer et
al. 1992). La hiperhomocisteinemia és un factor de risc facil de controlar ja que
|”administracio de folat la redueix.

13) Obesitat. L obesitat, entesa com un sobrepes de més del 20% sobre |”estimacio del
pes adequat, confereix un risc relatiu de 1.97 de patir CAl. Si bé I"obesitat representa
una sobrecarrega hemodinamica pel cor, aguesta es presenta amb anomalies
metaboliques associades com hiperinsulinisme, dislipemiesi hipertensié que podrien ser
les auténtiques responsables del risc cardiovascular que representa. D atra banda
sembla que la distribucié del teixit adipos en € cos, mesurada com la relacio entre €l
perimetre abdominal i el perimetre al”alcada de la cintura pelvica, és més indicativa que
la propia obesitat.

2.4. EPIDEMIOL OGIA DE LA CARDIOPATIA ISQUEMICA

Actualment, en els paisos desenvolupats 1 de cada 3 homes i 1 de cada 10 dones
desenvolupa una malaltia cardiovascular important abans d"arribar als 60 anys. Aquestes
malalties comencen a ser una important causa de mort a partir de I’edat de 40 anys en
homesi de 64 anys en dones, representant el 70% de totes les morts a partir dels 75 anysen
ambdos sexes.

Els grans estudis epidemiol ogics, realitzats majoritariament als Estats Units, han permes
coneixer en detall la morbilitat, la incidenciai la prevaléncia de la madtia. Per exemple,
en |"Estudi Framingham (Kannel et al. 1988) es va constatar respecte a la morbilitat, que
en els homes la taxa mitja anual comenca aincrementar-se a partir dels 35-44 anys, fent-ho
10 anys més tard en les dones. Aquesta diferéncia entre els sexes disminueix amb |”edat.
També es va observar que en persones menors de 75 anys la cardiopatia coronaria
representa quasi els dos tercos del total de les malalties cardiovasculars i que, dins
d aquestes, la proporcié de CAl disminueix amb |"edat en favor d'un augment de la
malaltia cerebrovascular i lainsuficiéncia coronaria.

Pel que faalaprevalenca, I"any 1989 va ser del 3% en la poblacio dels Estats Units. Si
considerem nomeés els homes, agquest porcentatge s'incrementa fins el 8.6% entre els 45 i

64 anys i fins el 16.9% a partir dels 65 anys. Els valors per a dones dins dels mateixos
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intervals d'edat son de 2.6% i 11.3% respectivament (National Center for Health
Statistics, 1990).
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Laincidencia de la CAl, presenta un enderreriment de 10 anys en les dones respecte al's
homes (i fins a 20 anys en el cas concret de I'infart de miocardi). La forma d’inici més
comuna de les manifestacions cliniques de la CAl entre les dones és |"angina de pit, mentre
gue en els homes és més freqlent un inici en forma d’infart de miocardi (Kannel et al.
1988). Un terc dels infarts de miocardi no sdn reconeguts com a tals. D aquests la meitat
son silents.

Les maalties cardiovasculars son la primera causa de mortalitat en els paisos
desenvolupats. Malgrat tot, aix6 no ha estat sempre aixi, a principis del segle XX les
mal alties infeccioses encara eren la principal causa de mortalitat en paisos com els Estats
Units. Latransicio epidemiologica, produida fonamental ment per |” utilitzacié d"antibiotics,
vafer que, en el mateix pais | any 1940, les malalties cardiovascularsi el cancer passessin
a ser la primera causa de mort. Des d aquell moment fins al”actualitat la taxa de mortalitat
per malalties cardiovasculars ha evolucionat. Durant la primera meitat del segle XX
aguesta taxa va anar creixent fins a arribar a un maxim que als Estats Units es va produir
["any 1963 amb 400 morts/100.000 habitants-any. A partir d”aguell moment ha disminuit
de manera progressiva i constant. En el cas d'Espanya € pic maxim de mortalitat per
malalties cardiovasculars va tenir lloc durant |a década dels setanta, iniciant-se |"any 1980
ladavaladaen laincidénciade laCAl.

En la distribucié de les taxes de mortalitat per CAl a nivell mundial, paisos de dues
zones del mon resalten pels seus baixos valors respecte d altres. Es tracta dels paisos de la
zona Mediterrania (Franca, Espanya, Itdlia i Grécia) i els paisos del centre-Est d'Asia
(Xinai Japo). Les taxes de mortalitat estandaritzades per CAl expressades en nimero de
defuncions/100.000 habitants per |"any 1992 van assolir valors per sota de 100 en €l cas
d Espanya, Franca, Japo i Xina essent lleugeramet superiors a aquest valor les taxes
presentades per Itdliai Grécia (WHO, 1994). Aquests valors son baixos si tenim en compte
gue paisos del Nord i Est d" Europa aixi com els Estats Units i Canada presenten valors per
aguestes taxes estandaritzades que sapropen 0 superen amb escreix les 200
defuncions/100.000 habitants 1"any 1992. Maauradament, en |"actualitat es coneixen
poques dades d'incidéncia de cardiopatia isquémica en grans zones mundials com son tot
el continent africai gran part del continent asiatic. La poca informacio disponible sobre €l
continent africa, pero, sembla indicar que la mortalitat per aguesta malaltia és molt baixa
(Muna, 1993). Concretament, |"any 1990 van morir a |’Africa Sud-sahariana 815.000
persones per alteracions cardiovasculars, mentre que en e mateix any van morir 3.175.000
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persones, per la mateixa rad, al conjunt de paisos coneguts com d economia de mercat
establerta (Murray i Lopez, 1997).

Multiples investigacions han intentat esbrinar quins factors protectors, ja siguin
ambientals o genétics, presenten les poblacions de la zona mediterrania i del centre-Est
asiatic. Sembla ser que la dieta juga un paper important. En aguest aspecte cal destacar €l
Seven Countries Sudy (Keys et al. 1986). En aquest estudi es van descobrir per primera
vegada els efectes beneficiosos de |"anomenada dieta mediterrania i dels acids grasos
monoinsaturats de |"oli d"oliva. En e cas de Franga, pero, es déna |”anomenada "paradoxa
francesa' ja que és un pais amb una baixa taxa de mortalitat per CAl que no presenta la
dieta mediterrania protectora. Pel que fa als paisos de la zona centre-Est d'Asia, el Japo és
un gran consumidor de peix , aliment que conté acids grasos w-3, i a la Xina el consum
d"acids grassos saturats és dels més baixos del mén. Ambdos fets han demostrat tenir un
efecte protector davant | aterosclerosi.

Per atra banda, cal pensar també en |"existencia d"un rerafons genétic protector en els
grups poblacionals esmentats que es suma a les diferéncies ambientals o dietétiques i que
contribuiria a explicar les diferents incidencies de la maaltia. Aquest fet es posa
especialment de manifest quan s estudien taxes de mortalitat d”emigrants d"una poblacio
de baix risc cap a una poblacié considerada dalt risc. Normalment s observa un augment
de la mortalitat a la poblacio immigrant a estar exposada a canvis ambientals i dietétics.

Aquesta mortalitat pero, no arriba a ser tan elevada com la de la poblacié receptora.

2.5. ASPECTES GENETICS DE LA CARDIOPATIA ISQUEMICA

A. HERETABILITAT DE LA CARDIOPATIA ISQUEMICA

La cardiopatia isguemica presenta grans dificultats per al analisi genéticaja que és una
malaltia complexa, amb multiples components genétics i ambientals. Ca presuposar la
intervencié de molts gens, interaccions gen-gen, fenomens de penetranca incomplerta,
interaccions gen-ambient i heterogeneitat génica que encara compliquen meés la seva
analisi.

L heretabilitat de la CAl ha estat demostrada mitjancant els estudis de bessons, els
estudis de segregacio en families i els estudis de risc relatiu en immigrants. Els principals
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estudis de bessons redlitzats en relacio a la CAl son e Danish Twin Registry (Harvald i
Hauge, 1970) i el Svedish Twin Registry (Marenberg, 1992). En aquests dos estudis es pot
apreciar una major concordanca per cardiopatia isquémica entre bessons monozigotics que
entre bessons dizigotics, s'observa que les diferéncies entre bessons d”ambdos tipus és
significativa. Aquestes diferencies es mostren superiors en dones (suggerint que en
aguestes els factors genétics sdn més importants), i a més son d"una major magnitut com
abans es manifesti la malatia. Malgrat tot, no tots els estudis d aquest tipus han enregistrat
diferencies significatives entre bessons monozigoticsi dizigotics, és el cas del NHLBI Twin
Sudy (Reed et a, 1991), en € que la diferencia entre ambdos tipus de bessons només
apareixia en considerar individus amb risc extremadament alt o baix, limitant a aguests
extrems de l'incidencia la determinacié genetica de la malatia. Per tal de corregir la
possible sobreestimacio de les influéncies genétiques es van realitzar estudis d”adopcié de
bessons en els que s'utilitzaven bessons criats apart 0 conjuntament. Un estudi d aquest
tipus, el Swedish Adoption/Twin Study of Aging (SATSA, Pedersen et al. 1991), va trobar
correlacions genetiques similars ales citades, constatant de nou que les concordances entre
bessons eren més elevades en grups més joves (de 52 a 65 anys) que en els més grans (de
66 a 86 anys).

En els estudis de segregacio familiar s aprecia que la CAl apareix amb major fregiiencia
en unes families que en altres (existeix una agregacié familiar), perd no segueix un patro
d heréncia definit que pugui predir la seva aparicio (Sing i Moll, 1990). Molts estudis han
corroborat 1"augment del risc relatiu en familiars d afectats per la CAl, especiadment s
|"aparicio de la malaltia ha estat prematura. En base a aquest tipus d”estudis, | heretabilitat
per ala CAl s"hapogut estimar del 60 al 70% (Goldbourt et a, 1994).

Els estudis de risc relatiu en immigrants han demostrat una participacié genética en
I"etiologia de la malatia, en observar que en els col-lectius d'immigrants s observen
distribucions de factors de risc i taxes d’incidéncia de CAl similars ales del pais d origen
de l'individu malgrat haver estat vivint sota les condicions de vida (nutricionas,

economiquesi socials) del pais receptor durant molts anys (Groen et al. 1968).

301



Polimorfismes en gens de |"hemostasi

B. RECERCA DE FACTORS DE RISC GENETIC PER A LA CARDIOPATIA
ISQUEMICA: AVANTATGES DELS ESTUDIS D"’ASSOCIACIO EN FAMILIES

Donat que existeixen evidencies sobre |"heretabilitat de la CAl, e seglent pas és la
cerca de gens de susceptibilitat per a la maaltia que aportin un cert risc per a
desenvolupament de la mateixa com a factors genetics que interaccionen amb factors
ambientals.

Des ddl punt de vista metodoldgic existeixen dues aproximacions generals per a la
recerca de factors de risc genétic que es coneixen amb el nom de candidate genes y wide
genome screening. Els estudis basats en candidate genes (gens candidats) utilitzen gens
gue ja han estat localitzats en e genoma i que codifiquen per a productes gque estan
implicats en vies metabdliques que, en cas d estar alterades, poden participar en |"aparicio
de lamalaltia. Un cop escollits aquests gens candidats, cal esbrinar si la variacié genética
en algun déls explica part del component hereditari de la malaltia. Segons les mostres
utilitzades i el tractament estadistic de les dades es poden redlitzar diferents aproximacions
com ara els estudis de lligament i €l's estudis d"associaci 6.

L analisi d'associaci6 detecta si es dona una fregliencia més elevada d'un a-lel d'un
locus marcador en pacients de la malaltia que en un grup de poblacié control no afectat per
la mateixa. En cas de ser aixi, |"explicacié genetica acceptada per aquest fenomen és que
existeix un locus de la malatia estretament Iligat al marcador i que, a més, presenta
desequilibri de lligament amb el mateix (una fregiiencia diferent a |"esperada per atzar de
determinades combinacions a-léliques). Malgrat tot, altres explicacions sdn possibles en el
cas de que es doni associacio, per exemple, pot donar-se que el marcador per s mateix
proporcioni un risc incrementat per la malaltia, que el marcador interaccioni epistaticament
amb un segon locus, o bé es tracti d"una falsa associacié deguda a | estratificacié de la
poblacid, un error de definicié de la malatia o la preséncia de variables d’interferéncia.
L"associacio es centra en la frequencia d'un al-lel concret de tots els que pot presentar el
locus marcador.

Els estudis d"associacio presenten una sensibilitat de deteccié molt superior a la dels
estudis de Iligament quan es tracta de detectar gens de susceptibilitat per a una malatia
complexa, especialment quan el risc relatiu associat a genotip de susceptibilitat és petit
(Greenberg i Doneshka, 1996). A més tenen | avantatge metodologic de que el tamany
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mostral necessari €s molt inferior a que es necessita en un estudi de lligament (Risch i
Merikangas, 1996) (Risch, 2000).

Tradicionalment, e tipus d estudis d associacié que s han realitzat son els anomenats
estudis d"associacié basats en poblacido o estudis "cag/control", és a dir, estudis
d"associacié en els que es compara una mostra de pacients i una mostra de controls extrets
de la poblacié general. Aquest tipus d estudi presenten €l problema de la seleccié d'una
mostra control escaient. L heterogeneitat genética i | estratificacio de la poblacid son les
principals dificultats en molts casos. A meés, existeix el problema de la definicié de la
malaltia, ja que és gairebé impossible saber si una persona aparentment sana, per tant
susceptible de ser inclosa en e grup control, té una placa aterosclerotica en formacio que li
fara desenvolupar lamalaltiaen el futur.

Recentment pero, han aparegut €ls anomenats estudis d”associacié basats en families.
Entre aquests cal destacar €ls tests de desequilibri de transmissié (TDT), en € que es
comparen les frequencies al-leliques en els pacients amb les frequencies dels al-lels no
transmesos pels seus pares. La utilitzacié de controls geneticament relacionats amb els
casos elimina e problema que representa la probabilitat de trobar associacions espuries si
casos i controls procedeixen de dos subgrups poblacionals en els quals les frequéncies
a-léliques i/o la incidencia de la malaltia és diferent. Aquest tipus de test presenta
|"avantatge de requerir un tamany mostral menor. A més, no és necessari coneixer | estatus
dels pares respecte a la malatia, pel que s’ha mencionat al paragraf anterior. Aquest fet
representa un avantatge quan es vol reditzar un estudi d'associacié sobre la CAl.
L aparicié tardana de la malatia pot representar un inconvenient a |"hora de recollir
mostres dels progenitors dels afectats, malgrat aquest fet, la informacié genética dels pares

absents pot ser reconstruida a través dels germans dels pacients.

C. EL TEST DE DESEQUILIBRI DE TRANSMISSIO (TDT)

La primera aproximacio a aguesta estrategia va consisitir en usar els germans dels casos
com a controls. Més tard, es van utilitzar families nuclears (fill malalt amb els dos pares)
on es comparaven €ls al-lels dels fills malalts (els transmessos pels pares) amb els no
transmessos pels pares. S’ ha demostrat que les freqliéncies al-léliques esperades en €els
genotips no transmessos (en absencia de recombinacié entre la malaltia i € locus

marcador) son iguals a les frequencies al-léliques poblacionals. Per aguesta rad la
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comparacio dels a-lels transmesos i €l's no transmesos és un estimador no esbiaixat del risc
relatiu real en lapoblacio (Rubinstein et al. 1981).

Posteriorment, Spielman i col-laboradors (1993) van presentar un test estadistic en el
que només els pares heterozigots son els unics realment informatius d'entre tots els
progenitors. En aguest test s'analitza les vegades (tv1) que un pare heterozigot per un a-lel
determinat M; transmet aguest al-lel a un descendent afectat en comparacio amb les
vegades (tux) que no es transmet aquest al-lel, sind un de diferent (My). A partir d"aquestes
dades, es calcula € desequilibri en la transmissio d'un a-lel determinat d’un locus
mitjancant |"expressio:

(tm1 - tmx ) 2
TDT =

tm1 + tmx

ladistribuci6 d”aquest test TDT s aproxima a unadistribucié y 2 amb 1 grau de llibertat.

Lafreguenciade latransmissio paternad’un a-lel determinat a fill malalt és comparada
amb la fregléncia de la seva absencia de transmissio. Si I"al-lel andlitzat es transmet
significativament més sovint del que és esperat sota el model mendelia, aquest a-lel (o
algun altre estretament Iligat) pot predisposar per alamalaltia.

A partir de les distribucions teoriques de transmissié per un model de malaltia recessiva
sense fenocopies, i per a mostres seleccionades a | atzar a partir d'individus afectats, Ott
(1989) va demostrar que |"estadistic TDT es desviava de la distribucio nul-la només quan
la fraccié de recombinacié € < 1/2. Per aquesta rad inicialment e TDT va ser considerat
com un test de lligament en presencia de desequilibri de lligament.

De tota manera, e TDT és alhora un test de Iligament i de desequilibri de lligament.
aquesta propietat es déu a que € TDT es desvia de la seva distribucié nul-la només s els
dos loci (marcador i malaltia) estan alhora lligats i en desequilibri de lligament. En una
poblaci6 estable la preséncia de desequilibri de lligament implica alhora un fort Iligament,
jaque, en absencia de lligament estret, el desequilibri de lligament desapareix rapidament
després d"un petit nombre de generacions.

La primera forma descrita per al TDT només permetia marcadors bia -lelics, perd més
endevant s han fet adaptacions que permeten |”(is de marcadors altament polimorfics. Es €
cas d"una nova aproximacio a test TDT presentada per Clayton (1999a i b) que, a més,
permet |"Us de multiples marcadors lligats, considerant els haplotips com al-lels d'un

marcador, i reconstrueix els genotips dels progenitors absents, per probabilitats, amb la
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informacio dels altres membres de la familia. Aquestes modificacions del test TDT es
troben incloses a programa TRANSMIT (Clayton, 1999a).

D. APLICACIONS DE LA RECERCA DE FACTORS DE RISC GENETIC PER
A LA CARDIOPATIA ISQUEMICA

La comprensi6 molecular i bioquimica dels mecanismes associats a les mutacions
causants de la malaltia es podra aplicar a la lluita contra aquesta, especialment a través de
la medicina preventiva donat que e coneixement del risc genétic d'un individu permet
["aplicacio d'un tractament abans de que es manifesti la malatia. En un futur, €
coneixement d aquest component genétic de lamalaltia permetra larelitzacié d"unaterapia
génica, quan existeixi la tecnologia necessaria per realitzar-la, dirigida a evitar |"aparicio
delaCAl.

En el cas de la CAl, pogues mutacions han estat clarament relacionades amb la malaltia,
encara que es considera ben demostrada I”existencia d"un component genetic. Actualment,
la recerca de gens candidats per a aquesta malaltia i la seva confirmacio son el gran repte
dels grups investigadors dedicats a |"estudi de la genetica de la CAIl. El present treball

intenta fer una petita contribucié en aquest camp.
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3. ELS SISTEMES DE COAGULACIO | FIBRINOLISI

3.1. DESCRIPCIO GENERAL

Des del punt de vista epidemiolégic, en la present tesi es realitza un estudi d"associacio
en families de gens candidats per a la CAl. Els gens que han estat triats en aguest treball
com a candidats a marcadors de risc genétic per la CAl estan implicats en el mecanisme de
I"hemostasi. Aquest mecanisme evita una pérdua excessiva de sang en situacions de lesié
vascular i inicia els mecanismes de reparacio de la zona lesionada, essent el resultat d"un fi
balan¢ entre coagulacid, anticoagulacio i fibrinolisi. L equilibri i la modulacio reciproca

entre aquests tres processos és fonamental pel bon funcionament de |”hemostasi implicant:

e Laformacio rapida d”un trombe en la zona lesionada.

e Lalimitacio de |"extensio del trombe només ala zona afectada per lalesio.

e Ladissolucié del coagul un cop €l vas ha estat reparat.

e El manteniment de les propietats de la sang com a fluid evitant fendmens de

coagulacio espontania (no originada per unalesio).

Per tal de situar la funcio dels productes dels gens candidats triats en aquesta tesi es
passa a continuacié a fer una descripcié general dels procesos de coagulacio

(trombogenesi), anticoagulacid i fibrinolisi (trombolisi).

A. LA COAGULACIO

Quan s’han produit ferides que han provocat |"obertura de vasos sanguinis petits,
|"hemorragia resultant queda aturada al cap de 1 a 3 minuts (temps d"hemorragia). Aquest
fenomen és e producte de |"activacio dels sistemes de coagulacié que inclouen tant
mecanismes cel -lulars com cascades d"activacié enzimatica.

En una primera fase es dona |"anomenada hemostasi primaria, que consisteix en la
vasoconstriccio | tancament mecanic dels vasos petits mitjancant un tap de trombocits
anomenat trombe blanc de disgregacid. Aquest tap es forma degut a que els trombocits
gueden adherits ales fibres de teixit conjuntiu exposat al voltant de laferida. El Factor von
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Willebrand (VWF) és I'intermediari d"aquest procés donat que estableix ponts entre les
estructures subendotelials, exposades al torrent sanguini per la lesid, i € seu receptor
especific ala membrana dels trombocits (glucoproteina | b).

El procés d activacié dels trombocits, que déna com a resultat |"adhesié plaguetaria,
implica un canvi de la seva forma. Els trombocits esdevenen esférics i projecten apendix
espinosos. Aquest proces, sotal”estimul de substancies com I’ADP (alliberat en part per les
cellules lesionades) i |"adrenalina, implica la descarrega del contingut dels granuls densos
i dels granuls o dels trombocits. Els continguts aliberats (ADP, catecolamines i
serotonina, entre d altres) sdn vasoconstrictors i activadors plaquetaris, aixé provoca una
realimentacio positiva que implica que cada cop més trombocits s'incorporin alareaccio.

A partir d"aguest estadi primerenc d”adhesi6 plaguetaria la trombina (generada a partir
de la protrombina en la cascada enzimatica de la coagulacid) provoca | agregacio
irreversible dels trombdcits en interaccionar amb receptors especifics de la seva membrana.
Aquest fet provoca |”aliberament d endoperoxids i tromboxa A,, que, juntament amb la
presencia de fibrinogen, son els veritables inductors de |"agregacio irreversible dels
trombaocits.

Un cop format e trombe blanc de disgregacié la vasoconstriccié disminueix.
Simultaniament, e procés anomenat hemostasi secundaria ha donat Iloc a la coagulacio
de lafibrina que ha format una xarxa a la qual s'han integrat els trombocits a través dels
seus receptors especifics per la fibrina (glucoproteina I1b/l11a). Aixd déna com a resultat
|"anomenat trombe gris de disgregacié que tanca definitivament els vasos lesionats i que
ameés de fibrinai trombocits inclou d"altres cél -lules sanguinies com els eritrocits.

Finalment, el coagul resultant s'acaba de solidificar per retraccié dels filaments de
fibrina. Aixo provoca la separacié del coagul sanguini (xarxa de fibrina amb cél-lules
sanguinies en els espais del seu entramat) per una banda i del serum (plasma lliure de
fibrinogen) per I"atre.

A lazona on s’ha produit la lesio, paralel-lament a aquestes reaccions mitjancades pels
trombocits, es produeixen una série de reaccions dutes a terme per enzims proteolitics que
es troben a plasma en forma de proenzims inactius amb la capacitat d activar-se
reciprocament en una cadena de reaccions en cascada.

Durant I"evoluciéo han sorgit grups homolegs de zimogens, enzims conversors,
cofactors i inhibidors com a resultat de la duplicacié i la mutacio de gens. Aquesta

situaci6 també ha portat al desenvolupament d”una série de reaccions enllagades, en les que
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un zimogen es converteix en una proteasa de serina, que acte seguit catalitza al precursor
seglient en la seva transicié a proteasa. Aquest sistema de multiples fases permet la
modulacié i amplificacié de I"estimul inicial que posa en accié € mecanisme de la
coagulacio.

L activacio d aquesta cascada de reaccions enzimatiques pot donar-se a través de dues
vies anomenades extrinseca i intrinseca. Aquestes vies convergeixen en una via comu al
final de la qual es produeixen monomers de fibrina que, en polimeritzar, donaran lloc a
|"esquelet del coagul sanguini.

L activacio de lavia intrinseca (figural.6) s'inicia per exposicié ala sang del col-lagen
de la membrana basa o de la substancia microfibril-lar. A aguestes estructures
subendotelials se'ls uneix € factor XIl, un zimogen de 80 kDa de pes molecular,
convertint-se en la proteasa de serina activa factor Xlla mitjangant fendémens
conformacionals i de proteolisi. La formacié d aguest enzim s'estimula a través d'un
circuit d'autocatalisi que inclou els zimogens calicreina i plasminogen i € cofactor
cininogen d"alt pes molecular (HMK).

El Factor Xlla, amb |"gjut del cininogen d”alt pes molecular com a cofactor, és capag de
segmentar amb rapidesa el factor XI, un zimogen amb dues cadenes polipeptidiques
identiques connectades per unions disulfur (PM= 80 kDa X 2). El factor Xla generat en
aquesta reacci0 és capac d’interaccionar amb e factor 1X, un zimogen de cadena
polipeptidica unica (PM= 57 kDa). La conversié que doéna com a producte el factor 1Xa
requereix |"escisio de dos enllacos peptidics que déna com a resultat |"alliberament del
peptid d activacié del factor 1X (FIXP). Acte seguit, € factor | Xa digereix el zimogen
factor X (PM= 55 kDa), que circula com una proteina de dues cadenes amb gran
homologia estructural amb el factor IX, donant lloc al factor Xai € péptid d activacié del
factor X (FXP). Aquesta darrera transformacio es veu espectacularment incrementada in
vivo en preséncia d’ una superficie plaquetaria activada, factor VIllai ions Ca®.

Lavia extrinseca (figural.6) s'inicia en quedar exposada ala sang, a causad unalesio,
una glucoproteina de membrana anomenada factor tissular (TF). Aquesta glucoproteina es
caracteritza per posseir un curt domini citoplasmatic, un domini hidrofobic transmembrana
i un domini d'unié extracel-lular. El TF és capa¢ de formar una unid estable amb una
proteina que es troba en quantitats molt petites a la sang anomenada factor V11, aquest fet
provoca | activacié d aquest darrer passant a factor VIla. El complexe estable TF-factor
Vlla interacciona amb el factor X convertint-lo a factor Xa mitjancant les mateixes

modificacions proteolitiques que es donen si aquesta activacio es déna per laviaintrinseca.
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Un cop es genera prou gquantitat de factor Xa, la cascada de la coagulacié continua per
I"anomenada via comu (figura 1.6). En aquest pas, € factor Xa activa € zimogen
protrombina mitjangant multiples escisions, donant lloc a: |"enzim factor Ila (trombina),
gue procedeix del fragment C-terminal de la protrombina, & fragment N-terminal
anomenat fragment protrombina 1+2 (Fi.2) i un petit polipeptid de 13 aminoacids. La
formacio de factor Ila es troba catalitzada a través del factor Va. Aquest darrer es forma a
partir del factor V através de multiples escisions dutes a terme pel factor Xa, € factor l1a
o ambdds ahora. En el factor Va es distingeixen una cadena lleugera N-terminal i una
cadena pesada C-terminal. La cadena lleugera interacciona amb membrana plaquetéria
activada i amb el factor Xa, mentre que la cadena pesada interacciona amb |"extrem N-
terminal de la protrombina (fragment protrombina Fi.,). Aquest procés, que in vivo
requereix la preséncia d’ions Ca®*, té com a consegiiéncia | apropament entre la proteasa
de serina factor Xa i €l seu substracte (el zimogen protrombina) en la superficie dels
trombocits activats. Aquest fet accelera fins a 300000 vegades la produccié de factor Ila
respecte a que s observain vitro.

El factor Ila actua sobre la molécula de fibrinogen segmentant 4 unions arginil-glicina
donant lloc als fibrinopéptids A i B (FPA i FPB) de 16 i 14 aminoacids respectivament.
Aquests fibrinopeptids actuen com a vasoconstrictors. Els monomers de fibrina que
resulten d"aquest proceés es cologquen paralel -lament sota |"accio de forces electrostatiques
unint-se per ponts d"hidrogen donant Iloc a una estructura gelatinosa. L estabilitzacio del
polimer de fibrina es dona a través de la formacié de ponts disulfur entre els monomers.
Aquest procés es porta a terme pel factor Xllla, forma activada del factor X111, que es

genera per acci6 del factor I1aen presénciad’ions Ca*.

Figura 1.6 (pagina segient). Processos de coagulacio i fibrinolisi. Les fletxes blaves,
verdes i vermelles indiquen respectivament activacio, unié i inhibicié. Els quadres verds
indiquen cofactor i les el:lipses blaves indiquen membrana cel-lular no endotelial. La
lletra“ F* indicafactor i la“a” forma activa. En vermell i subratllats s'indiquen els noms
dels productes proteics derivats dels gens estudiats en aquest treball. Basat en Weiss i
Jelkman (1993) i en Rosenberg i Aird (1998).
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B. L'ANTICOAGULACIO

El procés de la coagulacio es troba controlat en | organisme per mecanismes
anticoagulants. Actualment se'n coneixen tres d aquests mecanismes. el mecanisme de
I"inhibidor de la via del factor tisular (TFPI), € mecanisme de la proteéina C-
trombomodulinai el mecanisme de |"antitrombinalll-sulfat d"hepara (figural.7).

El TFPI (PM= 35 kDa) és una proteina plasmatica associada a lipoproteina que es
caracteritza per posseir tres dominis inhibidors de proteasa de serina repetits en tandem. La
seva acci6 inhibitoria es realitza sobre la via extinseca. Mitjancant el seu primer domini
inhibidor de proteasa de serina s'uneix al complexe factor VIla-TF (préeviament format),
utilitzant el segon domini inhibidor per unir-se a factor Xa. Aquest fet inhibeix |”activitat
de les dues proteases impedint d aquesta manera que es desenvolupi la cascada de
coagulacio iniciada per via extrinseca, sense impedir, pero, la funcié basal del factor

VII/VIlaTF jaque no impedeix la seva unio.

El mecanisme de la proteina C-trombomodulina controla la cascada de la coagulacio
inhibint els cofactors de la mateixa. Latrombomodulina (PM= 100 kDa) és un receptor que
es troba a la membrana de les cél-lules endotelials. Aquesta es caracteritza perque en la
regio extracel lular presenta 6 repeticions homdlogues de factor de creixement epidérmic.
En les tres repeticions més properes ala membrana cel -lular s'hi uneixen la proteina C i el
factor 11a, fet que permet |”apropament entre aquestes dues proteines i afavoreix la digestio
de la proteina C per part del factor Ila Com a consequencia, salibera un péptid
d"activacio de 14 aminoacids i la forma activa proteina Ca. Amb |I"gjut de la proteina S
com a cofactor, la proteina Ca és capac de segmentar les cadenes pesades dels cofactors de
la coagulacio Va i Vllla i, en consequéncia, inactivar-los, inhibint en dltim terme la
formacié de fibrina.
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El mecanisme de |"antitrombina Il1-sulfat d"hepara protegeix les parets vasculars
contra la formaci6é de coaguls ja que desenvolupa la seva accié inhibidora en I'interfase
sang-paret vascular, zona on es generen molts enzims de la cascada de la coagulacié.
L antitrombina 1l (PM= 56 kDa) és una proteina plasmatica en la que destaguen un lloc
reactiu C-terminal através del qual interactua amb proteases de serinai un Iloc N-terminal
format per residus carregats positivament. EI seu bon funcionament requereix la preséncia
de proteoglicans de sulfat d"hepara generats per les céllules endotelials. L antitrombina l11
s'uneix a aguests proteoglicans d’accid anticoagulant mitjancant el seu lloc N-terminal.
Aquest fet |i provoca canvis conformacionals que l"activen i a més afavoreixen
I"aproximacié entre |I” antitrombina Il i €ls seus enzims diana (factor Il1a, factor Xa, factor
IXa, factor Xlai factor XI1a) inhibint-los a través de la interaccié d"una arginina del seu

[loc reactiu C-terminal amb la serinadel Iloc actiu d”aquestes proteases de serina.

VIA INTRINSECA VIA EXTRINSECA

ATLN
F¥1la:TF

TFPI

Protiims Ca - - Prolefha Fl I;
- | —
|—FI'I:IIE".TI.I. 5| i
ﬁiﬂhumtdl@zﬁ
Figura 1.7. Procés danticoagulacio. Les fletxes vermelles, blaves i verdes indiquen
respectivament inhibicid, activacié i uni6. Els quadres verds indiquen cofactor. Les

el lipses blaves representen la membrana de les cél -lules endotelials. Basat en Rosenberg i
Aird (1998)

312



Introduccié

C. LAFIBRINOLISI

El procés de la fibrinolisi no és Unicament necessari per la disolucié del coagul de
fibrina un cop la lesi6 vascular ha estat reparada. Cal tenir en compte que en |"organisme
intacte es déna de forma continua un procés basal que genera fibrina a partir de fibrinogen.
Aquesta formacio de fibrina és contrarrestada per un procés basal de fibrinolisi constant
resultant-ne un equilibri funcional. Només després d una activacié addicional del sistema
de coagulaci6 a causa de lesions predominara la formacié de fibrina en € lloc de lalesio,
produint-se localment una coagulacié manifesta.

Laproteina central de lafibrinolisi és el plasminogen (PM= 81 kDa). Aquesta globulina
plasmética té la capacitat d unir-se als polimers de fibrina. Només un cop s'ha unit a
fibrina e plasminogen pot ser activat, mitjancant proteolisi, a plasmina pels seus
activadors fisiolégics, principalment |"activavador del plaminogen de tipus tissular (t-
PA) (figura1.6). La plasmina és una proteasa de serina que es capag de disoldre la fibrina
del coagul, generant a partir d"aquesta uns péptids solubles que sdn capacos d’inhibir €l
factor Ila. A més, la plasmina és també capac de dissociar elsfactors V, VIII, IX, X1 i XII,
fet pel qual tambeé té funcid anticoagulant a part de fibrinolitica.

Es necessari un control de la funcié fibrinolitica per tal d evitar hemorragies en
I"organisme. Aquest control es doéna basicament a través del Inhibidor tipus 1 de
I"Activador del Plasminogen (PAI-1) i del antiplasmina a (figura1.6). El primer és un
inhibidor de proteases de serina (SERPIN) que inhibeix t-PA (encara que la calicreina
plasmaticai €l factor Xatambé poden fer-ho) al formar un complexe no reversible amb ell.
Per altra banda |"antiplasmina o, es troba en el plasma i és capag d’inhibir qualsevol
plasmina circulant, difon molt lentament del plasma a |"interior dels coaguls. Aquest fet
limita|"accié de la plasmina només a codgul impedint que actui forad ell, evitant el perill
gue representaria la plasmina activa circulant Iliurement.
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3.2. GENS CANDIDATS ESTUDIATS

Els processos com la coagulacié i la fibrinolisi, el metabolisme lipidic o lipoproteic, la
regulacio del fluxe sanguini per vasoconstriccio i vasodilatacio, la regulacio de la pressio
sanguinia, € desenvolupament inicial de les artéries coronaries aixi com la formacio i
creixement de lesions aterosclerotiques es troben en les bases fisiopatol6giques de la CAl.
Qualsevol gen el producte proteic del qual estigui implicat en algun d”aquests processos és
un gen candidat per lamalaltia (Goldbourt et al. 1994).

En base a aquest raonament, en la present tes s'han escollit com a gens candidats
aquells que donen productes proteics implicats en els mecanismes de coagulacio i

fibrinolisi. Aquests gens son:

e FVII (Factor VII de lacoagulacio).

e FGB i FGA (B fibrinogen i o fibrinogen).

e GPIIb i GPIlla (integrines plaquetaries I1b i 1113a).

e PLAT (activador tissular del plasminogen).

e PAI-1 (inhibidor tipus 1 de |"activador del plasminogen).

Per tal de poder comprendre el paper d aquests gens en la fisiopatologia de la CAl, en
aguesta secciO s analitzen la seva estructura i funci6 tant a nivell nucleotidic com a nivell
del producte proteic pel que codifiquen. Aquest coneixement sobre | estructurai la funcio,
aixi com e coneixement de la via metabolica en la gque intervenen, proporcionara la base
necessaria per a la interpretacié, des del punt de vista fisiologic i molecular, de les

associacions amb la CAl gque puguin ser descrites en el's gens estudiats en el present treball.

A. FACTOR DE COAGULACIO VII

A.l. LA PROTEINA

El factor VII de la coagulacié conegut també com FVII, és una proteasa de serina
dependent de vitamina K sintetitzada al fetge. Aquesta glucoproteina és segregada a la

sang sota la forma de zimogen inactiu d”una sola cadena.
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Aixi com altres proteases de serina depenents de vitamina K, €l factor VII és sintetitzat
com a precursor amb un segment de 38 aminoacids anomenat preproleader inmediatament
precedent al extrem N-terminal de la forma protéica madura que circulara en plasma. Els
20 primers aminoacids d"aquest preproleader formen |"anomenat pre-peptid o péptid senyal
gue dirigeix la proteina cap al reticle endoplasmatic rugosi lavia de secreci6 cel-lular. Els
darrers 18 aminoacids daquest segment formen |"anomenat pro-peptid amb una gran
similaritat amb €l d altres factors de coagulacié dependents de vitamina K. Es tracta d un
senyal de reconeixement per una carboxilasa endoplasmatica que modifica post-
traduccionalment determinats residus d"acid glutamic localitzats a |I"extrem N-termina de
la proteina.

El factor VII com a proteina madura té 406 aminoacids amb un pes molecular de 50
kDa, presentant a la seva estructura primaria una gran similaritat amb altres proteases de la
coagulacié dependents de vitamina K. La seva activacio implica la digestio de I"enllag
peptidic entre Argis; i lleiss donant lloc a factor Vlla (forma activa), format per una
cadena lleugera que conté els primers 152 aminoacids (pes molecular= 20 kDa) i una
cadena pesada amb 254 aminoacids (pes molecular= 30 kDa). Aquestes dues cadenes estan
unides através dun unic pont disulfur (figural.8).

A la cadena lleugera hi trobem el domini y-carboxiglutamic, també anomenat domini
"Gla", format per 38 aminoacids. Es aqui on es produeix la modificacio post-traduccional
(y-carboxilacid) dependent de vitamina K, que és essencial per ala uni6 de cations Ca*, i
gue sera responsable de canvis conformacionals necessaris per al”activitat del factor Vllai
per ala sevainteraccio amb fosfolipids de membrana. Seguidament (aminoacids 39-44) hi
ha |"anomenat hydrophobic stack (apilament hidrofobic) amb una homologia molt elevada
amb altres regions similars en altres factors de coagulacié dependents de vitamina K.
Aquest segment és el pont entre el domini "Gla" i e seglient segment, en el que es troben
dues repeticions de 36 aminoacids cada una amb una elevada similaritat de seqiiéncia amb
el EGF (factor de creixement epidérmic) motiu pel que han estat anomenades dominis EGF
(figural.8).

Immediatament després dels dominis EGF es troba la seqguiencia que conté € lloc
d’activacio (Arg 1s>- less). Es aqui on el factor VII com a zimogen ha d esser digerit per
donar lloc al”enzim factor Vila. Aquesta activacio es portada a terme mgjoritariament pel
factor Xa, encara que també es pot realitzar mitjancant els factors Xlla, I Xao latrombina.
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Els darrers 254 aminoacids constituents de la cadena pesada contenen |"anomenat
domini catalitic o proteasa de serina (figura 1.8). Aquest segment presenta una elevada
homologia de seqiiéncia amb e grup de proteases de serina de la familia de la tripsina,
conté la triada catalitica (Sersa, ASp2a2 | Hisigs) implicada en la digestié que redlitza e
factor Vlla sobre els seus substractes. factors IX i X. Per tal de poder reditzar aguesta
digestio es necessari que e factor VII com a zimogen interactui amb el seu cofactor, e
factor tissular (TF), per tal de poder ser activat. En aguesta interaccio intervenen els
dominis "Gla" i EGF, aixi com residus localitzats en el domini proteasa de serina. Es
essencial la unié de cations Ca®* tant al domini "Gla' com a domini proteasa de serina
(aminoacids 210-220) per tal de que @ factor VII experimenti canvis conformacionals que

li permetin unir-seaTF.

Figura 1.8. Estructura del factor de coagulacio VII huma. Les barres negres indiquen la
posicio d enllacos disulfur. Basat en Petersen et al. (1995).
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A.2. EL GEN FVII, POLIMORFISMES ESTUDIATS | LLUR
NOMENCLATURA

El gen que codifica per el factor de coagulacio VII es troba localitzat a brag llarg del
cromosoma 13, concretament a la posicio 13934, a prop del gen que codifica pel factor de

coagulacio X.

Aquest gen s'extén a llarg de 12.8 kilobases. L"”ARNmM presenta un splicing alternatiu
gue pot donar un transcrit que conté 8 exons o un altre que, a més, conté un exé addicional
(exé 1b) donant lloc a una sequencia preproleader més llarga. Els 8 primers exons
(incloent I"exd opciona 1b) presenten unes longituds compreses entre 25 i 161 pb, €
darrer ex6 (exd numero 8) destaca per tenir unalongitud de 1.6 kilobases (figura1.9). En la
seva regié promotora s han descrit un lloc d'unié per al Factor Nuclear 4 de |"Hepatocit
(HNF-4) entre les posicions -63 i -58, un lloc d"uni6 per al factor de transcripcio ubicu Spl
entre les possicions -101 i -94, i una seqiéncia homologa a element de resposta a hormona
localitzada entre les possicions -227 i -213. L inici de transcripcié s'halocalitzat a voltant
delapossicio -51 (Pollak et al. 1996).

La posici6 dels introns respecte de la seqiiencia aminoacidica codificada pels 8 exons
essencials en e gen del factor VII éslamateixa que podem observar als gens del factor 1X,
factor X, proteina C i els tres primers exons del gen de la protrombina. Tots aquests gens
pertanyen ala familia de les proteases de serina dependents de vitamina K. Els exons dels
membres d'aquesta familia codifiquen per dominis generalment conservats en ella
(preproleader, regi6 y-carboxilasa, domini factor de creixement, regio d activacio i regio
proteasa de serina), aquest fet suggereix un origen comu a partir d"un proceés de duplicacio
génica i exon shuffling (O'Hara et a. 1987), procés en €l qual aquests dominis durant
I"evolucié es comportarien com a unitats modulars independents que poden combinar-se
donant Iloc a proteines noves.

Al gen del factor VII més d una tercera part de la regié 3" no traduida i més d'una
guarta part de les sequiéncies introniques son constituides per minisatél -lits organitzats en
regions de repeticié numerades des de R1 finsa R5 (figural.9).

Dins d"aquest gen van ésser estudiats dos polimorfismes en la present tesi: I"insercio
d"un decanucleotid i un VNTR (variable number of tandem repeats).
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En & cas del’insercio, € polimorfisme ve donat per la preséncia (al-lel 1) o I"absencia
(a-le D) de la sequencia CCTATATCCT a la posicio -323 (Marchetti et al. 1993),
anomenant-se -323 10 pb INS/DEL (figural.9).

El VNTR, anomenat HVR4 (Regi6 Hipervariable 4), consisteix en una repeticio en
tandem d"una unitat de 37 pb de longitud. Aquest minisatel-lit es localitza a la regio de
sequencies repetides R4 a l'inici de I'intré G (figura 1.9). En un principi van ser descrits
nomes 2 a-lels per a aguest polimorfisme, anomenats a i b, amb 7 i 6 repeticions en
tandem respectivament (Marchetti et a. 1992). Posteriorment, s"han descrit dos a -lels més,
considerats rars donada la seva baixa frequéncia en les poblacions humanes, amb 5 i 8
repeticions en tandem cada un (de Knijff et al. 1994). A més, sha actuaitzat la
nomenclatura dels a-lels anomenant-se H5, H6, H7 i H8. Aquesta numeraci6 indica €l

numero de repeticions en tandem que conté cada al -l€l.

EVII (13934)

33
10 ph INS/DEL

128 kb

M Eegions 513 ut O Apilament hidrofébic B Domini serina proteasa
B Preproleader & Domint EGF

B Domini “Gla” B Domin d achivact &

Figura 1.9. Estructura del gen del factor VII huma. Els exons son representats per
rectangles. Sobre els exons s'indica la seva longitud en pb, per sota s'indica la numeracio
dels mateixos. Els introns son indicats amb lletres majascules. En vermell es senyalen les
regions de repeticié congtituides per minisatél -lits R1-R5. Per sobre del gen es mostra la
posici6 dels polimorfismes -323 10 pb INSDEL i HVR4.
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B. FIBRINOGEN

B.l. LAPROTEINA

El fibrinogen pot ser considerat com la proteina central del sistema de coagulacio. Es
tracta d"una macromolécula formada per tres parelles de péptids diferents anomenats Aa.,
Bp i y que formen una estructura dimerica (Ao, B3, y). amb un pes molecular de 340 kDaii
de sintesi principalment hepatica.

Les cadenes Aa, B i y contenen 610, 461 i 411 aminoacids, respectivament. Un total
de 29 ponts disulfur uneixen les sis cadenes donant Iloc a una estructura dimérica amb les
regions N-terminals de la totalitat de les cadenes polipeptidiques conservades en una
configuracié simétrica rigida dins d'un nodul E central. Aquestes cadenes sorgeixen
d aquesta regi6 central per tal de formar dos feixos laterals, contenint cada feix un grup de
tres cadenes que s entrellacen per donar lloc a dues estructures nodulars, anomenades
dominis D, que contenen els extrems C-terminals de dues d"aguestes cadenes ( i y). Com
a consequencia, € fibrinogen és una molécula en forma de plagueta amb dos dominis D
laterals més petitsi un domini E central més gran (figural.10).

El fibrinogen huma pot presentar-se sota formes moleculars diferents degut a fenomens
d"splicing aternatiu (a la cadena y), modificacions post-traduccionals de certs aminoacids
(fosforilacié, hidroxilacio i glucosilacid) o degradacié proteolitica a les cadenes Aa i 7.
Tots aguests fenomens es combinen donant lloc a una gran varietat de molecules de
fibrinogen que es diferencien principalment per la seva capacitat i velocitat de
polimeritzacié (Henschen, 1993).

L activacio del fibrinogen per part de la trombina (factor 11a) implica |"escisié de 4
unions arginil-glicina en el seu nodul E central donant Iloc a dos grups de polipeptids. 2
fibrinopéptids A (FPA) de 16 aminoacids i 2 fibrinopéptids B (FPB) de 14 aminoacids
(figura 1.10), donant lloc a |"aparicié del monomer de fibrina amb estructura (o, B, y)2.
L alliberament d"aquests dos polipéptids descobreix un grup especific de zones a dins del
nodul E que permet la interaccio d aguesta regio amb zones dels noduls D d'atres
molécules de fibrina. La disposicio esglaonada d’interaccions nodul E-nodul D permet la
generaci6 de grans polimers que creen una xarxa de fibrina.

La fibrina és la principal proteina sanguinia recolzadora de |"agregacio plaquetaria. Es
capac d’interaccionar amb €ls receptors glucoproteics de la superficie plaguetariallb/lllaa

través de la sequiencia aminoacidica RGD (Arg-Gly-Asp) que es dona 2 cops ala cadena o
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RGDS (posicié 572-575) i RGDF (posicio 95-98) i através de la seqliiencia C-terminal de
la cadena y HHLGGAKQAGDV (His-His-Leu-Gly-Gly-Ala-Lys-GIn-Ala-Gly-Asp-Val),
gue abarca els residus 400-411 (figural.10).

La digestié de fibrina o fibrinogen per part de la plasmina déna lloc a 4 tipus de
fragments: fragment X, fragment Y, fibrinopéptids D (2 de cada a partir d"'una molécula de
fibrina o fibrinogen) i fibrinopeptid E (figura 1.10).

F et 2 (250
Em? (155 kDa)
Fibnnepéptd-D Fibnncpépaid-E Fitnnopéptd-D

(%0 kDa) (0 kD) (90 kD)

Figura 1.10. Estructura del fibrinogen huma. Les cadenes «, £, i ¥ S'indiquen en diferents
tons de blau. En vermell s’indica € fibrinopéeptid A (FPA) i en groc S'indica el
fibrinopeptid B (FPB). A sobre d'els, amb fletxes, Sindiquen els llocs de
digestid/activacio per trombina. Les barres negres indiquen enllacos disulfur. En la part
inferior de la figura es mostren els péptids resultants de la digestio del fibrinogen/fibrina
per plasmina. Basat en Cook i Ubben (1990) i en Kirschbaum i Budzynski (1990).

B.2. ELS GENS CODIFICANTS PEL FIBRINOGEN, POLIMORFISMES
ESTUDIATS | LLUR NOMENCLATURA
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Les tres cadenes polipeptidiques que formen el fibrinogen estan codificades per tres
gens que formen un cluster que s'extén al llarg de 46 kilobases a la regiéo 928 del
cromosoma 4. Els gens que codifiquen per les cadenes o i y sOn transcrits cap ala cadena 3
mentre que aquesta Ultima es transcriu a partir de la cadena d’ADN oposada en direccio als
gens que codifiquen per les cadenes a. i .

Les regions promotores dels 3 gens, a part de les seqliencies TATA i CAAT, presenten
els anomenats |L-6-responsive elements, seqliéncies a través de les quals I expressié basal
resulta incrementada sota estimul de IL-6 en situacions d"inflamacio ja que € fibrinogen és
una proteina de fase aguda. A més, els gens a. i B presenten una seqiiencia per a l"unio
d"HNF-1 (factor nuclear 1 de | hepatocit) que el's confereix una expressi 0 fetge-especifica.

L organitzacié en cluster i |"orientacio d agquests 3 gens juntament amb un elevat grau
d"homologia a nivell aminoacidic i nucleotidic, aixi com la similaritat en la distribucio dels
dominis exé-intré alaregié 57, suggereixen que aquests gens s han originat per duplicacio,
inversid i posterior divergencia evolutiva a partir d"un gen ancestral (Kant et a. 1985).

En aquest treball han estat estudiats 3 polimorfismes dins el cluster genic del fibrinogen,
2dellsa gendel B fibrinogeni 1 a gen del a fibrinogen.

B.2.1. B FIBRINOGEN (FGB)

Aquest gen té unalongitud de 8.8 kilobases i es troba dividit en 8 exons la longitud dels
guals oscil-la entre 113 i 285 pb. En laregié promotora, concretament entre les possicions
-150 i -67, trobem tres sequéncies reguladores. la sequéencia CTGG(G/A)AA que és
reconeguda pel 1L-6 RE-BP (proteina d"uni6 a |’element de resposta a IL-6), la seqiencia
de reconeixement per membres de la familia de proteines nuclears C/EBP i |a seqiéncia
de reconeixement per HNF-1 (figura I.11), aquestes sequiéncies regulen tant |"expressié a
nivells basals com una sobreexpressié estimulada en presencia de IL-6 en la fase aguda
(Damon et al. 1993, Anderson et al. 1993).

En e present treball han estat estudiats dos RFLPs (Restriction Fragment Length
Polymor phisms) d aquest gen: HindlI1 i Bcll.
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L'RFLP Hindlll estalocalitzat alaregio 5 promotoradel gen (figural.11). Consisteix
en un canvi C/T en la posici6 -148, donant-se dos a-lels; Hd1 que es correspon a C**
donant Iloc a una diana de restriccié per al enzim Hindlll i Hd2 que es correspon a T
que provoca la desaparicio d aquesta diana (Thomas et al. 1994).

L'RFLP Bcll es troba localitzat a la regio 3° del gen (figura 1.11). Els dos a-lels
possibles son B1i B2 (Thomas et al. 1994). En el present treball s"ha decidit anomenar B1
al a-ld per la presencia de la diana de restriccio per al’enzim Bcll i B2 I'al-lel que es
correspon amb |"abséncia d'aquesta diana de restriccid. Aquesta nomenclatura no es
respecta a tots els estudis que han utilitzat aquest polimorfisme, existint a la bibliografia
treballs en els que la definicio dels al-lels és |"oposada a |” utilitzada en aquesta tesi i en
altrestreballs.

B.2.2. « FIBRINOGEN (FGA)

El gen que codifica per a fibrinogen té unalongitud de 7.5 kilobases. Es troba dividit en
5 exons. La mida dels 4 primers oscil-la entre 84 i 183 pb, mentres que I"exd nimero 5
destaca pel seu tamany (1424 pb). La seva regié promotora també conté la seqiéncia
CTGG(G/A)AA per alaresposta a estimul per IL-6, aixi com |"element necessari per a
I”expressi6 fetge-especificaatravés de HNF-1 (Courtois et al. 1987) (figural.11).

En la present tesi s'ha estudiat un RFLP Tagl daquest gen. El polimorfisme es troba
localitzat alaregio 3" del gen (figural.11) i pot presentar-se sota la forma de dos al-l€els:
I"al-ldl T1 que designa la presencia de la diana de restriccio per al’enzim Tagl i I'al-lel T2
que en designa | absencia (Thomas et al. 1994).
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FGA i FGB (4q28)

-148CHT

Teegl Bell (HindITI)

IL 6/HNF I HNF I|IL 6

1234 5 8765432 1
o —»r — 3

326 kb

Figura I.11. Estructura dels gens FGA i FGB (« i g fibrinogen) humans. Per sota dels
gens s'indica, mitjancant fletxes horitzontals, la direccié en que son transcrits. Els exons
sOn representats per rectangles, les longituds dels mateixos en pb son 84, 125, 183, 145 i
1424 per FGA (exons del 1 al 5 respectivament) i 113, 191, 183, 227, 113, 125, 285i 231
per FGB (exons del 1 al 8 respectivament). Sota els exons s'indica la numeracié dels
mateixos. Per sobre dels gens s'indica la possicié dels RFLPs Taql, Bcll i Hindlll. A més,
s'indiquen els elements per resposta a estimul per IL-6 i per expresio fetge-especifica a
través d"HNF-1.

C. RECEPTOR PLAQUETARI DEL FIBRINOGEN, GLUCOPROTEINA
HB/IHA

C.1. LAPROTEINA

La glucoproteina llb/llla és sintetitzada a nivell dels megacariocits exposant-se de
|”ordre de 50000 receptors per plagueta. Pertany a grup de molecules CAM (molecules
dadheréncia cel -lular). Concretament, és un membre de la superfamilia de les integrines.

Les integrines son heterodimers dependents de Ca®* constituits per dues subunitats

anomenades o i . La superfamilia es troba dividida en families en les que els seus

323



Polimorfismes en gens de |"hemostasi

membres presenten una subunitat § comu peré subunitats o diferents que els dona una
especificitat diferent verslligands de la matriu extracel -lular o plasma.

La glucoproteina I1b/l11a presenta una subunitat oo anomenada I1b o oy p (exclusiva de
plaquetes, megacariocits i linies cel-lulars relacionades) formada per dues cadenes: Ilbo i
I1bB, de 123 kDa i 140 kDa respectivament, i una subunitat § anomenada llla o B3 (fet pel
qual la glucoproteina l1b/l11a pertany alafamilia d integrines B3 juntament amb el receptor
endotelial de vitronectina a3 ) de cadena simple amb un pes de 100 kDa, podent rebre
tota |"estructura el nom d’integrina ouyipPs. Tant GPIIb (glucoproteina 11b) com GPllla
(glucoproteina Il11a) presenten un llarg domini extracel-lular, un Unic domini
transmembranai una petita cua citoplasmatica que conté |’ extrem C-terminal (figural.12).

GPllla és formada per un total de 788 aminoacids. Els residus del 1-26 constitueixen el
peptid senyal N-terminal, els 689 residus que formen e domini extracel -lular contenen
quatre repeticions en tandem riques en cisteina, a continuacié, 29 residus hidrofdbics
constitueixen e domini transmembrana i els 41 residus restants (extrem C-terminal)
constitueixen la cua citoplasmatica.

GPllba esta constituida per 871 aminoacids. Els primers 30 residus formen e péptid
senyal N-terminal, a continuacio presenta quatre repeticions de 12 residus cada una molt
similars als llocs d"unié de Ca?* presents ala troponina C i la calmoduling, la unié de Ca?*
en aguestes posicions estabilitza la formacié de |I"heterodimer entre les glucoproteines b i
a

GPIIbp és formada per 137 aminoacids. Aquesta s'uneix mitjancant un pont disulfur
amb GPllba. Conté e domini transmembrana format per 26 residus hidrofébics i
seguidament 20 residus (extrem C-terminal) que constitueixen la cua citoplasmatica.

Immediatament després de |"activacié plaguetaria, duta a terme per agonistes que es
generen potencialment en € Iloc d’una lesié vascular com ara ADP, trombina, tromboxa
A,, PAF (factor activador de plagquetes) i adrenalina, la glucoproteina l1b/l11a experimenta
canvis conformacionals a consequiencia dels quals s exposa €l seu lloc d"uni6 a lligands,
fins aquest moment inactiu, essent ara capa¢ d'unir-se a fibrinogen, fibronectina,
vitronectinai VWF.

La principal funcié de I'integrina plaquetaria oy s €s permetre |"agregacio de les
plaguetes quan aquestes han estat activades com a consegiiencia d una lesio vascular. Aixo
és posible gracies a que la molécula dimerica del fibrinogen és capa¢ d'unir-se a dos
d"aquests receptors situats en la mateixa plagueta o en plaquetes diferents. En aquest Ultim
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cas les dues plaguetes queden unides, unint-se despres a d"altres formant agregats de 10 o
més plaguetes. Es entre els residus 294 i 314 de la GPI1b on es déna la interaccié amb la
sequéncia HHLGGAKQAGDV de la cadena y del fibrinogen. La interaccié amb les
sequencies RGD de la cadena o del fibrinogen es déna entre els residus 109 i 171 de
GPllla. Aquesta zona, ameés, influiriaalafuncié del lloc d’interaccié amb els péptids de la

cadenay en GPl1b (Hawiger, 1998; Calvete, 1999).

GLUCOPROTEINA PLAQUETARIA ITh/IMa

GPIa (100 kDa) GPIIb

hl?{\l Zona dinteraceid amhb

| HHLGGAKQAGDY de

Zona dlirteraccid amh RGD
de ¢ fitrinogen

¥ fitrinogen

b e (123 kDa)

@ Lloc d'unid a Ca®t

2 Lloc de glicosilac é

!i! L Membrana citoplasmatica
Figura 1.12. Glucoproteina plaquetaria I1b/ll1a humana. La barra negra que uneix ll1ba i
I1bs representa un enllag disulfur. Basat en Cook i Ubben (1990).

C.2. GENS CODIFICANTS PER LES GLUCOPROTEINES DE MEMBRANA
PLAQUETARIA IIB I 11I1A, POLIMORFISMES ESTUDIATS | LLUR
NOMENCLATURA
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L es dues subunitats que formen la glucoproteina I1b/l11a son codificades per dos gens
diferents que es troben localitzats a cromosoma 17, concretament en la posicio 17g21.32,
extenent-se a llarg de 250 kilobases. El gen GPIIb es situa a 3" del gen GPllla (figura
1.13).

En les plaguetes les glucoproteines Ilb i Illa es troben en proporcio 1:1. A més,
s'observa una similar reduccio en la concentracio de les dues subunitats en el transtorn
hemorragic hereditari anomenat trombasténia de Glanzmann, aixé juntament amb el
[ligament fisic dels gens GPIIb i GPllla en 17921.32, ha fet pensar que en €s
megacariocits es dona una modulacié coordinada d aguests dos gens a través d elements

reguladors comuns en cis.

C.2.1. GPllla

El gen GPIlla també anomenat ITGB3, integrina B3 0 CD61 S'extén a llarg de 46
kilobases. En estudis inicials s"havien descrit 14 exons en agquest gen (Zimrin et a. 1990;
Lanza et a. 1990), pero una andlis més detallada de la part 5°del gen va mostrar que
realment esta dividit en 15 exons que presenten longituds compreses entre 90 i 3618 pb
(Villa-Garciaet a. 1994) (figural.13).

La regié promotora d aquest gen no presenta les caixes TATA i CAAT tipiques dels
gens transcrits mitjancant ARN polimerasa |l. Malgrat tot, altres elements reguladors de la
transcripcidé en posicid cis han estat descrits: repeticions de 20 pb que contenen la
sequencia CTAGA trobada també a |"enhancer de GPIIb (posicions -146 i -126), quatre
[locs d'unio pel factor de transcripcid ubicu Spl en les posicions +8,-2, -22 i -87, i
finament illes CpG distribuides al llarg dels 145 pb anteriors al codd ATG.

La seva sequéncia no mostra homologia amb GPllb, mostrant-la, en canvi, amb gens
codificants per altres subunitats  d"altres integrines.

En € present treball va ser analitzada la variacié mostrada per un VNTR (CT), i un
RFLP Tagl d aquest gen.

El VNTR (CT), és un microsatellit format per la repetici6 d'un dinucledtid. Es
localitza a I'intr6 6 del gen (figura 1.13), concretament entre les posicions 3873 i 3902.
L amplificacio per PCR (reaccié en cadena de la polimerasa) d aquesta zona permet
observar diferents al-lels. En la bibliografia se’n descriuen 8 compresos entre 184 i 166 pb,
anomenats desde B1 (184 pb) fins a B8 (166 pb) (Stoffel i Bell, 1992). La numeracio

d"aguesta nomenclatura no indica el nimero de repeticions.
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L'"RFLP Tagl s'origina a causa d"una substituci6 A—C dins de I"ex6 9 (en la posicié
20500 del gen, al antic exd viii segons Zimrin et a. 1990) (figura1.13). Malgrat trobar-se
dins d"una zona codificant, aquesta substitucio és silent. Els dos al -lels sota els qual's es pot
presentar aquest polimorfismeson T1i T2. L al-lel T1 es correspon amb 20500C generant
la diana de restriccio Tagl, mentre que |’al-lel T2 es correspon a 20500A que elimina la
diana derestriccio (Zimrin et al. 1990).

C.2.2. GPIIb

El gen GPIIb també anomenat ITGA2B, integrina o, 0 CD41B s'extén a llarg de 17.2
kilobases, es troba dividit en 30 exons amb tamanys compresos entre 45 i 249 pb (figura
1.13).

De la mateixa manera que GPlIla, aquest gen es caracteritza perque la seva part 5" no
posseeix les caixes TATA i CAAT caracteristiques dels gens transcrits per ARN
polimerasa Il. Experiments in vitro han demostrat que la transcripcié d aguest gen ve
controlada a través de la sequiéncia GATA localitzada a la posicio -463. Aquesta seqiiencia
és reconeguda pel factor de transcripcio GATA-1 que esta implicat en la formacié dels
[linatges megacariocitic i eritrocitic durant I"hematopoiesi (Martin et al. 1993).

La seva sequiencia mostra un 41% d"homologia amb els gens que codifiquen per les
subunitats o. del receptor de lafibronectinai de la vitronectina.

En la present tesi els polimorfismes estudiats dins d'aguest gen van ser una
insercio/delecid de 9 pb i una substitucié C—T alaposicié 3063.

El polimorfisme 9 pb INS/DEL consisteix en la preséncia (al-lel 1) o |"abséncia (al 1€l
D) de la seqiiéncia de 9 pb CAGGGGCTC (Peyruchaud et a. 1995). Aquest polimorfisme
estrobalocalitzat al’inici del’intr6 21 del gen (figural.13).

El polimorfisme 3063C—T, consisteix en una substitucio C—T en la posicio 3063 que
correspon al tercer nucledtid de 1"exd 30 del gen (Ruan et al. 1998) (figura 1.13). Aquest
canvi no produeix cap substitucio d aminoacid. Els dos al-lels posibles son anomenats
3063C i 3063T.
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GPlllai GPllb (17921.32)

GPITa
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Figura 1.13. Estructura dels gens GPllla i GPlIb humans. Els exons sOn representats
mitjancant rectangles, sota dels mateixos s'indica la seva numeraci6 (en e cas de GPIlb
només alguns exons son numerats). Per sobre d’ambdds gens s'indica la preséncia
d elements reguladors de la transcripcié i en negreta la posicio dels seus polimorfismes
(VNTR(CT), i RFLP Tagl per GPIllai 9 pb INSDEL i 3036C/T per GPIIb).
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D. ACTIVADOR TISSULAR DEL PLASMINOGEN

D.1. LAPROTEINA

L” activador tissular del plasminogen, també conegut com PLAT o t-PA, juga un paper
clau en e procés de la fibrinolis donat que provoca | activacié del plasminogen
convertint-lo en plasmina, una proteasa de serina que destrueix la xarxa de fibrina que
constitueix |"esquelet dels coaguls. A traves de la plasmina, t-PA es troba implicat, a més,
en processos d ovulacio, migracié cellular, angiogenesi i metastasi tumoral.

t-PA és una proteasa de serina sintetitzada principament en les cél-lules endotelials.
Com a proteina madura és una glucoproteina de cadena simple de 530 aminoacids amb una
sequéncia leader de 32 residus que s'elimina préeviament a la seva secrecié. La seva
activacio es dona principalment através de la plasmina, encara que la calicreina plasmatica
i e factor Xa poden també activar t-PA, per digestio de I"enllag peptidic Argere-llexrs,
donant lloc a I"enzim actiu format per dues cadenes (A i B) unides per ponts disulfur
(figural.14).

La cadena N-terminal A, té un pes molecular de 37 kDa i inclou un domini digital
(residus 4-50) molt similar al mateix tipus de domini en la fibronectina, un domini del tipus
factor de creixement (residus 50-87) i finalment un tercer domini que inclou dos
estructures tipus kringle (residus 87-176 i 176-262) clarament relacionades amb les
estructures kringle presents a protrombina, plasminogen, activador del plasminogen tipus
uroquinasa (u-PA) i factor XI1 (figural.14).

La cadena C-terminal B, té un pes molecular de 33 kDa, conté € domini catalitic
comprés entre € residus 276-527 amb un 40% d”homologia amb dominis catalitics d"atres
proteases de serina. La zona catalitica esta composada pels residus Hissyo, ASpar1 i Serazs
(figural.14).

L eficiencia catalitica del t-PA a |"hora dactivar plasminogen es veu atament
incrementada en presencia de fibrina. Aixo es deu a que t-PA activa el plasminogen que es
troba en contacte amb la superficie del polimer de fibrina. La unio del t-PA alafibrinaes
ddna a través dels dominis digital i segon kringle. S'ha proposat que aquest darrer és €l
principal responsable de |'efecte estimulador de la fibrina sobre | activacio del
plasminogen, encara que atres estudis afirmen que ambdos kringles presenten una
capacitat equivalent per intervenir en |"estimulacio de I"eficiencia catalitica del t-PA per
part de lafibrina (Colleni Lijnen, 1998).
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Figura 1.14. Estructura de I"activador tissular del plasminogen huma. Les barres negres
indiquen enllagos disulfur. Basat en Collen i Lijnen (1998).

D.2. EL GEN PLAT, POLIMORFISMES ESTUDIATS I LLUR
NOMENCLATURA

El gen PLAT estrobalocalitzat a cromosoma 8, en la posicié 8pl2. Té unalongitud de
32720 pb desde I"inici de transcripcio fins e [loc de poliadenilacio. Tenint en compte les
sequenciesd’ADN localitzadesa5” i 3" presenta unalongitud total de 36594 pb.

El gen estroba dividit en 14 exons que presenten longituds compreses entre 43 i 914 pb
(figura 1.15). La caixa TATA es presenta entre les posicions -22 i -29 sota la forma
TATAAAAA i la caxa CAAT es troba entre les posicions -112 i -116 sota la forma
CAATG. Dins dels introns i regio 5™ flanquejant hi trobem un total de 28 copies de la
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sequencia repetitiva Alu i una sola repeticio del tipus Kpnl. El senyal de poliadenilacio
(AATAAA) estrobaentre les posicions 32688 i 32693.

El gen PLAT presenta grans similaritats a nivell de dominis codificats i localitzaci6 de
sequencies introniques dins dels codis d aquests dominis amb e gen de |"activador del
plasminogen tipus uroquinasa (u-PA). Aixd indica que aguests dos gens es troben
estretament relacionats en la seva evolucio. PLAT, a més, presenta segments no catalitics
comuns a moltes de les proteases que formen els sistemes de coagulacié i fibrinolisi,
suggerint que aquest gen es va originar a través d'un procés d exon shuffling (Freizner
Degen et al. 1986).

En la present tesi va ser estudiada la variabilitat generada dins d"aquest gen per una
insercié Alu polimorficai dos microsatél -lits.

La insercio Alu polimorfica estudiada rep e nom de TPA25 i es locditza a l'intr6 8
(figural.15). S6n possibles dos al-lels: I"a-lel | queindicala preséenciade lainsercid Alu i
I"al-lel D que indica la delecio de la insercié Alu. Tishkoff i col-laboradors (1996b) van
descobrir que els RFLPs EcoRlI, Hincll, Pstl, Tagl i Xmnl previament descrits a gen
PLAT eren, en redlitat, producte de lainsercid d aquesta sequiencia Al ul.

Un dels microsatél -lits estudiats correspon a la repeticio d"un dinucleotid que va ésser
descrit sota la forma (T G)14(TA)12 i que es troba localitzat a dins de I'intr6 1 a la posicio
7174 (figura 1.15). L amplificacio per PCR del fragment que conté aguest VNTR permet
observar a-lels de mides diferents. A la bibliografia se'n descriuen 12 amb mides
compreses entre 106 i 138 pb. Aquests al-lels es numeren del 1 (106 pb) a 12 (138 pb)

(Thomasi Drayna, 1992). Aquesta numeracié no indica el nUmero de repeticions.

L atre microsatél -lit també consisteix en larepeticid d un dinucledtid, que va ser descrit
sota la forma (CA)15C(TC)y0. Es troba localitzat a la posicié 16911 també a I'intré 1
(figura 1.15). L amplificacio per PCR del fragment que conté aquest VNTR permet
observar al-lels de mides diferents. A la bibliografia se'n descriuen 18 amb mides
compreses entre 149 i 105 pb. Aquests al-lels s'anomenen de D1 (149 pb) a D18 (105 pb)
(Sadler et a. 1991). Aquesta numeracio no indica el nimero de repeticions.
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PLAT (8p12)
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Figura 1.15. Estructura del gen PLAT huma. Els exons es representen mitjancant
rectangles. Per sota dels mateixos s'indica la seva numeracio i en la part superior s'indica
la grandaria en pb. En negreta per sobre del gen s'indica la posicio dels VNTRs
(TG)14(TA)12i (CA)15C(TC)10 aixi comde la insercié Alu polimorfica TPA25.

E. INHIBIDOR TIPUS 1 DE L"ACTIVADOR DEL PLASMINOGEN

E.l. LAPROTEINA

L inhibidor tipus 1 de |"activador del plasminogen, també conegut com PAI-1, és una
proteina molt important en el control de la fibrinolisi ja que és € principal inhibidor
fisiologic del t-PA. En € plasma PAI-1 es comporta com una proteina de fase aguda
observant-se increments de la seva activitat després d'un infart de miocardi, cirurgia o
lesions greus. A més, la seva activitat en plasma es pot induir sota estimuls com ara la
preséncia d"endotoxina, interleucina-1 (IL-1) i factor de necrosi tumoral (TNF). La seva
sintesi també pot ser induida a través d estimuls cel-lulars com la trombina, mediadors

inflamatorisi glucocorticoids.
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PAI-1 pertany ala superfamilia dels inhibidors de proteases de serina (SERPIN) d entre
els quals destaca per la seva gran flexibilitat conformacional, ja que es sintetitza com una
molécula activa que espontaniament pot convertir-se en unaformainactiva o latent.

Lasintesi de PAI-1 es dona principalment en les cél -lules endotelials, encara que com a
glucoproteina és també present en els granuls-a de les plaquetes, as hepatocits i a les
cél-lules musculars llises. PAI-1 presenta un péptid senyal format per 23 residus. Com a
proteina madura esta format per un total de 379 aminoacids que estructuralment
s'organitzen en lamines B i hélix o amb tres llocs potencials de N-glicosilacio i un pes
molecular de 50 kDa. El lloc actiu de la proteina es troba localitzat en una estructura
anomenada "llag estret” que inclou 19 residus (P:1-Pio) localitzats ala part C-terminal de la
molécula (figura 1.16). El primer residu daquest llag (P1, una arginina) mimetitza el
substracte real de t-PA, encara que |"especificitat de PAI-1 envers t-PA també inclou
residus no loclitzats en aquest llac.

Quan PAI-1 es troba sota la forma activa inhibeix t-PA a través de la formacié d un
complexe estable inactiu, encara que actualment no es coneixen amb gran detall els
mecanismes a través dels quals els membres de la superfamilia SERPIN inhibeixen les
seves proteases diana. Malgrat que iniciament la formacié del complexe amb t-PA és
reversible, en un segon pas la proteasa de serina proteolitza el lloc actiu de PAI-1 en un
punt anomenat P;-Py- (figura 1.16). Aquest fet desencadena la formacié d’un complexe
estable entre PAI-1 i t-PA mitjancant enllacos covaentsi provoca la distorsio de la triada
catalitica de t-PA induint la seva inactivacio. La forma latent de PAI-1 es caracteritza
perque |"extrem N-terminal del "lla¢ estret”, incloent els residus de P16 fins a P4, s'inserta
dinslalaminaBA, lamés gran de " estructura, fet que enmascara el lloc de proteolisi P;-Py-
i anul-lal activitat de PAI-1.

L activitat de PAI-1 depén també dels residus Gluigs-Val129-Gluizo-Argaz | LySiss que
formen part de la regi6é bisagra entre la a-helix F i la mgjor part de la molécula (figura
1.16). Aquests residus serien importants de cara a manteniment de la estructura
tridimensional necessaria per a la interaccio irreversible entre PAI-1 i t-PA i la inhibicid
d aquest darrer (Bijnens et a. 2000).
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FALL (S0 ki)

Figura 1.16. Estructura de |I” inhibidor tipus 1 de |"activador del plasminogen huma. En
color rosa es representa I"anomenat "llag estret" que conté el Iloc actiu P;-Py-. En color
verd es representa la lamina S A. En color groc es representa '« hélix F. A la part
inferior dela figura s’indica la posicié dels residus Gluyzs-Val 129-Glugzo-Argazs i Lysiss (en
codi d'una sola lletra) de la regio frontissa entre I hélix F i la resta de la molecula.
(Modificaci6 a partir de Bijnens et al. 2000).

E.2. EL GEN PAI-1, POLIMORFISMES ESTUDIATS | LLUR
NOMENCLATURA

El gen PAI-1, també conegut sota el nom de PLANH1, estroba en el cromosoma 7 ala
posicio 7g21.3-g22 i s'extén al llarg de 12165 pb. Laregio codificant estrobadivididaen 9
exons amb longituds compreses entre 84 i 1871 pb (figural.17).

A part de lacaixa TATA sotalaforma TATAA (posicio -28 fins -24), i dues possibles
caixes CAAT, sotalesformes CCAGT (posici6 -84 fins-81) i CCAAT (posicio-218 fins
-214), en e gen PAI-1 hi ha altres elements putatius per a la regulacié de la seva
transcripcio. Es e cas de |"element Z-ADN format per repeticions (CA), (localitzat entre
les posicions -196 i -153 i dins de |"intré 4 entre les posicions 6321 i 6358) i dues copies
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invertides de la sequéncia reguladora de gens codificants per proteines de fase aguda
CTGGGA (posicio 439 fins 444, intré 1) | TCCCAG (posici6 -141 fins -136) (figural.17).
Aquests dos tipus d elements estarien implicats en el comportament de PAI-1 com una
proteina de fase aguda (Bosma et a. 1988). Ca destacar també que la regié 5° de gen
compresa entre -1520 i -1008 presenta un 81% d’identitat de sequéencia amb la regio
compresa entre -3491 i -2977 del gen PLAT. Aquest fet podria respondre a una expressio
coordinada d aquests dos gens, ja que canvis en €ls nivells plasmatics de t-PA en molts
casos sdn acompanyats pels corresponents canvis en |"activitat de PAI-1 (Bosma et al.
1988).

Aquest gen presenta un total de 12 repeticions del tipus Alu, distribuides entre €els
intronsi alaregio 3" no codificant.

Strandberg i col-laboradors (1988) van alinear | estructura génica de PAI-1 amb la
datres 4 membres de la superfamilia SERPIN. Van observar que molts introns es
localitzaven entre els subdominis de les proteines analitzades sense interrompre’ls. Aquest
fet va suggerir que aguesta familia de proteines es va originar a partir de la duplicacié d'un
gen ancestral, contenint introns alguns dels quals s'han anat perdent durant |"evolucié. La
divergencia de la superfamilia SERPIN a partir d"aquest gen ancestral s hauria produit fa
500 milions d"anys.

En la present tesi va ésser analitzada la variacio presentada per un VNTR (CA), 1 un
RFLP Hindlll d aquest gen.

El VNTR (CA), és un microsatel -lit producte de la repeticidé d'un dinucledtid, que es
troba localitzat a la posicio 6321 a I'intr6 4 del gen (figura 1.17). Aquest VNTR s’ ha
identificat com a putatiu element regulador de |"expresio del gen (Bosma et al. 1988).
L amplificacié per PCR de la zona gque conté aquest microsatel -lit genera 8 fragments de
mides compreses entre 199 i 213 pb. Aquests fragments constitueixen 8 al-lels que es
numeren del 1 a 8 respectivament, donant-se una diferéncia d una repeticio entre dos
a-lels consecutius. La numeracié d'aguesta nomenclatura no indica e numero de
repeticions (Dawson et al. 1991).

L'"RFLP Hindlll estroba localitzat alaregié 3° gen (Dawson et a. 1991). Per tal de
mantenir una unitat amb les nomenclatures dels altres RFLPs analitzats en aguest treball,
S'ha decidit anomenar €els dos al-lels posibles per aquest polimorfisme com Hd1 (per la

presenciade ladianaHindll1) i HA2 (per |"abséncia de la diana de restricci6).
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Figura 1.17. Estructura del gen PAI-1 huma. Els exons es troben representats per
rectangles, per sota dels mateixos s'indica la seva numeracio i per sobre la seva longitud
en pb. Per sobre del gen es mostra la possicio de la caixa TATA i dels putatius €lements

reguladors de la transcripcid. En negreta per sobre del gen s'indica la posicio del VNTR
(CA),i del’RFLP Hindlll.
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4. PAPER DELS SISTEMES DE COAGU]_ACIO |
FIBRINOLISI EN LES BASES FISIOPATOLOGIQUES DE
LA CARDIOPATIA ISQUEMICA

Els processos de coagulacid i fibrinolisi tenen unafuncio vital al” organisme. Per contra,
un funcionament anormal dels mateixos pot estar implicat en les bases fisiopatol 0giques de
la CAl. La hipotesi de que €els processos trombotics estan implicats en |"aterogénes ja va
ser formulada per Rokitansky |"any 1852 i més tard represa per Duguid |"any 1948. Sembla
raonable assumir que un desgjustament de |"hemostasi degut a un increment de |"activitat
coagulant, una defectuosa activitat fibrinolitica 0 una combinacié d ambdues facilitaria
|"aparicié d oclusions trombotiques completes, donada la influéncia d”aguests processos
sobre el creixement i € tamany final del trombe en desenvolupament. A més, existeixen
evidencies experimentals de que la deposicio de fibrina a la superficie de | intima arterial
intervé en laformacio i creixement de plaques d”ateroma.

Com ja s’ha vist en aguesta introduccio, es donen fenomens basals de formacio i
degradaci6 de fibrina de forma natural. En aquestes circumstancies, la via extrinseca de la
coagulacio és la responsable de |"activacio basa del factor 1X, factor X i protrombina, ja
gue s'ha demostrat que aquesta via és constitutivament activa (Rosenberg i Aird, 1998).
Només quan es dona la preséncia d’'un estimul trombotic, la via extrinseca produeix
suficient factor Xai trombina com per activar la via intrinseca, encara que agquesta Ultima
pot també ser activada de forma independent en presencia de superficies carregades
negativament. D aguesta manera, entre les dues vies es genera un brot d activitat de
trombina que desborda els mecanismes normals d anticoagulacié i provoca la formacio
local d"un trombe.

L excés d"activacio de la coagulacio s'anomena estat d”hiper coagulacio. Aquest estat
es caracteritza per un increment cronic de la generacio de factor Xa, sense un increment, o
en tot cas molt lleu, dels valors de trombina lliure. Els pacients que presentin aquest tipus
d"alteraci6 es trobarien més propers a llindar d"activacié de la via intrinseca latent davant
d’un estimul trombotic, donant lloc a un brot d'activitat de trombina desmesurat que
desbordaria els mecanismes d anticoagulacié normals provocant una trombosi arterial o
venosa. La definicié de I"estat d”hipercoagulacié ha estat validada en pacients amb estats
d"hipercoagulacié congenits per deficiencies de les proteines C i Si també en persones
sanes a mesura que envelleixen. L estat d"hipercoagulacié s observa també en pacients
d"angina de pit inestable i infart de miocardi, existint indicis de que aquest estat podria ser
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previ al’inici de la sindrome coronaria aguda i en part responsable d ella (Rosenberg i
Aird, 1998). En la circulacié coronaria, |'estat d hipercoagulacié actuaria com un
important mecanisme potenciador del desenvolupament d'una oclusié trombdtica final,
causant de la isquémia de la zona irrigada pel vas afectat, alli on espontaniament s'ha
produit la ruptura d”una placa aterosclerotica.

Els processos implicats en |"hemostasi també podrien estar a la base dels mecanismes
fisiopatol ogics que fan de la lipoproteina (a) un factor de risc per la CAl quan es troba a
nivells plasmatics elevats. L interés d aquest element del metabolisme lipidic radica en la
gran homologia entre la seqiiencia aminoacidica de |"apolipoproteina (a) i |I”estructura del
plasminogen. Aquesta homologia fa que se la pugui relacionar amb processos d’inhibicio
competitiva de I"unié entre el plasminogen i el fibrinogen o la fibrina. A més, s"ha pogut
observar com la lipoproteina (a) pot interferir en la lisis de coaguls mitjangada per t-PA.
Aquests fets farien pensar en un paper protrombotic de la lipoproteina (a) a través d"una
interferenciaen e travésde lafibrinolis (Hamsten, 1993).

La utilitzaci6 com a caracters quantitatius indicadors de risc en la CAl dels nivells
plasmatics (en € cas de proteines circulants) o d expressio en membranes (en € cas de
receptors) de les proteines que intervenen en el procés de I"hemostasi, ha posat de manifest
gue nivells alterats d aquestes proteines (especialment fibrinogen, factor VII, vVWF, PAI-1 1
t-PA) presenten interaccions amb factors de risc classics per ala malaltia arterial coronaria
com ara tabaguisme, hiperlipoproteinémia, hipertensié, hiperinsulinémia, diabetes, obesitat
i edat avancada. A més, els nivells aterats d aquestes proteines son per s mateixos un
factor de risc per la CAl (per a una revisio del tema consultar Hamsten, 1993; Grant i
Humphries, 1999; McCallum i Meade, 1999; Lane i Grant, 2000).
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4.1. PAPER POTENCIAL EN LES BASES FISIOPATOLOGIQUES DE
LA CARDIOPATIA ISQUEMICA DELS GENS CANDIDATS TRIATS,
ESTUDIS PREVIS | INTERACCIONS DESCRITES AMB FACTORS
DE RISC PER A LA MALALTIA

A continuacio S'analitza I'interés dels gens candidats escollits en aquest treball en
funcié de la ubicacié del seu producte proteic dins dels processos de coagulacio i
fibrinolisi. A més, s exposen el's possibles mecanismes fisiopatol dgics en la base de la CAl
en els que es troben implicats i les interaccions descrites amb altres factors de risc per la
malatia

A. FACTOR VII

Com jas havist, laviaextrinseca juga un paper fonamental en lainiciacio del procés de
la coagulacié donat que és constitutivament activa. El gen FVII va ésser escollit per ser
estudiat en aquest treball per trobar-se €l seu producte proteic implicat en Iinici d"aquesta
via

Els principals estudis prospectius realitzats per tal d’establir els factors de risc per la
malaltia arterial coronaria ofereixen resultats controvertits respecte al paper que juguen els
nivells plasmatics de factor VII, aixi com d activitat coagulant del factor VII (FVII:C) en
I"origen de la CAl. L interes en larelacié entre € factor VII i la malaltia cardiovascular va
ser despertat pel descobriment a Northwick Park Heart Sudy (Meade et al. 1986) de
|"associacio entre la FVII:C i esdeveniments de la CAl amb desenllag fatal. Aquest resultat
va ser només parcialment confirmat a |’ estudi PROCAM (Heinrich et al. 1994). Per atra
banda, al Edinburgh Artery Study (Smith et al. 1997) €l factor VII no es va mostrar com a
factor de risc independent per ala malaltia coronariai al estudi ECTIM (Lane et a. 1996)
els controls van mostrar nivells plamatics de factor VII uniformement més alts que els
pacients.

Les implicacions fisiopatologiques d"uns nivells plasmatics incrementats de FVII:C,
gue han mostrat relacié amb nivells plasmatics incrementats de factor VIl com a antigen,
es basarien en |"aparicid d'un estat d"hipercoagulacié com a conseqliéncia d”una excesiva
activacio de la via extrinseca. Aquest fet faria que davant | estimul trombotic generat per
I"exposicio de factor tissular a torrent sanguini com a consequencia de la ruptura d"una
placa d ateroma, es generés una reaccio trombotica descontrolada en aquesta zona. Aixo
conduiria a la formacié d'un trombe de gran tamany, donat que els mecanismes
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anticoagulants es veurien desbordats en la tasca de limitar I"extensié del mateix, que
acabaria per obstruir |"artériai produiria l'isquémia. A part d aquestes implicacions en la
trombosi una excessiva activacio de la via extrinseca també intervindria indirectament en
|”aterosclerosi afavorint la deposicio de fibrina. Tal com es veura a | apartat corresponent
a fibrinogen, la deposicié de fibrina en les artéries afavoreix |"aparicid i creixement
d ateromes.

En els estudis en que s observen nivells incrementats de FVII:C en individus amb risc
cardiovascular (pacients amb angina de pit o supervivents d’infart de miocardi) s observa
que aquest increment es deu principalment a una fraccié de FV11:C que pot ser inactivada
sota |"accié de la fosfolipasa C. Aquest fet va fer sospitar que existia algun tipus
d’interacci6 entre el factor VI i elslipids plasmatics sensibles al”accio de lafosfolipasa C
gue repercutia en un increment de FVII:C. En conseqliencia, |"activitat de la fosfolipasa C
provocaria una disrupcié d aquesta interaccié provocant una disminucié de la FVII:C.
Malgrat tot, estudis in vitro han mostrat que |"addicié de quilimicrons a plasma amb
concentracions constants de factor VII no genera un increment de FV11:C, suggerint que la
disminucié de la FVII:C duta a terme per la fosfolipasa C es deu a que aquest enzim
provoca transformacions de les lipoproteines riques en triglicerids que les fan capaces
dunir-se a factor VII dificultant la seva activacio (Petersen et al. 1995). Cal destacar que
en molts estudis epidemiologics s'ha mostrat una correlacid positiva entre els nivells
plasmatics de FVII:C i es lipids plasmatics, més concretament amb lipoproteines de gran
tamany amb carrega negativa, LDLs, VLDLSs, quilomicronsi els seus triglicérids. Aquestes
relacions s’han mostrat influenciables per la ingesta de lipids en la dieta. S'ha demostrat
gue la lipolisi d"aquest tipus de particules a través de I"accié de la lipoproteina lipasa
genera superficies lipidiques carregades negativament, que provocarien | activacio del
factor VIl a través de la via intrinseca. Estudis en individus amb hipertrigliceridemia
cronica han mostrat que una activacio sostinguda de factor V11 provoca un increment de la
produccié de factor VII a través d'un cicle de retroalimentacio positiva provocat per
I"aliberament del fragment de protrombina Fi.» que ha mostrat ser estimulador de la
sintes de factors de coagulacié dependents de vitamina K (entre ells e factor VII).
Aquestes observacions podrien donar explicaci6 a la relacio existent entre la
hipertrigliceridemia i les malalties arterials trombotiques com |’infart agut de miocardi
(Grant i Humphries, 1999).
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Pel que fa as factors genétics, fins al moment s han identificat 5 polimorfismes al llarg
del gen FVII. Alguns d"€ells han estat sotmesos a estudi per tal de buscar associacions dels
seus a-lels amb els nivells plasmatics de factor VII o de FVII:C i en darrer terme amb risc
per la malaltia cardiovascular. Una substitucio A/G a codd 353 del exd 8 ha estat €
polimorfisme més estudiat donat que provoca un canvi Arg/Gln en aquesta posicio. Es va
pensar que podria afectar la FVI11:C, pero, no s'ha mostrat cap associacié consistent amb
nivells alterats de factor VII, FVII1:C ni amb €l risc per lamalaltia (Lanei Grant, 2000).

Dels polimorfismes que s anaditzen a la present tesi, e FVII -323 10 pb INS/DEL
presenta un fort desequilibri de Illigament amb e polimorfisme Arg353GIn (Grant i
Humphries, 1999). El seu interés, pero, radica en el seu posicionament a 5’, aprop de les
sequencies reguladores de la transcripcié del gen (figura 1.9), essent susceptible de
presentar associacions amb els nivells d'expressié del gen i per tant amb €s nivells
plasmatics de factor VII i de FVII:C. Seguint aguest raonament, Pollak i col-laboradors
(1996) van observar, en un estudi in vitro, que la insercié del decanucleotid provoca una
davallada del 33% en |"activitat del promotor del gen. En el cas de FVII HVR4, malgrat
estar situat en un intré (intré G), el seu interés radica en que es troba ala zona del gen que
codifica pel domini proteasa de serina de la proteina madura, fet que e fa susceptible de
presentar associacio amb els nivellsde FVI1:C en € cas de que es trobés en desequilibri de
[ligament amb un locus que realment si provoqués una ateracid d aquest domini. A més,
un estudi in vitro readlitzat per Pinotti i col-laboradors (2000) ha detectat una relacié
positiva entre el nimero de repeticions de 37 pb i els nivells d"expresié de ARNm del gen.
Aquest tipus de relacio entre e nimero de retepeticions de HVR4 i els nivells plasmatics
de factor V11 va ser confirmada en una mostra de 438 individus. Els autors hipotetitzen que
el polimorfisme afecta I"eficiencia del procés d splicing donat que cada repeticié conté 2
triplets G que poden actuar com a potenciadors intronics d"aquest proceés, fet que faria que
s'incrementés la unio de factors d splicing en incrementar-se €l nimero de repeticions.

L es possibles associacions d aguests polimorfismes amb €ls nivells plasmatics de factor
VIl i de FVII:C serien la base per explicar les associacions dels seus a -lels amb €l risc per
laCAl.
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B. FIBRINOGEN

Els gens codificants pel fibrinogen estudiats en la present tesi van ésser triats donat el
paper central que juga aquesta proteina dins de |"hemostasi. La seva transformacié en
fibrina i posterior polimeritzacié son el darrer pas del procés de la coagulacié a on
convergeixen les viesintrinsecai extrinseca a través de la via coma. A més, €l fenomen de
|"agregaci6 plaquetaria depén en gran mesura de |"interaccié de la fibrina amb €l receptor
plaquetari 11b/l11a també estudiat en el present treball. El biopolimer de fibrina constitueix
I"esquelet basic del coagul que fa de tap per evitar la perdua de sang en el cas d'unalesié
vascular, pero que en e cas de la CAl provoca | obstruccio final que condueix a la
isgquemia.

Diversos estudis prospectius han relacionat nivells plasmatics el evats de fibrinogen amb
les manifestacions cliniques de la CAIl. D aquests estudis destaguen per la seva
importancia el Northwick Park Heart Study (Meade et al. 1986), |"estudi Framingham
(Kannel, 1992), |"Scottish Heart Health Study (Lee et al. 1993), I'estudi PROCAM
(Heinrich et a. 1994), I'estudi ECAT (Thompson et al. 1995a) i, més recentment, €l
Physicians’ Health Sudy (Ma et a. 1999). Com a conseqiiéncia, s'han realitzat molts
estudis per tal d'aclarir € paper fisiopatologic del fibrinogen en la malatia arterial
coronaria quan aquest es presenta en concentracions plasmatiques considerades altes.
Hamsten (1993), Fay i Ginsburg (1994), Smith i Thompson (1994) i, més recentment,
Grant i Humphries (1999), McCallum i Meade (1999) i Lane i Grant (2000), entre d altres,
han elaborat extenses revisions sobre aquest tema. A continuacio es resumeixen les

principals conclusions ales que s han arribat en aquests treballs.

El fibrinogen és la proteina de |"hemostasi per a la que s"han descrit més mecanismes a
través dels quals pot intervenir en |"aparicio i desenvolupament de la CAI. Existeixen
diversos mecanismes potencials mitjancant els quals una concentracio elevada de

fibrinogen en plasma pot contribuir a desenvolupament de latrombosi coronaria:

e Aquesta proteina és un important determinant de la viscositat de la sang donat €l seu
relativament gran tamany (340 kDa) i la seva elevada concentraci6 a plasma (al voltant
de 270 mg/dl). Unaviscositat elevada de la sang pot donar predisposicié cap a trombosi

per ateracio del fluxe sanguini.
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e Estudis in vitro demostren que |"agregabilitat plaquetaria es troba associada

positivament amb els nivells plasmatics de fibrinogen.

A més, existeixen mecanismes a través dels quals € fibrinogen pot contribuir al
desenvolupament de lesions ateromatoses s es troba en concentracions plasmatiques
elevades:

e Un increment local de laformacio de fibrina ha estat associat a lesions a nivell de les
cel-lules endotelials. Estudis in vitro han demostrat que el gel de fibrina pot obstruir
I"intercanvi d'oxigen i nutrients cap a les cel-lules endotelials provocant una
desorganitzazi6 de la monocapa que forma |"endoteli. Aquest fet dona lloc a un edema
en I'intima arteria que, juntament amb la proliferacid de cél-lules musculars Ilises,

caracteritzen estadis molt primerencs de les |esions ateromatoses.

e Els peptids despresos en la tranformacio del fibrinogen afibrina (fibrinopeptids A i B)
aixi com €els que es desprenen en la degradacié del fibrinogen o la fibrina per part de la
plasmina (fragments X i Y, fibrinopeptids D i E) tenen propietats mitogeniques i
guimiotactiques provocant la proliferacio i migracio de les cél-lules musculars Ilises
desde la tunica mitja a |'intima arterial. A més, existeixen evidencies de que €
fibrinopéptid E estimula al's macréfags i cél-lules del teixit connectiu a la produccio de
IL-6, la qual cosa provoca una retroalimentacié positiva en la produccié hepatica de

fibrinogen i altres proteines de fase aguda.

e La xarxa de fibrina constitueix una estructura per sobre de la qual les cel-lules
musculars llises de la tinica mitja arterial poden migrar cap a | intima arterial. Aquest
fenomen és possible gracies ala presencia de | integrina oy B3 (de la mateixa familia que
la auipPs plaquetaria) ala membrana de les cél -lules musculars Ilises mitjangant la qual

poden unir-se alafibrina.

e Lafibrina continguda en les plaques aterosclerotiques en creixement pot unir-se ales
LDL (lipoproteines de baixa densitat). Aquest fenomen es donaria a través de |"apo(a)
que, unida per pont disulfur al apoB deles LDL, constitueix lalipoproteina (a). Donada
|"elevada homologia de |"apo(a) amb el plasminogen, aquesta s'uniria a la fibrina a

través de les seves estructures homologues a kringle 1V del plasminogen. Aquest fet
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S'evidencia amb | alliberament conjunt de lipoproteines i fragments de degradacio de
fibrina que s’ observa en incubar lesions d'intima arterial en presencia de plasmina.
L increment en la quantitat de lipids acumulats a|”ateroma disminueix |"estabilitat de la
placa i incrementa la probabilitat de |"aparicié d"una oclusié trombotica a través de la

ruptura de la mateixa.

e Per atra banda, |"estructura de la xarxa del gel de fibrina depén de la capacitat de
polimeritzacié d aguesta molecula, que a seu torn depén de modificacions dels seus
dominis estructurals (Henschen 1993), i també de la concentracié plasmatica de
fibrinogen. Una elevada concentracié plasmatica de fibrinogen afavoreix que el gel de
fibrina formi una xarxa estreta, rigida, amb un tamany de porus molt petit i baixa
permeabilitat. Aquest tipus de xarxa de fibrina és més trombogenic que no pas una
xarxa amb un tamany de porus més gran com la que es formaria a concentracions
plasmétiques de fibrinogen més baixes (considerades normals). Aix0 es deu a que
aquestes xarxes de fibrina formades com a consegiiencia del trencament d"una placa
d"ateroma en un context delevada concentracio plasmatica de fibrinogen serien més
resistents a les forces mecaniques de la sang, essent la base d"un trombe obstructiu o bé
podent ser incorporades a la paret arterial. De fet, a les plaques d"ateroma de gran
tamany s observa frequentment una deposicio estratificada de xarxes de fibrina que
demostren repetits episodis de trencament de la placa seguits de trombosi mural. Aquest

fet contribueix al creixement episodic sobtat de les plaques aterosclerotiques.

En els estudis mencionats al comencament d aquest apartat, també s'ha posat de
manifest que els nivells plasmatics incrementats de fibrinogen presenten interaccions amb
altres marcadors de risc cardiovascular com ara hipertensio, diabetes, edat, obesitat i
malatia vascular periferica en ambdos sexes. En el cas especific del sexe femeni, I"Us
d"anticonceptius orals, |"embaras i la menopausa son atres factors que també afecten els
nivells plasmatics de fibrinogen. Malgrat tot, €l factor ambiental que presenta un efecte
més dramatic a |"hora d'incrementar els nivells plasmatics de fibrinogen és el consum de
tabac. Tant és aixi, que s'ha arribat a proposar que la relacié que existeix entre e consum
de tabac i la CAl es dona mitjancant la pujada que provoca en €els nivells plasmatics de
fibrinogen. Cal tenir en compte que € fibrinogen és una proteina de fase aguda i que els
seus nivells poden experimentar un increment sobtat com a resposta a inflamacio, infeccid

o trauma. La pujada dels nivells plasmatics de fibrinogen provocada pel tabaguisme podria
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estar mitjangada per |"aliberament de citoquines com IL-1, IL-6 i TGFp per part dels
macrofags pulmonars com a resultat d”una resposta inflamatoria cronica a fum del tabac
(Grant i Humphries, 1999). En e mateix sentit, cal considerar que les lesions
aterosclerotigues presenten moltes caracteristiques de la resposta inflamatoria. Aixo ha fet
pensar que l'increment en els nivells plasmatics de fibrinogen que es presenten
conjuntament amb la CAl no sbn una de les causes s no una de les consequiencies d'un
proces aterosclerotic preexistent (Hamsten, 1993).

En base a totes aguestes evidencies, es pot considerar que el manteniment duns nivells
plasmatics de fibrinogen elevats (per sobre dels considerats normals) impliquen un risc per
al desenvolupament de la CAl. Per aquesta rad, els estudis d associacio que han utilitzat
com a gens candidats a estar implicats en la fisiopatologia de la CAIl aquells que
codifiquen pel fibrinogen, han utilitzat polimorfismes que es creu que poden estar associats
amb nivells d"expressio del gen. Els tres marcadors estudiats en €l fibrinogen en la present
tesi es troben localitzats en les regions 5 i 3 flanquejants i per tant son propers a les
regions reguladores (cis i trans) dels gens on es troben (figura 1.11). L andlis d"aguests
polimorfismes en |la década dels 90 del passat segle, va ser impulsada per la idea de que
seria possible que alguns individus presentessin genotips més sensibles as factors
ambientals i en consegléencia presentessin un increment dels nivells plasmétics de
fibrinogen superior a la mitja com a resposta a estimuls ambientals moderats. Aquests
individus, per tant, presentarien un risc superior a la mitjana de patir una trombosi quan es
donessin pics en € nivell plamatic de fibrinogen i per tant tindrien una major probabilitat
de desenvolupar laCAl (Grant i Humphries, 1999).

Estudis in vitro suggereixen que la sintesi de la cadena  limita la produccié de la
molécula madura de fibrinogen (Lane i Grant 2000). Per aguesta rad, dels tres
polimorfismes estudiats en el fibrinogen, dos es troben en el gen FGB, un dels quals
('RFLP Hindlll) és molt proper as elements de resposta a IL-6 i HNF-1 (que son
reguladors de la transcripcié del gen tant en condicions basals com en situacio de resposta
de fase aguda). Malgrat tot, aquest polimorfisme ha estat relativament poc utilitzat en
estudis dassociacidé amb risc per la malaltia arterial coronaria essent els polimorfismes
meés estudiats en aguest aspecte un RFLP Haelll (G/A -455), també localitzat alaregié 5
del gen perd no tan proper als mencionats elements reguladors de la transcripcio, i I'RFLP
Bcll delaregio 3'del gen.
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Per altra banda, | interés pels polimorfismes presents al gen FGA ha anat incrementant-
se en els darrers anys degut a paper que juga la cadena de fibrinogen Aa. en |"ensamblatge
de la fibrina (Ferrer-Antunes 1998b). De tots els polimorfismes descrits en aguest gen,
I"RFLP Tagl ha estat pobrement estudiat en relacié amb la seva associacié amb risc per la

malaltia arterial coronaria.

C. GLUCOPROTEINA I1b/Illa

L estudi dels gens que codifiquen per la glucoproteina plaquetaria Ilb/llla va ser
inicialment motivat per la recerca de les bases genétiques de la trombasténia de
Glanzmann, un transtorn hemorragic hereditari autosomic recessiu causat per un defecte
quantitatiu o qualitatiu d"aquesta glucoproteina. Fins al moment, han estat descobertes 18
mutacions implicades en aguest tipus de transtorn hemorragic en els dos gens codificants
per aguesta glucoproteina. En aquest cas, aguests gens es comporten com a gens
necessaris, donat que, |"aparicié d aguna d aquestes mutacions déna com a consequiéncia
|"aparicio del fenotip que caracteritzalamalaltia.

Per altra banda, els gens GPIlb i GPllla també poden ser gens candidats a estar
implicats en la patofisiologia de la CAl. Aquesta consideracio es basa en € paper central
que juguen |"adhesio i agregacio plaquetaries (processos mitjancats per la glucoproteina
[1b/I11a) en la formacio tant fisiologica com patoldgica del trombe. S'ha observat que
|"agregacié plaquetaria és particularment activa ala on es déna |'erosié o fractura de
plaques aterosclerotiques coronaries, situcions que caracteritzen |"angina de pit inestable i
I"infart de miocardi (Anderson et a. 1999). La fractura de les plaques d ateroma exposa
proteines adhesives que son reconegudes per la glucoproteina llb/llla de la superficie
activada dels trombocits. Aquest fet desencadena | agregacio plaquetariai laformacié d un
trombe agut que pot acabar obstruint |"artéria afectada. Una altra prova de la intervencio
d'aquest receptor plaquetari en e desenvolupament de la malatia aterotrombotica
cardiovascular es manifesta en |'eficacia dels tractaments per la malatia basats en
inhibidors de la glucoproteinallb/lla.

Tots aguests fets donen sentit a la realitzacio d'estudis d'associacio que intentin
determinar el risc per la CAl associat als a-lels de polimorfismes presents en els gens

GPlIb i GPIlla. Aquests estudis es recolzen en la hipotesi de que la variabilitat genética en
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aquestsloci pot repercutir d”alguna manera en diferencies individuals en la trombogenicitat
de les plaguetes. El polimorfisme més estudiat a respecte ha estat |"anomenat PI*¥A2 que
es déna per una substitucié Leu/Pro al aminoacid 33 de GPlllai que determina el sistema
HPA-1 d"antigens plaguetaris. Aquest canvi en la seqiiencia aminoacidica ha estat associat
amb un increment de la capacitat d"unié a fibrinogen per part del receptor (Goodall et al
1999), encara que aquest resultat no s"hareplicat (Meiklgjohn et al 1999, Green i Watkins
1999). Els estudis d"associacié d aquest polimorfisme amb €l risc per a desenvolupament
de la CAl han donat resultats contradictoris i sovint no replicables. Mentre que Weliss i
col-laboradors (1996) trobaren associacio entre |"al-lel Pro33 i risc per I'infart de miocardi,
dos grans estudis prospectius, |"estudi ECTIM (Herrmann et a. 1997) i I US Physicians
Health Sudy (Ridker et a. 1997b), no van mostrar cap associacid entre aguest al-lel i
aguest tipus de manifestacié de la CAl (per una revisio del tema consultar Lane i Grant,
2000).

En la present tesi s'han estudiat polimorfismes localitzats tant a GPIIb com a GPllla.
Dos dels quatre polimorfimes analitzats es troben localitzats dins d'exons, GPllb
3036C—T (ex6 30) i GPIllaTaqgl (exd 9), els altres dos es troben localitzats dins d'introns,
GPIlb 9 pb INS/DEL (intr6 21) i GPllla (CT), (intr6 6) (figura 1.13). Malgrat que no
produeixen cap canvi aminoacidic, el seu estudi es va considerar interessant donada la seva
nul-la utilitzacié en estudis d"associacio per la CAl. A més, els dos polimorfismes presents
aGPlllai e 9 pb INS/DEL de GPIlb es troben situats en les zones codificants pel domini
extracel lular d aquestes dues glucoprorteines. En el cas que es donés alguna associacio
dels al‘lels d"aquests polimorfismes amb risc per al desenvolupament de la CAl, es podria
suggerir un lligament amb algun locus que realment provoqués modificacions en aquest
domini afectant la seva unié amb la fibrina i per tant la trombogenicitat de les plaquetes.
Per atra banda, €l polimorfisme GPIlb 3036C—T es troba situat a la zona del gen GPIlb
gue codifica pel domini citoplasmatic i |"associacié d algun dels seus al-lels amb €l risc per
al desenvolupament de la CAl suggeriria un Illigament amb algun locus que provoqués
modificacions en aquest domini afectant la transmissié de senyals des d"aguest receptor al

nucli, alterant el procés d activacio plaquetaria.
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D. PAI-1 1 PLAT

Els gens PLAT i PAI-1 son els representants del procés de la fibrinolisi en el present
treball. Els productes proteics d aquests gens desenvolupen un paper fonamental en la
regulacié d aquest procés. Les dues proteines interaccionen entre si durant la fibrinolisi
essent PAI-1 I'inhibidor de t-PA. A més, aguest darrer actua directament sobre |”efector
final delavia (el plasminogen) i amb la fibrina, que té un paper estimulador de " activacié
del plasminogen a través del t-PA. Un bon funcionament d aquest sistema permet el
control de la formaci6 dels polimers de fibrina que formen els trombe i la degradacié dels
mateixos quan € teixit lesionat ha estat reparat. Una alteracidé que generés un excés de
funcié de PAI-1 o un defecte de funcié de t-PA dificultaria la dissolucié de coaguls
facilitant |"aparicié de trombos arterial. Aquest fet, fa que aquests siguin bons gens
candidats per estar implicats en lafisiopatologiade la CAl.

Estudis cas-control redlitzats sobre pacients que pateixen angina de pit o han
sobreviscut a un infart de miocardi han demostrat de forma consistent que aquests
presenten una activitat fibrinolitica disminuida comparada amb els controls (Hamsten
1993).

Durant molts anys es va creure que una funcio fibrinolitica defectuosa a causa d una
disfuncio de t-PA (centrada principament en nivells plasmatics anormalment baixos de la
proteina) podia ser un factor de risc per latrombosi. Actualment pero, s esta incrementant
I"interés sobre els nivells plasmatics elevats de t-PA donat que estudis prospectius recents
com |"estudi ECAT (Ridker et a. 1994) i I"US Physicians Health Study (Thompson et al.
1995b) han mostrat un risc incrementat per a futurs infarts de miocardi en persones amb un
nivell plasmatic elevat de t-PA. Una possible explicacié d aquest fet seria que €ls nivells
elevats de t-PA en redlitat reflecteixen uns nivells elevats de PAI-1 amb e qual forma
complexes inactius.

Pel que respecta a PAI-1, s'ha pogut observar que en les plaques d ateroma es troben
elevades concentracions de PAI-1. Nivells plasmatics elevats d"aguesta proteina han estat
consistentment associats a risc vascular (Lane i Grant 2000). En molts estudis s ha pogut
detectar una correlacié positiva entre els nivells plasmatics de PAI-1 i €s nivells de
triglicérids serics especialment en pacients diabétics i supervivents d’infart de miocardi.
Aquests tipus de pacients presenten nivells plasmatics incrementats de PAI-1 (Humphries
et al. 1997). S'ha suggerit que PAI-1 podria ser mitjancer del risc cardiovascular associat
amb un metabolisme lipidic anormal (Fay i Ginsburg 1994).
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Dels tres polimorfismes localitzats en el gen PLAT que han estat estudiats en la present
tes, la insercido Alu polimorfica TPA25 ha estat estudiada en relacié a la malaltia
cardiovascular, encara que no de forma extensa, no existint estudis en aguest sentit que
utilitzin els dos STRs. Tant TPA25 com els STRs (TG)14(TA)12i (CA)15C(TC)1o €s troben
situats en regions introniques (figura 1.15). Els dos STRs es troben localitzats al’intro 1 a
prop de laregio que codifica per I"anomenat domini digital de la proteina madura, mentre
gue TPA25 es troba al’intr6 8 ala zona del gen que codifica per les regions kringle de la
proteina madura. Tant el domini digital com les regions kringle de de t-PA intervenen en la
seva interaccié amb la fibrina, interaccié que s’ha mostrat estimuladora de |”activaci6 del
plasminogen que duu a terme. L associacié d"algun dels a-lels d aquests polimorfismes
amb €l risc per a desenvolupament de la CAl suggeriria un lligament dels mateixos amb
algun locus que provoqués modificacions en aguests dominis afectant |"activacié del
plasminogen per part de t-PA i per tant afectant la funcio fibrinolitica.

Pel que respecta as polimorfismes estudiats en el gen PAI-1, tant en el cas del STR
(CA), com del RFLP Hindlll han estat associats amb variabilitat en nivells plasmatics de
PAI-1 (Dawson et al. 1991). Cal destacar la importancia de |'estudi del STR (CA), en
relacié amb els nivells plasmatics de PAI-1 ja que constitueix una estructura Z-ADN essent
un putatiu element de regulacio de |"expresié del gen. Pel que respectaa RFLP Hindlll, un
estudi in vitro realitzat per Li i col.laboradors (1997) va posar de manifest que determinats
genotips per a aguest polimorfisme eren més sensibles a |” efecte que tenen sobre I” expresio
del genlesVLDLsi laLp(a) (veure taulal.1l). Malgrat tot, aquests polimorfismes han estat
molt poc utilitzats en estudis d associacié amb risc per la CAl, essent un polimorfisme
anomenat 4G/5G, locadlitzat a5 del gen PAI-1, e més estudiat en aquest aspecte.
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4.2. ASSOCIACIONS DESCRITES EN ELS POLIMORFISMES
ANALITZATS

Com ja s’ha vist en aguesta introduccio, la malaltia cardiovascular és una malaltia
complexaen la qual intervenen multiples components ambientals (multifactorial) i genétics
(poligénica). Aquest darrer aspecte de la malaltia s’ha posat de manifest al demostrar-se
I”heretabilitat de la mateixa en estudis de bessons, de segregacié familiar i derisc relatiu en
immigrants, arribant-se a considerar com a factor de risc € fet de tenir antecedents
familiars per ala malaltia, especialment en casos en el's que aquesta ha aparegut de forma
prematura.

Un gran nombre d"estudis prospectius a la recerca de factors de risc per a la malaltia
cardiovascular realitzats a mitjans de la década dels 80 i a llarg de la década dels 90 del
passat segle van mostrar que elevades concentracions plasmatiques, especialment de
fibrinogen, PAI-1 i t- PA i de forma no tan clara de factor VI, estaven relacionades amb
risc per la maldtia A més, es posaren de manifest interaccions entre aquests nivells
plasméticsi atres factors de risc considerats classics.

Les evidencies de que la CAl té un component hereditari i els resultats dels mencionats
estudis prospectius, han fet que es sotmetés a estudi la intervencié de la variabilitat normal
(present en la poblacié general) dels gens implicats en |"hemostasi en e component
hereditari de la malaltia cardiovascular. En una primera aproximaci6, moltes investigacions
es van encaminar al’estudi de larelacié entre els polimorfismes presents en aguests gensii
els nivells plasmatics o de densitat d"expressio (en el cas de receptors) de les proteines per
les que codifiquen. En molts casos (encara que no en tots) es va poder establir que aquesta
relacié existia (veure taula 1.1). Malgrat tot, els estudis que han intentat relacionar
directament la variabilitat en aguests gens amb un risc per a desenvolupament de la
mal altia cardiovascular han obtingut resultats poc consi stents.

L existencia d"una relacio entre els nivells plasmatics de la proteina i la malaltia, aixi
com entre €l gen i els nivells plasmatics de la proteina, perd no entre e gen i la malatia
genera una aparent paradoxa que pot ser explicada tenint en compte la contribucio
quantitativa a |"heretabilitat dels nivells plasmatics d aquestes proteines. La influéncia
genetica total (considerant tots el's polimorfismes que es poguessin descriure en €l gen)
sobre la varianga dels nivells plasmétics de |a proteina s'ha estimat a voltant del 50% en el
cas del fibrinogen, en més del 30% en el cas del factor VII, finsaun 71.4% en € cas de

PAI-1, no estant clara | influencia genética sobre la varanca dels nivells plasmatics de t-PA
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(Lane i Grant, 2000). Per tant, aquesta influéncia genética no s’ha mostrat mai amb un
valor del 100% en cap dels gens que s’ estudien en la present tesi. En €l cas de que aquesta
influéncia genica fos del 100%, aguests gens tindrien un poder predictiu sobre la malatia
de la mateixa magnitud que els nivells plasmatics de |es proteines per les que codifiquen.

A lataula l.1l s'exposa un resum dels estudis d"associacié previs que han utilitzat els
polimorfismes analitzats en la present tesi. Existeix un nombre considerable d estudis en
els que no s’ha demostrat relacid entre la variabilitat normal dels gens que codifiquen per
aguests components de |"hemostasi i els seus nivells plasmatics ni entre aquests nivellsi la
malaltia. Aquests estudis contrastats als que si han donat resultats positius en aguest
terreny generen la sensacio de que |"associacio d aguests gens amb risc per la CAl és
confusa. Aquesta manca de replicabilitat s'origina d'una série de problemes de tipus

metodol ogic presents en lamajoria d estudis realitzats fins al moment sobre aquest tema:

e Els nivells plasmétics de les proteines implicades en |"hemostasi presenten una gran
variabilitat anivell intraindividual. Per exemple, s’ha observat que els nivells plasmatics
de fibrinogen i de FVII:C son significantment més alts durant I”hivern, fet que s ha
relacionat amb la variaci6 estacional en la mortalitat per CAl en la vellesa (Petersen et
al. 1995). Com ja s'ha exposat en aquesta introduccid, s observen correlacions positives
entre els nivells plasmatics d aquestes proteines amb altres caracters quantitatius
indicadors de risc per la CAl, alguns dells modificables com € tabaguisme en el cas
del fibrinogen o laingestadelipidsen ladietaen € casde factor VII i de PAI-1. A més
el fibrinogen i el PAI-1 son proteines de fase aguda i, com a tals, els seus nivells
plasmatics es veuen aterats en situacions d’inflamacio, infeccido o trauma. Per tant,
obtenir una mesura representativa dels nivells plasmatics d aguestes proteines
representa un gran problema de dificil solucié. Molts dels estudis d"associaci6 realitzats
es basen en una sola mesura per individu dels nivells plasmatics d aquestes proteines,
fet que, sumat al error de laboratori generat en e mesurament, altera en gran mesura la

capacitat per trobar qualsevol associacio amb la CAl.

e Existeix una gran pluraitat en les manifestacions cliniques de la maldtia
cardiovascular (infart de miocardi, angina de pit estable i inestable, malatia vascular
periféerica, malaltia cerebrovascular isquémica, anomalies cardiagues d origen infeccios
0 congenit), podent donar-se diferencies en quant als factors ambientals o genétics que

participarien en cadascuna d'elles. Es necessari el rigor en la identificacié del fenotip
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clinic objecte de |"estudi per tal de poder despendre unes conclusions correctes i
susceptibles de ser replicades en individus que reament posseeixin les mateixes
manifestacions cliniques en altres estudis. El fenotip clinic a estudiar no es defineix amb
prou rigor en molts dels mencionats estudis.

e Lamajoria dels estudis realitzats son estudis d"associaci6 basats en poblacio o estudis
cas/control. Com ja s'ha exposat en aguesta introduccid, aquest tipus d estudis
presenten problemes de selecci6 d'una mostra control escaient, problemes
d heterogeneitat genética i estratificacio de la poblacio, i problemes de definicié de la
malatia. A més, aquest tipus d estudis necessiten un gran tamany mostral per ser prou

sensiblesi aquest és un requeriment no sempre facil d”aconseguir.
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Polimorfisme Tipusde mostrai lloc N Al-lel, haplotip o Efectes Referéncia
d’origen genotip associat
FGB HindlIl Negroides 479 Hd2 Promig T [fibrinogen] en Cook et al.
Sud-asiatics 459 els 3 grups étnics = 0.14 g/l 2001
Caucasoides 453 (1.C. 95%: 0.02 - 0.26 g/l)
(Londres, UK) donesi 0.15 g/l (1.C. 95%:
0.03 - 0.27 g/l) homes.
FGB Bcll Cas/ control M| 560 / 646 Bl Associat aT [fibrinogen]. Doggen et al.
FGA Taql (Pai'sos Baixos) 2000
FGB Hindlll Quechua parlants (Pert) 60 Hd2 Molt baixafreg. aquechua | Rupert et al.
Na-dene (USA i Canada) 50 parlants. Contrarresta 1999
Caucasoides (USA) 31 |"efecte T viscositat de la
sang provocada per un T
hematocrit?
FGB Hindlll Poblaci6 general 399 Hd2Hd2 Associacio amb T grau Schmidt et al.
(Austria) d ateroscleros ala carotida 1998
r.r.=6.17 (1.C. 95%: 1.7 -
22.36)
FGB Bcll Pacients amb traumatisme 45 - No associacio amb Ferrer-Antunes
FGA Taql cranial o toracic increment de [fibrinogen] 1998a
(Portugal) en situaci6 de fase aguda.
FGB Bcll dones postmenopausiques 191 - No associacio amb Rauramaa et
FGB Hindlll (Finlandia) [fibrinogen]. a. 1997
FGA Taql
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FGB Bcll Cas/ control AMI 102/ 173 B1B1+ B1B2 Associacié amb T Zitoetal.
(Italia) [fibrinogen] a casosi 1997
controls.
Risc per AMI
ror.=24(.C.95%: 1.2 -
4.6)
FGB Bcll Poblaci6 general 206 - No associacio amb Vaisanen et al.
FGB Hindlll (Finlandia) [fibrinogen]. 1997
FGA Taql
FGB Bcll Cas/ control CAD Bl Associacio amb severitat de| Behague et al.
FGB HindlI| (UK) 182/ 168 laCAD. 1996
FGA Taql (Franca) 383 /500
FGB Bcll Cas/ control AP 26/ 20 B1B1, B2B2i Associacio amb deMaat et al.
(Paisos Baixos) B1B2 [fibrinogen] a controls perd 1996
no a afectats de AP.
FGB Bcll Poblacié general, homes 189 TUT1 Influencia sobre Vaisanen et a.
FGB Hindlll 50-60 anys T2/T2 |"associacio entre la 1996
FGA Taql (Finlandia) [fibrinogen] amb laV O,
max. i ladespesa
energetica.
FGB Bdll Pacients CHD 384 B1 Associacio amb T Heinrich et al.
FGB Hindlll (Alemanya) Hd2 [fibrinogen]. 1995
FGA Taql Tl Junts expliquen el 5.8 % de
laVariancatotal de
[fibrinogen].
FGB Bcll Inuits 133 Bl Freg. més baixes que en deMaat et al.
FGA Taql (Groenlandia) T1 poblacions caucasoides. 1995
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FGB Bcll Caucasoides (USA) 146 B1 1 freg. a caucasoides Iso et al.
FGB HindllI Mongoloides (Japd) 147 Hd2 respecte japonesos (p < 1995
0.01 per B1i p<0.001 per
Hd2). Caucasoides tenen
[fibrinogen] T respecte es
japonesos.
FGB Bcll Pacients NIDDM 100 B1B2 T 16% [fibrinogen] Snowden et al.
FGA Taq| (UK) respecte individus sense 1992
a-lel B1.
FGB Bl Cas/ Control malaltia 121/ 126 B1B1 .1 freq. aafectats de Fowkes et al.
FGA Taq| arterial periférica B1B2 malaltia arterial periférica 1992
(UK)
T1T2:B1B2 - Associat arisc maldtia
arterial periférica
rr=4.8(12 -19.0)
p<0.05
FGB Bcll Poblaci6 genera 247 - No associacio amb Connor et al.
FGA Taql (UK) [fibrinogen]. 1992
FGB Bcll Poblaci6 genera 118 - No associacio amb Bergi Kierulf
FGA Taql (Noruega) [fibrinogen]. 1989
FGB Bcll Poblaci6 genera 91 Bl Associacio amb Humphries et
FGA Taq| (UK) T1 Mfibrinogen]. al.
B1B1:T1T1 Expliquen e 15% de la 1987
Variangatotal de
[fibrinogen].
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Polimorfisme Tipusdemostrai lloc N Al-lel, haplotip o Efectes Referencia
d’origen genotip associat
-323 10 pb INS/DEL Cas/ control Ml amb 176/ 227 ‘Risc familiar de Ml Di
HVR4 historiafamiliar de DD+H6H6 rr=1 Castelnuovo et
trombosi arterial (ID+11)+H6H6 r.r.=0.44 (1.C. 95%: 0.14 - a. 2000

(Italia) 1.38)

DD+(H6H7+H7H7)  r.r.=0.54 (1.C. 95%: 0.28 -
1.06)

(ID+11)+(HB6H7+H7H7) r.r.=0.49 (1.C. 95%: 0.24 -
0.98).

| . risc per M1 portadors de
I"d-lel, rr= 065 (I.C.
95%: 0.37-1.12)

-323 10 pb INS/DEL Cas/ control CAD 4441133 I < en 66% [FVI11 activat). Girelli et al.
HVR4 (Itélia) [1i1D T Freq_ casos sense M 2000
(p=0.008).
ID Protecci6 contra M| a

casos r.r.= 0.47 (1.C. 95%:
0.27 -0.81).
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-323 10 pb INS/DEL Cas/ control deficiencia 438/ 52 I < [FVI1I activat] controls Pinotti et al.
HVR4 lleude FVII J[antigen FVII] controls. 2000
(Italia) H5, H6, H7, H8 ‘Relacio + entre e nim. de
repeticions i els nivells de
FVII.
-323 10 pb INS/DEL Cas/ control Ml 208 / 285 I  [antigen FVI1]. Tamaki et al.
HVR4 (Japo) No associacié amb M. 1999
-323 10 pb INS/DEL Poblacio Genera 459 DD [fosfolipids] prediu valors | Mariani et a.
(Franca, Italia, Paisos de FVII:Ci [FVII activat] 1999a
Baixos, Noruegai unicament en aquest
Espanya) genotip.
-323 10 pb INS/DEL Poblacio General 172 dones DD T FVILCi [FVII activat], Mariani et al.
(Franca, Italia, Paisos especialment en 1999b
Baixos, Noruegai Espanya) consumidores
d anticonceptius orals.
-323 10 pb INS/DEL Poblaci6 general 335 i H7 - Portadors 4 FVII:Ci Di
HVR4 (Itdlia) 105 donesii [antigen FVII] que Castelnuovo et
230 homes homozigots per a-lels al. 1998
complementaris, en homes.
H5 - Portadors presenten els
meés alts [antigen FVI1], en
homes.
Expliquen 22% i 15% Var.
[antigen FV11]
respectivament.
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HVR4 Cas/ control M1 165/ 225 H7H7 -drisc MI, rr=0.22 (1.C. | lacoviello et al.
(Itadlia) 95%: 0.08 -0.63) | FVII:C 1998
i [antigen FVII].
H7H5 i HEH5 - Associats arisc per MI,
r.r.=1.69 (1.C. 95%: 0.16 -
17.3)
-323 10 pb INS/DEL Europeus (Nord-Europa) 182 [ . 4 FVII:.C respecte els| deMaat et al.
HVR4 Inuits (Groenlandia) 133 altres genotips a tots grups 1997
Afrocaribenys (UK) 113 menys a afrocaribenys.
Indis Gujuratis (UK) 130 H6H6 - T FVII:C respecte altres
genotips, només ainuits.
-323 10 pb INS/DEL Poblacio general 500 | J [FVII activat]. Bernardi et al.
HVR4 (Noruega, Pai'sos Baixos, J freg. anord Europa. 1997
Franga, Italiai Espanya) Variacio genética explica
32% de la varianga total de
[FVII activat] | € 26.8% a
FVII:C.
-323 10 pb INS/DEL Cas/ control embolia 317/198 liD No associaci6 amb risc| Heywood et al.
(UK) embolia. 1997
Associacio a FVII:C tant a
casos com a controls,
portadors a-lel D T FVII:C
p<0.0001
-323 10 pb INS/DEL Poblaci6 general 55 DD T FVII:C i [antigen FVII]| Dell’Acquaet
(Italia) respecte altres genotips. a

1997
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-323 10 pb INS/DEL Poblacio genera 705 I Portadors de I "al-lel 4 20% | Humphries et
(UK) FVII:C i [antigen FVII] al. 1996
respecte  no  portadors
(p<0.0001).
-323 10 pb INS/DEL Cas/ control 100/ 19 DD T FVII:C i [antigen FVII]| Sacchi etal.
hipertrigliceridemia respecte heterozigots 1996
(Italia) (p<0.001). Relacio + entre

FVII:C , [antigen FVII] i
[triglicerids] només en
aquest genotip.

Polimorfisme Tipusdemostrai lloc N Al-lel, haplotip o Efectes Referéncia
d’origen genotip associat
TPA25 Cas/ Control Ml i 108 + 91/ D Associacio amb Hooper et al.
tromboembolisme venos 185 tromboembolisme venos, 2000
Afroamericans (USA) perd no amb M.
TPA25 Inuits 133 | | ferg. Respecte a de Mazat et al.
(Groenlandia). caucasoides. 1999
Esrelacionaamb e | risc
de malaltia cardiovascular a
inuits?
TPA25 Cas/ control Ml 529/ 525 - No associacio amb M. Steeds et al.
(UK) 1998
TPA25 Cas/ control Ml 369/ 369 - No associacio amb M. Ridker et al.
(USA) 1997a
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TPA25 Cas/ control Ml 121/ 250 [ Associacio amb risc per M| | van der Boom
(Paisos Baixos) rr=224 (1.C. 95%: 1.11-| etal.1997
4.50)

Polimorfisme Tipusde mostrai lloc N Al-lel, haplotip o Efectes Referencia
d’origen genotip associat
PAI-1 Hindlll Cas/ control ateroscleros 283/ 423 - No associacio amb Leeetal.
coronariai periférica aterosclerosi coronariai 1999
(UK) periférica
PAI-1 HindllI Cél-lules endotelials 24 Hd2Hd2 Insulinaindueix: Grenett et a.
venoses de cordé umbilical 1 1.7-2.2 cops secrecié 1999
invitro antigen PAI-1i T 1.8-2.8
(USA) cops nivells ARNm. Només
en aguest genotip.
PAI-1 Hindlll Cas/ control CAD 49 Hd1Hd1i Hd2Hd2 1 extensi6 de CAD queels | Benzaetal.
(caucasoides, USA) heterozigots. El genotip 1998a

PAI-1 prediu |"extensié de
laCAD (p= 0.019).

PAI-1 Hindlll Trasplantats de cor 48 Hd1Hd1 Implica risc significatiude | Benzaet al.
(USA) desenvolupament de CAD 1998b
després de trasplantament

quan el donant té aquest
genotip (p<0.05).




Introduccié

PAl HindllI Cédl-lules endotelials 24 Hd1Hd1 VLDLs Lieta.
venoses de cordé umbilical hipertrigliceridemiques i 1997
invitro Lp(a) indueixen
(USA) respectivament:
1 2-3i 1.6-2 cops secrecié
antigen PAI-11i
13-45i 2.5-3.2 cops
nivells ARNmM. Nomeés en
aguest genotip.
PAI-1 HindllI Pacients NIDDM 189 - No associacio amb [PAI-1] | Mansfield et
(Caucasoides, UK) en condicions de resisténcia a. 1995
ainsulina.
PAI HindllI Cag/ control Ml 145/ 95 Al-lelspetitsde (CA)n  Associacié amb T [PAI-1] | Dawson et al.
PAI-1 (CA)N (UK) en afectats per Ml (p= 1991
0.03).

Taula 1.1. Estudis d"associacio realitzats amb els polimorfismes utilitzats en el present treball. Els gens GPlIb i GPllla no apareixen en aquesta
taula donada la no existéncia d"estudis d associacio amb risc per la CAl que utilitzin els polimorfismes d aquests gens analitzats a la present tesi.
Cal tenir en compte que, donada la manca d uniformitat entre els autors, la nomenclatura dels al-lels es troba adaptada a |"utilitzada en €l
present treball i en molts casos no ésla mateixa que |"emprada al treball original. N: Namero d’individus.[ ]: Concentracio plasmatica.



Objectius

El grup investigador de la UB en e s del qual ha estat realitazada la present tesi, va
iniciar, ara fa uns anys, investigacions sobre la diversitat poblacional de gens relacionats
amb el metabolisme lipidic i la sevainfluencia com a factors de susceptibilitat genética per
alamalaltia cardiovascular en la Mediterrania. Dins d"aguest context, €l seguient treball es
centra en |"exploracié poblacional i epidemiologica de la variacio dels gens FVII, FGB,
FGA, GPIIb, GPIlla, PLAT i PAI-1 donada la seva importancia funcional en els processos
del"hemostasi.

Els objectius principals del treball son els seglients:

1. Andlitzar, dins dels esmentats gens, la diversitat poblacional de 9 marcadors ben
coneguts a nivell epidemiologic, perd amb una variacié poblacional que no ha
estat sistematicament analitzada. Per a tal fi, es reditzara una avaluacio de la
distribuci6 de les frequencies a-léliques i haplotipiques dels esmentats
marcadors en 7 mostres poblacionals (un total de 763 individus) obtingudes
seguint criteris antropologics ben definits disponibles en e nostre laboratori.
D’entre aguestes mostres, 6 procedeixen de la Mediterrania Occidental
(Peninsula Ibérica, Sardenya i Marroc) i 1 de |"Africa Sud-sahariana. Aquest
estudi proporcionara noves dades sobre la caracteritzacid genetica de les
esmentades poblacions i permetra avaluar el grau dinformativitat d aquests
marcadors sobre les relacions genétiques entre elles. També es compararan les
freqliencies dels esmentats polimorfismes en les poblacions analitzades amb les
d"altres poblacions ja descrites en la bibliografia per a aquests loci. A més, els
resultats obtinguts permetran establir la pauta de variacié dels polimorfismes
estudiats en poblacié general de la Peninsula Ibérica que s aprofitara per a fer

comparacions en la part epidemiologica de la present tesi.

2. Determinar e significat de la variacid d aquests gens com a factor de risc
cardiovascular en una mostra d afectats per CAl originaria de la Peninsula
Ibérica mitjancant el disseny d"un estudi d"associacio de gens candidats basat en
families. Per atal fi, s'anditzara, en una mostra de families nuclears amb fills
afectats per CAl, la distribucié dels marcadors indicats anteriorment aixi com 4
microsatél -lits localitzats en els gens GPllla, PLAT i PAI-1 amb la finalitat

d"obtenir informaci 6 genetica meés detallada,. L associacio sera avaluada a través
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de la tecnica estadistica del Test de Desequilibri de la Transmissio (TDT).
Aquest test permetra detectar | existencia d”excessos o defectes en la transmisio
de determinades variants al-|éliques o haplotipiques dels gens candidats triats, o
bé el lligament d"alguna d agquestes variants amb algun altre locus desconegut
gue reament sassocii amb la malatia La finditat daquesta analis és
proporcionar noves dades genétiques sobre la importancia dels sistemes de
coagulacio i fibrinolisi en |"etiologia de la CAl en les poblacions humanes i, en
segon terme, confirmar o rebutjar les associacions previament descrites a la

bibliografia en mostres poblacionals d origens étnics diferents.

Detectar la presencia d’interaccions entre variants al-leliques o haplotipiques
presents en els gens candidats triats i els nivells de determinats parametres serics
guantitatius considerats factors.de risc intermedi per ala CAl. Per ata fi, ala
mateixa mostra de families nuclears, s’ analitzara la presencia d’interaccions de
les variants geniques amb els nivells plasmatics de triglicerids, lipoproteina (a),
colesterol total i HDL colesterol, ja que aguests parametres han mostrat estar
relacionats amb els nivells plasmatics dels productes proteics d"alguns dels gens
candidats escollits en e present treball, o es sospita que poden interferir

d"alguna manera en els processos de coagulacié i fibrinolisi.
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bé el lligament d"alguna d agquestes variants amb algun altre locus desconegut
gue reament sassocii amb la malatia La finditat daquesta analis és
proporcionar noves dades genétiques sobre la importancia dels sistemes de
coagulacio i fibrinolisi en |"etiologia de la CAl en les poblacions humanes i, en
segon terme, confirmar o rebutjar les associacions previament descrites a la

bibliografia en mostres poblacionals d origens étnics diferents.

Detectar la presencia d’interaccions entre variants al-leliques o haplotipiques
presents en els gens candidats triats i els nivells de determinats parametres serics
guantitatius considerats factors.de risc intermedi per ala CAl. Per ata fi, ala
mateixa mostra de families nuclears, s’ analitzara la presencia d’interaccions de
les variants geniques amb els nivells plasmatics de triglicerids, lipoproteina (a),
colesterol total i HDL colesterol, ja que aguests parametres han mostrat estar
relacionats amb els nivells plasmatics dels productes proteics d"alguns dels gens
candidats escollits en e present treball, o es sospita que poden interferir

d"alguna manera en els processos de coagulacié i fibrinolisi.
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1. RECOLLIDA | PROCESSAMENT DE LES MOSTRES
UTILITZADES

D’acord amb les vessants epidemiologica i poblacional del present treball, les
determinacions genétiques han estat realitzades sobre dos tipus de mostres que es descriuen

tot seguit.

1.1. MOSTRA DE FAMILIES NUCLEARS AMB CARDIOPATIA
ISQUEMICA

A. CRITERIS D'INCLUSIO EN LA MOSTRA

Els criteris que es van seguir per tal d obtenir una mostra de families nuclears per a

realitzar |"estudi d"associacié amb la cardiopatia isquemica van ser els seglents:

1. La familia és seleccionada a partir d"un individu afectat de cardiopatia isquémica. Per
considerar que un individu és afecte daguesta maldtia ca que aguest hagi estat
diagnosticat almenys un cop per un especialista en cardiologia d"una (o d”ambdues) de les
seguients manifestacions cliniques:
- Angina de pit: diagnosticada per cateterisme amb coronariografia, la qual ha d haver
mostrat lesions significatives (> 50% d obstruccid) en algun vas arterial coronari
principal (descendent anterior, coronaria dreta, coronaria esquerra o tronc comu dels
Vasos coronaris).
- Infart de miocardi: diagnosticat en base a compliment dels seglents criteris:
a) Clinica de dolor agut, de caracteristiques tipiques d origen coronari.
b) Canvis electrocardiografics tipics d’isquéemia, lesié i necrosi miocardica: aparicio
dones "Q" i elevacié del segment ST de |"electrocardiograma, en alguna de les
derivacions tipiques en lalocalitzaci6 de la zona de lalesio-necrosi.
c) Canvis enzimatics: vaoracié de les CPK amb elevacié dels nivells per sobre de

200U/1, en € transcurs deles 6-12 h. desdel’inici delacrisi de dolor.
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2. Condicionats per |"estructura familiar del disseny i per tal d"augmentar les possibilitats
de trobar progenitors vius dels individus afectats, €l mostreig es va restringir a aquells
malalts que van sufrir la crisi coronaria abans dels 55 anys d’edat. D" aquesta manera, la
mostra inclou casos de cardiopatia prematura (es considera cardiopatia prematura quan es
manifesta a edats inferiors as 55 anys pels homes i 65 anys per les dones) en els que cal
suposar una component hereditaria més important en comparacié amb els d aparicio
tardana.

3. El mostreig de cada familia va incloure |"obtencié de material (mostra de sang) en
I"individu afectat i els seus pares, independentment de s aguests havien patit 0 no la
malaltia. En alguns casos també es va obtenir material d"un 0 més germans de | afectat per

tal de poder tenir lapossibilitat dinferir el genotip de progenitors absents

B. OBTENCIO DE LES MOSTRES

Les mostres van ser recollides amb la col-laboracié de diversos hospitals de |"area
metropolitana de Barcelona. En |"obtencié de les mostres de families nuclears van
participar-hi les segiients persones i institucions. Hospital de la Vall d’'Hebron (Unitat
d"Hemodinamica, Dr. Enric Domingo i Pilar Gémez), Residencia Universitaria Princeps
d Espanya-Hospital de Bellvitge (Unitat d"Aterosclerosi, Dr. Xavier Pintd i Dr. Felix
Meco), Hospital de la Santa Creu i Sant Pau (Unitat de Cardiologia, Dr. Lluis Tomasi Lola
Gil) i Hospital Clinic (Dr. Francino).

En tots els centres el procés de recol-leccid va ser € mateix:

1. Seleccio a la base de dades de |"hospital dels pacients més joves diagnosticats

recentment (darrers 2-3 anys) d’'infart de miocardi o d"angina de pit en funcié dels

criteris mencionats anteriorment.

2. Contacte telefonic o directe amb el pacient per saber si hi havia possibilitat de

mostrejar els seus progenitors i/o algun germa. En cas afirmatiu s'informava de les

caracteristiques de |"estudi i es demanava la participacio del pacient i de lasevafamilia.

3. En cas d obtenir el consentiment verbal de lafamilia, se’ls citava en deju al hospital,

conjuntament o per separat, per ta de redlitzar |"extraccié de sang i contestar un

guestionari de factors de risc i antecedents familiars. Si algun membre de la familia no
podia acudir al”hospital i acceptava participar a | estudi, se'l citava al ambulatori més
proper al seu domicili o s'acudia al mateix domicili amb una infermera per a realitzar

|“extraccio.
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4. Arribat € diaen que s’ haviacitat €l pacient o la sevafamilia, se'ls tornava ainformar
de les caracteristiques de I"estudi i la seva utilitat, se'ls demanava el seu consentiment
per escrit i se’ls garantiala privacitat de les dades obtingudes.

5. Es procediaal”extraccio de 15 ml de sang total en tubs d"extraccié de 5 ml amb citrat
sodic com a anticoagulant i es conservava a 4° C fins €l seu processament al laboratori
(entre pogues hores després de | extraccio fins a un maxim de tres dies).

6. Finalment els participants responien un guiestionari i sel”s agraia la seva participacio.

El full de consentiment que van signar tots els participants en el present estudi i €l
guestionari sobre factors derisc i antecedents familiars es presentaal annex 1.

La finalitat del qUestionari era recopilar, de cada participant, dades que poden ser
rellevants en la malaltia i en €s resultats de |"estudi. Aquestes dades s'agrupen en 5
categories:

1. Dades personals. Caracteristiques fisiques com €l sexe, | edat, |"alcada o €l pes. Per
tal de conéixer I"origen poblacional real de I"individu, en cas d'immigracio recent, es
registrava e lloc de naixement del mateix i dels seus avis. A més, es recolliainformacio
sobre |"edat dels progenitors, en e cas que s hagués donat la defuncié d'algun dels
mateixos, s anotaval edat i 1a causa de la mort.
2. Diagnostic: Aquesta part del guiestionari va ser contestada només per els pacients i
aguells familiars que també havien patit la malaltia. Inclou e diagnostic clinic,
angiografic i quirargic aixi com les intervencions que han estat realitzades per a tots els
episodis de la maadtia Aquesta informacié va ser completada i comprovada
directament sobre la historia clinica del pacient que havia estat consultada en cada
centre hospitalari.
3. Antecedents familiars. En aguest apartat s'indagava, fins a un parentiu de segon
grau, els antecedents familiars de cardiopatia isqguemica. Es detallava la relacié de
parentiu respecte de |"afectat, |"edat daparicid i € tipus de manifestacié. També
s'interrogava sobre antecedents per a malalties relacionades amb la CAl: dislipémies,
hipertensio, diabetes, mort slbita, malaltia cerebrovascular o maldtia vascular
periferica.

4. Antecedents personals: Aquest apartat pretén recopilar informacio sobre els factors

de risc ambientalsi fisiologics coneguts per la CAl. En tots els casos es vafer servir uns

criteris comuns en |’interrogatori per evitar confusions terminologiques. S'inclouen

guestions sobre tabaguisme, redlitzacié d’exercici, obesitat, consum d alcohol,
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hipertensio, diabetes, tractaments hormonals, dislipemia, hiperuricémia, antecedents
personals de malalties cardiovasculars no coronaries, tipus de personalitat (incloent
estrés i personalitat de tipus A), nivell d'estudis, situacio laboral i estat civil (que pot
indicar situacions d"estrés patides per |“individu).

5. Tractaments actuals. Fa referéncia als tractaments farmacologics o dietetics que
segueix |"individu en el moment d obtenir la mostra i que poden afectar els parametres
serol0gics que es volen mesurar, com per exemple els farmacs hipolipemiants, i que per

tant podrien ésser rellevants al hora d'interpretar els resultats.

La campanya de recollida de la mostra de families es va estendre de gener de 1997 a
juliol de 1998 i va ser efectuada per la Dra. Neus Valveny Llobet i I"autor de la present tesi
a la Unitat d"Antropologia de la Facultat de Biologia de la Universitat de Barcelona. Al
fina de la campanya s havien obtingut mostres de 101 families nuclears que representaven
un total de 302 individus.

C. CARACTERISTIQUES DE LA MOSTRA DE FAMILIES

Lestaules|I1.1i I11.2 exposen la composicié de les families i la distribucio per sexes i
edat dels individus que formen part de " estudi.

COMPOSICIO DE LA FAMILIA NOMBRE DE FAMILIES
AFECTAT HOME AFECTAT DONA

Fill afectat + 2 pares 40 3

Fill efectat + pare 2 -

Fill efectat + mare 3 -

Fill afectat + 2 pares+ germa/ na 2 -

Fill afectat + pare + germa/ na 5 1

Fill afectat + mare + germa/ na 41 3

Fill afectat + > 2 germans/ nes - 1

Total families 93 8

Taula I11.1. Composici6 de les families gue formen part de |” estudi.
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TIPUS D'INDIVIDU HOMES DONES ('EAAI[\F';EEEQE.)
Fills afectats 93 8 %14 25i in%/)s
Progenitors 53 92 ?51 gi ing)s
Germans 2 2 @017

Taula I11.2. Distribucié per sexes i rangs d'edat del total d'individus que integren les

families que han participat al present estudi.

Com es pot apreciar alataulalll.2, del total de fills afectats (101), el 92.07% (93) eren
homes mentre que només & 7.93% (8) eren dones. Aquesta desproporcid entre el's sexes
era totalment esperable en el rang d”edats mostrejat ja que en els homes |"edat d’incidencia
dela CAl es 10 anysinferior ala de les dones, diferéncia que pot arribar fins a 20 anys en
el cas concret de I'infart de miocardi. En el cas dels progenitors, la proporcié de sexes
s'inverteix, estant més representades les dones que els homes (63.4 % i 36.6% del total de
progenitors, respectivament), aquest fet també es esperable en aquest subgrup mostral amb
una mitjana d"edat elevada (71 + 1.9), en que molts dels progenitors del sexe masculi ja
havien mort donades les diferencies sexuals en les esperances de vida (75.9748 anys per
alshomesi 82.6391 anys per ales dones a Catalunya al”any 1998 (BEC, 2000)).

A lataulalll.3 esresumeix lainformacio sobre els antecedents personalsi familiars dels
101 malalts afectats de CAl mostrejats al estudi.

Taula 111.3 (pagina segient). Resum de les dades (obtingudes mitjancant el questionari)
sobre els antecedents personals i familiars dels 101 malalts de Cardiopatia Isgquémica
mostrejats.

! BMI (Body massindex) = (pesen kg) / (alcada en m)%.

2 Entés com una sensaci6 continuada per part de |“individu de preocupacié o ansietat i la
impressio al llarg de tot el dia de no poder controlar €l's problemes amb que s enfronta.

® Entesa com una forma de caracter hiperactiu, més aviat dominant, sovint amb
agressivitat continguda envers als altres (Friedman i Rosenman, 1959; Albright et al.
1988).
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VARIABLE CATEGORIES % MALALTS | VARIABLE CATEGORIES % MALALTS
. L. Normal 34.0% L Infart de Miocardi 71.7%
IPI e;?i Eirg\g:; Ricaen greixos 46.0% I?r;ziagr;oztlec Angor evolutiu 18.2%
apm aaltia Pobre en greixos 1.0% CAl Angor cronic 4.0%
Per adiabétics 1.0% Assimptomatics 6.1%
<25 (normal) 19.8% Nomeés paterns 20.0%
BMI* 25-30 (sobrepes) 65.3% Antecedents Només materns 25.0%
>30 (obeés) 14.9% familiars de Paternsi materns 20.0%
CAl Cap 35.0%
Gens 45.7%
Exercici Moderat 34.0% Nomé 10.0%
Fort 20.2% omes paterns U7
?\ntglqeder:jts Només materns 25.0%
;\rg! lgrs € Paternsi materns 5.0%
ISIpemIes Cap 55.0%
Gens 39.4%
Consum d”alcohol <30 g/dia 50.0%
>30 g/dia 10.6%
Tractament Hipolipemiants 4.0%
actual Dieta baixa en greixos 27.0%
dislipemia Dieta+hipolipemiants 30.0%
Fumador previ a _ Gens 17.0%
|”aparicié dela <15 cigarretes/dia 8.0%
malaltia 15-25 cigarretes/dia 28.0%
>25 cigarretes/dia 47.0% Només paterns 15.0%
Antecedents Només materns 22.0%
familiars de Paternsi materns 10.0%
AVC Cap 53.0%
Gens 73.5%
Fumador en <15 cigarretes/dia 11.2%
|”actualitat 15-25 cigarretes/dia 13.3%
>25 cigarretes/dia 2.0%
Catalunya 27.6%
Hipertensi 30.6% Andalusiai Mrcia 40.8%
Estrés? 66.3% Pais Valencia 4.4%
Personalitat Rt Aragb 3.8%
tipus A Regi6 de
. Tipus| 2.0% naixement P.Basci Navarra 1.6%
Diabetes Tipus || 8.0% dels avis o
Cantabriai Astlries 1.6%
Hipercolesterolémia 60.6%
Didlipémia Hipertrigliceridémia 33.7% C.Lledi C.LaManxa 13.2%
Extremadura 4.9%
Malaltia Vascular 15.6%
Periférica Balears 0.6%
2.1%
Mal.Cerebrovasc. Altres 11%
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1.2. MOSTRES POBLACIONALS

A. LOCALITZACIO GEOGRAFICA | CRITERIS DE MOSTREIG

Han estat sotmeses a estudi 7 mostres poblacionals d origen divers, aguestes son les
seguents. Pais Basc, Alpujarra, arabs (Marroc), berbers (Marroc), Cabras (Sardenya),
Nuoro (Sardenya) i Ahizi (Costad’lvori). Amb I"inclusié d aquestes mostres a | estudi es
pretén, paralel-lament a I"estudi d associacié en families, el coneixement de la varicaio
poblacional dels gens de |"hemostasi, centrant-nos principalment a la regiéo de la
Mediterrania Occidental a la que pertanyen 6 de les 7 mostres analitzades. La distribucio
geografica de les mateixes és mostrada a la figura I111.1. Les 7 poblacions es troben
distribuides en un eix Nord-Sud amb una distancia de 4200 Km entre la poblacié més

septentrional (Pais Basc) i lamés meridional (Ahizi).

1. Pais basc

2. Alpuiarra

3. Arabs

4. Berbers

5. Cabras

6. Nuoro

7. Ahizi

Figuralll.1. Localitzaci6 geografica de les mostres poblacionals utilitzades.

107



Polimorfismes en gens de |I"hemostasi

Dins del bloc de poblacions de la Mediterrania Occidental estudiades es poden distingir
tres grups:

1. Poblacions de la Peninsula Iberica. Aquestes poblacions (Pais Basc i Alpujarra),
pertanyen a conjunt de la poblacié espanyola aixi com la mostra de 101 families
nuclears amb CAl, aguesta Ultima es troba formada per individus procedents de tota la
geografia espanyola, especialment d”’Andalusia, Murcia, Catalunya i Castella (veure
taulalll.3).

2. Poblacions del nord d”Africa. D aquesta localitzacié geografica han estat estudiades
dues mostres poblacionals corresponents al's principals grups etnolinguistics del Marroc:
arabs i berbers. L analisi d"aquestes mostres poblacionals permetra investigar €l grau
d"homogeneitat genética existent entre elles i amb la resta de poblacions analitzades,
especialment amb les mostres de la Peninsula Ibéerica donada la seva proximitat
geograficaamb e nord d”Africa.

3. Poblacions de I'illa de Sar denya. Aquests dos grups poblacionals (Nuoro i Cabras),
es caracteritzen per trobar-se localitzats a dues zones de I'illa amb un entorn ben
diferent. Mentre que la regio de Cabras es localitza en un terreny pantanos de la costa
occidental de I'illa, laregié de Nuoro es situa en una zona muntanyosa a la part nord-
oriental de Sardenya. Aquest fet va condicionar una diferent incidéencia de malaria entre
aguestes dues poblacions quan agquesta malaltia existia en aquestailla. Aixi, mentre que
a Nuoro no existeixen registres de la maldtia, a Cabras la malaria va tenir una
incidéncia elevada i nomeés en una data relativament recent (I"any 1948) va aconseguir-
se la seva erradicacié. L estudi de la composicié genética d”aguestes dues poblacions
pretén contrastar, a través d"una possible diferéncia en la distribucié de freguiencies
al-leliques i haplotipiques entre elles, la hipotesi formulada per Vaveny (2000) en la
qgual satribueix part de la baixa incidencia de CAl en les poblacions de |"area
Mediterrania a una composicio genetica protectora contra aquesta malaltia possiblement
condicionada, entre d altres factors, per la pressio selectiva exercida per la malaria

(endémica en aquesta regié del mén durant segles).
La poblacié de la Costa d'lvori va ésser inclosa a |"estudi com a poblacio externa de

referéncia, de composicié genetica molt diferent a totes les que formen e bloc de
poblacions de la M editerrania Occidental.
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Per totes les mostres poblacionals utilitzades, els criteris de mostreig van ser els
mateixos en tots els casos, encaminats a obtenir una mostra poblacional homogénia i
representativa de la regi6 segons criteris antropologicsi historics:

1. Els individus es seleccionen entre donants de sang, suposadament sans, as quals es

demana el consentiment per al”estudi mitjancant entrevista personal.

2. Elsindividus no poden estar emparentats entre ells, com aminim fins al quart grau de

parentiu.

3. Les persones mostrejades i els seus avantpassats han d haver nascut en la zona

d’interes almenys en les tres Ultimes generacions (els quatre avis).

4. Les mostres pertanyen a zones rurals, per evitar incloure individus provinents de les

grans migracions del segle XX cap ales grans ciutats.

Aquestes mostres van ser recollides en diverses campanyes pel grup investigador de la
Unitat d”Antropologia de la Facultat de Biologia de la Universitat de Barcelona dirigit pel
doctor Pedro Moral Castrillo segons protocols aprovats pel comité etic de la institucio en

cadacas.

B. POBLACIONS ESTUDIADES

A continuacio es fa una descripcié de les caracteristiques de cada una de les poblacions

estudiades en la present tesi.

1. Pais Basc. La mostra de bascos esta congtituida per 112 individus (homes/dones=
1.1) entre 22 i 56 anys d"edat, procedents de zones rurals de la provincia de Guipuscoa, al
Pais Basc. Aquesta mostra va ésser recollida en una campanya efectuada per € Dr. Pedro
Moral Castrillo de la Unitat d”Antropologia de la Facultat de Biologia de la Universitat de
Barcelona. L ascendencia basca va ser controlada a través del requisit que els quatre
cognoms dels pares de I'individu fossin d’origen basc, i per interrogacié directa del
recol -lector a cada un dels individus mostrejats contrastant |“informaci6 aixi obtinguda amb

el coneixement al respecte dels representants locals del Banco de Sangre de Guiplzcoa.
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2. Alpujarra. L Alpujarra és una regio muntanyosa localitzada al Sud de Sierra
Nevada. Dins d"aquesta mostra poblacional han estat inclosos 100 individus (homes/dones
=1) entre 25y 54 anys d"edat pertanyents al's municipis de Ohanes, Berja, Adrai Laujar de
Andarax situats ala provinciad Almeria. La mostra va ser recollida per el Dr. Pedro Moral
Castrillo en col-laboracio amb el Departamento de Hematologia i la Hermandad de
Donantes de Sangre del Hospital de Torrecardenas d”Almeria mitjancant unitats mobils
gue es desplacaven a les zones rurals on calia mostrejar. L”Alpujarra ha estat refugi en les
repetides invasions que ha sofert Andalusia, aquest fet ha repercutit en la composicié
genetica de les poblacions d aguesta regi6. Per atra banda, es creu que I"Alpujarra ha
tingut forca aportacions genétiques de la regio Nord-Africana com a consequéencia

d”aconteixements historics relacionats amb |” ocupacié musulmana de la Peninsula I bérica.

3. Arabs de Marroc. En aguesta mostra han estat recol -lectats individus en els quals la
pertinenca a grup etnolinglistic arab es remunta com a minim fins a les tres dltimes
generacions. Es van mostrejar un total de 101 individus (homes/dones = 1.3) amb una edat
compresa entre els 20 i els 50 anys. Aquests individus pertanyen a diverses regions de la
franja central del Marroc: Chaouia, Doukkala, Abda i Tadla. La recollida de material
sanguini va ser possible gracies ala col-laboracio de diferents hospitals del Marroc através
del Dr. Mustafa Kandil del Département de Biologie, Faculté des Sciences, Université
Chouaib Doukkali, El Jadida (Marroc).

4. Berbers de Marroc. En aguesta mostra han estat recol-lectats individus en els quals
la pertanyenca al grup etnolinguistic berber es remunta com a minim fins a les tres Ultimes
generacions. Van ser mostregjats un total de 140 individus (homes/dones = 1) amb una edat
compresa entre els 20 i els 75 anys. Tots els individus van ser mostrejats a Khenifra, ciutat
gue a llarg de la historia ha estat considerada la capital de totes les tribus berbers del
Moyen-Atlas, regiéo del Marroc a la qual pertanyen tots els individus de la mostra. Les
tribus a les que pertanyen els individus mostrejats s agrupen en 4 confederacions (grups de
tribus similars) principals. Zayane, Ichkern, Ait Sgougou i Beni M"Guild. La recol-leccié
va ser duta a terme pel Dr. Nourdin Harich del Département de Biologie, Faculté des
Sciences, Université Chouaib Doukkali, El Jadida (Marroc).
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5. Cabras (Sardenya). En aguesta mostra han estat col-lectats individus pertanyents a
diferents pobles de laregio de Cabras la qual es troba situada a la costa occidenta de I’illa
de Sardenya en un terreny pantanos. Com ja s’ha mencionat, | interés d aquesta mostra
resideix en el seu passat recent de malaria, aquesta malaltia fou erradicada d”aquesta zona
["any 1948. La mostra esta formada per un total de 95 individus (homes/dones = 0.9) i va
ser col -lectada a través de |"equip investigador del Dr. Giuseppe Vona del Dipartamento di
Biologia sperimentale "Bernardo Loddo", Sezione di scienze antropologiche de Cagliari.

6. Nuoro (Sardenya). Diverses poblacions de Nuoro, regié muntanyosa situada a la
zona nord-oriental de |’illa de Sardenya, son | origen dels individus col-lectats en aquesta
mostra. En contrast alaregio de Cabras, laregié de Nuoro no poseeix registres de malaria,
aquest fet pot haver provocat diferéncies en la composicio génica entre aquestes dues
mostres com a conseqiiencia de la diferent pressié selectiva exercida per aguesta malaltia.
Aquesta mostra esta formada per un total de 93 individus (homes/dones = 1) i va ser
col-lectada mitjancant |"equip investigador del Dr. Giuseppe Vona del Dipartamento di

Biologia sperimentale "Bernardo Loddo", Sezione di scienze antropologiche de Cagliari.

7. Ahizi (Costa d’lvori). Aquesta mostra inclou individus pertanyents a una étnia del
grup dels Akans anomenada Ahizi, fou col-lectada a un poble anomenat Nigui-Saff,
localitzat a les rodalies de la capital de la Costa d’lvori (Abidjan), mitjancant |"equip
investigador del Dr Jean Michel Dugoujon del Centre d Anthropologie de Toulouse. El

nimero de persones que componen la mostra es de 122 (homes/dones = 0.7).

En totes les grafiques i taules mostrades en els apartasts on s’exposen els resultats i la
discussio, les mostres poblacionals s’anomenen segons les segients abreviatures. BASC.
(Bascos), ALPU. (Alpujarras), ARAB. (Arabs), BERB. (Berebers), CABR. (Cabras),
NUOR. (Nuoro) i AHIZ. (Ahizi).
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1.3. PROCESSAMENT DE LES MOSTRES

Tant en les families nuclears com en les mostres poblacionals el processament de les
mostres va ser € mateix. En tots els casos es va recollir, mitjangant puncié venosa en
condicions de maxima esterilitat, sang total (10-20 ml) en tubs amb citrat de sodi com a
anticoagulant. Aquesta sang va ser conservada a 4°C fins e moment del seu processament,

I"interval detemps entrel extraccié i €l processament no superavamai els 3 dies.

A. TRACTAMENT DE LES MOSTRES DE SANG

El tractament de les mostres de sang vaincloure:

1. Centrifugacio dels tubs durant 3 minuts a400 g, a unatemperatura de 4°C.

2. Separaci6 de les fraccions obtingudes:
e Serum (fase superior): aquesta es guardava a -40°C en el cas de les mostres
poblacionalsi a-80°C en €l cas de les mostres de families ja que seria utilitzat per a
realitzar determinacions plasmatiques de parametres quantitatius.
e Fracci6 leucocitaria (fase intermitja): aquesta es guardava a -40°C per a seu Us
posterior per aextraccio d ADN.
e Fracci¢ eritrocitica (fase inferior): aguesta es rentava dues vegades amb un volum

20 cops superior de solucio salina (0.9% p/v de NaCl) conservant-se també a -40°C.

Posteriorment a la separacio de les fases sanguiniesi la seva conservacié en congelador,
es va procedir a |l extraccié d’ADN de totes les mostres per tal de poder redlitzar totes les

determinacions genetiques.

B. EXTRACCIO DE L'ADN

L"ADN necessari per ales andlisis genetiques va ésser extret de la fraccio leucocitaria
seguint diferents protocols d'extraccid (resina Chelex 100, Bio-Rad Laboratories,
Richmond, CA,; kit d"extraccié Nucleon BACC 1, Amersham Pharmacia Biotech; i fenol-
cloroform). De tots €lls, € que va donar millors resultats (major estabilitat temporal de
|”extracte, major integritat de I’ADN, i una millor eliminacié de les proteines que poden
interferir les reaccions de PCR) va ser e métode del fenol-cloroform. El protocol seguit en

aquest métode, aixi com els reactius utilitzats en el mateix, s'indiquen en |"annex 2.

112



Material i metodes

2. DETERMINACIONS GENETIQUES

El primer pas en les determinacions genétiques de tots els marcadors analitzats va ser
["amplificacié per PCR del fragment dADN que contenia la variabilitat. Aguestes
amplificacions van ser realitzades en un termociclador Perkin-Elmer 9600. En funcio de la
metodologia utilitzada per a la deteccié de la variacid genetica, els polimorfismes
analitzats poden dividir-se en 4 grups :

e Polimorfismes detectats per electrofores directa del producte de PCR: FVII HVR4,

FVI1 -323 10 pb INS/DEL, GPI1b 9 pb INS/DEL, i PLAT TPA25.

e Polimorfismes de longitut de fragments de restriccio (RFLPs): FGB Hindlll, FGB

Bcll, FGA Tagl, GPIllaTaql, i PAI-1 HindlIl.

e Microsatél -lits detectats mitjancant analitzador de fragments. GPIlla (CT),, PLAT

(TG)14(TA)12, PLAT (CA)15C(TC)1o, i PAI-1 (CA)n

¢ Polimorfisme de canvi nucleotidic simple (SNP) detectat per SSCP: GPI1b 3063C—T.

2.1. POLIMORFISMES DETECTATS PER ELECTROFORESI
DIRECTA DEL PRODUCTE DE PCR

Dins d"aquest grup van ésser anditzats els marcadors: FVII HVR4, FVII -323 10 pb
INS/'DEL, GPIIb 9 pb INS/DEL, i PLAT TPA25. La sequencia dels oligonucledtids
utilitzatsi les condicions per a cada amplificacio es descriuen alataulalll.4.

Un cop reditzada la PCR € producte amplificat va ser directament sotmés a
electroforess en gels d'agarosa o0 acrilamida. Les condicions utilitzades per a
I"electroforesi, aixi com les bandes observadesi |a seva correspondenciaamb els al -lels per
cada polimorfisme es mostren alataulalll.5.

Finalitzada la migracid, els gels es tenyien en una soluci6 de bromur d"etidi (10 mg/ml)
durant aproximadament 30 minuts. La correspondéncia entre la grandaria de les bandes
observades (verificada per comparacié amb marcador de pes molecular carregat as gels
juntament amb les mostres) i els a-lels de cada polimorfisme es va assignar segons la
bibliografia indicada a la taula I11.4. En el cas concret del marcador FVII HVRA4, aquesta
assignacio aixi com e nimero de repeticions contingut en cada al-lel van ser comprobats
per purificacio i seqlenciacid directa del producte de PCR obtingut a partir d'individus
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homozigots seguint el protocol indicat al annex 3. A lafiguralll.2 es mostra la segiiencia
obtinguda a partir d"'un homozigot per al al-lel H7.

Aquests polimorfismes van ésser analitzats en les mostres poblacionalsi en lamostra de
families nuclears amb CAl. Enlafiguralll.3, es mostren fotografies de gels d” electroforesi

per cadascun d”aguests polimorfismes.

OLIGONUCLEOTIDS UTILITZATS EN LA PCR

POLIMORFISME SEQUENCIA REFERENCIA

5 AAT GTGACT TCCACACCTCCJ

AAULS 5 GATGTCTGT CTGTCT GTGGA I

Marchetti et al. (1991)

5 AGGCTCTCT TCA AAT AATTACATCYJ

P 678 10 gl [NE/D/EL 5 CGG GCT GGC TCCTGGATT T3

Marchetti et al. (1993)

5 CAGACCTTCCAAGGGAGCTT 3

EPIID 2 Es HI5/DEL 5 GTGAGGACCAAGATTCIGGC 3

Peyruchaud et al. (1995)

5 GTGAAA AGCAAGGTCTACCAGYT

PLAT TPA25 5 GAG ACC GAG TTC ATC TTG AC & Tishkoff et al. (1996b)
CONDICIONS D'’AMPLIFICACIO
POLIMORFISME CONTINGUT DE LA PCR CICLES DE LAPCR
o
250 ng ADN; 1U Taq polimerasa; 100 uM gg og i
FVII HVR4 DNTPs; 1.5 mM MgCl,; 7.5 pmols de cada 579C 155 x 30
oligonucleotid; 10% DM SO. 7090 1'5,
(volum total= 25 pl) 70°C 5
93°C5
250 ng ADN; 1U Taq polimerasa; 100 uM 93°Cl
FVII-323 10 pb INS/DEL | pNTPs; 1.5 mM MgCly; 7.5 pmols de cada 57°C1 ¢+ x 30
oligonucleotid. (volum total= 25 ul) 70°C1
70°C5
. 98°C 30
250 ng ADN; 1U Taq polimerasa; 100 uM .
GPl1b 9 pb INS/DEL DNTPs; 1.5 mM MgCl,; 7.5 pmols de cada 55°C 307 - x 30
li leotid. (volum total= 25 pl 2l
oligonucledtid. (volum total= 25 pl) 720C 5
94°C5’
250 ng ADN; 0.6U Taq polimerasa; 200 uM 94°C1
PLAT TPAZ5 DNTPs; 3mM MgCl,; 10 pmols de cada 61°C1 - x 30
oligonucledtid. (volum total= 25 pl) 72°C1
72°C5

Taula I11.4. Oligonucledtids utilitzats i condicions d"amplificacié per al VNTR del FVII i

lesinsercions/ delecions presentsa FVII, GPIIb i PLAT.

114




Material i metodes

POLIMORFISME GEL VO.II‘_E':‘A-II;GSE / BANDES OBSERVADES
H8= 517 pb (8 repeticions)
FVII HVR4 Agarosa 2.5% 130V / 3h:20° H7= 480 pb (7 repeticions)

H6= 443 pb (6 repeticions)
H5= 406 pb (5 repeticions)

FVII -323 10 pb INS/DEL

Poliacrilamida 4%

200V /5h:15" (a14

| =582 pb (insercid)
D= 572 pb (deleci6)

(T4cs) * °C) I= 279 pb (insercio)
GPIIb 9 pb INS/DEL =270 o (et
PLAT TPA25 Agarosa 2% 120V / 1h | =570 pb (insercio)

D= 260 pb (delecid)

Taula 111.5. Condicions de migracié en I'electroforesi del VNTR del FVII i de les
insercions/ delecions presentsa FVII, GPlIb i PLAT.

! Dimensions: 18 cm alcada x 20 cm amplada, separadors de 2 mm (gruix). Composicié
per gel: 2.28 g d"acrilamida, 0.12 g de bisacrilamida, 4.26 ml de glicerol al 87% (v/v, en
aigua), 300 4l d"APSal 1%, 99.6 ul de TEMED, afegint-se TBE 1x finsa un volumfinal de
60 ml. Els dos polimorfismes podien determinar-se en el mateix gel barrgjant el's productes
de PCR per carregar-losjunts. En el casde FVII -323 10 pb INSDEL calia dissoldre a la
meitat el producte de la PCR abans de carregar-lo al gel.

GNNGNANNNNNNCCGAGTCNGCACNGACATCNCCTGTTTG
CGGGTGANTGGAGCTCAGTTGTGTAANGGGGACNCTGCAT
CAACACCATCTGNGTGGTCTCCGCGGNCCACTGTTTCGAC
AAAATCAACGAACTGGAGGAACCTGATCGC
GGTGCTGGGTGGGTACCACTCTCCCCTGTCCNANCGC
AGTGCTGGGTGGGTGCCACTCTCCCCTGTCCGACCGC
GGTGCTGGGTGGGTGCCACTCTCCCCTGTCCGACCGC
GGTGCTGGGTGGGTGCCACTCTCCCCTGTCNGACCGC
NGTGCTGGGTGGGTGCCACTCTCCCCTGTCCGACCGC
GGTGCTGGGTGGGTGCCACTCTCCGCTGTCCGACCGC
AGTGCTGGGTGGGTACCACTCTCCCCTGTCTGACCGC 7
ATNTCTCAAGTGTCTCAGGGGCTGTGGCTCTGGGCTTCGT
GCTGTCACTTCCACAGACAGACAACANTCATTGGGTNNNN
NNNNGNNNA

ook wnN -

Figura I11.2. Sequéncia d'un al-lel H7 del polimorfisme FVII HVR4. En color blau es
mostra la sequiencia aliniada de les set unitats de 37 pb. Cadascuna esta numerada amb un

digit de color vermell. (N = base que no ha pogut ser determinada pel seqlienciador).
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EVII HVR4

H6/H6 H7/H7 H7/H6 H6/H5 H8/H6 H7/H6

406 pb
443 pb
480 pb

FVII -32310 pb INS/DEL GPIlb 9 pb INS'DEL

1” 1/D D/D I/D 1/ D/D
582pb\ 279;\
572 po—| 270 po—

PLAT TPA25
I I/D D/D

Figura I11.3. Fotografies de gels d electroforesi utilitzats en I"analisi del VNTR del FVII i
les insercions / delecions presents a FVII, GPIlb i PLAT. Les fletxes blaves indiquen el
sentit de la migracié. En cada gel, a la part superior d alguns carrils s'indica el genotip

del’individu i al costat es mostra el tamany de les bandes observades.
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2.2. POLIMORFISMES DE LONGITUT DE FRAGMENTS DE
RESTRICCIO (RFLPs)

Dins d"aquest grup van ser analitzats els polimorfismes FGB Hindlll, FGB Bcll, FGA
Tagl, GPllla Tagl i PAI-1 Hindlll. La sequéncia dels oligonucledtids utilitzats i les
condicions per a cada amplificacio es descriuen alataulalll.6.

En & cas dels polimorfismes FGB Hindlll, GPllla Tagl i PAI-1 Hindlll, €els
oligonucleotids necessaris per a la PCR van ser dissenyats manuament en base a les
seguencies dels gens que €l's contenen publicades en el GenBank. En € disseny es vatenir
en compte que la longitut dels oligonucledtids no superés les 20 bases, que €l grau

d"homologiainternafos el menor possiblei quel extrem 3" fosricen Gi C.

Un cop redlitzada la PCR € producte amplificat era sotmés a digestio amb |"enzim de
restriccio corresponent. En cada cas, € resultat de la digestié va ser visualitzat per
electroforesi en gels d"agarosa i posterior tincid dels mateixos en una solucio de 10 mg/mi
de bromur d’etidi durant 30 minuts. Les condicions sota les quals es van dur a terme
aquestes digestions i les subseglients electroforesis, es mostren alataulalll.7. A lamateixa
taula s'exposa la grandaria de les bandes observades (verificada per comparacié amb
marcador de pes molecular carregat als gels juntament amb les mostres) i la seva
correspondéncia amb els a-lels per a cada polimorfisme, aguesta es va gjustar a que
S esperava segons labibliografiai les sequéncies publicades citades alataulall1.6.
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OLIGONUCLEOTIDS UTILITZATS EN LA PCR

POLIMORFISME

SEQUENCIA

REFERENCIA

5 AGCCGT GCCTATCTITTGJ

FGA Taql 5 TGT CTCAGG TACATT TAGC 3 Thomas et . (1934)
. 5 TGG TTG CCT TGT GAG TAG G 3 1
FGB Hindill 5 ATT GTC GTT GACACC TTG GG 3
5 ACC TGG TTT TCT TGC CAC AAG 3’
FGB Bell 5 AAT AGT TCT CAT ACCACA GTG T 3 Thomas et dl. (1994)
— 5 TTT CTT GTC TTC TTG TGC CC 3 2
q 5 TGT CTC CAA TCT TGA GTC CC 3
- 5 AGC AAT CCA CCT GTC TCG GC 3 s

5 TCC TGA CCT CAGGTGATCCGJ

CONDICIONS D’AMPLIFICACIO

POLIMORFISME

CONTINGUT DE LA PCR

CICLES DE LA PCR

95°C 5
FGA Tagl 250 ng ADN:; 1U Taq polimerasa; 100 uM 95°C 1’
DNTPs; 1.5 mM MgCl,; 7.5 pmols de cada 55°C 1" p x35*
EGB Hindlll oligonucledtid. (volum total= 30 pl) 72°C 1
72°C 5
95°C 5
250 ng ADN; 1U Taq polimerasa; 100 uM 95°C 1°
FGB Bcll DNTPs; 1.5 mM MgCl,; 7.5 pmols de cada 57°C 1 x 35

oligonucleotid. (volum total= 30 pl) 72°C U
72°C 5
9MC 5

250 ng ADN; 1U Taq polimerasa; 100 uM 94°C 30

GPllla Tagl DNTPs; 1.5 mM MgCl,; 7.5 pmols de cada 60°C 30~
oligonucledtid. (volum total= 25 ul) 72°C 1
72°C 5

Of

250 ng ADN; 1U Taq polimerasa; 100 uM 93§CC3E(>)

. DNTPs; 1.5 mM MgCl,; 7.5 pmols de cada ..
PAI-1 Hindl11 . e - 66°C 30

oligonucleotid; 2.5% formamida. 720G 17 }

(volum total= 25 pl) 700C 5

Taula 111.6. Oligonucledtids utilitzats i condicions d"amplificacié per als RFLPs presents
alsgens FGA, FGB, GPlllai PAI-1.

! Oligonucledtids dissenyats en base a la seqiiéncia M64983 publicada a GenBank.

2 Oligonucledtids dissenyats en base a la seqiiéncia M32674.1 publicada a GenBank.

? Oligonucledtids dissenyats en base a la seqiiéncia AF110527.1 publicada a GenBank.

* Aquests 2 polimorfismes van ser amplificats conjuntament en una PCR multiplex.
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CONTINGUT VOLTATGE / BANDES
RASS DIGESTIO E=k TEMPS OBSERVADES
- 1% 2U Tagql; 25ul
PCR multiplex; H,O T1= 800 pb (digestid)
FGA Taql finsvolum final Agarosa 1% 120V / 1h
30ul. (O.N. 65°C + T2= 900 pb (no digestid)
oli mineral) *
-2°" 2U Hindlll; )
25ul PCR multiplex (Hd?gl;il(%‘“ 266 pb
FGB Hindlll | "5 ﬂeg' IS0 | Agarosa 1.5% 130V / 1h
laq T Zal lnSI Hd2= 461 pb
volum f| n 30}21 . (no d|ge§|0)
(O.N. 37 °C)
B1=1400i 1100 pb
2U Bcll; 25ul PCR; (digestic)
H,0 fins volum o
FGB Bcll final 30ul. (O.N. 50 Agarosa 1.5% 120V /1h B2= 2500 pb
°C + oli mineral) (no digestio)
2U Tagl; 20ul PCR; T1=50i 115 pb (digestio)
H0 fins volum 0 e
GPllla Taql final 25u1. (O.N. 65 Agarosa 2% 120V /1h:15 T2= 165 Pt}
°C + oli mineral) (no digestio)
2U HindlI1; 20yl Hd1= 1021 292 pb
. PCR; H,0 fins (digestio)
PAI-1 HindlllI 2 Agarosa 2% 120V /45
volum fina 25”,' Hd2= 394 pb
(O.N. 37°C) (no digestic)

Taula I11.7. Condicions de digestié i migracié electroforética per als RFLPS presents als
gens FGA, FGB, GPlllai PAI-1.

12 Aquest ordre de digestio (primer amb Tagl i després amb Hindll1) és obligatori donat
gue € fragment amplificat de FGA conté la diana polimorfica Taql i dianes Hindlll, en
canvi el fragment amplificat a FGB conté la diana polimorfica Hindlll perd no conté
dianes Tagl. El fet d’invertir aquest ordre de digestio impediria determinar el

polimorfisme Taqgl al gen FGA.

Aquests polimorfismes van ésser analitzats en les mostres poblacionalsi en lamostra de
families nuclears amb CAl. En lafiguralll.4, es mostren fotografies de gels d electroforesi

per cadascun d”aguests polimorfismes.
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FGA Taqgl FGB Hindll!I
TUT1 T2/T2 TUT2 Hd2/Hd2 Hd1/Hd2 Hd1/Hdl

RFLP HindllI

no digerit — 461 pb

800 pb

900 pb
RFLP Tag|

FGB Bdll GPllla Tadl

BJlBZ B:IlBl jZ/BZ T2[T2

1100 gp %0 p\
1400 pb 115 pb — IS
2500 pb—

165 pb

PAI-1 Hindlll

Hd2/Hd2 Hd1/Hdl Hd1/HR
102pb
292pb —

Figura I11.4. Fotografies de gels d electroforesi utilitzats en I"analisi dels RFLPs presents
a FGA, FGB, GPlllai PAI-1. Les fletxes blaves indiquen el sentit de la migracio. En cada

gel, a la part superior d” alguns carrils s'indica €l genotip de I'individu i al costat es

mostra el tamany de les bandes observades.
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2.3. MICROSATEL.LITS DETECTATS MITJIANCANT
ANALITZADOR DE FRAGMENTS

Dins d'aguest grup van ser anditzats els microsatel-lits. GPllla (CT),, PLAT
(TG)14(TA)12, PLAT (CA)15C(TC)10, i PAI-1 (CA)n.

Donat que aguests marcadors son STRs (Short Tandem Repeats), on | unitat basica de
repeticio és un dinucledtid, I"analisi de la variabilitat generada per aquests polimorfismes
requereix una gran precissio ja que en molts casos la diferencia entre dos al-lels és només
de 2 pb. Per tal de superar aquesta dificultat tecnica en € present treball es va decidir
utilitzar amplificacié per PCR amb oligonucledtids marcats amb fluorescencia amb una
posterior deteccio dels diferents al-lels a traves d"un analitzador de fragments.

Els oligonucleotids emprats en les amplificacions per PCR son descrits ala taula 111.8.

Nomeés un oligonucleotid de cada parella estava marcat (a5”) amb un fluorocrom.

Es va dissenyar una PCR multiplex que va permetre |"amplificacé conjunta dels
microsatél lits GPIlla (CT),, PLAT (TG)14(TA)1> i PAI-1 (CA),, mentre que €
microsatel lit PLAT (CA)15C(TC)1o va ser amplificat per separat. Les condicions per a

aguestes amplificacions son també mostrades alataulalll.8.

Un cop reditzades les PCRs, els productes damplificaci6 van ser andlitzats
simultaneament en |"analitzador de fragments, preparant-se per a cada mostra individual
una solucié que contenia:

e 1ul de dilucio 1:10 en aigua del producte de la PCR multiplex GPIlla (CT),, PLAT

(TG)14(TA)12i PAI-1 (CA)n.

e 1 ul (sensediluir) del producte de la PCR que amplifica PLAT (CA)15C(TC)10o

¢ 10.5 ul de formamida desionitzada.

e 05 pl de marcador de pes molecular MapMarker™ 70-400bp (Bioventures Inc.

U.SA.) marcat amb fluorocrom ROX (carboxi-X-rodamina).
A continuacid, cada solucié individual es sotmetia a 100 °C durant 5 minuts per tal de

desnaturalitzar-ne I"’ADN. Un cop consumit aquest temps les mostres eren dipositades

immediatament en gel.
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OLIGONUCLEOTIDS UTILITZATS EN LA PCR

POLIMORFISME SEQUENCIA REFERENCIA
PLATla HEX 5 GCCTGG ACA ACA TAG AGA AAA CC 3 Sadler et al.
PLAT (CA)sC(TC)o PLAT1b 5 ACT TCA GGC ATG TGC CAC TG 3 (1991)
PLAT5 NED5 GACAGCACA TTCTCT TAGCAA 3 Thomasi Drayna
PLAT (TG)w(TA)z PLAT6 5 GTG ATG GAG TCA GACCTT GTC 3 (1992)
GPllla (CT) GPlllal HEX 5 AGC CAT TGC TCC TAG TGGAG 3 Stoffel i Bell
g GPllla-2 5 GCT AAA TCA TCC TTA GCCTTC 3 (1992)
PAI-1 (CA) PAI11 6-FAM 5 ATT TGA ACC GGA TTC GGA GGC TGC 3 Dawson et al.
n PAIL2 5" CCC CTG TTC ACT GCT CCC CTA TTC 3 (1991)
CONDICIONS D’AMPLIFICACIO
POLIMORFISME CONTINGUT DE LA PCR CICLEEF?E LA
94°C 5’
250 ng ADN; 1U Taq polimerasa; 100 uM DNTPs; 94°C 1
PLAT (CA)1sC(TC)1o 1.5 mM MgCl,; 5.1 pmols PLAT1a/ PLAT1b; 60°C 1'p x 30
1.2% Formamida. (volum total= 25 pl) 72°C 1
72°C 10
e
PLAT (TC)u(TA)zz 250 ng ADN; 1U Taq polimerasa; 100 pM DNTPs; 3308 ‘;’
1.5 mM MgCl,; 1.8 pmols PLATS/PLATG; 3.3 pmols ,
GPINa (CT) GPllla-1/GPllla-2; 0.6 pmol PAI-1 1/ PAI-1; 60°C 17 x 30
1.2% Formamida. (volum total= 25 pl) 2% 1
PAI-1 (CA) » : H 72°C 10°

Taula 111.8. Oligonucleotids utilitzats i condicions d"amplificacio per als microsatél-lits

presents als gens PLAT, GPllla i PAI-1. Els oligonucledtids marcats s'indiquen amb el

nom del fluorocrom emprat en el marcatge (HEX o 3, 6-hexaclorofluoresceina; NED o 77,

8 -benzo-5"-fluoro-2,

4,  T7-tricloro-5-carboxifluoresceina; [

carboxifluoresceina) en negretai a5 dels mateixos.
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En I"analitzador de fragments les mostres eren sotmeses a electroforesi en capilars que
en funcié de |"aparell utilitzat, podien contenir e polimer POP-4™ o el polimer POP-6™
(PE Applied Biosystems). D aquesta manera es separaven €ls al-lels que formen aquests
polimorfismes. L electroforesi era acompanyada per un sistema de lectura a través d'un
laser que excitava els diferents fluorocroms utilitzats en el marcatge dels oligonucleotids, i
un filtre (anomenat D) mitjancant €l qual es llegia la fluorescéncia despresa per cada
fluorocorm (verda per HEX, blava per 6-FAM, groga per NED i vermella per ROX). De
I"electroforesi i la lectura amb laser de la mateixa es desprenien electroforogrames que es
visuditzaven i analitzaven a través del programa GeneScan® Analysis Software 3.5.
L addicié de marcador de pes molecular marcat amb fluorocrom ROX a cada mostra va
permetre que aquest programa pogués determinar, per comparacio, la grandaria en pb dels
pics corresponents a cada d-lel. En la figura 111.5 es mostren fragments
d"electroforogrames amb exemples de lectura d”aguns al -lels dels microsatél -lits estudiats.

En la determinacié de la variabilitat generada pels microsatél -lits GPlIla (CT),, PLAT
(TG)14(TA)12 i PAI-1 (CA), es va utilitzar un anditzador de fragments ABI PRISM® 310
Genetic Analyzer. Per adtrabanda, pel microsatél-lit PLAT (CA)1sC(TC)qo es va utilitzar un
analitzador de fragments ABI PRISM® 3700 DNA Analyzer. Ambdds aparells pertanyen as
Serveis Cientificotécnics de la Universitat de Barcelona. Donat que diferents analitzadors
de fragments poden donar lectures diferents d"una mateixa mostra, mostres que ja havien
estat genotipades amb | ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer van ser també genotipades
amb |"ABI PRISVI® 3700 DNA Analyzer per tal d"obviar les possibles diferéncies de lectura
entre el's analitzadors que en € nostre cas van resultar ser de 2 nucleotids.

Aquests polimorfismes van ser només determinats en la mostra de families nuclears

amb CAI donat | elevat cost economic de latécnica utilitzada.

Figura I11.5 (pagina segient). Electroforogrames resultants de | electroforesi per
I"analisi dels microsatél lits presents a PLAT, GPlllai PAI-1. A la part superior es mostra
un electroforograma on es veuen els pics produits pels 4 microsatel lits estudiats. A la part
inferior es mostren fragments d”electroforogrames corresponents a cada microsatél -lit on
es poden veure diferents al-lels que s'anomenen amb un nimero que indica la grandaria
dels mateixos en pb. Els pics vermells en tots els electroforogrames son produits pel

marcador de pes molecular.
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Electroforogrames delsVNTRs
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2.4. POLIMORFISME DE CANVI NUCLEOTIDIC SIMPLE (SNP)
DETECTAT PER SSCP

La variabilitat del polimorfisme GPIlb 3063C—T es va analitzar mitjancant la técnica
de SSCP (Sngle Strand Chain Polymor phism).
Els oligonucleotids utilitzats en |"amplificacié de I"'ex6 30 del gen GPllb que conté

aguest polimorfisme van ser descrits per Ruan i col -laboradors (1998) i son els seglents:

5 CCCAAA GCTTGGAGGCAACT &
5 CAGCAAATCATCTGTATACCCTZJ

Els reactius, temperatures i temps emprats en la reaccid d amplificacié van ser s

seguents:
250 ng ADN;
1U Taq polimerass; 98°C 30’}
100 uM DNTPs; 55°C 30" » x 30
1.5 mM MgCl;; 72°C 1
7.5 pmols de cada oliginucledtid. 72°C 5
(volum total= 25 pl)

Després de |"amplificacio, per cada individu, 5 ul de mostra eren barrgjats amb 7 ul de
solucio stop (formamida 95% (v/v), 10 mM EDTA, blau de bromofenol 0.05% (p/v), xilé
cianol 0.05% (p/v)). A continuacio, la mescla era sotmesa a 100 °C durant 5 minuts i
posteriorment posada en gel de forma immediata per tal de mantenir desnaturalitzat
I”ADN.

Les mostres aixi preparades van ser carregades en gels GeneGel Excel 12.5/24 (12.5%
T, 2% C) (Amersham Pharmacia Biotech AB) que havien estat previament sotmesos a 400
V i 60 Vh. L eectrofores es va realitzar en un sistema GenePhor Electrophoresis Unit
(Amersham Pharmacia Biotech AB) a una temperatura constant de 5 °C i a un voltatge de
250 V i 620 Vh. Finditzada la migracié els gels eren tenyits en una solucié de nitrat de
plata mitjancant €l kit DNA Slver Saining Kit (Amersham Pharmacia Biotech AB). En la
figura 111.6, es mostra la fotografia d'un gel on es poden apreciar €ls 2 a-lels (C i T)
d aquest polimorfisme.,
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GPllb 3063

Figura ll1.6. Fotografia de gel d"analisi per SSCP del polimorfisme GPIIb 3063C—T . La
fletxa blava indica el sentit de migracié en | electroforesi. A la part superior de cada carril

s'indica el genotip de l"individu.

En un estudi anterior (Ruan et al, 1998) va ser descoberta una associacio al-|élica total
entre aguest polimorfisme i GPIlb 9 pb INS/DEL en una mostra de 56 individus
caucasoides d origen europeu, aquest dos marcadors es troben separats per 5 kilobases. Es
va decidir comprobar s aquests dos polimorfismes reament aportaven la mateixa
informacio. Per atal fi, esvan triar al atzar 25 individus de la mostra de families nuclears
en els que es van determinar els dos polimorfismes. Com es pot observar alafiguralll.7,
en el present estudi també es va observar aquesta associacio al-lélica compléta, de la
mateixa manera que en el mencionat estudi, els al-lels que es van mostrar associats van ser
| anb C i D amb T. Per aquesta rad es va decidir descartar la determinacio del
polimorfisme GPIIb 3063C—T en les mostres a estudiar en favor de GPIlb 9bp INS/DEL

de mésfacil i economica deteccio.
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Figuralll.7. Associacio al-lelica completa entre els marcadors 9 pb INSDEL i 3063 C—»T
al gen GPIIb. A: Gel delectroferesi per 9 pb INSDEL. B: Gel danalisi per SSCP de
3063C—T. En els gels A i B es mostren els mateixos individus numerats del 1 al 20 a la
part superior del carril, ala part inferior del mateix s"hi mostra el genotip. Els homozgots
hi sdn indicats com | (homozigot insercié 9 pb), D (homozigot delecid 9 pb), C (homozigot
C posicio 3063), i T (homozigot T posicio 3063). La fletxa blava indica el sentit de

migracio en |”electroforesi.
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3. DETERMINACIONS DELS ‘CARACTERS
QUANTITATIUS EN SERUM

Com ja s’ha vist en e punt 2.3 de la introduccid, la probabilitat de manifestar
clinicament la CAl esta determinada pels nivells de molts caracters quantitatius intermedis,
les distribucions dels quals estan al seu torn influenciades per la segregacié de molts gens i
per variables ambientals. Com també s ha indicat anteriorment, els nivells plasmétics dels
productes proteics (0 de les activitats dels mateixos) codificats per alguns dels gens triats
com a candidats en e present treball (fibrinogen, factor VII, t-PA i PAI-1) han estat
relacionats amb manifestacions cliniques de la CAl. D’dtra banda, també ha estat
exposada la dificultat per obtenir una mesura realment representativa d aquests nivells
plasmatics. A aguesta dificultat es va unir el fet que a la recol-leccié de la magjoria de les
mostres utilitzades en aquest treball no fou factible seguir els requeriments especifics per a
aquestes analisis, fet que va desaconsellar la seva realitzacio. Malgrat tot, si que ha estat
posible I'analisi de I"efecte dels gens estudiats sobre nivells lipidics plasmatics, | interes
dels quals com a factors de risc per a la CAl ha estat ben establert, essent la primera
vegada que s’investiga | efecte de gens implicats en |"hemostasi (enlloc de gens implicats
en el metabolisme lipidic) sobre aquests nivells plasmatics. Aquest nou enfocament es basa
en les correlacions (ja esmentades en |"apartat 4.1 de la introduccid) entre els nivells
plasmatics dels productes d"alguns dels gens aqui estudiats i els nivells plasmatics de
determinats parametres lipidics. A aguest respecte, han estat utilitzades diverses mesures
lipidiques analitzades previament a les mostres de families nuclears amb CAl que

inclouen:

1. Triglicérids: els seus nivells en serum han mostrat un correlacio positiva amb els
nivells de FVII:C (apartat A del punt 4.1 de la introduccié) i de PAI-1 (apartat D del
punt 4.1 de la introduccié). La determinacié dels nivells de triglicerids en serum es va
realitzar mitjancant el metode enzimatic TGO-PAP (laboratoris Roche).
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2. Colesterol total, HDL colesterol i ApoB: els nivells de LDL colesterol han estat
correlacionats positivament amb els nivells de FVII:C (apartat A del punt 4.1 de la
introduccid), es van mesurar €ls nivells plasmatics d’ApoB com a indicadors dels
nivells de LDL colesterol ja que aquests dos valors es correlacionen en un 90%. La
determinacié dels nivells en sérum de colesterol total i HDL colesterol es va realitzar
mitjancant el méetode enzimatic CHOD-PAP (laboratoris Roche). La determinacié dels
nivells serics d’ApoB es va dur a terme mitjancant metodes turbidimétrics adaptats a
|”analitzador COBAS MIRA fent servir anticossos especifics dels laboratoris Hoechst-
Behring.

3. Lipoproteina (a): L homologia estructural mostrada per la lipoproteina (a) amb €l
plasminogen i € t-PA, especiament en les parts d aquestes dues molécules que
intervenen en la interaccié amb la fibrina/logen, ha portat a hipotetitzar una possible
interferencia en el proces de fibrinolisi per part d"aquest important factor de risc per la
CAl (punt 4 de la introduccid). En base a aquesta hipotesi, en el present treball s'ha
volgut investigar si els nivells en serum de lipoproteina (a) estan influenciats per la
variabilitat dels gens codificats per fibrinogen i t-PA. La quantificacié de lalipoproteina
(a) en sérum es varealitzar per un métode turbidimetric adaptat a un analitzador COBAS
MIRA, utilitzant anticossos especifics procedents d Athlantic Antibodies, INCSTAR

Corporation.
Totes |les determinacions quantitatives es van dur aterme a departament de Bioquimica

de I"Hospital Clinic i Provincial de Barcelona, sotaladireccio i supervisio delaDra. Elena
Casals, cap dela Unitat de Lipids.
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4. ANALISIS ESTADISTIQUES

4.1. ANALISI POBLACIONAL

Donat € nivell d"observacio a que es van detectar els polimorfismes, les freqliencies
genotipiques i a-leliques per a cadascun d'ells van ésser determinades tant en les mostres

poblacionals com en la mostra de families nuclears, mitjancant contatge genic directe.

L ajust al equilibri Hardy-Weinberg per part de les mostres per a cada polimorfisme es
va comprovar mitjancant la realitzacio del test i através d’un test de probabilitat andleg
al test exacte de Fisher, aquest darrer esta especialment indicat en cas que €l nimero de
variants al-léliques en un locus sigui molt elevat. En cas de mancanca d equilibri Hardy-
Weinberg es van realitzar tests per a la deteccio d'excés o defecte d heterozigots. Tots
aguests tests es van dur a terme mitjancant € programa GENEPOP 3.2a (Raymond i
Rousset, 1995).

La determinacio de les frequencies haplotipiques es varedlitzar de dues maneres:

a) Per contatge directe del's haplotips, aquest vaser € cas de la mostra de families nuclears,
ja que fou possible la reconstruccié inequivoca de la major part dels haplotips dels que
eren portadors €s individus en base a la informacié aportada per cada membre de la
familia.

b) Per estimacié de les freqliéncies haplotipiques mitjancant métodes de maxima
versemblanca, aquest va ser €l cas de les mostres poblacionals. Encara que existeixen
certes controversies sobre la consistencia estadistica d'aquest tipus destimacions, en
general, s accepta que aquesta és ata per a fregiiencies haplotipiques poblacionals amb
valors superiors a 0.005, essent més discutible amb freqlencies inferiors. En la present tesi,
a partir de la mostra de families nuclears, s"ha pogut comprovar |I”elevada consisténcia de
les estimacions haplotipiques generades per maxima versemblanca en comparacié amb les
obtingudes per contatge directe. A més, s'han utilitzat dos procediments diferents per tal de
generar estimacions de maxima versemblanca de les frequencies haplotipiques: un
mitjancant |"algoritme EM (Expectation Maximization) implementat a programa
ARLEQUIN 2.000 (Schneider et a. 2000) i un altre utilitzant un metode baiesia
implementat a programa PHASE (Stephens et al. 2001). Només aquells haplotips amb
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valors de frequiéncia estimada relativament elevats i, per tant, exents dels errors associats a

les frequiéncies rares, han estat utilitzats en els posteriors calculs d”estadistics poblacionals.

La diversitat intrapoblacional, tant per a marcadors individuals com per a haplotips, ha
estat estimada mitjancant el calcul del”heterozigositat d”acord amb laformula:

Het = n(1-2p?) / (n-1)

on pi éslafreqiénciad un |”al-lel o haplotip determinat i n el nimero de cromosomes de la
mostra. La varianca de les estimacions de | heterozigositat ha estat cal culada mitjanjant la
formula de Nei (1987) implementada al programa ARLEQUIN 2.000.

L heterogeneitat entre les mostres poblacionals estudiades (diversitat interpoblacional)
ha estat analitzada comparant les frequiencies de cada marcador en parelles de poblacions i
en tot e conjunt de grups analitzats. A partir de les freqiencies genotipiques observades a
cada marcador, sha realitzat una andlisi utilitzant | estadistic x* per a una taula de
contingenciaM x N amb (M-1)(N-1) graus de llibertat, on M és el nimero de poblacions, i
N és e numero d'alels. Les diferencies interpoblacionals també han estat avaluades
mitjangant test exacte de diferenciacio. Aquest test és analeg a test exacte de Fisher, pero
extés a una taula de contingéncia de 2X (nimero d’al-lels o haplotips), conjuntament amb
un test exacte de diferenciacié entre totes les poblacions estudiades agrupades per parelles
(Raymond i Rousset, 1995; Goudet et al. 1996). Aquest test evita les incerteses associades
aun numero d’efectius baix en algunes caselles de la taula de comparacié. Els valors de la
probabilitat associats a cada comparacid han estat estimats mitjancant 100000 passos de la
cadena de Markov amb 1000 passos de dememoritzacio. Lestudi de la diversitat
interpoblacional total per a cada marcador estudiat es varealitzar mitjangant una andisi de
lavarianga de les frequiéncies geniques a través de | estadistic Fs de Wright, calculat com a
mitjana ponderada del F4 de tots els a-lels del locus (Nei, 1977 i Weir i Cockerham, 1984)
en el conjunt de totes les mostres poblacionals estudiades per un costat i, per |"atre, en €l
conjunt de mostres de |"area mediterrania excloent la mostra d'Ahizi donada | obvia

diferenciacié d aquesta respecte a les primeres.
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El grau d'estructuracio geografica de la variacid genética ha estat valorat mitjantcant
AMOVA (analisi molecular de la varianca). Per atal fi, les mostres mediterranies van ser
agrupades de dues maneres diferents segons e seu origen geografic: per un costat una
agrupacio en tres regions representades per Peninsula Ibérica (Bascos i Alpujarras),
Sardenya (Nuoro i Cabras) i Nord dAfrica (Arabs i Berbers), i per atra banda, una
agrupacié en dos regions representades per la Mediterrania Nord (Bascos, Alpujarras,
Nuoro i Cabras) i la Mediterrania Sud (Arabs i Berbers). La mostrad”Ahizi va ser exclosa
d aguests dos tipus d"agrupacio per les raons ja exposades a paragraf anterior. L'”AMOVA
permet una andlis jerarquitzada del parametre Fg, (Wright, 1965) i una particié de la
varianca frequencial total en una component intrarregional (Fs) i una component
interregional (F¢). La significacié dels components de la varianga Fg, €s va estimar

mitjancant 16000 répliques de bootstrap através del programa ARLEQUIN 2.000.

Ladiferenciaci6 global entre poblacions per a diferents marcadors del mateix geni per a
tots els marcadors estudiats, es va analitzar mitjancant distancies genetiques utilitzant el
coeficient de Reynolds et al. (1983). Una representacio de les relacions de distancia
genética entre les mostres poblacionals va ser obtinguda mitjancant la construccio d arbres
neighbor-joining (Saitou y Nei, 1973), larobustesa dels quals va ser examinada a traves del
calcul de 100 répligues de bootstrap. Per portar a terme aguestes analisis es va utilitzar el
programa PHYLIP 3.6.

4.2. ANALISI EPIDEMIOLOGICA

Aquest tipus d"andlisi es va dur a terme sobre la mostra de 101 families nuclears amb
fills afectats per cardiopatia isquémica. Un cop genotipats tots els individus, es va procedir
a comprovar |"gjust mendelia dels mateixos. En 13 families, de les 101 sotmeses a estudi,
es va observar una no correspondencia genética del fill afectat amb la resta de membres de

lafamilia, per aquestarad van ésser eliminades de | analisi.
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A. ESTUDI D"ASSOCIACIO MITJANCANT EL TDT

Els tests de desequilibri de transmissié es van calcular mitjancant e programa
TRANSMIT (Clayton, 1999a). Aquest programa inclou una opcié per estimar les
probabilitats dels resultats obtinguts mitjangant un test bootstrap. En aquest cas es va
utilitzar aquesta opcié amb una xifra de 10000 bootstraps per a calcul de la significacio
dels tests. També es van realitzar alguns TDTs manualment (aquells on es va observar un
desequilibri de latransmisié estadisticament significatiu en algun a-lel o haplotip) aplicant
laformula exposada al apartat C del punt 2.5 de laintroduccié. En aquests tests, a més, es
va calcular una aproximacio del risc relatiu (RR) (Dobrusin et a. 2001) que implica el fet
de ser portador de I"a-lel o I"haplotip en & que es va detectar |"esmentat desequilibri

segons laformula:

RR=b/c

on b representa e nimero d’al-lel's transmesos pels pares informatius als fills afectatsi c e

numero d al-lels no transmesos.

B. ANALISI DELS PARAMETRES SERICS QUANTITATIUS

L estadistica descriptiva i els calculs de les mitjanes globals i per subclasses dedat i
sexe es van realitzar mitjancant el programa SPSS (Norusis, 1992).

Els tests de normalitat (Proves de Kolmogorov-Smirnov), regressions multiples,
correlacions | analisis de la varianca amb introducciO de covariables i variables
independents es van dur aterme amb el programa SPSS.

La mitjana dels efectes génics sobre els nivells lipidics plasmatics anditzats es va
determinar mitjancant analis de regressié i a traves de la mesura dels efectes al-lélics
(Hallman et al. 1994).
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4.3. ANALISI DEL DESEQUILIBRI DE LLIGAMENT

La presencia de desequilibri de lligament i la magnitut del mateix van ésser estudiades
tant anivell de les mostres poblacionals com a nivell de la mostra de families nuclears. En
el cas de les mostres poblacionals I"estudi del desequilibri de Iligament es va dur a terme
amb lafinalitat de poder fer inferencies sobre les histories demografiques de les mateixes.
El coneixement del desequilibri de lligament en el cas de les families nuclears és necessari
per a una correcta interpertacio dels resultats de |"estudi d"associacio mitjancant TDT, ja
que €l grau dassociacié d"una determinada variant al-lélica o haplotipica amb la malatia
depén de la magnitut del desequilibri de Iligament entre aquestes variants i la veritable
mutacié causal, sempre i quan la variant al-lélica o haplotipica associada no sigui la
veritable mutaci6 causal.

Per tal de mesurar el desequilibri de lligament dins de cada locus en les mostres
poblacionals es va utilitzar €l parametre A (Black i Krafsur, 1985) que es calcula segons la

formula:

Ajj = (N/(N-1))((Ti/N)-2pip3)

on N és el numero d’individus de la mostra, Tj; €s e nimero de vegades que I"a-lel i d'un
locus apareix juntament amb un atre al-lel j d un segon locus en e mateix individu, i pi i p

son les frequéencies d'aquests al-lels. Com que aquest parametre és dependent de les
fregiiencies al-l&liques es va optar per fer servir el valor de A relativitzat (A”) al maxim
valor possible d"aquest parametre (Ama) €n una mostra determinada. Aquest darrer es va

calcular segons el seguent criteri (Weir, 1996):

si Ajj> 0, Amax = minim (2(1-p)(py), 2(pi)(1-py))
s Ajj <0, Amax = minim (2pip;, 2(1-pi)(1-py))

essent el valor de A” (A relativa):

A=A Anex
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Aquest parametre és el més escaient al hora de mesurar €l desequilibri de Iligament en
mostres en les que es desconeixen les frequiencies al -léliques (o gameétiques) reals per tal de
no basar € calcul del desequilibri de lligament en estimacions d aquestes freqiencies. En
el cas de locus amb més de dos al-lels, per cada parellade loci es vacalcular laA”™ seguint

el model multial-lélic (Eaves et al. 2000):

A =T pip; |A |

En les mostres poblacionals també es va fer una analisi d"Ohta dels components de la
varianca del desequilibri de lligament (Ohta, 1982).

En € cas de la mostra de families nuclears, per ta de mesurar la magnitud del
desequilibri de lligament es va utilitzar el parametre D” (D relativa) (Lewontin, 1964).
Aix0 va ser possible perque en agquest cas si es coneixien les freqléncies haplotipiques
reals ja que els haplotips dels individus d’aguesta mostra havien estat reconstruits
manualment de forma inequivoca. El parametre D resulta de relativitzar € valor de D
respecte a maxim valor possible d aquest parametre (Dmax) €n una mostra determinadai és

totalment comparable amb el valor de A”.
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Resultats i discussio

PART 1. ESTUDI POBLACIONAL

En aquest apartat s exposen els resultats obtinguts en les 7 mostres poblacionals.

1.1 FACTOR DE COAGULACIO VII

A. VARIACIO AL-LELICA

EnlataulalV.1 s'exposa la distribuci6 de les freqliéncies a -|éliques i genotipiques dels
dos polimorfismes analitzats dins del gen FVII en les mostres estudiades. La representacio

graficad aguestes frequiencies al -léliques esmostraalafiguralV.1.

En el marcador -323 10 pb INS/DEL s observaquel’al-lel D és el més freguent a totes
les mostres amb uns valors que oscil-len entre 0.760 (Arabs) i 0.972 (Bascos) en les
poblacions mediterranies, mentre que la freqiéncia a la mostra Sud-sahariana és
notablement més baixa (0.574). Totes les poblacions analitzades van mostrar-se en

equilibri Hardy-Weinberg (taula 1V .1).

En el cas del polimorfisme HVR4, I"a-lel més frequent va ser I'H6 amb frequéncies
gue van oscil -lar entre 0.875 a Nuoro i el 0.632 als Bascos, incloent-se a dins d”aguest rang
la freqliencia mostrada per la poblacié Sud-sahariana (0.769). Una particularitat d”aquest
marcador fa referéncia a diferent nimero d’a-lels entre les mostres, donant-se els dos
extrems a Nord d"Africa, on la mostra d”Arabs va presentar un total de 4 a-lels, mentre
gue la mostra de Berbers només en va presentar 2. Dues de |es poblacions analitzades no es
van adaptar al equilibri Hardy-Weinberg: Nuoro i Ahizi (taulalV.1). En ambdues mostres
es va observar una deficiencia en € numero d heterozigots respecte a que s hauria
d esperar sota equilibri essent els indexs de fixacio (Fis) 0.255 per a Ahizi i 0.443 per a
Nuoro. Aquest marcador no va ser analitzat en la poblacio de Cabras, ja que |"estat de les

mostres d"’ADN d”aquesta poblacié no en va permetre una determinacio optima.
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MARCADOR BASC. ALPU. ARAB. BERB. CABR. NUOR. AHIZ.
GENOTIPS:
I - 0041 0052 0017 0074 0102 0.165
1D 0057 0237 0375 0256 0277 0250 0521
DD 0943 0722 0573 0727 0649 0648 0314
-32310 pb N 88 97 96 121 94 88 121
INS/DEL Het. (unb.) 005 0270 0366 0248 0337 0353 0491
HW (p exacta) 1 0.254 1 1 0118 0463 0578
AL-LELS:
I 0028 0160 0240 0145 0213 0227 0426
D 0972 0840 0.760 0855 0.787 0.773 0.574
GENOTIPS:
H7H7 0154 0105 0120 0.037 - 0.031  0.096
H7H6 0428 0379 0398 0407 - 0125 0.240
H7H5 - 0.021 - - - - -
H6H6 0418 0474 0458  0.556 - 0813 0.635
H6H5 - 0.021 0.012 - - - 0.029
H6H8 - - 0.012 - - - -
HVR4 H5H5 - - - - - 0.031 -
N 91 95 83 81 - 64 104
Het. (unb.) 0468 0455 0454 0.368 - 0226  0.363
HW (pexacta) | 0.499 0360 0.628 0.379 - 0.005%  0.023%
AL-LELS:
H7 0368 0305 0319 0241 - 0.094 0216
H6 0632 0674 0669 0.759 - 0875  0.769
H5 - 0.021  0.006 - - 0031 0.014
H8 - - 0.006 - - - -

Taula IV.1. Distribucio de les frequencies al-leliquesi genotipiques dels polimorfismes
-323 10 pb INSDEL i HVR4 de gen FVII a les mostres estudiades. Het. (unb.):
heterozigositat “ unbiased estimate” . HW (p exacta): significacié del test exacte per a
I” equilibri Hardy-Weinberg. % p < 0.05.
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FVII -323 10 pb INS/DEL
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Figura IV.1. Distribucié de les frequéncies al-léliques dels marcadors -323 10 pb
INS'DEL i HVR4 del gen FVII a les mostres estudiades.

Diversitat intrapoblacional. Els valors d heterozigositat per a cada marcador i per a
cadascuna de les mostres poblacionals son mostrats alataulalV.1.

Al marcador -323 10 pb INS/DEL, les sis mostres mediterranies van presentar valors
d heterozigositat que van oscil-lar entre 0.366 (Arabs) i 0.056 (Bascos). Aquest Ultim valor
és e més baix, amb diferencia, d entre totes les mostres poblacionals analitzades. La
mostra d”Ahizi va mostrar la major heterozigositat (0.491), aguest valor és molt proper al

maxim possible en un marcador bialdlic.
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En e polimorfisme HV R4, |es poblacions analitzades van mostrar, en general, valors de
diversitat intrapoblacional més alts que en e cas de la insercié/delecio. Malgrat tot, els
valors d heterozigositat no arriben en cap casa 0.5, valor que resulta baix per un marcador
que pot arribar a presentar 4 a-lels diferents. Aquest fet es deu a | elevada fregliencia en
totes les mostres dels al-lels H7 i H6, que implica que agquest polimorfisme es comporti
gairebé com un marcador bialé-lic. Dins de les mostres mediterranies els valors
d heterozigositat van oscil -lar entre 0.468 (Bascos) i 0.266 (Nuoro). La mostra d”Ahizi va
presentar una diversitat dins d aquest rang (0.363). En Quant a la diversitat en e nombre
d'a-lels, varesultar en certa manera sorprenent la gran diferéncia en aguest aspecte entre
les mostres Nord-Africanes, ja que son molt properes geograficament : els Arabs van
presentar 4 al-lels diferents (H7, H6, H5 i H8), mentre que els Berbers van presentar nomeés
2 (H7 i H6). La resta de mostres van presentar tres a-lels (H7, H6 i H5), excepte €els
Bascos que només van presentar H7 i H6.

Diversitat interpoblacional. En les taules IV.2 i IV.3 sS'exposen €els resultats de la
comparacio entre poblacions, en funcio a les frequéncies al-leliques dels dos marcadors
estudiats, utilitzant el test dey? i €l test exacte de diferenciacio.

En & cas dea polimorfisme -323 10 pb INS/DEL, ambdds tests (taula 1V.2)
coincideixen en assenyalar les mostres d"Ahizi i de Bascos com les més diferenciades dins
del conjunt ja que presenten diferencies estadisticament siginificatives amb totes les atres
poblacions. També s observa heterogeneitat entre les dues mostres marroquines, mentre

gue en laresta de comparacions no s aprecien diferéncies significatives.

Per a polimorfisme HVR4, les comparacions efectuades (taula 1V.3) indiquen a Nuoro
com la poblacié més diferenciada. Aquesta mostra, que posseeix la freqiiencia més alta de
I"al-lel H6, presenta diferéncies significatives amb totes les altres poblacions comparades.
Un cert grau de diferenciacio és també observat en € cas de la poblacié Sud-sahariana,
contrastant amb la uniformitat de freqliencies observades en aquest marcador a la resta de
grups analitzats.
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-323 10 pb INS/DEL
BASC. ALPU. ARAB. BERB. CABR, NUOR. | AHIZ.
BASC 18137 | 34302 | 15904 | 28516 | 31212 | 83.900
' 0.00002 % | 0.00000 % | 0.00007 % | 0.00000 % | 0.00000 % | 0.00000 %
3.847 0.193 1.771 2.710 35.743
ALPU. 1000022 % 0.04983 % | 0.66061 | 0.18332 | 0.09974 |0.00000 %
; 6.359 0.390 0.078 16.435
ARAB. 1000000k 0.13210 0.01168 % | 053222 | 0.78043 |0.00005 %
3411 4727 46.871
BERB. |0.00079 % | 0.83991 |0.04087 % 006475 | 0.02969 % | 0.00000 %
0.112 21.597
CABR. |0.00000 % | 0.56032 | 0.39351 | 0.26261 073838 | 0.00000 %
17.811
NUOR. |0.00000 % | 0.49218 | 0.79316 | 0.21424 | 0.89527 0.00002 %
AHTZ. |0.00000 % | 0.00000 % | 0.00410 % | 0.00000 % | 0.00000 % | 0.00152 *
Taula 1V.2. Diferenciacio entre parells de poblacions per al marcador -323 10 pb

INS'DEL del gen FVII. Per sobre de la diagonal es mostren els valors de | estadistic 7% gll’
amb |la seva significacié p a la part inferior. Per sota de la diagonal es mostren els valors
de significacié (p) del test exacte de diferenciacié. Les diferenciacions estadisticament

significatives es marquen amb e simbol .

HVR4
BASC. ALPU. ARAB. BERB. NUOR. AHI1Z.

- 5174 2qil | 2.975 3gll | 6.524 1gil | 33.955 2gll | 13.010 2gll
: 007525 | 039553 | 0.01064% | 0.00000% | 0.00150 %
2628 39l | 5630 2gll | 19.966 2gll | 4534 2gll

ALPU. 1 047704 045253 | 005992 | 0.00005% | 0.10360
\ 4698 3l | 24.158 3gll | 6.883 3l

ARAB. | 081478 | 0.78387 019532 | 0.00002% | 007572
15.029 2gll | 2.587 2gl

BERB. | 012038 | 013437 | 0.10447 o) 29l | 2587 29
NUOR. | 0.00000 % | 0.00000 % | 0.00000% | 0.00007 % 9.192 2gll
|0 : : : 0.01009 %

AHIZ. | 000476 % | 009554 | 0.03361% | 0.02035% | 001529 %

Taula IV.3. Diferenciacio entre parells de poblacions per al marcador HVR4 del gen FVII.
Per sobre de la diagonal es mostren els valors de |"estadistic »* juntament amb el seu
numero de graus de llibertat i amb la seva significacio p a la part inferior. Per sota de la
diagonal es mostren els valors de significacié (p) del test exacte de diferenciacid. Les

diferenciacions estadisticament significatives es marquen amb e simbol *.
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Una analisi de la varianca de les frequéncies al-léliques en les poblacions analitzades
indica un grau significatiu de variacié per ambdos marcadors. El polimorfisme -323 10 pb
INS/DEL va mostrar més diversitat dins del conjunt de totes les poblacions analitzades
(Fst = 0.084, p < 0.0001) que dins del grup de les 6 poblacions mediterranies (Fsr = 0.037,
p < 0.0001). Aix0 era desperar donat |"alt grau de diferenciacid mostrat per la poblacio
d"Ahizi. D dtra banda, € marcador HVR4, va presentar una diversitat en el total de les
mostres analitzades (Fst = 0.028, p < 0.0001) inferior a la detectada dins € grup de les
mostres de |"ambit mediterrani (Fsr = 0.034 p < 0.0001). Aquest fet s explica per |"extrema
diferenciaci anteriorment indicada de la mostra sarda de Nuoro, i la relativa homogeneitat

de la serie Sud-sahariana dins del conjunt de les poblacions estudiades.

A la taula IV.4 es mostren €els resultats de |'analisi de la diversitat génica entre les
mostres mediterranies agrupades en funcié del seu origen geografic (AMOVA). Per a
marcador -323 10 pb INS/DEL, es va observar una diversitat geénica total (Fsr)
significativa en les dues agrupacions realitzades (I i 11). En ambdos casos aguest parametre
va ser condicionat pel valor de diversitat genica entre mostres dins del mateix grup (Fsc)
també significatiu en ambdues agrupacions. Donada la manca de diversitat genica
significativa entre grups de mostres (Fcr) en els dos tipus d agrupacio, no es pot parlar
d"una estructuracié geografica en la distribucio de les frequéncies d aquest polimorfisme
dins de la Mediterrania Occidental. En el cas del marcador HVR4 no es va poder fer
|"agrupaci6 de les mostres de Sardenya donat que aquesta només contindria la mostra de
Nuoro, ja que no es va poder analitzar el polimorfisme a Cabras. La inclusié de mostres
individuals com a agrupacions no és correcta en aguest tipus d"andlisi. En |"agrupacio 11
per a aguest polimorfisme es va observar una diversitat genicatotal (Fsr) significativaon la
component més important va ser la diversitat génica entre mostres dins del mateix grup
(Fsc) en afegir, a grup de mostres de la Peninsula Ibérica de |"agrupacio I, la mostra de
Nuoro per a constituir €l grup Mediterrania Nord de |"agrupacio I1. La no existencia d’una
diversitat génica significativa entre grups de mostres (Fct) en les agrupacions | i 11 fa que
en aguest polimorfisme tampoc no es pugui parlar d'una estructuracié geografica en la

distribucio de les seves frequéncies a leliques.
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-323 10 pb INS/DEL

AGRUPACIONS POBLACIONALS FST FSC FST
A 0.038 % 0.032 % 0.006
I (BASC. ALPU.)(ARAB. BERB.)(CABR. NUOR.) 00,0001 0001 0396
N 0.031 % 0.044 %
1 (BASC. ALPU. CABR. NUOR.) (ARAB. BERB.) 5<0,0001 £<0.0001 -0.014
HVR4
AGRUPACIONS POBLACIONALS FST FSC FST
A 0.003 0.005
I (BASC. ALPU.)(ARAB. BERB.) 019 0173 -0.002
N 0.026 % 0.046 %
I (BASC. ALPU. NUOR.) (ARAB. BERB.) 0<0,0001 £<0.0001 -0.021

Taula IV.4. Diversitat genica en base als marcadors -323 10 pb INSDEL i HVR4 entre les
mostres mediterranies agrupades sota un criteri geografic. Fsr: diversitat genica total.
Fs: diversitat génica entre mostres dins del mateix grup. Fcr: diversitat genica entre

grups de mostres. El simbol % indica els valors amb p<0.05.

Comparacié amb d altres poblacions. Els resultats obtinguts en les mostres estudiades
en el present treball venen a complementar les pogques dades poblacionals que existeixen a
nivell mundial sobre la distribucié de les frequencies al-léliques dels marcadors -323 10 pb
INS/DEL i HVR4 dd gen FVII, essent la primera vegada que aquests s'estudien en
mostres de les procedencies geografiques aqui analitzades. En les taules IV.51 IV.6 es
mostren les dades obtingudes a la present tesi conjuntament amb les que han pogut ser
recollides a la hibliografia. Pel que fa al marcador -323 10 pb INS/DEL, s observa que
I"al-lel D és e més freqlient a totes les mostres (taula 1V.5). Malgrat tot, s'aprecien certes
diferéncies. La menor frequencia de I"a-lel D (0.574) s'observa a la mostra dels Ahizi.
Amb freguiencies lleugerament més altes d"aquest a el trobem els Afrocaribenysi els Inuit
(0.671 i 0.680, respectivament). A continuacio, les mostres de Gujuratis, Holanda, Italia,
Regne Unit, Cabras, Nuoro, Berbers, Alpujarras i Arabs presenten fregiiéncies de D
compreses entre 0.756 i 0.883. Finament es destaca la mostra de Bascos per tenir la
freqliencia més alta de I'al-lel D (0.972). En el marcador HVRA4, I"al-lel H6 és el més
freglient en les mostres analitzades en el present treball. Aquest fet no sempre s observa a
la bibliografia (taula 1V.6). En el cas de la mostra Inuit 1"al-lel més freqlent és I'H7
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(0.621). Lamostra de Gujuratis presenta frequencies similars per a aquest dos al-lels (0.444
per aH7 i 0.552 per aH6). La mostra de Nuoro presenta la major freqienciade | al-lel H6
(0.875). Laresta de mostres (tant les analitzades en la present tesi com les trobades en la
bibliografia) presenten freqiiencies de I"al-lel H6 entre 0.632 (Bascos) i 0.769 (Ahizi). Pel
que faaladistribucio dels a-lels rars d"aquest marcador entre totes les mostres exposades
alataulalV.6, |'a-lel H8 es presenta Ginicament a Dinamarca i a Arabs amb fregiiéncies
0.012 i 0.006 respectivament i I'al-lel H5 no es presenta a Berbers, Bascos ni

Afrocaribenys, alaresta de mostres ho fa en freqliencies sempre inferiors al 5%.

-323 10 pb INS/DEL
] AL-LELS: R
POBLACIO N | D REFERENCIA
Inuit (Groenlandia) 133 0.320 0.680 de Maat et al. 1997
Gujuratis (India) 130 0.244 0.756 de Maat et al. 1997
Afrocaribenys 113 0.329 0.671 de Maat et al. 1997
Caucasoides (Holanda.) 182 0.139 0.861 de Maat et al. 1997
Caucasoides (Italia) 55 0.127 0.873 Dell’Acquaet al. 1997
Caucasoides (U.K.) 705 0.117 0.883 Humphries et al. 1996
BASC. 88 0.028 0.972 -
ALPU. 97 0.160 0.840 -
ARAB. 96 0.240 0.760 -
BERB. 121 0.145 0.855 -
CABR. 94 0.213 0.787 -
NUOR. 88 0.227 0.773 -
AHIZ. 121 0.426 0.574 -

Taula IV.5. Frequencies al-léliques del polimorfisme -323 10 pb INSDEL.
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HVR4
) AL-LELS: R
POBLACIO N H7 H6 H5 H8 REFERENCIA
Caucasoides (Italia) 225 0.356 0.638 0.007 - lacoviello et al. 1998
Inuit (Groenlandia) 132 0.621 0.375 0.004 - de Kniff et al. 1994
Gujuratis (India) 130 0.444 0.552 0.004 - de Kniff et al. 1994
Afrocaribenys 110 0.227 0.723 - - de Kniff et al. 1994
Caucasoides (U.K.) 87 0.282 0.672 0.046 - de Kniff et al. 1994
Caucasoides (Dinamarca) 42 0.274 0.690 0.024 0.012 de Kniff et al. 1994
BASC. 91 0.368 0.632 - - -
ALPU. 95 0.305 0.674 0.021 - -
ARAB. 83 0.319 0.669 0.006 0.006 -
BERB. 81 0.241 0.759 - - -
NUOR. 64 0.094 0.875 0.031 - -
AHIZ. 104 0.216 0.769 0.014 - -

Taula IV.6. Freguiencies al -leliques del polimorfisme HVRA4.

Detotal analis feta en aquest apartat es pot dir que els dos marcadors estudiats dins del
gen FVII resulten d'utilitat per a I"andlis de la diversitat poblacional dins de la zona
mediterrania. Cal matitzar perd, que |"Us del marcador -323 10 pb INS/DEL és més eficag
per detectar diversitat genica entre poblacions en arees geografiques més petites (dins dels
grups de |"agrupacié | de la taula 1V.4) mentre que HVR4 no seria prou sensible a un
nivell geografic tan restringit perd si en regions geografiques més grans com queda
demostrat en la detecci6 de diversitat genicadins dels grups al agrupacio 11 (taulalV.4).
Per atra banda agquests 2 marcadors han mostrat distribucions de les seves frequencies
al-leligues especialment diferenciades en les mostres de Bascos (per -323 10 pb INS/DEL)
i de Nuoro (per HVRA4).
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B. VARIACIO HAPLOTIPICA

Les estimacions de maxima versemblanca per a les frequéncies de cada combinacio
haplotipica entre al-lels del marcador -323 10 pb INS/DEL i a-lels del marcador HVR4 es
mostren en lataula IV.7. A lafigura IV.2, es mostra una representacio grafica d aquestes

frequencies haplotipiques.

A totes les mostres poblacionals analitzades |”haplotip més abundant va ser € D-H6,
que es va presentar en un rang de frequiencies entre 0.500 (Ahizi) i 0.703 (Berbers). El fet
de que es trobi representat a totes les mostres i, amés, sigui el més frequient podria indicar
gue es tracta de | haplotip més antic de tots (Crandall i Templeton, 1993). Aquesta hipotesi
vindria a ser reforcada pels resultats obtinguts per Humphries et al. (1996) en estudis
realitzats en primats no humans (grans simis) que suggereixen que |I’a-lel D és la forma
ancestral del marcador -323 10 pb INS/DEL.

D atra banda, es va observar una variabilitat considerable en el nombre dhaplotips
estimats entre les mostres. La mostra menys diversa en aguest aspecte va ser |la dels Bascos
amb només 3 haplotips, li va seguir la mostra de Berbers amb 4 haplotips i les mostres
d"Alpujarras, Nuoro i Ahizi amb 5 haplotips cadascuna. La mostra més diversa va ser la
dels Arabs amb 6 haplotips.

Pel que respecta a la diversitat intrapoblacional estimada en base a aquestes freqliéncies
haplotipiques (taula 1V.7), les mostres de Berbers, Bascos i Nuoro van presentar els valors
d heterozigositat més baixos (0.463, 0.472 i 0.494, respectivament). Aixo es deu a que en
aguestes mostres només un (Berbers) o dos haplotips (Bascos i Nouro) concentren la major
part del total de la freqliéncia i en el cas de la mostra de Bascos aquest efecte es veu
incrementat per presentar només 3 haplotips diferents. Les altres tres mostres (Alpujarras,
Arabs i Ahizi) van presentar heterozigositats més elevades (0.556, 0.582, 0.664,
respectivament). Aixo es deu a una major distribucié de les frequencies entre el's haplotips,
en el cas dels Arabs, també hi va contribuir € fet de presentar 6 haplotips diferents (major

numero estimat entre les mostres).
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L aplicacio del test exacte de diferenciacio entre poblacions en base a les frequiencies
haplotipiques estimades a les mostres estudiades (taula 1V.8) va posar de manifest que
Ahizi, Nuoro i Bascos presentaven una diferencicio significativa en totes les comparacions
amb qualsevol altra poblacid. Per ales mostres d"Ahizi i Nuoro la significacié d aquesta
diferenciacié va ser inferior a 0.0001 en tots els casos excepte per a la comparacio entre
elles (p = 0.00330). En € cas dels Bascos, les Uniques comparacions amb significacio per
sobre de 0.0001 van ser aquelles en les que eren enfrontats a Alpujarra (p = 0.00298) i a
Berbers (p = 0.00115).

L'analisi de la diversitat genica (taula 1V.9) mostra, d'una forma molt similar a
marcador -323 10 pb INS/DEL, que lamgjor part de la diversitat genicatotal és atribuible
a la diversitat intragrupal, tant en I"agrupacié | com en la |l. Malgrat tot, la manca de
diversitat genica entre grups de mostres (Fcr) posa de manifest la no existencia d’una

estructuraci6 geografica clarade la variabilitat haplotipica.

HAPLOTIP BASC. ALPU. ARAB. BERB. NUOR. AHIZ.
o e 0.027 0.117 0.187 0.091 . 0.148
+0.012 +0.021 +0.036 +0.024 +0.025
1o 13 ] 0.050 0.060 0.053 0.217 0.270
+0.017 +0.022 +0.022 +0.039 +0.032

I H5 ; ; ] ] 0.008 .

+0.011
. ] . 0.006 ] . .
+0.007

e [ 0.317 0.189 0.142 0.153 0.092 0.068
+0.040 +0.028 +0.026 +0.032 +0.026 +0.020
I 0.656 0.623 0.599 0.703 0.658 0.500
+0.042 +0.034 +0.038 +0.043 +0.045 +0.041
St ] 0.021 0.006 ] 0.025 0.014
+0.012 +0.007 +0.016 +0.009
Heterozigositat | 0472 0.556 0.582 0.463 0.494 0.644
+0.029 +0.035 +0.036 +0.043 +0.047 +0.023

Taula IV.7. Distribucié de les freguiencies haplotipiques estimades per al gen FVII en les
mostres analitzades.
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FREQUENCIES HAPLOTIPIQUES AL GEN FVII

pASE: O1-H7

HI-H6
OI-H5
Ol-H8
OD-H7
B D-H6
OD-HS5

ALPU.

ARAB.

BERB.

NUOR.

AHIZ.

Figura IV.2. Frequencies haplotipiques estimades al gen FVII en les mostres analitzades.

Haplotips -323 10 bp INS/DEL - HVR4

BASC. ALPU. ARAB. BERB. NUOR. AHIZ.
BASC. 0.00298 % 0.00000 »* 0.00115 %« 0.00000 % 0.00000 %
ALPU. 0.22646 0.63766 0.00000 * 0.00000
ARAB. 0.15729 0.00000 0.0000 *
BERB. 0.00004 % 0.0000 %
NUOR. 0.00330 %
AHIZ.

Taula IV.8. Diferenciaci6 entre parells de poblacions basada en haplotips del gen FVII.
Per sobre de la diagonal es mostren els valors de significacié (p) del test exacte de
diferenciacio entre poblacions. Les diferenciacions estadisticament significatives es

marquen amb el simbol *.
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Haplotips -323 10 bp INS/DEL - HVR4

AGRUPACIONS POBLACIONALS FST F;C FST
A 0.023 % 0.023 %
I (BASC. ALPU.)(ARAB. BERB.) 0.00031 0.00219 0.000
A 0.033 % 0.050 %
1 (BASC. ALPU. NUOR.) (ARAB. BERB.) 0<0.0001 0<0.0001 -0.018

Taula IV.9. Diversitat génica en base a haplotips del gen FVII entre les mostres agrupades
en funci6 del seu origen geografic. Fsr: diversitat génica total. Fsc: diversitat genica entre
mostres dins del mateix grup. Fcr: diversitat genica entre grups de mostres. El simbol x
indica els valors amb p<0.05.

C. RELACIONS INTERPOBLACIONALS

La informaci6 sobre les relacions interpoblacionals proporcionada conjuntament pels
dos marcadors estudiats dins del gen FVII és mostrada en forma de distancia de Reynolds a
lataulalV.10.

En € tota de les mostres anditzades, la maxima distancia es va donar entre les
poblacions d"Ahizi i Bascos (0.20781), mentre que la minima es va donar entre Berbers i
Alpujarras (0.00338). Dins del conjunt de les mostres mediterranies, la maxima distancia
es va donar entre les mostres de Bascos i Nuoro (0.15714), i va destacar la gran proximitat
que vamostrar Alpujarras amb Arabs (0.00430) i Berbers (0.00338).

Una representacio grafica d aquestes relacions de distancia es mostra en forma d arbre
neighbor-joining alafiguralV.3. Les poblacions de Bascos, Ahizi i Nuoro es mostren com
les més distants de la resta ja que ocupen els extrems de |"arbre. Entre mig d”aguestes tres
mostres, trobem Arabs, Berbersi Alpujarras que son relativament més properes entre elles,

com jas haapreciat alamatriu de distancies de lataulalV.10.
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BASC. ALPU. ARAB. BERB. NUOR. AHIZ.
BASC. 0.02604 0.06660 0.03496 0.15714 0.20781
ALPU. 0.00430 0.00338 0.06115 0.08192
ARAB. 0.02152 0.06322 0.04059
BERB. 0.03494 0.09132
NUOR. 0.05931
AHIZ.

Taula 1V.10. Matriu de distancies de Reynolds per a les poblacions estudiades en base als
polimorfismes -323 10 pb INS'DEL i HVR4 del gen FVII.

ARHLZ BASC

NUOR

Figura 1V.3. Arbre neighbor-joining per a les poblacions estudiades en base als
polimorfismes -323 10 pb INSDEL i HVR4 del gen FVII. Els valors de bootstrap es

mostren sobre |es brangues corresponents.
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D. ANALISI DEL DESEQUILIBRI DE LLIGAMENT

A lataula V.11 es mostren els resultats de I"analisi del desequilibri de lligament entre
els marcadors analitzats dins del gen FVII. No es va detectar desequilibri de Iligament
significatiu a les mostres de Bascos i Nuoro. La mostra amb un desequilibri de lligament
de major magnitut va ser lad Alpujarras (A" = 0.335), seguida de la mostra d”Arabs (A" =
0.295) i lad"Ahizi (A" = 0.240). La mostra amb el menor desequilibri de lligament va ser
lade Berbers (A" = 0.224).

Aquests resultats son consistents amb alguns estudis, centrats en altres marcadors, que
han mostrat un menor grau de desequilibri de lligament a les poblacions d origen africa
respecte a les no africanes (Tishkoff et al. 1996b i 2000), aguest fet queda manifest en les

mostres de Berbersi Ahizi.

HVR4
Ny xz g.ll. (p) D’

BASC.  -32310 pb INS/DEL -
ALPU.  -32310pb INS/DEL | 0.355 19.39 2 0.0001 0.560
ARAB.  -32310 pb INS/DEL 0.295 18.19 3 0.0004 0.579
BERB. -32310pb INS/DEL | 0.224 8.57 1 0.0034 0.489
NUOR.  -32310 pb INS/DEL
AHIZ.  -32310pb INS/DEL | 0.240 15.83 2 0.0004 0.451

Taula 1V.11. Desequilibri de Iligament dins del gen FVII a les mostres estudiades. Es
mostren els parametres A" i D' només en cas de desquilibri de lligament significatiul.
Conjuntament a aquests parametres es mostra el valor de »°, graus de llibertat i

significacio del test per ala desviaci6 de la situacio d”equilibri.
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L analisi dels components de la varianca del desequilibri de I[ligament es mostra a la
taula IV.12. Els resultats suggereixen que tant en el total de les mostres analitzades com en
el conjunt de les mostres mediterranies el desequilibri de lligament observat es deu aderiva
genetica i no pas a un fenomen de seleccid epistatica, ja que en ambdos casos el valor de

D%sr ésmés gran que D?si e valor D"?s és superior aD"%gr.

En resum, I"andlis dels 2 marcadors del gen FVII indica un considerable grau de
variacié genetica tant entre les poblacions de la Mediterrania Occidental com entre
aquestes i la serie Sud-sahariana. La distribuci6 de la varianca poblacional del desequilibri

de lligament entre els dos marcadors no revela un paper important de processos selectius

en la variaci6 genetica observada.

COMPONENTS DE LA VARIANCA DEL DESEQUILIBRI DE LLIGAMENT

COMPONENT COMPONENT TOTAL
INTRAPOBLACIONAL INTERPOBLACIONAL
D25 D25 D%t D %t Dr

POBLACIONS

EOBLACIONS 1 0.01203 0.09979 0.02709 0.00355 0.10335

TOTAL

POBLACIONS 0.01279 0.12512 0.03325 0.00509 0.13022

ANLITZADES

Taula IV.12. Analisi dels components de la varianca del desequilibri de lligament en les
poblacions analitzades en base al gen FVII. D%g varianca en les subpoblacions;
D %gvarianca de la fregiiéncia d haplotips determinats en individus en subpoblacions;

D%gr:varianca entre subpoblacions; D %g: varianca en la poblacié total; D%1: varianca

total (D'2|s+ DIZST).
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1.2. FIBRINOGEN

A. VARIACIO AL-LELICA

En la taula V.13 es mostra la distribuci6 de les freqliéncies al-léliques i genotipiques
dels tres marcadors analitzats dins dels gens FGB i FGA. A lafigura V.4 es mostra una

representaci 6 grafica de les esmentades frequiéncies a -leliques.

En e polimorfisme FGB Hind I11, I"a-lel Hd1 (digestio positiva) és € més freqlent
entre totes les poblacions analitzades amb valors que a les mostres mediterranies oscil -len
entre 0.689 (Arabs) i 0.822 (Nuoro). La mostra Sud-Sahariana presenta una fregiiéncia
d aguest a-lel lleugerament per sobre d aquest rang (0.880). La mostra d”Arabs no es va
gjustar a |"equilibri Hardy-Weinberg (taula 1V.13), mostrant un excés d heterozigots
respecte a que s esperariaen condicions d equilibri (Fis = -0.309).

En el marcador FGB Bcl |, I"al-lel més freglient entre totes les mostres analitzades és €l
B2 (absencia de digestio) amb valors que oscil-len, dins de les mostres mediterranies, entre
0.748 (Berbers) i 0.908 (Nuoro). En la mostra d"Ahizi aguest a-lel mostra un valor per
sobre d"aquest rang (0.983). Totes les poblacions analitzades es van gjustar a |"equilibri
Hardy-Weinberg.

Al polimorfisme FGA Taq I, les poblacions mediterranies mostren com a al-lel més
freqlient € T2 (absencia de digestid), assolint valors compresos entre 0.773 (Berbers) i
0.849 (Bascos). En la mostra d"Ahizi, els dos al-lels possibles per a aquest locus son
gairebé equifreqlients presentant-se T2 amb un valor molt per sota del rang abans esmentat
(0.508). De la mateixa manera que a FGB Hind |11, en aquest cas la mostra d”Arabs
tampoc es va gustar a |"equilibri Hardy-Weinberg (taula 1V.13), amb defecte
d"heterozigots respecte del que s esperariaen condicions d equilibri (Fis = 0.299).
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MARCADOR BASC. ALPU. ARAB. BERB. CABR. NUOR. AHIZ.
GENOTIPS:
Hd1Hd1 0.644 0.600 0408 0492 0.598 0.678 0.785
Hd1Hd2 0.323 0360 0.561 0.410 0.359 0.289 0.190
Hd2Hd2 0.033 0.040 0.031 0.098 0.043 0.033 0.025
FGB N 90 100 98 122 92 20 121
Hind 111 Het. (unb.) 0315 0345 0431 0.424  0.348 0.294 0.212
HW (p exacta) 1 0.775 0.002% 0.830 1 1 0.373
AL-LELS:
Hd1 0.806 0.780 0.689  0.697 0.777 0.822 0.880
Hd2 0194 0220 0311 0.303 0.223 0.178 0.120
GENOTIPS:
B1B1 0.012 - 0.037 0.091 - - -
B1B2 0.294 0.327 0.300 0.322 0.244  0.185 0.033
B2B2 0.694 0.673 0663 0587 0.756 0.815 0.967
FGB N 85 98 80 121 41 65 121
Bcel | Het. (unb.) 0.269 0.270 0.307 0.379 0.217 0.169 0.033
HW (pexacta) | 0.682  0.065 1 0.144 1 1 1
AL-LELS:
B1 0.159 0163 0.183 0.252 0.122 0.092 0.017
B2 0.841 0.837 0.813 0.748 0.878 0.908 0.983
GENOTIPS:
TIT1 0.012 0.06 0.097 0.074  0.053 - 0.262
TIT2 0.279 0.30 0.237 0.306  0.305 0.307 0.459
T2T2 0.709 0.64 0.666 0.620 0.642 0.693 0.279
FGA N 86 100 93 121 95 88 122
Taq | Het. (unb.) 0258 0333 0339 0353 0.328 0.261 0.500
HW (pexacta) | 0.681 0.364 0.021% 0.192 0.531 0.205 0.369
AL-LELS:
T1 0.151 0210 0.215 0.227 0.205 0.153 0.492
T2 0849 0790 078 0773 0.79 0.847 0.508

Taula 1V.13. Distribucio de les freguencies al.leliques i genotipiques dels polimorfismes
analitzats en elsgens FGB i FGA a lesmostres estudiades. Het. (unb.): heterozigositat
"unbiased estimate” . HW (p exacta): significacio del test exacte per a|l” equilibri Hardy-
Weinberg. % p < 0.05.
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Figura 1V.4. Distribucié de les freqliencies al-|éliques dels marcadors FGB Hindlll, FGB
Bcll i FGA Taqgl a les mostres estudiades.
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Diversitat intrapoblacional. Els valors d heterozigositat per a cada polimorfisme en
cadascuna de les poblacions analitzades sbn mostrats alataula |V.13.

En el marcador FGB Hind 111, els valors d heterozigocitat dins de les poblacions de
|”ambit mediterrani van oscil-lar entre 0.294 (Nuoro) i 0.431 (Arabs). Lamostrad Ahizi va

mostrar unadiversitat inferior a aquest rang (0.212).

El polimorfisme FGB Bcl | va presentar, en general, una diversitat inferior als altres
dos marcadors analitzats en el cluster del fibrinogen, mostrant valors d heterozigositat
compresos entre 0.169 (Nuoro) i 0.379 (Berbers) en les poblacions mediterranies. La
mostra Sud-Sahariana va presentar una diversitat molt per sota d aguests valors (0.033).

El marcador FGA Taq | va presentar, en les mostres mediterranies, una diversitat amb
valors que van oscil-lar entre 0.258 (Bascos) i 0.353 (Berbers). La poblacié d"Ahizi va
mostrar la maxima diversitat possible per a un marcador bial-lelic (0.500), desmarcant- se

del’esmentat rang.

Diversitat interpoblacional. En les taules 1V.14, 1V.15i IV.16 es mostren €ls resultats
de les comparacions entre les poblacions analitzades en base a les frequéncies al-leliques

dels tres marcadors estudiats utilitzant el test de y?i e test exacte de diferenciacio.

En el marcador FGB Hind |11, les comparacions efectuades (taula 1V.14) assenyalen a
la poblacio d”Ahizi com lamés diferenciada, ja que presenta diferéncies significatives amb
laresta de mostres excepte amb Nuoro. També s observa certa homogeneitat entre les dues
mostres marroquines, amb frequéncies de I'al-lel Hd1l relativament baixes, que les

diferencien conjuntament de la resta de poblacions a excepcié de Cabras.

En e polimorfisme FGB Bcl 1, els dos tests coincideixen plenament en mostrar a Ahizi
com la poblacié més diferenciada (taula 1V.15), amb diferéncies significatives amb totes
les altres poblacions. Els tests assenyalen també com a significativament diferenciada la
mostra de Berbers, que presenta una frequiéncia de |’al-lel B1 relativament ata, encara que
no mostra diferenciacio respecte alamostra d” Arabs.
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En el marcador FGA Tag |, d"acord amb €ls resultats obtinguts en els dos tests, Ahizi

es mostra clarament com la poblacio més diferenciada de laresta (taula 1V.16), amb nivells

de significacié sempre inferiors a 0.0001 en totes les comparacions.

FGB Hind Il
BASC. ALPU. ARAB. BERB. CABR. NUOR. AHIZ.
BASC 0.376 6.730 6.424 0.444 0.165 4.466
: 053991 | 0.00048 % | 0.01126 % | 050535 | 0.68455 | 0.03457 %
4228 3.906 0.004 1.056 7.968
ALPU. | 082060 003977 % | 0.04810% | 094683 | 030423 | 0.00476 %
\ 0.032 3.777 8.976 24.297
ARAB. | 004132% | 006564 085744 | 005197 | 0.00274% | 0.00000 %
3.455 8.701 24.480
BERB. | 0.02000% | 009947 | 0.02973 % ot | oo | goase0
1152 8.074
CABR. | 060010 | 065499 | 055411 | 0.35699 el Iyl
NUOR. | 081335 | 085117 | 003176 % | 014915 | 0.50608 2.803
: : : : : : 0.09411
AHIZ. | 004499 % | 0.01204 % | 0.00000 % | 0.00000 % | 0.00665% | 0.07522

Taula 1V.14. Diferenciacio entre parells de poblacions per al marcador Hindlll del gen

FGB. Per sobre de la diagonal es mostren els valors de | estadistic 7% gl @amb la seva

significacié p a la part inferior. Per sota de la diagonal es mostren els valors de

significacié (p) del test exacte de diferenciacid. Les diferenciacions estadisticament

significatives es marquen amb e simbol *.
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FGB Bcl |
BASC. ALPU. ARAB. BERB. CABR. NUOR. AHIZ.
BASC 0.013 0.474 5.168 0.600 2.882 20.057
: 000825 | 049100 | 0.02300% | 043844 | 008959 | 0.00000 %
0.360 5.106 0.769 3371 30.910
ALPU. | 067867 054866 | 0.02334% | 038040 | 0.06637 | 0.00000 %
\ 2.293 1.688 5.248 36.365
ARAB. | 059672 | 0.18878 012998 | 019382 | 002198 % | 0.00000 %
6.060 13.685 57.739
BERB. | 0.04383% | 000221 % | 0.38628 oo e | ot | jor TS
0475 16.465
CABR. | 069146 | 041778 | 034383 | 0.04341 % A
NUOR. | 019773 | 010200 | 007320 | 0.00275% | 0.63019 11.799
: : : : : : 0.00059 %
AHIZ. | 0.00000% | 0.00000% | 0.00000% | 0.00000% | 0.00049 % | 0.00031 %

Taula IV.15. Diferenciacio entre parells de poblacions per al marcador Bcll del gen FGB.

Per sobre de la diagonal es mostren els valors de |"estadistic 3% o amb la seva

significacié p a la part inferior. Per sota de la diagonal es mostren els valors de

significacio (p) del test exacte de diferenciacié. Les diferenciacions estadisticament

significatives es marquen amb el simbol .

FGA Taq |
BASC. ALPU. ARAB. BERB. CABR. NUOR. AHI1Z.
BASC 2143 2.426 3.701 1.794 0.003 51.301
: 014322 | 011934 | 005439 | 018049 | 095348 | 0.00000 %
0.015 0.101 0.013 2.001 37.664
ALPU. | 023034 000341 | 066231 | 090822 | 015720 | 0.00000 %
\ 0.091 0.054 2.278 34,509
ARAB. | 0.04375% | 061765 076301 | 081574 | 013119 | 0.00000 %
0.303 3525 36.807
BERB. | 010185 | 089739 | 0.69008 e B v
1.662 37.781
CABR. | 007495 | 047344 | 075782 | 042740 reil Ao
NUOR. | 083172 | 016537 | 002173% | 008526 | 0.02450 % 51.466
: : : : : : 0.00000 %
AHIZ. | 0.00000% | 0.00000 % | 0.00000 % | 0.00000 % | 0.00000 % | 0.00000 %
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Una analis de la varianca de les fregliencies a-léliques indica un grau de variacio
significatiu per als tres marcadors només quan es considera € total de les mostres
analitzades (Fsr= 0.022, p < 0.0001 per a FGB Hind I11; Fsr= 0.054, p < 0.0001 per a
FGB Bcl ;i Fsr=0.086, p < 0.0001 per aFGA Taq |), aguest resultat esta essencial ment
condicionat per |"elevada diferenciacio mostrada per la mostra Sud-sahariana respecte a la
relativa homogeneitat de les mostres mediterranies. Quan es repeteix aguesta analis a
nivell de les 6 mostres mediterranies, només s observa una variacié significativa en el
polimorfisme FGB Bcl | ( Fsr= 0.015, p = 0.0047), aguest fet esta condicionat per la

diferenciaci6 significativa de la mostra de Berbers en aquest marcador.

A lataula IV.17 es mostren €ls resultats de |"analisi de la diversitat genica entre les 6
mostres mediterranies agrupades en funcié del seu origen geografic (AMOVA). Només en
cas del marcador FGB Bcl |, d"acord al"exposat a | anterior paragraf, es mostra un valor
significatiu de Fsr, tant en |"agrupacié | com en la I, no estant condicionat aquest
parametre per un valor significatiu de diversitat genica entre mostres del mateix grup (Fsc)
ni entre grups de mostres (Fct). Malgrat tot, lavariacié intergrupa és sempre més alta que
la intragrupal indicant una certa estructuracio de la variacio frequencial a les poblacions
mediterranies. La variacio entre la Peninsula Ibé&ica, Sardenya i el Nord d Africa és

sempre més gran que la que existeix entre les poblacions de cada subdivisié.

Taula 1V.16 (pagina anterior). Diferenciacio entre parells de poblacions per al marcador
Taql del gen FGA. Per sobre de la diagonal es mostren els valors de |"estadistic 3% gl
amb |la seva significacié p a la part inferior. Per sota de la diagonal es mostren els valors
de significacié (p) del test exacte de diferenciacié. Les diferenciacions estadisticament

significatives es marquen amb e simbol *.
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FGB Hind 111
AGRUPACIONS POBLACIONALS FFS;T F;c FFC):T
A 0.008 0.0122
[ (BASC. ALPU.)(ARAB. BERB.)(CABR. NUOR.) 0.06299 -0.004 007108
i 0.013 0.017
I (BASC. ALPU. CABR. NUOR.) (ARAB. BERB.) 0.06349 -0.004 056312
FGB Bcl |
AGRUPACIONS POBLACIONALS F;T F;c FFCJT
A 0.020 % 0.021
[ (BASC. ALPU.)(ARAB. BERB.)(CABR. NUOR.) 0.00431 -0.001 0.06387
A 0.024 % 0.002 0.023
I (BASC. ALPU. CABR. NUOR.) (ARAB. BERB.) 0.00450 iyl e
FGA Taqg |
AGRUPACIONS POBLACIONALS FFS)T F;c FFCJT
A 0.002 0.004
[ (BASC. ALPU.)(ARAB. BERB.)(CABR. NUOR.) 0.38039 -0.002 0.19366
; 0.004 0.007
I (BASC. ALPU. CABR. NUOR.) (ARAB. BERB.) 0.39176 -0.003 0.06454

Taula IV.17. Diversitat génica en base als marcadors FGB Hind 111, FGB Bcl I, i FGA Taq
| entre les mostres mediterranies agrupades sota un criteri geografic. Fsr: diversitat
genica total. Fsc: diversitat genica entre mostres dins del mateix grup. Fcr: diversitat
genica entre grups de mostres. El simbol % indica el's valors amb p<0.05.

Comparacié amb altres poblacions. Per tal de contrastar €ls resultats obtinguts en la
present tesi, les frequencies a-léliques dels marcadors del cluster genic del fibrinogen
presentades per les mostres analitzades, es mostren a les taules 1V.18, 1V.19 i 1V.20
juntament amb les que s'han pogut recopilar d altres poblacions en la bibliografia. En el
polimorfisme FGB Hind |11 (taula1V.18), I"al-lel més freglient en totes les mostres és el
Hd1, encara que existeix una gran diferencia entre la freqliencia meés alta del mencionat
al-lel (0.980) als Quechua i les més baixes que es concentren a Nord d”Africa (0.689 per a
Arabs i 0.697 per a Berbers). Les mostres de Japd, Ahizi, Na-dene, Nuoro, Regne Unit i
Bascos presenten freqiencies de I"al-lel Hd1 que oscil-len entre 0.883 i 0.806. Finalment
amb freqguencies de Hd1l de 0.780 i 0.777 trobem les mostres d Alpujarras i Cabras,
respectivament. En el cas del polimorfisme FGB Bcl I, I"a-lel B2 és el més freqlient en
totes les poblacions mostrades a la taula 1V.19. Aquest es presenta en un rang entre 0.983
(Ahizi) i 0.720 (Italia). En la part alta d"aquest rang de freqiiencies trobem les mostres de
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Nuoro, Inuits, Cabras, Japd, Regne Unit, Bascos, Alpujarras, Franca, Noruega i Arabs,
amb valors de B2 compresos entre 0.908 i 0.813. Amb una freqliencia més baixa del
mencionat al-lel (0.748) trobem la mostra de Berbers. EIl marcador FGA Taq | (taula
IV.20) va mostrar com a a-lel més fregient T2. Ca destacar perd, que les mostres d’Inuits
i d"Ahizi presenten la particularitat de que €els dos al-lels possibles per a aquest locus son
gairabé equifrequents, presentant T2 valors de 0.530 i 0.508, respectivament. La resta de
mostres presenten freguencies de |"'esmentat a-lel que fluctuen entre 0.849 (Bascos) i
0.730 (Regne Unit).

Totes les analisis dutes a terme en aquest apartat permeten dir que encara que €ls tres
loci estudiats dins el cluster del fibrinogen distingeixen clarament la mostra Sud-Sahariana
del conjunt de mostres mediterranies, tenen una utilitat limitada a |I"hora d"analitzar la
diversitat poblacional entre aquestes Ultimes. Malgrat tot, en el marcador FGB Bcl | es
mostra un valor Fsr significatiu dins del grup de poblacions mediterranies (taula 1V.17)
determinat per la diferenciacié de la mostra Berber que queda palesa en e test de 2 i el
test exacte de diferenciacié (taula 1V.15). Per altra banda, € polimorfisme FGB Hind 111
permet detectar certa diferenciacié de les dues mostres marroquines (taula 1V.14), encara
gue no tan intensa com la detectada per als Berbersa FGB Bcl I.

FGB Hind 111
] AL -LELS: ]
POBLACIO N Hd1 Hd2 REFERENCIA
Quechua (Pert) 60 0.980 0.020 Rupert et al. 1999
Na-dene (U.S.A. i Canada). 50 0.840 0.160 Rupert et al. 1999
Mongoloides (Japd) 147 0.883 0.117 Isoeta. 1995
Caucasoides (U.K.) 298 0.810 0.190 Thomas et al. 1994
BASC. 90 0.806 0.194
ALPU. 100 0.780 0.220
ARAB. 98 0.689 0.311
BERB. 122 0.697 0.303
CABR. 92 0.777 0.223
NUOR. 90 0.822 0.178
AHIZ. 121 0.880 0.120

Taula IV.18. Frequencies al -léliques del polimorfisme FGB Hindll|.
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FGB Bcl |
] AL-LELS: R
POBLACIO N Bl B2 REFERENCIA
Caucasoides (Italia) 173 0.280 0.720 Zito et al. 1997
Caucasoides (Franga) 500 0.171 0.829 Behague et al. 1996
Mongoloides (Japd) 147 0.133 0.867 Iso et a. 1995
Inuits. (Groenlandia) 126 0.120 0.880 de Maat et al. 1995
Caucasoides (U.K.) 298 0.150 0.850 Thomas et al. 1994
Caucasoides (Noruega) 118 0.174 0.826 Berg i Kierulf 1989
BASC. 85 0.159 0.841 -
ALPU. 98 0.163 0.837 -
ARAB. 80 0.188 0.813 -
BERB. 121 0.252 0.748 -
CABR. 41 0.122 0.878 -
NUOR. 65 0.092 0.908 -
AHIZ. 121 0.017 0.983 -

Taula IV.19. Frequencies al -|éliques del polimorfisme FGB Bcll.

FGA Taq |
, AL LELS: ]
POBLACIO N Tl T2 REFERENCIA
Cucasoides (Franca) 500 0.236 0.764 Behague et al. 1996
Inuits. (Groenlandia) 121 0.470 0.530 de Maat et al. 1995
Caucasoides (U.K.) 298 0.270 0.730 Thomas et al. 1994
Caucasoides (Noruega) 118 0.266 0.734 Berg i Kierulf 1989
BASC. 86 0.151 0.849 -
ALPU. 100 0.210 0.790 -
ARAB. 93 0.215 0.785 -
BERB. 121 0.227 0.773 -
CABR. 95 0.205 0.795 -
NUOR. 88 0.153 0.847 -
AHIZ. 122 0.492 0.508 -

Taula IV.20. Frequencies al -|éliques del polimorfisme FGA Taq|l.

164




Resultats i discussio

B. VARIACIO HAPLOTIPICA

A la taula 1V.21 es mostren les fregliencies de les combinacions haplotipiques,
formades en base als al-lels dels tres loci analitzats en € cluster genic del fibrinogen,
estimades per maxima versemblanca en les poblacions estudiades. En la figura IV.5 es

mostra una representacio grafica de la distribucié d”aquestes freqliencies.

L haplotip més freqlient en totes les mostres va ser el Hd1-B2-T2, amb valors que van
oscil-lar entre 0.657 (Bascos) i 0.478 (Berbers) dins de les 6 poblacions mediterranies. La
mostra d”Ahizi va mostrar una fregiiencia d”aguest haplotip per sota d aquest rang (0.455),
encara que molt propera ala mostrada pels Berbers. El fet de que aguest haplotip concentri
al voltant d"un 50% de la freguiencia haplotipica total a totes les mostres analitzades podria
indicar que es tracta del de més gran antiguitat entre les poblacions estudiades dins del
cluster genic del fibrinogen (Crandall i Templeton, 1993).

Es va observar variabilitat entre les mostres en e numero d haplotips estimats. En
aquest sentit, les mostres més diverses van ser Berbers, Cabras i Nuoro amb 7 haplotips
cadascuna. A continuacio, les mostres d”Alpujarras, Arabs i Ahizi van mostrar un total de
6 haplotips. Finalment, la mostra menys diversa va ser la de Bascos que només va

presentar 4 haplotips.

Pel que fa ala diversitat intrapoblacional en base a les frequiéncies haplotipiques (taula
IV.21), la mostra de Berbers va presentar la major heterozigositat (0.780). A continuacio,
les mostres d"Arabs i Alpujarras, donat que presenten un haplotip menys que els Berbers,
van mostrar un menor grau de diversitat (0.753 i 0.701, respectivament). Finalment, les
mostres de Cabras, Bascos, Ahizi i Nuoro van presentar heterozigositats compreses entre
0.683 i 617. Aquest rang de valors resulta baix per ales mostres sardes, ja que posseeixen
juntament amb als Berbers el maxim nombre d haplotips, perd presenten una major
freqiéncia de Hd1-B2-T2, fet que els resta diversitat. Una situacié similar es dona a la
mostra d"Ahizi que, tot i presentar un haplotip més que els Bascos, té una heterozigositat
mes petita donat que el's haplotips Hd1-B2-T1 i Hd1-B2-T2 concentren quasi € 90% de la

fregliencia.
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HAPLOTIP BASC. ALPU. ARAB. BERB. CABR. NUOR. AH1Z.

L ST ) ) ) 0.004 0.024 0.019 )
+0.005 +0.024 +0.013

S B T ) 0.005 0.022 0.018 0.059 0.038 0.005

+0.005 +0.015 +0.010 +0.035 +0.020 +0.005

Hdl-B2.T1 | 0.150 0.197 0.195 0.192 0132 0.106 0.419

+0.032 +0.030 +0.032 +0.028 +0.048 +0.034 +0.034

Hdl-B2.T2 | 0657 0.579 0.511 0.478 0.541 0.629 0.455

+0.041 +0.037 +0.044 +0.035 +0.068 +0.047 +0.032

Hd2.B1.T2 | 0162 0.158 0.172 0.232 0.038 0.044 0.012

+0.032 +0.024 +0.032 +0.028 +0.025 +0.021 +0.008

R B T ) 0.007 0.038 0.028 0.039 0.033 0.076

+0.009 +0.019 +0.012 +0.027 +0.023 +0.019

Hd2.B2. T2 | 0031 0.054 0.062 0.048 0.167 0.131 0.033

+0.014 +0.029 +0.021 +0.015 +0.046 +0.032 +0.015

Heterozigositat |  0-660 0.701 0.753 0.780 0.683 0.617 0.623

+0.030 +0.023 +0.020 +0.013 +0.040 +0.040 +0.017

Taula IV.21. Distribucio de les freguiencies hapl otipi ques estimades per al cluster genic del

fibrinogen en les mostres analitzades.

FREQUENCIES HAPLOTIPIQUES A FIBRINOGEN

BASC.

b gHdL-B1-T1
ALPU: mHdL-B1-T2
ARAB. WmHdl-B2-T1

] OHdL-B2-T2
BERB.

. @|HA2 -B1-T2
CABR. OHd2-B2-T1

| @EH2 -B2-T2
NUOR.

AHIZ.
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Figura I1V.5. Frequeéncies haplotipiques al cluster genic del fibrinogen.
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A lataulalV.22 es mostren els resultats del test exacte de diferenciacio entre poblacions
en base a les frequiencies haplotipiques estimades. De la mateixa manera que en €l test
exacte de diferenciacié aplicat individualment per a cadascun dels tres loci, la mostra més
diferenciada de la resta va ser la d"Ahizi, amb valors de significaci6 inferiors a 0.0001 en
totes les comparacions. També es va observar una diferenciacié considerable en la mostra
de Nuoro, aguesta poblacié va mostrar diferencies significatives (p < 0.0007) en totes les
comparacions excepte en la que es va enfrontar a Cabras. També van mostrar un cert grau
de diferenciacié les mostres de Cabras i Berbers amb 4 comparacions significatives

cadascuna

L"andlisi de la diversitat haplotipica entre les mostres mediterranies en funcio del seu
origen geografic (AMOVA) es mostra a lataula 1V.23. Tant en |I"agrupacié | com en lall
es va observar una diversitat genica total (Fsr) significativa. Malgrat tot, només en
|"agrupacio | aquest valor va ser condicionat per la diversitat genica entre grups de mostres
(Fcr), evidenciant |'existéncia d’'una estructuracié geografica en la distribucié de les
freqlencies haplotipiques entre la Peninsula Ibérica, Marroc i Sardenya. Aquesta
estructuracio no es va mostrar en dividir les mostres en Mediterrania Nord i Mediterrania

Sud (agrupacio 11).

Cal destacar com a conclusio, que a nivell haplotipic es detecta un grau de diversitat
interpoblacional entre les mostres mediterranies que a nivell dels loci individuals nomeés
sobserva a marcador FGB Bcl |I. A més, saprecia estructuracié geografica en la
distribuci6 de les freqliencies haplotipiques. Aquests resultats indiquen que, en I"andlisi de
la diversitat poblaciona dins de la zona mediterrania, els tres marcadors estudiats dins del
cluster genic del fibrinogen resulten més informatius en forma d"haplotip que considerats

individua ment.
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Haplotips Hind 111 - Bcl I - Taq |

BASC. ALPU. ARAB. BERB. CABR. NUOR. AHIZ.

BASC. 0.23555 | 0.00127 % 0.09361 | 0.00000 % | 0.00000 % | 0.00000 *
ALPU. 0.10912 | 0.00516 % | 0.00034 % | 0.00009 % | 0.00000 %
ARAB. 0.05742 0.09408 | 0.00067 % | 0.00000 *
BERB. 0.00132 % | 0.00000 % | 0.00000 %
CABR. 0.61664 | 0.00000 *
NUOR. 0.00000 *
AHIZ.

Taula 1V.22. Diferenciacio entre parells de poblacions basada en haplotips del cluster

genic del fibrinogen. Per sobre de la diagonal es mostren els valors de significacio (p) del

test exacte de diferenciacio entre poblacions. Les diferenciacions estadisticament

significatives es marquen amb el simbol .

Haplotips Hind 111 - Bcl I - Taq |
AGRUPACIONS POBLACIONALS FST FSC F;T
N 0.010 % 0.012 %
I (BASC. ALPU.)(ARAB. BERB.)(CABR. NUOR.) 0,01650 -0.002 0.00319
N 0.013 % 0.016
1 (BASC. ALPU. CABR. NUOR.) (ARAB. BERB.) 001687 -0.002 0.06693

Taula 1V.23. Diversitat génica en base a haplotips del cluster genic del fibrinogen entre les

mostres agrupades en funcid del seu origen geografic. Fsr: diversitat génica total. Fsc:

diversitat genica entre mostres dins del mateix grup. Fcr: diversitat genica entre grups de

mostres. El simbol % indica els valors amb p<0.05.
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C. RELACIONS INTERPOBLACIONALS

A lataulalV.24 es mostra la informacio, en forma de distancies de Reynolds, sobre les
relacions entre les poblacions estudiades proporcionada conjuntament pels tres marcadors

analitzats dins del cluster génic del fibrinogen.

Dins del conjunt de totes les poblacions estudiades |a distancia més gran es va registrar
entre les poblacions de Bascos i Ahizi (0.1660) mentre que la distancia més petita es va
donar entre les mostres de Cabras i Alpujarras (0.0019). Dins de |"ambit mediterrani, la

distanciamés gran es va donar entre les poblacions de Nuoro i Berbers (0.0476).

A lafiguralV.6 es mostra una representacio grafica d aquestes relacions de distancia en
forma d"arbre neighbor-joining. Destaca la mostra Sud-Sahariana com la més distant, amb
molta diferéncia, respecte totes les altres poblacions, la branca que la separa de la resta de
|"arbre presenta una consisténcia considerable, amb un valor de bootstrap del 69 %. Les
mostres de Bascos, Nuoro i Berbers ocupen també extrems de | arbre, mentre que Cabras,

Alpujarrasi Arabs ocupen una posicio central.

BASC. ALPU. ARAB. BERB. CABR. NUOR. AHIZ.
BASC. 0.0047 0.0191 0.0258 0.0059 0.0061 0.1660
ALPU. 0.0088 0.0142 0.0019 0.0119 0.1261
ARAB. 0.0039 0.0123 0.0331 0.1272
BERB. 0.0228 0.0476 0.1559
CABR. 0.0070 0.1308
NUOR. 0.1509
AHIZ.

Taula 1V.24. Matriu de distancies de Reynolds per a les poblacions estudiades en base als
polimorfismes FGB Hind 111, FGB Bcl | i FGA Taq I.
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IOR
c NUO}

BAS

AHITZ

Figura 1V.6. Arbre neighbor-joining per a les poblacions estudiades en base als
polimorfismes FGB Hind 111, FGB Bcl | i FGA Taq |. Els valors de bootstrap es mostren

sobre les branques corresponents.

D. ANALISI DEL DESEQUILIBRI DE LLIGAMENT

En lataula V.25 s'exposen €ls resultats de |"andlisi del desequilibri de lligament entre
elsmarcadors FGB Hind 111, FGB Bcl | i FGA Taq .

El maxim desequilibri de [ligament entre el's polimorfismes FGB Hind 111 i FGB Bcl |
va ser mostrat pels Berbers (A" = 0.459), seguits per Bascos (A" = 0.440), Alpujarras (A" =
0.404) i Arabs (A" = 0.365). La mostra d Ahizi va mostrar el menor desequilibri de
[ligament significatiu (A~ = 0.285). Cap de les dues mostres sardes va presentar

desequilibri de lligament significatiu entre aquests dos marcadors.
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El desequilibri de lligament entre els polimorfismes FGB Hind 111 i FGA Tag | només
va ser significatiu en Bascos (A" = 0.630) i Berbers (A" = 0.443). Aquesta manca de
desequilibri de Iligament, que en general s observa, era d esperar donat que es tracta de
marcadors situats en gens diferents i a una distancia de 20.5 kb. Per aquesta rad, resulta
sorprenent |"elevat desequilibri de Iligament mostrat per Bascos i Berbers, que en € cas
dels primers representa un grau de lligament superior a |”observat en la parella de loci de
FGB (Hind 111 i Bcl 1), forca més propers (9.5 kb).

Per alaparella de marcadors FGB Bcl | i FGA Taq | (separats per 11.5 kb), només tres
poblacions van mostrar un desequilibri de lligament significatiu, aquestes van ser: Bascos
(A" = 0.633), Berbers (A" = 0.604) i Arabs (A" = 0.490).

L elevat desequilibri de Iligament entre els marcadors situats dins del gen FGB i la
davallada de la magnitud del mateix entre els gens FGB i FGA ja havia estat observada per
Thomasi col -laboradors (1994) en una mostra de 302 individus caucasoides procedents del
Regne Unit. En la present tes només les mostres d Alpujarras i d”Ahizi segueixen
estrictament aquest patro. En el cas de Bascos i Berbers no es detecta aguesta davallada del
desequilibri de lligament entre FGB i FGA. La mostra d”Arabs, encara que mostra pérdua
de desequilibri de I[ligament entre FGB i FGA quan aguest s analitza entre els marcadors
Hind I11 i Taq I, sorprenentment presenta elevat desequilibri de Iligament entre aquests
dos gens quan s utilitza el marcador Bcl | de FGB. Finament, les dues mostres sardes no

van mostrar desequilibri de Iligament dins de laregié cromosomica analitzada.

En lataula 1V.26 es mostren els resultats de |"analisi dels components de la varianca
poblacional del desequilibri de Iligament. Dins de les mostres mediterranies, en la parella
Hind 111 - Bcl | s observa desequilibri de Iligament causat per seleccié epistética (D?s >
D% i D'4s < D"%); en laparella Hind |11 - Taq | es mostra desequilibri no sistematic
originat per deriva genética (D%s < D% i D'%s> D %s;); i en el cas de laparellaBcl | —
Taq | es dénaun desequilibri sitematic desigual (D%s> D%sri D"4s > D %), ésadir, hi ha
seleccid de determinats haplotips només en algunes de les mostres. La mateixa analisi
aplicada al total de les poblacions estudiades mostra en la parella Hind [11 - Bcl | un
desequilibri sistemétic desigual (D%s > D% i D"%s > D %sr). L addici6 de la mostra Sud-
sahariana al conjunt de les mediterranies fa que la seleccio perdi pes en front a la deriva

com a forca condicionant de les frequéncies dels haplotips formats per aquests dos
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marcadors. En la parellaHind 111 - Tag | es manté e desequilibri no sistematic causat per

deriva genética (D%s < D% i D'%s > D"%). Finament, en la parella Bcl | — Taq |,

|"addicié de la mostra Sud-sahariana en |"analisi fa que s’ observi desequilibri de Iligament

no sistematic causat per deriva genética (D%s < D% i D'%s> D %y).

Els tres marcadors estudiats dins del cluster genic del fibrinogen mostren, en general,

una baixa diversitat entre les mostres de la Mediterrania Occidental quan es consideren de

formaindividual. D altra banda, s'observa una gran diferenciacio de la série Sud-sahariana

respecte de les mostres mediterranies per a aguests tres loci. L analisi de les components

de la varianca del desequilibri de lligament déna indicis de |"existencia de processos

selectius actuant sobre la distribucié de frequencies dels haplotips formats pels marcadors
Hind 111 i Bcl | del gen FGB.

Bcel | Taq |
A x> gl (p) D’ A v gl (p) D’

BASC. Hind Il | 0.440 49.44 1  0.0001 1 0630 577 1 0.0163 0.966
ALPU. Hind Il | 0.404 44.34 1 00001 0.961 - - - -

ARAB. Hind Il | 0.365 22.93 1 0.001 0.884 - - - -

BERB. Hind Il | 0459 78.59 1 00001 0.840 | 0.443 12.07 1 0.0005 0.636
CABR. Hind 111 - - - - - - - -
NUOR. Hind 111 - - - - - - - -

AHIZ. Hind Il | 0.285 5.03 1 00249 0.599 - - - -

Taqg |
X gll. ®) D’

BASC. Bel I 0.633 4.26 1 0.0391 0.958
ALPU. Bel | - - -

ARAB. Bel I 0.490 431 1 0.0379 1
BERB. Bel I 0.604 17.34 1 0.0001 0.895
CABR. Bel | - - - -
NUOR. Bel | - - - -
AHIZ. Bel | - - - -
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COMPONENTS DE LA VARIANCA DEL DESEQUILIBRI DE LLIGAMENT
COMPONENT COMPONENT TOTAL
LOCI INTRAPOBLACIONAL INTERPOBLACIONAL
MPARAT
€0 > D2s D2is D2st D%t D2t
Hind 111iBcl I | 0.04826 0.02311 0.00873 0.04073 0.06384
ME DL aN=s | Hind i Tag 1 | 0.00487 0.02587 0.00564 0.00297 0.02884
BlliTagl | 0.00686 0.03421 0.00592 0.00414 0.03835
Hind II1iBcl 1 | 0.03870 0.05245 0.01586 0.03157 0.08402
TOTAL
POBLACIONS Hind I11i Taq | 0.00438 0.08543 0.02051 0.00338 0.08882
ANLITZADES
BlliTagl | 0.00553 0.11895 0.02338 0.00734 0.12629

Taula IV.26. Analisi dels components de la varianca del desequilibri de lligament en les
poblacions analitzades en base als gens FGB i FGA. D%s varianca en les subpoblacions;
D'%g varianca de la fregiiencia d haplotips determinats en individus en subpoblacions;
D% varianca entre subpoblacions; D"?sr: varianca en la poblacié total; D%+ varianca
total (D"%s+ D %).

Taula 1V.25.(pagina anterior). Desequilibri de lligament dins del cluster genic del
fibrinogen a les mostres estudiades. Es mostren els parametres A" i D' només en cas de
desequilibri de Iligament significatiu. Conjuntament a aquests parametres es mostra €l
valor de 42, graus de llibertat i significacié del test per a la desviacié de la situacié

dequilibri.
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1.3. RECEPTOR PLAQUETARI DEL FIBRINOGEN,
GLUCOPROTEINA IIb/1l1a

A. VARIACIO AL-LELICA

En la taula 1V.27 sexposen les freguencies a-leliques i genotipiques dels dos
marcadors analitzats dins dels gens GPllla i GPIlb en les poblacions estudiades. La
distribucié de les esmentades frequencies al-|éliques es representa graficament en la figura

IV.7.

En e marcador GPIIla Taq I, I"al-lel més freqlient en totes les mostres estudiades va
ser el T2 (abséncia de digestio). Aquest a-lel va mostrar fregiencies que van oscil -lar entre
0.624 (Berbers) i 0.835 (Cabras) dins de les 6 poblacions mediterranies. Els Ahizi van
presentar una frequiéncia de T2 per sobre d"aguest rang (0.917). Les mostres de Bascos,
Arabs, Berbers i Nuoro no es van adaptar a | equilibri Hardy-Weinberg (taula 1V.27), en
totes es va detectar un excés d heterozigots amb valors de Fis de -0.277, -0.283, -0.391, i
-0.465, respectivament.

El polimorfisme GPIIb 9 pb INS/DEL va mostrar I"a-lel | com e més freglent,
presentant valors que en les poblacions mediterranies van oscil-lar entre 0.560 (Bascos) i
0.774 (Cabras). La mostra d"Ahizi va presentar una freqiéncia de la insercié dins de
I"esmentat rang (0.713). En aquest cas, totes les mostres es van adaptar al equilibri Hardy-
Weinberg (taulalV.27).
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MARCADOR BASC. ALPU. ARAB. BERB. CABR. NUOR. AHIZ.
GENOTIPS:
TIiT1 0023 0061 0015 0.050 0.010 - 0.008
TiT2 0518 0398 0500 0652 0.309 0.63 0.150
T2T2 0459 0541 0485 0298 0.681 0.37 0.842
GPllla N 85 98 66 121 94 93 120
Taql Het. (unb.) 0408 0387 0393 0471 0277 0436 0.153
HW (p exacta) | 0.014% 1 0.048% 0.000k 0452 0.000k 0.578
AL-LELS:
Tl 0282 0260 0265 0376 0165 0317 0.083
T2 0718 0740 0.735 0624 0835 0683 0917
GENOTIPS:
11 0.330 0.5 0427 0336 0600 0560  0.500
1D 0.461 04 0490 0529 0347 039 0426
DD 0.209 0.1 0083 0135 0053 0044 0074
GPIIb 9 pb N 91 100 96 119 95 91 122

INS/DEL Het. (unb.) 0495 0422 0443 0482 0352 0369 0411
HW (pexacta) | 0530 0.637 0.358  0.339 1 0575  0.825
AL-LELS:

1 0560 0700 0672 0601 0774 0.758 0.713

D 0440 0300 0328 0399 0226 0242  0.287

Taula 1V.27. Distribucio de les freqlencies al.leliques i genotipiques dels polimorfismes
GPllla Taqgl i GPlIb 9 pb INSDEL a les mostres estudiades. Het. (unb.): heterozigositat
“unbiased estimate” . HW (p exacta): significacié del test exacte per al” equilibri
Hardy-Weinberg. » p < 0.05.

GPIlla Tag |

OoT1
mT2

ab
(=]

Figura 1V.7. Distribucié de les frequéncies al-leliques dels marcadors GPllla Taq | i
GPIlb 9 pb INS'DEL a les mostres estudiades.
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Diversitat intrapoblacional. En la taula 1V.27 es mostren els valors d heterozigositat
dels dos loci estudiats per cadascuna de les poblacions analitzades.

El polimorfisme GPIIla Taq | va presentar valors de diversitat que van oscil-lar entre
0.277 (Cabras) i 0.471 (Berbers) en les mostres mediterranies. L heterozigositat mostrada
pels Ahizi es va trobar forca per sota d agquest rang (0.153) ja que és la mostra amb una
major freqienciadel a -lel T2.

El marcador GPIIb 9 pb INS/DEL va presentar valors d heterozigositat entre 0.352
(Cabras) 0.495 (Bascos) dins de les 6 poblacions mediterranies, aquest darrer valor és molt
proper a la maxima diversitat possible per a un marcador bialé-lic. La mostra Sud-
sahariana també va mostrar una elevada heterozitgositat (0.411) entrant dins de I"esmentat

rang.

Diversitat interpoblacional. En les taules 1V.28 i 1V.29 s’ exposen els resultats de la
comparacio entre les poblacions estudiades en base a les freguiencies al-léliques dels dos
marcadors anditzats en els gens GPIllai GPllb utilitzant el test de x* i € test exacte de

diferenciacio.

En e polimorfisme GPIlla Taq | (taula 1V.28), |"elevada frequencia de I'al-lel T2 a
Ahizi i Cabras fa que els dos tests coincideixin en mostrar-les com les poblacions més
diferenciades, ja que ambdues van mostrar diferenciacié significativa amb qualsevol altre
poblacid. En € cas de la primera €ls valors de p dels dos tests van ser inferiors 0.0001,
excepte en la comparacio amb Cabras. També s observa cert grau de diferenciacio de la
mostra de Berbers condicionat per posseir una freqiencia de I’al-lel T1 més elevada. Cal
resaltar |"elevada diferenciacié entre les dues mostres sardes que es manifesta a través de

valors de p molt baixos en els dos tests.
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En el marcador GPIlb 9 pb INS/DEL (taula 1V.29), els dos tests coincideixen en
mostrar com a poblacié més diferenciada els Bascos que es diferencien significativament
de la resta de mostres excepte dels Berbers i, només en el cas del test 7 dels Arabs. La
segona poblacié més diferenciada van ser els Berbers que van presentar diferenciacio
significativa amb totes les mostres excepte amb Bascos i Arabs en ambdos tests. Larad de

la diferenciacié de Bascos i Berbers es troba en la seva relativament ata freqiéncia de
I"al-lel D.

GPlllaTaq |
BASC. ALPU. ARAB. BERB. CABR. NUOR. AHIZ.

BASC. 0.226 0110 | 3920% | 7162% | 0513 | 28491

063425 | 073977 | 004772 | 000745 | 047376 | 0.00000
aro | nar con | sme | sms | s | s
wve | oo | oz IR
BERB. | 009993 | 0.00032 | 0.03769 % DI po | M0
CABR. | 0.00657 % | 0.04710% | 0.02784 % | 0.00000 % LA X | e
NUOR. | 012102 | 000033% | 010004 | 010372 | 0.00000 % psaste
AHIZ. | 0.00000 % | 0.00000 % | 0.00000 % | 0.00000 % | 0.01146 % | 0.00000 %

Taula 1V.28. Diferenciacio entre parells de poblacions per al marcador GPllla Taq |. Per
sobre de la diagonal es mostren els valors de | estadistic 7% gl @amb la seva significacio p
a la part inferior. Per sota de la diagonal es mostren els valors de significacio (p) del test
exacte de diferenciacio. Les diferenciacions estadisticament significatives es marquen amb
el simbol *.
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GPIIb 9 pb INS/DEL
BASC. ALPU. ARAB. BERB. CABR. NUOR. AHI1Z.
BASC 7004% | 4913 % 0639 | 19099 % | 15852% | 10.651 %
: 000469 | 002666 | 040528 | 000001 | 000007 | 0.00110
0360 | 4673% 2722 1631 0.001
ALPU. | 001114 % 054858 | 003063 | 009898 | 020151 | 0.76256
: 2307 | 4937 % 3512 0.862
ARAB. | 015851 | 038570 012879 | 002629 | 006471 | 035318
14448 % | 11540% | 6.746 %
BERB. | 044193 | 003349 % | 0.56666 sl En ol B
0.124 2,035
CABR. | 000009% | 035274 | 0.03860% | 0.00040 % o2t | a8
NUOR. | 0.00022% | 043730 | 013473 | 0.00223% | 0.72010 1.083
: ' ' : ' 0.29800
AHIZ. | 000552% | 082722 | 052852 | 0.03234% | 026242 | 052545

Taula 1V.29. Diferenciacié entre parells de poblacions per al marcador GPIlb 9 pb
INS'DEL. Per sobre de la diagonal es mostren els valors de | estadistic 3% qn” amb la seva
significacio p a la part inferior. Per sota de la diagonal es mostren els valors de
significacio (p) del test exacte de diferenciacid. Les diferenciacions estadisticament

significatives es marguen amb el simbol .

Una andlisi de la varianca de les frequéncies al-léliques en les poblacions analitzades
indica un grau significatiu de variacio per als dos marcadors. El marcador GPIl1a Taq | va
mostrar menys diversitat dins de la Mediterrania Occidental (Fg¢ = 0.0204, p < 0.0001) que
en el total de les poblacions analitzades (F¢ = 0.053, p < 0.0001), aquest resultat ve
condicionat per |"extrema diferenciacio de la serie Sud-sahariana. Oposadament, €l
polimorfisme GPIIb 9 pb INS/DEL mostra un major grau de diversitat dins de les 6
mostres mediterranies (F¢ = 0.030, p < 0.0001) que en € totd de les poblacions analitzades
(F« =0.024, p < 0.0001). Aix0 erad esperar ja que, en aguest cas, Ahizi mostra molt poca
diferenciaci6 enfront a Bascosi Berbers.
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En la taula V.30 S'exposa una andisi de la diversitat genica en les mostres
mediterranies agrupades en funcid del seu origen geografic (AMOVA). En € cas del
polimorfisme GPIlla Taq | |"agrupacié | no va encaixar amb una estructruacié geografica
de la distribucié de les frequencies a-léliques ja que només va resultar significativa la
diversitat entre mostres dins del mateix grup (Fsc). En I"agrupacio 1l també es va mostrar
una diversitat intragrupal significativa. A més, es van observar certsindicis d estructuracio
geografica de la distribucio de les freqliéncies a-leliques entre el Nord i €l Sud de la
Mediterrania ja que el parametre Fcr varesultar significatiu encara que de petita magnitud.
El marcador GPIIb 9 pb INS/DEL també va mostrar una diversitat genica total
significativa en les dues agrupacions (p<0.0001), observant-se també valors significatius
de diversitat dins dels grups i entre els grups en ambdues. Cal matitzar, pero, que la més
claraevidéncia d estructuracié geografica de les frequéncies al -|éliques es va donar entre la
Peninsula Ibérica, Sardenyai Marroc (agrupacié 1) on €l parametre Fcr va superar la meitat
del valor de ladiversitat total.

GPllla Taq |
AGRUPACIONS POBLACIONALS FST FSC FF‘;T
3 0.020 % 0.023 %
| (BASC. ALPU.)(ARAB. BERB.)(CABR. NUOR.) 0<0.0001 0.00012 -0.003
N 0.023 % 0.017 % 0.006 %
1 (BASC. ALPU. CABR. NUOR.) (ARAB. BERB.) 5<0.0001 0.00037 5<0.0001
GPIIb 9 pb INS/DEL
AGRUPACIONS POBLACIONALS FST FSC FF‘;T
5 0.034 % 0.016 % 0.018 %
| (BASC. ALPU.)(ARAB. BERB.)(CABR. NUOR.) 0<0.0001 0.00925 0<0.0001
N 0.031 % 0.030 % 0.001 %
1 (BASC. ALPU. NUOR.) (ARAB. BERB.) 0<0.0001 0<0.0001 0<0.0001

Taula 1V.30. Diversitat génica en base als marcadors GPIlla Taq | i GPIlb 9 pb INS'DEL
entre les mostres mediterranies agrupades sota un criteri geografic. Fsr: diversitat génica
total. Fsc: diversitat genica entre mostres dins del mateix grup. Fcr: diversitat génica

entre grups de mostres. El simbol * indica els valors amb p<0.05.
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Comparacié amb altres poblacions. Amb la finalitat de contrastar les frequencies
al-léliques obtingudes en les poblacions analitzades, aquestes son mostrades conjuntament
amb dades que han estat recollides de la bibliografia a les taules V.31 i1 1V.32. Degut a
|"escassedat de dades sobre el marcador GPIIla Taq | en la bibliografia, només ha estat
possible recollir informacié d una mostra de xinesos amb un nombre d'individus molt petit
(taula 1V.31). Aguesta mostra es destaca per presentar una elevada freqiiéncia de I"al-lel
T1, a contrari del que succeeix en les mostres analitzades en la present tesi, mostrant-se
els dos allels possibles gairebé equifreqlients. De la mateixa manera, en e cas de
polimorfisme GPI1b 9 pb INS/DEL, només ha estat possible recopilar informacio de dues
mostres d origen europeu (taula IV.32). En totes les poblacions la insercio va ser 1"allel
meés freqient, mostrant valors que van oscil-lar entre 0.774 (Cabras) i 0.560 (Bascos). En la
part alta d"aquest rang, amb frequiencies de I"al-lel |1 que van desde 0.758 a 0.700, trobem
Nuoro, una mostra d'individus d"arreu d"Europa, Ahizi, i una mostra de francesos amb la
mateixa distribucio de fregiiencies que la mostra d"Alpujarras. En la part baixa de
|”esmentat rang trobem les mostres d"Arabs i Berbers amb freqiiéncies de |"al-lel | 0.672 i

0.601 respectivament.

Les andlisis dutes a terme en aguest apartat mostren la utilitat en I'estudi de la
variabilitat genética a la Mediterrania Occidental dels dos loci analitzats, ja que presenten
un grau de diversitat considerable entre les sis mostres procedents d”aquesta regio, que fins
i tot permet distingir una estructuracié geografica de la distribucid de les frequencies
al-léliques, especiament per al marcador GPIIb 9 pb INS/DEL. La serie Sud-saharina,
nomeés gqueda clarament diferenciada de les mostres mediterranies en base a les freqtiencies

al-léliques del polimorfisme GPIllaTaqgl.
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GPlllaTaq |
] AL LELS: ]
POBLACIO N T1 T2 REFERENCIA
Mongoloides (Xina) 20 0.540 0.460 Ruan et a 1993
BASC. 85 0.282 0.718 -
ALPU. 98 0.260 0.740 -
ARAB. 66 0.265 0.735 -
BERB. 121 0.376 0.624 -
CABR. 94 0.165 0.835 -
NUOR. 93 0.317 0.683 -
AHIZ. 120 0.083 0.917 -

Taula IV.31. Frequencies al-leliques del polimorfisme GPIllaTaq .

GPIIb 9 pb INS/DEL
] AL-LELS: ]
POBLACIO N | D REFERENCIA
Caucasoides (Europa) 47 0.740 0.260 Ruan et al. 1998
Caucasoides (Franca) 30 0.700 0.300 Peyruchaud et al. 1995
BASC. 91 0.560 0.440 -
ALPU. 100 0.700 0.300 -
ARAB. 96 0.672 0.328 -
BERB. 119 0.601 0.399 -
CABR. 95 0.774 0.226 -
NUOR. 91 0.758 0.242 -
AHIZ. 122 0.713 0.287 -

Taula 1V.32. Freguencies al-léliques del polimorfisme GPIIb 9 pb INS'DEL.
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B. VARIACIO HAPLOTIPICA

Les freqliéncies estimades per maxima versemblanca dels haplotips formats per les
combinacions d"allels del's polimorfismes analitzats en els gens GPIllai GPIlb es mostren
alataulalV.33. Unarepresentacio grafica de la distribucioé d aguestes freqiiencies en les 7

mostres poblacionals estudiades es mostraen lafiguralV.8.

En totes les poblacions |"haplotip més freglient va ser el T2:1. Aquest es va presentar
amb valors que van oscil-lar entre 0.372 (Bascos) i 0.656 (Cabras) en les 6 poblacions
mediterranies. La mostra d”Ahizi va mostrar una fregtiencia d"aquest haplotip dins de la

part altade |"esmentat rang de variacio (0.644).

No esvaobservar diversitat pel que faa nombre d"haplotips estimatsi totes les mostres
analitzades en van presentar 4. La diversitat intrapoblacional en base a les freguencies
haplotipiques es presenta a la taula 1V.33. Els Berbers van mostrar la maxima
heterozigositat (0.710), a continuacié |es mostres de Bascos, Arabs, Nuoro i Alpujarras van
mostrar valors de diversitat compresos entre 0.690 i 0.652. Cabrasi Ahizi van mostrar les
heterozigositats meés baixes (0.546 i 0.515 respectivament), fet que es deu a que presenten

unaelevadafreqienciade | haplotip T2:1 que elsrestadiversitat.

HAPLOTIP BASC. ALPU. ARAB. BERB. CABR. NUOR. AHIZ.
—_ 0.182 0.205 0.203 0.201 0.121 0.213 0.065
+0.033 +0.030 +0.047 +0.028 +0.028 +0.037 +0.019

—n 0.103 0.055 0.062 0.168 0.044 0.103 0.018
+0.025 +0.021 +0.030 +0.028 +0.019 +0.028 +0.012

. 0.372 0.505 0.453 0.401 0.656 0.543 0.644
+0.036 +0.037 +0.050 +0.032 +0.036 +0.040 +0.034

19 0.343 0.235 0.282 0.230 0.179 0.141 0.273
+0.038 +0.037 +0.047 +0.029 +0.027 +0.027 +0.031

Heterozigositat | 0-690 0.652 0.674 0.710 0.546 0.654 0.515
+0.014 +0.018 +0.017 +0.009 +0.031 +0.016 +0.026

Taula IV.33. Distribucié de les frequiéncies haplotipiques estimades per als gens GPllla i

GPIlb en les mostres analitzades.
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FREQUENCIES HAPLOTIPIQUES AL CLUSTER
GENIC GPllla- GPIlb

BASC.i
ALPU.i
ARAB.i ET1
BERB. | OTiD
. mT2:
CABR‘, 2D
NUOR.
AHTZ.i
0 0,2 014 0,6 0,8 1

Figura 1V.8. Frequencies haplotipiques estimades al cluster genic GPIlla - GPIlb.

El test exacte de diferenciacié basat en les frequencies haplotipiques estimades (taula
IV.34) mostra a Ahizi com la poblacio més diferenciada de la resta ja que presenta
diferenciaci6 significativa en totes les comparacions, amb un nivell de significacié inferior
a 0.0001 en la majoria de casos. Les mostres sardes també van presentar un grau de
diferenciacié considerable ja que van presentar diferenciacio significativa en 5 de les 6

comparacions.

L'andlisi de les components de la varianca de les freguencies haplotipiques en les
poblacions mediterranies agrupades segons el seu origen geografic (taula IV.35) revela una
diversitat génica total (Fsr) significativa tant en |"agrupacio | com en la Il. En ambdos
casos, la component de la varianca amb major pes va ser la diversitat génica intragrupal
(Fsc) que, a més, va resultar significativa. Al contrari del que va mostrar el mateix tipus
d analis en els marcadors considerats individualment, especialment en el cas de GPIlb 9
pb INS/DEL (taulalV.30), no es mostra una clara estructuracié geografica en la distribucio

de les fregiencies haplotipiques en cap de les dues agrupacions.
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En general, en I'estudi de la diversitat interpoblacional dins de la zona de la

Mediterrania Occidental, les frequéncies al-léliques dels marcadors estudiats en els gens

GPIlb i GPllla considerats de forma individual resulten més informatives que les

frequencies dels haplotips formats per combinacions dels seus al-lels. Cal resaltar pero, la

considerable informativitat de les frequiencies haplotipiques dins del marc de la Peninsula
Ibérica, Sardenyao el Nord d”Africa

Haplotips GPIllla Taq | - GPIlb 9 pb INS/DEL

BASC. ALPU. ARAB. BERB. CABR. NUOR. AHIZ.

BASC. 0.07575 0.39726 0.20683 | 0.00001 % | 0.00202 % | 0.00000 *
ALPU. 0.35035 | 0.00092 % 0.19759 | 0.02360 % | 0.00014 %
ARAB. 0.19082 0.00693 * 0.06226 | 0.00000 %
BERB. 0.00000 % | 0.01798 % | 0.00000 %
CABR. 0.00090 % | 0.02264 %
NUOR. 0.00000 *
AHIZ.

Taula 1V.34. Diferenciacio entre parells de poblacions basada en haplotips del cluster

genic GPllla - GPIIb. Per sobre de la diagonal es mostren els valors de significacié (p)

del test exacte de diferenciacio entre poblacions. Les diferenciacions estadisticament

significatives es margquen amb el simbol .
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Haplotips GPIllla Taq I - GPIlb 9 pb INS/DEL

AGRUPACIONS POBLACIONALS For F;c Fer
A 0.027 % 0.019 % 0.008
| (BASC. ALPU.)(ARAB. BERB.)(CABR. NUOR.) o001 0010 X 2008
I (BASC. ALPU. NUOR.) (ARAB. BERB.) 0.027 % 0.024 % 0.003
o ' ' ' p<0.0001 p<0.0001  0.20347

Taula 1V.35. Diversitat génica en base a haplotips del cluster génic GPIlla - GPIIb entre
les mostres agrupades en funcié del seu origen geografic. Fsr: diversitat genica total. Fsc:
diversitat genica entre mostres dins del mateix grup. Fcr: diversitat génica entre grups de

mostres. El simbol % indica els valors amb p<0.05.

C. RELACIONS INTERPOBLACIONALS

En la taula 1V.36 es mostra la informacio sobre relacions interpoblacinals
proporcionada conjuntament pels dos polimorfismes estudiats dins del cluster genic de les
integrines plaquetaries en forma de matriu de distancies de Reynolds. Tant la distancia
maxima com la minima en el total de les poblacions es van donar entre mostres de la
Mediterrania Occidental, essent la primera 0.0864 entre Cabras i Berbers, i 0.0010 la

segona, entre Arabs i Alpujarras mostrant-se aixi molt properes.

En la representacio grafica d aquestes relacions interpoblacionals en forma d arbre
neighbor-joining (figura IV.9) es mostren Bascos i Cabras especialment, perd també Ahizi
i Berbers com les poblacions que ocupen les branques més extremes de |"arbre. En €

centre de |”arbre es concentren Alpujarras, Arabsi Nuoro mostrant una relativa proximitat.
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BASC. ALPU. ARAB. BERB. CABR. NUOR. AHIZ.
BASC. 0.0230 0.0146 0.0113 0.0724 0.0455 0.0821
ALPU. 0.0010 0.0258 0.0199 0.0082 0.0063
ARAB. 0.0191 0.0273 0.0122 0.0220
BERB. 0.0864 0.0312 0.0049
CABR. 0.0317 0.0092
NUOR. 0.0249
AHIZ.

Taula 1V.36. Matriu de distancies de Reynolds per a les poblacions estudiades en base als
polimorfismes GPIIla Taq | i GPIlb 9 pb INSDEL.

BASC

CABR NUOR

Figura 1V.9. Arbre neighbor-joining per a les poblacions estudiades en base als
polimorfismes GPIlla Taq | i GPlIb 9 pb INSDEL. Els valors de bootstrap es mostren

sobre les branques corresponents.
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D. ANALISI DEL DESEQUILIBRI DE LLIGAMENT

El desequilibri de lligament entre elsloci GPIlla Taq | i GPIIb 9 pb INS/DEL no va
resultar significatiu en cap de les 7 poblacions estudiades (taula |V.37). Aquest resultat era

d"esperar donada la gran distancia que separa aquests dos marcadors (unes 250 kilobases).

GPIlb 9 pb INS/DEL
A x° g.ll. () D
BASC. GPlllaTagq | - 0.49 1 0.4824 -
ALPU. GPIllaTag | - 0.88 1 0.3482
ARAB. GPIlllaTaq | - 1.04 1 0.3070
BERB. GPIlllaTaq | - 0.29 1 0.5911
CABR. GPIllaTaq | - 0.15 1 0.6984
NUOR. GPIllaTaq | - 0.32 1 0.5695
AHIZ. GPIllaTaq | - 0.37 1 0.5414

Taula 1V.37. Desequilibri de Illigament entre els marcadors GPIlla Tagl i GPIlb 9 pb
INS'DEL a les mostres estudiades. Els parametres A" i D' no van indicar desquilibri de
lligament significatiu. Es mostra el valor de 77, els graus de Ilibertat i la significacié del

test per ala desviaci6 de la situacio d equilibri.
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1.4. POLIMORFISMES ANALITZATS ALS GENS PLAT 1 PAI-1

A. VARIACIO AL-LELICA

En la taula 1V.38 s exposen les frequencies a-leliques i genotipiques dels marcadors
PLAT TPA25 1 PAI-1 Hind 11l en les 7 poblacions estudiades. En la figura 1V.10 es

mostra una representacio grafica de les esmentades frequéncies al -|éliques.

Per al marcador PLAT TPA25, I’al-lel | vaser e més freqlent en les dues mostres de la
Peninsula | bérica, mentre que a Arabs, Berbers, Cabras, Nuoro i Ahizi ho vaser I’al-lel D.
Dins de les poblacions de |"area mediterrania 1"a-lel |1 es va presentar en un rang de
frequencies que va oscil-lar entre 0.370 (Nuoro) i 0.588 (Bascos). La serie Sud-sahariana
va mostrar un valor sensiblement per sota de |"esmentat rang (0.286). Tres mostres no es
van adaptar a |"equilibri Hardy-Weinberg (taula 1V.38): els Bascos, amb defecte
d heterozigots (Fis = 0.231), i Cabrasi Nuoro amb excés d heterozigots amb valors de Fis
de-0.757 i -0.493, respectivament.

El polimorfisme PAI-1 Hind |1 va mostrar com a al-lel més frequent el Hd1 (digestié
positiva) que dins de les 6 mostres de la Mediterrania Occidental va prendre valors que van
oscil -lar entre 0.654 (Bascos) i 0.500 (Cabras). Ahizi va presentar unafrequenciade l"al-lel
Hd1 dins d"aguest rang (0.619). Les set mostres analitzades es van adaptar a |"equilibri
Hardy-Weinberg (taulalV.38).
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MARCADOR BASC. ALPU. ARAB. BERB. CABR. NUOR. AHIZ.
GENOTIPS:
Il 0402 0296 0276 0.272 - 0.022  0.059
ID 0373 0459 0428 0427 0862 0695 0454
DD 0225 0245 0296 0301 0138 0.283 0.487
PLAT N 92 98 98 136 94 92 119

TPA25 Het. (unb.) 0487 0500 0.500 0500 0493 0469 0410
HW (pexacta) | 0.024% 0424 0161 0.088 0.000% 0.000x 0.268

AL-LELS:
1 0588 0526 0490 048 0431 0370 0.286
D 0412 0474 0510 0515 0569 0.630 0.714
GENOTIPS:

Hd1 Hd1l 0436 0364 0361 0367 0237 0272 0377
Hdl Hd2 0436 0464 0519 0441 0526 0511 0484
Hd2 Hd2 0128 0172 0120 0192 0237 0217 0.139

PAI-1 N 78 99 83 120 93 92 122
Hind 111 Het. (unb.) 0456 0484 0474 0487 0500 0500 0474
HW (pexacta) | 0.803 0834 0485 0.348 0.681 1 0.850
AL-LELS:
Hdl 0654 059 0620 0587 0500 0527 0.619
Hd2 0346 0404 0380 0412 0500 0473 0.381

Taula 1V.38. Distribucio de les frequencies al.leliques i genotipiques dels polimorfismes
PLAT TPA25 i PAI-1 Hind Ill a les mostres estudiades. Het. (unb.): heterozigositat
“unbiased estimate”. HW (p exacta): significacio del test exacte per a |"equilibri
Hardy-Weinberg. x p < 0.05.

PLAT TPA25

ob
ml

BASC
ALPY.
WRAE
BERE.
CABR
HUOR
AHTZ.

OHd2
EHd1

BASC
RALPY
WRAE
BERB.

CABR

HUOR

AHIZ

Figura 1V.10. Distribucié de les fregiiéncies al-leliques dels marcadors PLAT TPA25 i
PAI-1 Hind 11l a les mostres estudiades.
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Diversitat intrapoblacional. En e polimorfisme PLAT TPA25 totes les poblacions
estudiades van presentar valors elevats d”heterozigositat (taula 1V.38). Dins de les mostres
mediterranies Alpujarras, Arabs i Berbers van presentar € maxim valor possible
d heterozigositat per a un marcador bial-lélic (0.500) i Nuoro va presentar la menor
diversitat (0.469). La mostra d"Ahizi va presentar una heterozigositat per sota d aquest
rang (0.410).

En e marcador PAI-1 Hind IIl també es van donar valors d heterozigositat forca
elevats (taula 1V.38). Dins de les 6 mostres de la Mediterrania Occidental, Cabras i Nuoro
van presentar la maxima diversitat possible (0.500) mentre que els Bascos van presentar el
valor més baix dins de |"esmentada area geografica (0.456). Ahizi va presentar una

heterozigositat dins d aquest rang de variacio (0.474).

Diversitat interpoblacional. En les taules 1V.39 i 1V.40 es mostren els resultats de les
comparacions entre les poblacions estudiades en base a les fregliencies a-leliques dels
polimorfismes anlitzats en els gens PLAT i PAI-1 utilitzant el test de 52 i e test exacte de

diferenciacio.

En & marcador PLAT TPAZ25 (taula 1V.39), Ahizi i Nuoro van ser les poblacions més
clarament diferenciades mostrant en e test exacte de diferenciacié comparacions
significatives amb €l total de les mostres. Aquesta diferenciacié ve condicionada per la
relativament baixa freqliencia de lainsercié en aquestes poblacions. S observa també certa
diferenciacié de les mostres de Bascos, condicionada per ser la mostra amb una freqiiéncia
més elevada de la inserci6, i de Cabras, condicionada per la seva sorprenent mancanca

d’individus homozigots| I.

Per a locus PAI-1 Hind |11 (taula 1V.40) nomeés s’intueix cert grau de diferenciacio en
el cas de Cabras que mostra comparacions significatives amb Ahizi i Bascos en ambdés
tests. Aquest fet es deu a que Cabras presenta una distribucioé equifrequent per als dos
a-lels d'aguest polimorfisme i Ahizi i Bascos sdon les mostres que més s allunyen
d aquesta situacié conjuntament amb Arabs, poblacié amb la qual Cabras també presenta

diferenciacio significativa encara que només en el test y2.
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Una andlisi de la varianca de les freguencies al-léliques indica per a marcador PLAT

TPA25 un major grau de variacié en € total de les poblacions analitzades (F¢ = 0.038, p <
0.0001) gue dins de les 6 mostres mediterranies (F¢ = 0.016, p = 0.00012) com era
d esperar en base a la diferenciacié mostrada per Ahizi. En € cas del polimorfisme PAI-1

Hind 111, s‘observa un grau de variacié molt petit tant en les mostres mediterranies (Fs =
0.007, p = 0.04018) com en €l total de les mostres (F¢ = 0.006, p = 0.03868) que, a més, es

troba proper a limit de la significacio. Aquest resultat concorda amb |”escasa diversitat

interpoblacional detectada per a aquest marcador en lataula |V .40.

PLAT TPA25

BASC. ALPU. ARAB. BERB. CABR. NUOR. AHIZ.

BAsC 1.504 3.900 4.958 9.700 18521 | 41129
: 020672 | 0.04830% | 0.02597% | 0.00184% | 0.00002% | 0.00000%
0.500 0.737 3.445 9.325 25.885
ALPU. | 0.29174 047945 | 039036 | 006343 | 0.00226% | 0.00000%
: 0.009 1.342 5.502 19.042
ARAB. | 01502 | 07419 002336 | 024671 | 0.01804% | 0.00001%
1325 5.970 21211
BERB. | 000268 | 064858 | 1.0000 o3 | oo |
1.455 9.728
CABR. | 0.00000% | 0.00000% | 0.00000% | 0.00000% eecll I
NUOR. | 0.00000% | 0.00000% | 0.00000% | 0.00000% | 0.00983% 0362%9

AHIZ. | 0.00000% | 0.00000% | 0.00003% | 0.00003% | 0.00000% | 0.00140%

Taula IV.39. Diferenciacio entre parells de poblacions per al marcador PLAT TPA25. Per

sobre de la diagonal es mostren els valors de | estadistic 7% gl @amb la seva significacio p

a la part inferior. Per sota de la diagonal es mostren els valors de significacio (p) del test

exacte de diferenciacié. Les diferenciacions estadisticament significatives es marquen amb

el simbol *.
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PAI-1 Hind 111
BASC. ALPU. ARAB. BERB. CABR. NUOR. AHIZ.
SASC 1.243 0.387 1.755 8.194 5.581 0.501
: 026492 | 053388 | 018521 | 0.00420% | 0.01816% | 0.47892
0.228 0.032 3.567 1.834 0.240
ALPU. | 0.55276 063328 | 085781 | 005892 | 017566 | 0.62388
: 0.445 5.160 3102 0.001
ARAB. | 058432 | 060545 050466 | 002312k | 07817 | 097358
3241 1539 0.497
BERB. | 04290800 | 090946 | 0.33843 o | oo | et
0.273 6.074
CABR. | 001294k | 014961 | 006026 | 0.13001 |
NUOR. | 006573 | 039078 | 019051 | 037415 | 085792 3.618
: : : : : 0.05716
AHIZ. | 070595 | 081160 | 088552 | 055875 | 0.04426% | 0.16133

Taula 1V.40. Diferenciacio entre parells de poblacions per al marcador PAI-1 Hind Ill.
Per sobre de la diagonal es mostren els valors de |"estadistic 3% 4 amb la seva
significacié p a la part inferior. Per sota de la diagonal es mostren els valors de
significacio (p) del test exacte de diferenciacié. Les diferenciacions estadisticament

significatives es marquen amb el simbol .

Unaandlis deladiversitat genicaen les 6 poblacions mediterranies agrupades en funcié
del seu origen geografic (taula IV.41) va revelar que en € marcador PLAT TPA25 la
diversitat genicatotal (Fsr) coincideix plenament amb |”existent entre el's grups de mostres
(Fct) de I"agrupacio |. En I"agrupacio 1, la unio de les mostres sardes amb les de la
Peninsula Iberica provoca que la diversitat intragrupal esdevingui significativa i que
concentri €l major pes de la diversitat total. Aquests resultats evidencien |"existencia d una
estructuracio geografica en la distribucio de les freqlencies a-léliques d aquest
polimorfisme entre la Peninsula Ibérica, Sardenya i el Nord d'Africa. En el cas del
polimorfisme PAI-1 Hind Ill, encara que també presenta una diversitat genica total
significativa en les dues agrupacions, aquesta és de petita magnitut. En |"agrupacio | la
component intergrupal de la diversitat vatenir més pes que laintragrupal, encara que no va
ser significativa. En el cas de |I"agrupacié 11 € parametre Fsc va ser €l que va prendre més
rellevanca resultant significatiu. Aquests resultats indiquen cert grau d estructuracio
geografica de la distribucid de les freguencies al-léliques d aquest marcador entre la
Peninsula |bérica, Sardenyai el Nord d”Africa.
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PLAT TPA25
AGRUPACIONS POBLACIONALS FST FSC FST
; 0.021 % 0.000 0.021 %
I (BASC. ALPU.)(ARAB. BERB.)(CABR. NUOR.) 00003 0339 0<0.0001
A 0.012 % 0.022 %
1 (BASC. ALPU. CABR. NUOR.) (ARAB. BERB.) 0.0004 0<0.0001 -0.010
PAI-1 Hind 111
AGRUPACIONS POBLACIONALS FST FSC FIST
N 0.009 % 0.011
I (BASC. ALPU.)(ARAB. BERB.)(CABR. NUOR.) 0,039 -0.002 0.064
. 0.006 % 0.009 %
1 (BASC. ALPU. CABR. NUOR.) (ARAB. BERB.) 0.037 0.034 -0.003

Taula 1V.41. Diversitat genica en base als marcadors PLAT TPA25 i PAI-1 Hind |11 entre
les mostres mediterranies agrupades sota un criteri geografic. Fsr: diversitat genica total.
Fs: diversitat genica entre mostres dins del mateix grup. Fcr: diversitat génica entre

grups de mostres. El simbol % indica els valors amb p<0.05.

Comparacié amb altres poblacions. En la la taula 1V.42 es mostren les freqliencies de
lainsercio Alu TPA25 obtingudes per Tishkoff i col-laboradors (2000) en un ampli conjunt
de mostres d"arreu del moén juntament amb les obtingudes en la present tesi. Totes elles es
mostren ordenades en ordre creixent de frequénciade | alel 1. La fregliencia més baixa de
I"insercié correspon als Naisioi de Melanesia (0.070) mentre que els Ticuna de I”Amazonia
presenten la més elevada (0.910). Totes les mostres anaitzades en el present treball van
presentar valors compresos dins d aguest rang. Ahizi mostra una fregtiencia de | (0.286)
similar ad atres poblacions de |” Africa Sud-sahariana com Bamileke, Bantus de Sudafrica
i Herero. La resta de mostres analitzades presenten freqiencies de la insercio compreses
entre 0.370 (Nuoro) i 0.588 (Bascos). Dins d aguest rang apareix una mostra europea
recopilada en la bibliografia (Danesos). Amb la mateixa finalitat, contextualitzar els
resultats obtinguts en e present treball, en la taula 1V.43 es mostren les frequencies
al-léliques del marcador PAI-1 Hind |11 en les poblacions analitzades conjuntament amb

les d"altres 3 recopilades en la bibliografia. La freqiencia més baixa de |'al-lel Hdl
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correspon als Irlandesos (0.368), mentre que la més elevada correspon als Bascos (0.654).
En les mostres analitzades, €ls valors per a aquest al-lel son iguals o superiors a 0.500,
entre les mostres recollides en la bibiografia només Suecia, amb un valor de 0.537,
compleix aguesta condicio.

Finalment, de totes les analisis realitzades en els 2 marcadors estudiats es pot concloure
gue PLAT TPAZ25 resulta més informatiu com a indicador de diversitat poblacional entre
les mostres estudiades ja que a més de distingir la serie Sud-sahariana de les 6 mostres
mediterranies, permet detectar variabilitat entre aquestes Ultimes. Per contra, el marcador

PAI Hind I11 mostra una major homogeneitat entre el total de les poblacions estudiades.
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PLAT TPA25
) AL-LELS: R
POBLACIO N | D REFRENCIA
Naisioi (Melanésia) 22 0.070 0.930 Tishkoff et al. 2000
Papua Nova Guinea 93 0.160 0.840 Tishkoff et al. 2000
Va/Sekele 'Kung San (Namibia) 30 0.180 0.820 Tishkoff et al. 2000
Biaka (Rep. Centroafricana) 69 0.220 0.780 Tishkoff et al. 2000
Mbuti (Rep. del Congo) 39 0.260 0.740 Tishkoff et al. 2000
Kwengo (Namibia) 37 0.270 0.730 Tishkoff et al. 2000
Jueus d’Etiopia 60 0.270 0.730 Tishkoff et al. 2000
Atayal (Taiwan) 42 0.270 0.730 Tishkoff et al. 2000
AHIZ. 119 0.286 0.714 -
Bamileke (Camerun) 31 0.290 0.710 Tishkoff et al. 2000
Bantu parlant (Sudafrica) 42 0.290 0.710 Tishkoff et al. 2000
Herero (Namibia) 42 0.310 0.690 Tishkoff et al. 2000
Zu/Wasi 'Kung San (Namibia) 29 0.340 0.660 Tishkoff et al. 2000
Jueus del Yemen 41 0.350 0.650 Tishkoff et al. 2000
NUOR. 92 0.370 0.630 -
Ewondo (Camerun) 34 0.380 0.620 Tishkoff et al. 2000
CABR. 94 0.431 0.569 -
Wolof (Senegal) 61 0.440 0.560 Tishkoff et al. 2000
Xinesos 51 0.460 0.540 Tishkoff et al. 2000
Somalis 29 0.470 0.530 Tishkoff et al. 2000
BERB. 136 0.485 0.515 -
ARAB. 98 0.490 0.510 -
Danesos 51 0.500 0.500 Tishkoff et al. 2000
Suruis (Rondonia, Brasil) 44 0.500 0.500 Tishkoff et al. 2000
Ami (Taiwan) 40 0.520 0.480 Tishkoff et al. 2000
ALPU. 98 0.526 0.474 -
Yakuts (Sibéria) 51 0.530 0.470 Tishkoff et al. 2000
Druze (Israel) 71 0.540 0.460 Tishkoff et al. 2000
Micronesis 29 0.550 0.450 Tishkoff et al. 2000
Japonesos 50 0.560 0.440 Tishkoff et al. 2000
BASC. 92 0.588 0.412 -
Cheyenne (Oklahoma) 55 0.590 0.410 Tishkoff et al. 2000
Maya (Yucatan, Méxic) 51 0.630 0.370 Tishkoff et al. 2000
Finesos 34 0.650 0.350 Tishkoff et al. 2000
Karitiana (Rondonia, Brasil) 55 0.650 0.350 Tishkoff et al. 2000
Ticuna (Amazonia, Brasil) 67 0.910 0.090 Tishkoff et al. 2000

Taula IV.42. Frequencies al-léliques del polimorfisme PLAT TPA25.
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PAI-1 Hind 111
) AL-LELS: R
POBLACIO N Hdl Hd2 REFERENCIA
Suécia 68 0.537 0.463 Dawson et a. 1991
Caucasoides (Nordameérica) 43 0.420 0.580 Klinger et al. 1987
Irlandesos 423 0.368 0.632 Leeeta. 1999
BASC. 78 0.654 0.346 -
ALPU. 99 0.596 0.404 -
ARAB. 83 0.620 0.380 -
BERB. 120 0.587 0.412 -
CABR. 93 0.500 0.500 -
NUOR. 92 0.527 0.473 -
AHIZ. 122 0.619 0.381 -

Taula IV.43. Frequencies al-léliques del polimorfisme PAI-1 Hind 1I1.
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1.5. DISCUSSIO SOBRE ELS RESULTATS POBLACIONALS

Per tal de sumaritzar tota la informacié obtinguda en |"apartat relatiu a |I"estudi
poblacional, es va procedir a analaitzar les relacions entre les poblacions estudiades en
base al total dels polimorfismes analitzats. Donat que no va ser possible la determinacio
del polimorfisme FVII HVR4 a la mostra de Cabras, i per tal daprofitar la maxima
informaci6 possible, es van construir 2 matrius de distancies de Reynolds (taules 1V.44 i
1V.45), en una d'elles es va incloure la informacié proporcionada conjuntament pels 9
polimorfismes analitzats en les poblacions sense incloure la mostra de Cabras (taula
1V.44), mentre que en |"atra es va utilitzar el total de les 7 poblacions estudiades pero
sense incloure la informacié proporcionada pel marcador FVII HVR4 per a cap d'elles
(taula 1V.45). Els valors de les distancies de Reynolds entre les mostres poblacionals van
ser molt similars a les dues matrius. En €l total de les 7 poblacions analitzades la distancia
meés gran es va donar entre les mostres d"Ahizi i de Bascos (0.1328 taula 1V.44; 0.1444
taula IV.45) mentre que la més petita es va detectar entre Arabs i Alpujarras (0.0051 taula
IV.44; 0.0057 taula IV.45). Dins de les poblacions de la Mediterrania Occidental les
mostres més distants entre si van ser Bascos i Nuoro (0.0646 taula 1V.44; 0.0507 taula
1V.45), distancia que va ser molt similar a la detectada entre Bascos i Cabras (0.0503 taula
1V .45).

BASC. ALPU. ARAB. BERB. NUOR. AHIZ.
BASC 00154 | 00252 | 00232 | 00646 | 0.1328
+0.0072 +0.0107 +0.0045 +0.0180 +0.0499
ALPL 00051 | 00128 | 00277 | 0079
+0.00197 +0.0040 +0.0118 +0.0278

ARG, 00104 | 00318 | 00727
+0.0028 +0.0134 +0.0231

SERE. 00333 | 0.1008
+0.0093 +0.0312

NUOR. 0.0332
+0.0332

AHIZ.

Taula IV.44. Matriu de distancies de Reynolds (+ error de la distancia) en base a tots els

polimorfismes analitzats en totes | es poblacions estudiades excepte Cabras.
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BASC. ALPU. ARAB. BERB. CABR. NUOR. AHIZ.
BASC. 00168 | 0.0284 | 0.0212 | 00503 | 00507 | 0.1444
+0.0069 +0.0121 + 0.0046 + 0.0096 +0.0219 +0.0539
ALPU. 0.0057 | 00126 | 00126 | 00169 | 0.0872
+0.0028 +0.0048 +0.0033 +0.0126 +0.0308
ARAB. 0.0096 | 0.0166 | 00206 | 0.0789
+0.0032 +0.0051 +0.0117 +0.0253
BEREB. 00355 | 00309 | 0.1115
+0.0121 +0.0235 +0.0347
CABR. 00117 | 0.0661
+0.0120 +0.0257
NUOR. 0.0789
+0.0370

AHIZ.

Taula 1V.45. Matriu de distancies de Reynolds (+ error de la distancia) en € total de les
poblacions estudiades en base a tots els polimorfismes analitzats excepte per a FVII
HVRA4.

En base a les 2 matrius de distancies, ja comentades, van ser construits dos arbres
neighbor-joining (figures V.11 A i 1V.12 A). A més es van fer dues representacions de les
analisis per components principals corresponents a cadascun dels arbres (figures 1V.11 B i
V.12 B).

Com era d esperar, els dos arbres son molt similars pel que fa a formai distribucio de
les mostres poblacionals en les seves branques. Ambdds arbres van mostrar una gran
robustesa amb valors de bootstrap forca elevats per a les seves branques, especialment en
el que no es vaincluore la mostra de Cabras (figura1V.11 A). Bascos, Nuoro i Ahizi van
ser les poblacions que van ocupar els extrems dels arbres, especiament |la darrera, que es
va mostrar clarament separada de |a resta. Destaca |”agrupacio entre les mostres d” Arabs i
Alpujarras en la part central d"ambdos arbresi la mostra de Berbers també mostra cert grau
d agrupacio amb aguestes encara que amb tendencia a ocupar una branca meés allunyada.
La incorporacié de les dades relatives a la mostra de Cabras (figura 1V.12 A), fa que
aguesta es situi a prop de Nuoro i a més condiciona que aguesta Ultima no ocupi una

posici6 tan extrema en comparacioé amb |"arbre de lafiguralV.11 A.
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Respecte a les andlisis per components principals, en ambdds casos, les dos primeres
components van explicar un elevat percentatge de la diversitat total (85.21%, figuralV.11
B; 83.26%, figura 1V.12 B). S observa que les mostres poblacionals presenten una
distribucié en I"espai similar a la mostrada en els arbres. Sobre la primera component, les
mostres d”Ahizi i Bascos ocupen les posicions més extremes en ambdues representacions.
Quan s'utilitza la informacié proporcionada per tots els polimorfismes sense utilitzar la
mostra de Cabras (figura 1V.11 B), les mostres d"Arabs i Alpujarras son les més properesi
la mostra de Berbers es situa a prop d aquestes dues. La inclusio de la mostra de Cabras,
sense utilitzar la informacio proporcionada per FVII HVR4 (figura IV.12 B), dona lloc a
una representacié en la que Ahizi es separa de tres agrupacions de mostres. Cabras i
Nuoro; Arabsi Alpujarras; i Berbersi Bascos.

0,5

0.4
AIEIE. 03
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Figura 1V.11. Representacié grafica de les relacions genetiques entre les poblacions
estudiades, excepte Cabras, en base a tots el's polimorfismes analitzats. A: Arbre neighbor-
joining, €ls valors de bootstrap es mostren sobre les brangques corresponents.

B: Representacié de | analisi per components principals.
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Figura 1V.12. Representacio grafica de les relacions genetiques entre totes les poblacions
estudiades en base a tots €l's polimorfismes analitzats excepte per a FVII HVR4. A: Arbre
neighbor-joining; els valors de bootstrap es mostren sobre les branques corresponents.
B: Representacio de | analisi per components principals.

Els 9 polimorfismes analitzats han resultat de gran utilitat al”hora d avaluar la diversitat
interpoblaciona en les 7 mostres estudiades. Aquest fet és clarament manifest en el cas
d"Ahizi. Aquesta mostra va mostrar valors extrems pel que fa afregiiéncies a-léliques en 6
(FVII -323 10 pb INS/DEL, FGB HindlIl i Bcll, FGA Taqgl, GPIlla Taql i PLAT
TPA25) dels 9 loci analitzats, en els que va condicionar un valor de Fsr en €l total de les
poblacions superior al mostrat quan es van considerar Unicament les poblacions de la
Mediterrania Occidental per a estimar aquest parametre. Aquest resultat era esperable per
la gran distancia geografica que separa aguesta mostra de la resta de les poblacions
estudiades i per la seva pertinenca a un grup huma d origen diferent a de les mostres

mediterranies.

De la mateixa manera, els marcadors analitzats també han mostrat ser de gran utilitat en
I"evaluacio de la diversitat interpoblacional dins de la Mediterrania Occidental. Dins
d aguesta regid, va ser més evident |"estructuracié geografica de les freqliencies geniques
en |"agrupacio | (entre la Peninsula Ib&ica, e Nord d'Africa i Sardenya) que en
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I"agrupacio Il on les poblacions es separaven en Nord (Peninsula Ibéricai Sardenya) i Sud
(Nord d"Africa). Es van donar indicis de |"existéncia d una estructuracié geografica de la
diversitat genica d acord amb |"agrupacid | en els marcador FGB Bcll i PAI-1 HindllI
gue es va manifestar clarament, mitjancant valors de Fcr significatius, en els marcadors
GPIIb 9 pb INS/DEL i PLAT TPA 25, aixi com en els haplotips del cluster genic del
fibrinogen. D atra banda, només van exigtir indicis d estructuracié geografica de les
fregliencies genetiques d acord amb |"agrupacio |1 en el cas del marcador GPIlla Taqgl.
Per tal de complementar aguestes dades, es va redlitzar I"andlis molecular de la varianca
(AMOVA) en les sis poblacions de la Mediterrania Occidental utilitzant la informacio
proporcionada conjuntament pels 9 marcadors analitzats en elles. Apart de les agrupacions
I'i Il utilitzades al llarg de totes les analisis poblacionals realitzades, es vatestar unatercera
agrupacié, anomenada ll1, en la que es van agrupar les 2 mostres de la Peninsula Ibeérica
amb les 2 mostres marroguines separant-les de les 2 mostres sardes (taula 1V.46). Com ja
S’ havia mostrat en la majoria dels AMOVAs realitzats en cadascun dels gens o clusters
geénics analitzats, es va mostrar una estructuracio geografica de la diversitat genica dels
marcadors estudiats d"acord amb |"agrupaci6 I, on €l total de la diversitat génica (Fst =
0.0202, p = 0.00019) va ser explicada per la diversitat génica ente els grups (Fcr = 0.0209,
p < 0.0001). No obstant, en |"agrupacio I, en la que s analitza una separacio Nord-Sud, €l
total de la diversitat genica (Fsr = 0.0118, p = 0.00050) va ser explicat per la diversitat
génica entre mostres dins de les agrupacions (Fsc = 0.0215, p = 0.00012), concretament
entre les mostres de la Peninsula Ibérica i les mostres sardes. A més, |”estructuracio de la
diversitat genica també es va adaptar en gran mesura amb |"agrupacio I, en la que
S'analitza una separacio Est-Oest, on la diversitat génicatotal (Fst = 0.0284, p = 0.00062)
va ésser explicada gairebé totalment per la diversitat génica entre grups de mostres (Fcr =
0.0253, p < 0.0001). En base a aquests resultats, es pot afirmar que existeix un grau
considerable d"homogeneitat genetica entre les mostres de la Peninsula lberica i les
mostres marroquines en els 9 marcadors analitzats. Aquest fet indicaria que |"estret de
Gibraltar no ha representat una barrera infranquejable per al flux genic entre e Nord
d"Africai la Peninsula | bérica en temps passats. En canvi, les mateixes andlisis han mostrat
gue la insularitat de les mostres sardes ha condicionat certa peculiaritat genetica de les
mateixes que deixa entreveure |“existéncia d un aillament d”agquestes mostres respecte ales

atres, jasiguin peninsulars o marroquines.
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AGRUPACIONS POBLACIONALS FST FSC FST
| (BASC. ALPU.)(ARAB. BERB.)(CABR. NUOR.) 0-858&9* -0.00069 052(%8(?01*
I (BASC. ALPU. CABR. NUOR.) (ARAB. BERB.) O-ggégo* O-ggé)?z* -0.0099
1 (BASC. ALPU. ARAB. BERB.) (CABR. NUOR.) 0-85(%2* %?3%1;’12 Obgggg’of

Taula 1V.46. Diversitat génica en base als 9 marcadors entre les 6 mostres mediterranies
agrupades sota un criteri geografic. Fsr: diversitat genica total. Fs:: diversitat génica
entre mostres dins del mateix grup. Fcr: diversitat génica entre grups de mostres. El

simbol % indica els valors amb p<0.05.

Dins de la Peninsula Ibérica, cal destacar la gran diferenciacié mostrada per la mostra
de Bascos que va presentar valors extrems en la distribucio de les frequencies a-léliques
respecte a la resta de poblacions analitzades, incloent la mostra d”Ahizi, en 6 (FVII -323
10 pb INS/DEL, FVII HVR4, FGA Taql, GPI1b 9 pb INS/DEL, PLAT TPA25i PAI-1
Hindl11) dels 9 marcadors analitzats. Aquest fet queda clarament reflectit en la col-locacio
d aquesta mostra al”extrem dels arbres mostrats ales figures V.11 IV.12. Aquest resultat
confirma certa peculiaritat genética de la poblacié basca dins del marc de les poblacions
mediterranies detectada en molts estudis basats en dades craniomeétriques (Lalueza et al.
1996), marcadors classics (Aguirre et a. 1991, Manzano et a. 1996), marcadors d ADN
autosomics (Comas et a. 1998), ADN mitocondria (Richards et a, 1996) i cromosoma Y
(Scozzari et al. 1997; Lucotte i Hazaout, 1996). Aquesta peculiaritat ha estat interpretada
moltes vegades com una conseqiiéncia de | origen mesolitic de la poblacié basca no
influida genéticament per |"expansio demografica del neolitic (Cavalli-Sforza et al. 1994),
encara que en contraposicio a aguesta hipotesi també sha argumentat una colonitzacio
neolitica de la regié basca (Calderon et al. 1998) seguida de |"efecte de I"aillament i la

deriva genética sobre aquesta poblacio.
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En el cas de lamostrad”Alpujarras cal destacar cert grau de proximitat genética amb la
mostra d”Arabs respecte a la qual va mostrar valors molt baixos de distancia de Reynolds
en e gen FVII (0.0043), en e cluster genic de les integrines (0.0010) i en la matriu de
distancies construida utilitzant la informacié proporcionada pels 9 marcadors analitzats
(0.0051)(taula 1V.44), aixi com amb la mostra de Berbers respecte a la qual va mostrar
distancies de Reynolds de 0.00338 en el gen FVII, i de 0.0126 en la matriu de distancies
gue inclou la informaci6 dels 9 marcadors analitzats. Aquests resultats permetrien
confirmar una gran proximitat genetica entre lamostrad”Alpujarras i la mostra marroquina
d’Arabs que ja havia estat detectada anteriorment (Kandil, 1999) tant a nivell de
polimorfismes classics com d"’ADN i que podria ser € resultat del contacte historic que va
implicar I"ocupacié musulmana del regne de Granada durant més de 7 segles. Malgrat tot,
existeixen treballs basats en |"estudi de marcadors classics, de polimorfismes autosomics o
del cromosoma Y (Simoni et al. 1999, Comas et al. 2000, Bosch et al. 2001) en els que es
detecta una forta discontinuitat genética entre les poblacions de la Peninsula Iberica i
I”’Africa Nord-Occidental, reconeixent-se un escas flux genétic a través de |'estret de
Gibraltar. Els resultats obtinguts en e present treball estarien en contraposicié a un flux
geénic limitat através de | estret de Gibraltar, com aminim anivell de les mostres d” Arabsi
Alpujarras aqui analitzades. La mostra d Arabs va destacar per posseir valors extrems en
les frequéncies a-leliques per a polimorfisme FGB Hindlll respecte e total de les
mostres estudiades i per a marcador FVII -323 10 pb INS/DEL entre les poblacions
mediterranies, mentre que la mostra de Berbers ho vafer per aFGB Bcll i GPIIlaTagl en
el total de les mostres analitzades i per a FGA Taqgl entre les mostres mediterranies.
Aquestes dues mostres també van mostrar un valor baix de distancia de Reynolds (0.0104)
entre elles en la matriu construida en base a lainformacio proporcionada pels 9 marcadors
analitzats (taula IV.44) que indicaria certa proximitat genética entre elles. Aquest fet es
contraposaria a un origen diferent per ala poblacio arab i berber del Marroc i recolcariala
hipotesi de |"existencia d"un fort component berber en la poblaci6 arab d"aguest pais fruit
de I"adquisicio de la cultura arab per part de la poblacié berber originaria d aquesta regio
geograficaal llarg de les generacions, donant |loc a poblacié actualment considerada com a
arab. Aquesta afinitat entre la poblacié arab i berber a Marroc ha estat anteriorment
detectada en base a polimorfismes classicsi dADN (Harich 2002).
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Pel que respecta a les mostres sardes, aquestes van mostrar-se ben diferenciades de la
resta de mostres mediterranies. Nuoro va mostrar valors extrems de fregiencies a -leliques
per a marcador FVII HVR4 respecte a la resta de mostres i per als marcadors FGB
Hindlll, FGB Bcll i TPA25 respecte a les mostres mediterranies, mentre que Cabras ho
vafer per aGPlIb 9 pb IND/DEL i PAI-1 Hindlll respecte a la resta de mostres i per a
GPllla Tagl respecte a les mostres mediterranies. A pesar de localitzar-se en dos entorns
ben diferenciats dins de I'illa de Sardenya, aquestes dues mostres no presenten diferencies
remarcables entre elles a nivell dels marcadors analitzats. Aquest fet es pot apreciar pel
valor de la distancia de Reynolds (0.0117) entre elles en la matriu en que s’inclouen les
dues (taula 1V.45), de menor magnitud que la distancia que separa, per exemple, les dues
mostres de la Peninsula Ibérica (0.0168), i per la seva col-locacié unaal costat de |"altraen
I"arbre i en la representacio de I"analisi de components principals que inclouen agquestes

dues mostres (figuralV.12).
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PART 2. ESTUDI EPIDEMIOLOGIC

En aguest apartat s'exposen els resultats obtinguts en les mostres de 101 families

nuclears amb fills af ectats de CAl.

2.1. DADES AL -LELIQUES, HAPLOTIPIQUES | DE DESEQUILIBRI
DE LLIGAMENT

A. VARIACIO AL-LELICA

En les figures de la IV.13 a la V.20 s'exposen les frequencies al-léliques i la
representacié grafica de les mateixes dels 13 marcadors andlitzats a les families nuclears.
Aquesta mostra ha estat subdividida en 3 grups que comprenen: €l total delsindividus, els

progenitors, i elsfills afectats de cardiopatiaisquémica.

En & gen FVII (figura1V.13) s observa un predomini del"al-lel D en front de I"a-lel |
per a marcador —323 10 pb INS/DEL com ja s'havia observat en les mostres poblacionals.
La delecid es va presentar amb una frequéencia de 0.816 en € total de les families i de
0.821 1 0.812 en pares i fills afectats, respectivament. Aguests valors son mes propers as
mostrats per la mostra d"Alpujarras (0.840) que als mostrats pels Bascos que ja s havien
destacat de les altres mostres poblacionals pel seu elevat valor de I'al-lel D (0.972). Els
valors d heterozigositat (0.295 en pares i 0.307 en fills afectats) es van trobar per sobre
dels observats ales mostres de la Peninsula Ibérica. Tant els pares com elsfills afectats van
mostrar-se en equilibri Hardy-Weinberg.

Per al marcador HVR4 (figura 1V.13) es va observar un predomini de I"al-lel H6 amb
una frequiéncia de 0.655 en €l total dindividus, i amb un valor de 0.639 tant en els fills
afectats com en els progenitors. Aquests valors es troben dins del rang observat en les
mostres poblacionals peninsulars (0.632 a Bascos i 0.674 a Alpujarras). Com en €l cas de
la mostra d"Alpujarras, es va presentar 1"a-lel H5, encara que amb una frequiéncia molt
baixa (0.005 en paresi fills afectats). L heterozigositat per a aguest marcador també va ser
[leugerament superior en elsfills afectats (0.467) que en els pares (0.457) trobant-se aquest
parametre dins del rang mostrat per les mostres peninsulars analitzades. La mostra de

progenitors aixi com la defills afectats van adaptar-se al”equilibri Hardy-Weinberg.
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FVII
FILLS
GENOTIPS: 1
I 0.020 0.021 0.030
ID 0328 0.317 0.317 08|
DD 0652 0.662 0.653
-323 10 pb N 302 145 101 08
INS/DEL Het. (unb.) | 0301 0295 0.307 04
HW (p exacta) - 0.570 1 '
AL-LELS: 0,2
| 0.184 0179 0.188
D 0816 0.821 0.812 0 | 5
GENOTIPS:
H7H7 0.133 0133 0158
H7H6 0400 0399 0.386 14
H7H5 0.010 0.007 0.010
H6H6 0454 0454 0.446 081
H6H5 0.003  0.007 - 06
HVR4 N 300 143 101 '
Het. (unb.) | 0457 0457 0.467 04
HW (p exacta) - 0.265 0.129
AL-LELS: 021
H7 0338 0.336 0.356
H6 0.655 0.639 0.639 0=
H5 0.007 0.005 0.005 H7  H6 H5

Figura IV.13. Distribuci6 de les freguencies al.leliques i genotipiques dels polimorfismes
analitzats en €l gen FVII a la mostra de families nuclears amb fills afectats per CAl. Het.
(unb.): heterozigositat “ unbiased estimate” . HW (p exacta): significacio del test exacte
per a |I"equilibri Hardy-Weinberg. A la dreta de la taula es mostra una representacio

grafica de la distribuci6 de les freqliencies al -|éliques dels dos mar cador s estudiats.
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Dins del cluster génic del fibrinogen (figura1V.14), € locus FGB Hind |11 va mostrar
com a al-lel més frequent el Hd1 (0.816 en €l total d'individus), com ja s’ havia observat a
les mostres poblacionals peninsulars. Cal destacar que €l valor assolit per aquest al-lel en €l
grup de fills afectats (0.832) supera a mostrat pels pares (0.793), Bascos (0.806) i
Alpujarras (0.780). Com a consequiéncia d"aguest fet, |"heterozigositat del grup de fills
afectats va ser la més petita (0.281) entre les mencionades mostres. El grup de pares, en
canvi, va mostrar una diversitat de 0.329, estant aquest valor dins del rang observat en les
mostres analitzades en la Peninsula Ibérica. Tant els fills afectats com els progenitors van
adaptar-se al”equilibri Hardy-Weinberg.

Per al marcador FGB Bcl | (figura 1V.14), I"a-lel més freqlent va ser el B2 amb un
valor de 0.863 en € total dels individus. Els fills afectats van mostrar una fregtiéncia
d'aquest a-lel (0.864) lleugerament superior a la presentada pel grup de pares (0.846) i
també per sobre dels valors mostrats per Bascos (0.841) i Alpujarras (0.837). Aquest fet fa
gue € grup de fills afectats presenti una heterozigositat de menor magnitut que e grup de
pares (0.237 i 0.262, respectivament). Aquests valors es troben per sota del rang observat
en les 2 mostres peninsulars estudiades en el present treball. Tant € grup de fills afectats
com €l grup de progenitors es van mostrar en equilibri Hardy-Weinberg per a aquest
polimorfisme.

En e marcador FGA Taq | (figura IV.15), I"al-lel més frequent va ser e T2, amb un
valor de 0.788 en € total dels individus. El grup de fills afectats va presentar una
freqliencia més baixa d"aquest al-lel (0.777) que €l grup de pares (0.803) i les poblacions
penisulars (0.849 a Bascos i 0.790 a Alpujarras). Aquest fet vaincidir en | heterozigositat
gue en el grup de fills malalts va ser de 0.348. Aquest valor va ser superior al mostrat pels
pares (0.317), que es van trobar dins del rang establert per les dues poblacions peninsulars
per a aquest parametre. No es va observar desviacié de | equilibri Hardy-Weinberg en els
progenitors ni tampoc en elsfills.
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Figura IV.14. Distribucio de les freguencies al.leliques i genotipiques dels polimorfismes
analitzats en el cluster genic del fibrinogen a la mostra de families nuclears amb fills
afectats per CAl. Het. (unb.): heterozigositat “ unbiased estimate”. HW (p exacta):
significacio del test exacte per a |” equilibri Hardy-Weinberg. A la dreta de la taula es

mostra una representacio grafica de la distribucio de les fregliencies al-leliques dels tres

FIBRINOGEN
FILLS
GENOTIPS:
Hd1Hd1 0675 0628 0.712
HdiHd2 0282 0331 0.238
FGB Hd2Hd2 0.043 0.041  0.050
Hind 11 N 302 145 101
Het. (unb.) |0.301 0329 0.281
HW (p exacta) - 1 0.148
AL-LELS:
Hd1 0816 0.793  0.832
Hd2 0.184 0.207 0.168
GENOTIPS:
B1B1 0.031 0.041 0.023
B1B2 0212 0228 0.227
B2B2 0.757 0.731  0.750
FGB N 260 123 88
Bel I Het. (unb.) 0.236 0.262  0.237
HW (p exacta) - 0.163  0.655
AL-LELS:
Bl 0.137 0154 0.136
B2 0.863 0.846 0.864
GENOTIPS:
TIT!L 0.060 0.055 0.069
TiT2 0.305 0.283 0.307
T2T2 0635 0662 0.624
FGA N 302 154 101
Tag | Het. (unb.) 0335 0317 0.348
HW (p exacta) - 0.195 0.254
AL-LELS:
Tl 0212 0197 0.223
T2 0.788 0803 0.777

marcador s estudiats.

208

0,81
0,61
0,44
0,21

0,81
0,6
0,44

0,21

Hd1

Hd2

0,8
0,6
04
0,2

Bl

B2

w7y

T1




Resultats i discussio

En referencia a gen de la integrina plaquetaria GPIlla, en la distribucio de les
fregliencies a-leliques del STR (CT), es van detectar 14 al-lels diferents en € total dels
individus que van cobrir un interval comprés entre 158 pb i 196 pb (figura IV.15). Aquest
rang amplia el presentat per Stoffel i Bell (1992) que va cobrir un rang comprés entre 166
pb i 184 pb en una mostra de 57 caucasoides amb una heterozigositat de 0.610. Dels 14
al-lels detectats, 12 es van presentar en els progenitors i 11 en €ls fills afectats i, per
aguesta rao, €ls darrers presenten una heterozigositat (0.643) inferior a la dels primers
(0.715). En general, cada al lel es diferencia del”immediatament anterior o posterior en una
sola repeticio (2 pb), encara que existeixen salts de 4 pb (entre 158 i 162, i entre 170 i 174)
i finsi tot de 6 pb (entre 1821 188, i entre 190 i 196) gque es concentren entre els a-lels de
major tamany. S observa una distribucié bimodal de les frequéncies al-léliques, fenomen
gue es déna amb freguiencia en els microsatd -lits, tant en € total dels individus com en els
paresi elsfills afectats amb €l pic de mgjor frequénciasituat en 1"a-lel 178 (0.448 a paresii
0.426 afills afectats) i amb el segon pic situat al al-lel 166, de menor frequencia (0.253 a
pares i 0.242 afills). Tant el grup de pares com e grup de fills afectats es van adaptar a
I"equilibri Hardy-Weinberg.

En & marcador GPIlla Taqg | (figura 1V.16), I"a-lel més frequent en e total dels
individus va ser el T2 (0.599), presentant un valor més baix en elsfills afectats (0.589) que
en els pares (0.624). Aquests valors resulten forca baixos en comparacié als observats a
Bascosi Alpujarras amb freqiiéncies del mencionat al-lel de 0.718 i 0.740, respectivament.
El fet de que les frequiéncies d"ambdds al-lels siguin més properes a 0.5 en la mostra de
families nuclears fa que en aguesta els valors de diversitat siguin superiors (0.471 aparesi
0.487 afills afectats) als mostrats per les poblacions analitzades en la Peninsula I bérica. El
grup de fills afectats no es va adaptar a |"equilibri Hardy-Weinberg, mostrant un defecte
significatiu d"heterozigots respecte a que s esperaria sota situacié d equilibri (Fis= 0.243;
p = 0.0145).

El polimorfisme GPI1b 9 pb INS/DEL (figuralV.16), va mostrar I"a-lel | com e més
freqUent en el total delsindividus (0.674), amb valors de 0.669 per als paresi 0.693 per as
fills afectats. Aquestes freguiencies es troben dins del rang determinat per les poblacions
peninsulars analitzades (0.560 a Bascos i 0.700 a Alpujarras). De la mateixa manera que
aguestes Ultimes, tant progenitors com fills afectats van presentar valors d heterozigositat
elevats (0.444 i 0.428, respectivament). Novament, el grup de fills afectats no es va adaptar
a I"equilibri Hardy-Weinberg amb un defecte significatiu d"heterozigots respecte a que
s esperariaen condicions d equilibri (Fs= 0.255, p = 0.0103).
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GPllla (CT)n
FILLS
(CAI)
N 301 144 101
Het. (unb.) 0.720 0715 0.643
HW (p ex.) - 0.058 0.137
AL-LELS
(pb):
158 0.002 ) 0.005
+0.002 +0.005
162 0.003 0.003 0.005
+0.002  +0.003  +0.005
164 0.003 0.003 0.005
+0.002  +0.003  +0.005
166 0256 0.253 0.242
+0.017  +0.025  +0.032
168 0.003 0.007 )
+0.002  +0.004
170 0.035 0.028 0.035
+0.007  +0.010  +0.013
174 0.028 0.028 0.035
+0.006  +0.010  +0.012
176 0.055 0.049 0.054
+0.010  +0.011  +0.014
178 0428 0448 0.426
+0.022 +0.028  +0.034
180 0.163 0158 0.178
+0.015 +0.020  +0.028
182 0.017 0017 0.010
+0.005 +0.007  +0.007
188 0.003 0.003 0.005
+0.002 +0.003  +0.005
0.002
190 +0.002 ) )
196 0.002 0.003 )
+0.002  +0.004

Figura 1V.15. Distribucié de les frequéncies al.léliques del STR GPIlla (CT), a la mostra
de families nuclears amb fills afectats per CAl. Els al-lels s"Tanomenen en funcio de la seva
grandaria en pb. Het. (unb.): heterozigositat “ unbiased estimate’. HW (p exacta):
significacio del test exacte per a |I"equilibri Hardy-Weinberg. A la dreta de la taula es

mostra una representacié grafica de la distribucio de les esmentades freguencies

al-léliques.
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INTEGRINES PLAQUETARIES

FILLS
GENOTIPS:
TITL 0199 0159 0.228 1
TIT2 0404 0434 0.366 08!
T2T?2 0397 0407 0.406
N 302 145 101 06
GPINaTaql | "yt wnb) | 0481 0471 0487 04l
HW (p exacta) - 0.379 0.014%
AL-LELS: 021
T1 0401 0376 0411 0
T2 0599 0624 0.589
GENOTIPS:
I 0474 0434 0535
ID 0400 0469 0317 !
DD 0126 0.097 0.149 08
GPIIb 9 pb N 302 145 101 06
INS/DEL | Het.(unb.) | 0.440 0.444 0.428 '
HW (p exacta) - 0.575 0.018% 04
AL-LELS: 02
I 0674 0669  0.693
D 0326 0331 0307 o 5

Figura 1V.16. Distribuci6 de les fregiéencies al.léliques i genotipiques dels polimorfismes
GPIlla Taqgl i GPIlb 9 pb INSDEL a la mostra de families nuclears amb fills afectats per
CAl. Het. (unb.): heterozigositat “ unbiased estimate” . HW (p exacta): significacio del test
exacte per a l'equilibri Hardy-Weinberg. A la dreta de la taula es mostra una
representacio grafica de la distribucio de les freqliencies al-léliques dels esmentats

marcadors. % p < 0.05.

En referénciaalavariacié en e gen PLAT, en el STR (TG)14(TA)12 €s van detectar 14
al-lels diferents en e total dels individus que van cobrir € rang de mides comprés entre
104 pb i 136 pb (figura1V.17), aquest rang amplia en una repeticio e marge inferior dels
resultats obtinguts en aquest microsatel-lit per Thomas i Drayna (1992) amb intervals de
106 a 128 pb i de 108 a 138 pb en 46 japonesos i en 35 nordamericans, respectivament.
L a-lel 104 no es va presentar en el grup de progenitors ni en el de fills afectats, en aguest
darrer grup, a mes, no es van presentar els al-lels 132, 134 i 136. Tots els al-lels es van
diferenciar de |’al-lel anterior o posterior per una sola repeticio (2 pb), excepte en € cas

dels a-lels 106 i 114. En la distribucio de les freqliéncies al-leliques s observa un sol pic
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maxim a |"al-lel 120, amb una diferéncia considerable entre progenitors i fills afectats
(0.571 i 0.636 respectivament). L heterozigositat va ser de 0.493 per als paresi de 0.573
per as fills afectats, aguests valors resulten baixos respecte as obtinguts en | estudi
anteriorment citat (0.660 a japonesosi 0.690 nordamricans) i comparables al's obtinguts per
Tishkoff i col-laboradors (2000) en una mostra de 100 danesos (0.530). El grup de
progenitors aixi com el defills afectats es van mostrar en equilibri Hardy-Weinberg.

En la figura IV.18 es mostra la distribucié de frequencies a-leliques del STR
(CA)1sC(TC)10 del gen PLAT. Es van detectar 17 al-lels diferents en e tota dels
individus, dels quals 16 es van presentar en els progenitors i nomeés 12 es van presentar en
elsfills afectats. En el total delsindividus, |"al-lel més petit vaser € 991 el més gran va ser
el 145, aguests resultats amplien e maxim rang d’al-lels detectat en poblacions d origen
europeu en €l treball de Tishkoff i col-laboradors (2000) on |"al-lel més petit vaser € 105
el més gran € 141 en una mostra de 100 danesos. El grup de fills afectats presenta una
major heterozigositat (0.833) que e grup de pares (0.787), valors molt similars als
detectats en poblacions europees en € mencionat treball (0.797 a danesos i 0.711 a
finesos). En la majoria de casos, la diferéncia entre un al-lel determinat i I"immediatament
anterior o posterior és d unarepeticio (2 pb), encara que també sobserven dos salts de 4 pb,
entreelsallels 991 103 i entre els al-lels 105 i 109, i diferencies de major grandaria que,
novament, es donen entre els al-lels més pesatsi per tant amb major nombre de repeticions:
un salt de 6 pb entre els a-lels 1391 145 i un salt de 8 pb entre els a-lels 131 i 139.
S observa una distribucié bimodal de les frequéncies al-léliques amb un pic maxim a
I"al-lel 113 (0.345 a paresi 0.354 afills afectats) i un segon pic menys frequent en I"al -lel
127 (0.110 a pares i 0.120 a fills afectats). Es destacable la diferéncia en la freqiiéncia de
["al-lel 115 entre pares i fills afectats (0.110 i 0.057, respectivament). Tant € grup de
progenitors com el defills afectats es van mostrar en equilibri Hardy-Weinberg.

En e marcador PLAT TPA25 (figura 1V.19), I"a-lel més freqlent en € total dels
individus va ser €l D (0.425), amb un valor de 0.424 a grup de paresi de 0.426 a grup de
fills afectats. Aquests resultats es troben dins del rang de freqliencies obtingudes per a
mencionat al-lel en les 2 poblacions peninsulars (0.412 a Bascos i 0.474 a Alpujarras). Els
valors d"heterozigositat es van mostrar elevats (0.490 a paresi 0.491 afills afectats), dins
del marge observat per a aquest parametre a Bascos i Alpujarras. Tant €l's progenitors com
elsfills afectats es van adaptar al”equilibri Hardy-Weinberg.
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PLAT (TG),(TA),,

FILLS

(CAI)
N 286 136 9
Het. (unb.) | 0538 0493 0573
HW (p ex.) - 0.206 0.857
AL-LELS
(pb):
104 0.002 ) )
+0.001
106 0.005 0.007 0.005
+0.003 +0.005 +0.004
14 0003 0004 0005
40002  +0004  *0.006
16 0.005 0.007 0.005
+0.003 +0.005 +0.005
18 0.066 0051 0062 | .
+0.011 +0.012 +0.019
120 0621 0571 0636 | °°
+0.021 +0.026 +0.035 051
0207 0202 0.193
122 0a.
+0.017 +0.024 +0.028
14 0.037 0026 0042 | °3
+0.008 +0.010 +0.014 02
0.007 0007 0.010
126 0,11
+0.004 +0.006 +0.007
0019 0022 0021 | o e e
128 +0.006 +0.008 +0.010 104 106 114 116 118 120 122 124 126 128 130 132 134 136
130 0021 0022 0021
+0.007 +0.009 +0.010
13 0.003  0.007 )
+0.002 +0.006
134 0.002 0.037 )

+0.002 +0.004

0002 0037
= +0.002 +0.004

Figura IV.17. Distribucié de les frequiéncies al.léliques del STR PLAT (TG)14 (TA)12 a la
mostra de families nuclears amb fills afectats per CAl. Els al-lels s'anomenen en funcié de
la seva grandaria en pb. Het. (unb.): heterozigositat “ unbiased estimate” . HW (p exacta):
significacié del test exacte per a I"equilibri Hardy-Weinberg. A la dreta de la taula es
mostra una representacié grafica de la distribucié de les esmentades frequencies
al-ldiques.
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PLAT (CA);C(TC),,

FILLS

(CAI)
N 286 136 96
Het. (unb.) 0.797 0.787 0.833
HW (p ex.) - 0.220 0.266
AL-LELS
(pb):
99 0.002 0.004 }
+0.002  +0.004
0.003 0.010
103 +0.002 - +0.007
105 0.007 0.007 0.005
+0.003  +0.005  +0.006
109 0021 0029 0010
+0.006  +0.009  +0.007
0.005 0.011
— +0.003  +0.007 i
13 0.355 0.345 0.354
+0021 0031  +0.033
o 0082 0110 0057
+0.012 40019  +0.018
17 0.150 0.136 0.172
+0.015 40018  +0.028
119 0.014 0.018 0.005
+0.005  +0.007  +0.005
0.003 0.007
L +0.002  +0.005 i
123 0.068 0.070 0.083
+0.010 40016  +0.020
o 0052 0040 0057
+0.009 40010 +0.016
127 0.121 0.110 0.120
+0.013 40021  +0.023
129 0.080 0.066 0.099
+0013 0012  +0.021
- 0031 0037 0026
+0.007 40011  +0.012
139 0.002 0.004 )
+0.002  +0.004
145 0.002 0.004 )
+0.002  +0.004
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Figura IV.18. Distribuci6 de les frequiéncies al.l&liques del STR PLAT (CA)15 C(TC)p ala

mostra de families nuclears amb fills afectats per CAl. Els al-lels s"anomenen en funcié de

la seva grandaria en pb. Het. (unb.): heterozigositat “ unbiased estimate” . HW (p exacta):

significacio del test exacte per a |I"equilibri Hardy-Weinberg. A la dreta de la taula es

mostra una representacié grafica de la distribucié de les esmentades frequencies

al-leliques.
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PLAT TPA25
FILLS
; (CAI)
GENOTIPS:
I 0.368 0365 0.356 1
ID 0414 0421 0436 08
DD 0218 0214 0208
N 302 145 101 06
Het. (unb.) | 0490 0490 0491
HW (p exacta) - 0.092  0.309 04
AL LELS: 02
I 0575 0576 0574
) 0425 0424 0426 0 | o

Figura 1V.19. Distribucio de les frequencies al.leliques i genotipiques del polimorfisme
PLAT TPA25 a la mostra de families nuclears amb fills afectats per CAl. Het. (unb.):
heterozigositat “ unbiased estimate’. HW (p exacta): significacio del test exacte per a
I"equilibri Hardy-Weinberg. A la dreta de la taula es mostra una representacio grafica de

la distribucio de les freguiencies al -1eliques d"aquest marcador.

Els resultats obtinguts en els dos polimorfismes analitzats en el gen PAI-1 es mostren en
lafiguralV.20.

En e STR (CA), es van detectar un total de 9 allels diferents amb grandaries
compreses entre 201 pb i 229 pb. El grup de pares només va presentar 6 dels 9 al-lels (del
201 al 211), dins d"aguest interval la diferencia en grandariad’'un a-lel al'immediat va ser
sempre d"una repeticio (2 pb). En els al-lels per sobre d aquest interval, exclusius del grup
de fills afectats, €l pas d'un a-lel a segiient en grandaria va implicar més d"una repeticio
havent-hi 8 pb entre 211 i 219, 6 pb entre 2191 225 i 4 pb entre 225 i 229. S observa una
distribucié bimodal de les frequéncies a-leliques amb un primer maxim al’al-lel 201, €
meés frequient (0.376 a paresi 0.307 afills afectats), i un segon maxim al al-lel 209 (0.142
a pares i 0.173 a fills afectats). Cal destacar |"existencia de certes diferencies entre els
progenitors i €ls fills afectats en les frequiencies de gairebé tots els a-lels. Els vaors de
diversitat van ser 0.7611 0.791 per aparesi fills afectats respectivament. Ambdds grups es
van adaptar al”equilibri Hardy-Weinberg.
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En e polimorfisme Hind |11, de la mateixa manera que en les dues poblacions
peninsulars analitzades, 1'al-lel més comi va ser e Hdl, presentant-se amb unes
fregiiencies de 0.613 en € total d'individus, 0.576 als pares i 0.644 ds fills afectats.
Aquests valors son de la mateixa magnitud que els obtinguts a Bascos (0.654) i a
Alpujarras (0.596). De la mateixa manera que a les poblacions peninsulars analitzades, les
heterozigositats mostrades van ser ates (0.490 per a pares i 0.461 per a fills afectats).
Progenitorsi fills afectats es van adaptar al equilibri Hardy-Weinberg.
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PAI-1 (CA),
FILLS
(CAI)
N 298 142 100
Het. (unb.) | 0.772 0.761 0.791
HW (p ex.) - 0.859 0.639
AL-LELS
(pb):
201 0.341 0376 0.307
0017 #0029  +0.034
203 0178 0191 0.158
+0.014 #0023  +0.026
205 0.230 0195 0.228
+0.015 +0.024 +0.031
207 0.018 0.018 0.025
+0.006  +0.007  +0.012
209 0.143 0142 0.173
+0.015 +0.022 +0.027
11 0.082 0.078 0.084
+0.010 +0.015 +0.019
219 0.002 ) 0.010
+0.002 +0.007
0.002 0.005
2% +0.002 i +0.005
299 0.002 ) 0.010
+0.001 +0.007
PAI-1 Hind 111
FILLS
(CAI)
GENOTIPS:
Hd1Hd1 0352 0305 0.406
Hd1Hd2 0522 0542 0475
Hd2Hd2 0.126 0153 0.119
N 301 144 101
Het. (unb.) 0.475 0.490 0.461
HW (p exacta) - 0.234 0.830
AL-LELS:
Hd1 0613 0576 0.644
Hd2 0.378 0424  0.356

0,54

0,44

0,34

0,24

0,14

201

203

0,81

0,6

0,41

0,21

205

207 209 211 219 225 229

Hdl Hd2

Figura IV.20. Distribuci6 de les freguencies al.leliques i genotipiques dels polimorfismes

(CA)n i Hind 111 del gen PAI-1 a la mostra de families nuclears amb fills afectats per CAI.
Het. (unb.): heterozigositat “ unbiased estimate’. HW (p exacta): significacio del test

exacte per a l"equilibri Hardy-Weinberg. A la dreta de la taula es mostra una

representacié grafica de la distribucié de les frequéncies al-léliques dels dos

polimorfismes.
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B. VARIACIO HAPLOTIPICA

En lestaules entre la V.47 i la V.51 s'exposen les frequiencies haplotipiques en les 5
regions cromosomiques analitzades en la present tesi. Es tracta de frequencies reals (no
estimades) ja que, ans a contrari que les mostres poblacionals, a la mostra de families
nuclears el coneixement del genotip a cada locus en cada membre de la familia permet la
reconstruccio inequivoca, en un elevat percentatge d’individus, dels haplotips que formen

aquests|oci.

En e gen FVII (taula 1V.47), va ser possible la reconstruccié inequivoca del 99.83 %
dels haplotips. Es van detectar 4 haplotips diferents (I-H7, 1-H6, D-H7 i D-H6), un més que
els Bascos, que no havien presentat e |I-H6, i un menys que Alpujarras que, a més, havia
presentat |"haplotip D-H5. Com en e cas de les mostres poblacionals peninsulars,
I"haplotip més fregient va ser el D-H6, amb valors de 0.608 en el total dels individus,
0.615 en pares i 0.593 en fills afectats. Aquests valors son Ileugerament inferiors as
estimats per a Bascos (0.656) i Alpujarras (0.623). No es van observar diferencies en la
distribucio de frequencies haplotipiques entre €l grup de pares i € grup de fills afectats
(figura IV.21). L heterozigositat en el grup de progenitors (0.567) i en € grup de fills
afectats (0.595) va superar lleugerament el valor daguest parametre a Alpujarras i en
major grau al de Bascos.

En € cas del cluster genic del fibrinogen (taula IV.48) va ser possible la reconstruccié
inequivoca del 82.12 % dels haplotips. Van ser detectats un total de 7 haplotips diferents
en el total dels individus (Hd1-B1-T2, Hd1-B2-T1, Hd1-B2-T2, Hd2-B1-T1, Hd2:B1-T2,
Hd2:B2-T1, i Hd2:B2-T2), els mateixos que s havien estimat a Alpujarras i tres més dels
gue s havien estimat a Bascos. L haplotip més fregient va ser el Hd1-B2:T2 que es va
presentar amb valors de 0.694 en el total delsindividus, 0.651 en els progenitorsi 0.652 en
els fills afectats. Aquestes fregliencies van ser properes a les estimades per a mateix
haplotip a Bascos (0.657) i a Alpujarras (0.579). No es van observar diferencies en la
distribucié dels haplotips més freglents entre els progenitors i €es fills afectats (figura
IV.22). Els vaors de diversitat també van ser similars als estimats en les 2 mostres
poblacionals peninsulars, amb heterozigositats de 0.662 per als paresi de 0.643 per asfills
afectats.
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Dins del cluster genic de les integrines plaguetaries es van poder reconstruir € 79.63 %
dels haplotips. Es van detectar 28 haplotips diferents en el total dels individus, només els
14 que van presentar frequiéncies per sobre de 0.01 es mostren a lataula 1V.49. L haplotip
meés frequent va ser el 178:T2:1 (0.299 a total dels individus, 0.316 a paresi 0.289 afills
afectats) seguit del 166-T1:1 (0.173 a total dels individus, 0.162 als progenitorsi 0.171 a
fills afectats), la resta d haplotips van mostrar freqliencies per sota de 0.1. No es van
apreciar diferencies en la distribuci6 dels haplotips més freglients entre els paresi els fills
afectats (figura1V.23). La diversitat genica va ser elevada, amb valors d”heterozigositat de
0.861 aprogenitorsi 0.887 afills afectats.

En e gen PLAT es van poder reconstruir e 79.47 % dels haplotips. A la taula IV.50,
nomeés es mostren 19 haplotips, que van presentar una frequiéncia per sobre de 0.01, dels 57
gue es van detectar en € total dels individus. Els haplotips més freqlients van ser €
120-113:1 (0.250 en €l total dels individus, 0.244 a pares i 0.267 as fills afectats) i en
segon lloc |"haplotip 120-127-D amb valors de 0.104, 0.093 i 0.107 al total dels individus,
progenitors i fills afectats, respectivament. A la figura |V.24 s aprecien certes diferéencies
en la distribucio de frequiéncies haplotipiques entre el grup de paresi € de fills afectats,
especialment en els haplotips 122-117:1, 120-129:D, 120-115-D i 122:113:l. ESs van mostrar
valors de diversitat elevats, amb heterozigositats de 0.876 aparesi 0.889 afills afectats.

Finalment, en el gen PAI-1 van poder ser reconstruits el 86.42 % dels haplotips. Es van
detectar 12 haplotips diferents en el total delsindividus (taula1V.51), dels quals € grup de
pares en va presentar 11. Els haplotips més fregients van ser el 201-Hd2, amb valors de
0.272 en €l total dels individus, 0.293 en els pares i 0.247 als fills afectats, seguit de
205-Hd1 amb valors de 0.234, 0.207 i 0.228 en €l total delsindividus, paresi fills afectats,
respectivament. Es van apreciar certes diferencies entre progenitors i fills afectats en la
distribucié daguns haplotips (figura 1V.25), especiament per a 203-Hd1, 209-Hd1 i
211-Hd1. Els vaors de diversitat en les fregiencies haplotipiques van ser dels més elevats
en el present treball, amb heterozigositats de 0.918 al grup de paresi 0.898 al grup defills
afectats.
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HAPLOTIP TOTAL PARES IE(I:LAI])S
1. H7 0.098 0.094 0.106

1. H6 0.060 0.055 0.058

D H7 0.234 0.236 0.243

D- H6 0.608 0.615 0.593
Heterozigositat nglz 8(;‘:‘0623 865.(?23

Taula 1V.47. Frequéncies haplotipiques inequivoques per al gen FVII en la mostra de

families nuclears amb fills afectats per CAl.

FREQUENCIES HAPLOTIPIQUES AL GEN FVII

TOTAL

PARES

FILLS (CAl)

Figura 1V.21. Representacio de les freqgliencies haplotipiques inequivoques al gen FVII en
la mostra de families nuclears amb fills afectats per CAl.
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HAPLOTIP TOTAL PARES 'zéIAII)S
Hdl. Bl: T2 0.004 0.003 0.006
Hdl-B2-T1 0.125 0.182 0.195
Hdl- B2- T2 0.694 0.651 0.652
Hd2 B1- Tl 0.016 0.010 0.006
Hd2 - B1- T2 0.101 0.116 0.106
Hd2- B2 T1 0.004 0.006 0.006
Hd2-B2- T2 0.056 0.032 0.029
Heterozigositat Sé%ﬁ) 36%2626 f(')%gi

Taula IV.48. Frequeéncies haplotipiques inequivoques per al cluster genic del fibrinogen en

la mostra de families nuclears amb fills afectats per CAl.

FREQUENCIES HAPLOTIPIQUES A FIBRINOGEN

TOTAL

PARES

FILLS (CAI)

0,2

0,4

0,6

08 1

BAHd1 -
EHd1 -
OHd1 -
EHd2 -
BAHd2 -
OHd2 -
OHd2 -

Bl
B2
B2
Bl
Bl
B2
B2

-T2
-T1
-T2
-T1
-T2
-T1
-T2

Figura 1V.22. Representaci6 de les frequiéncies haplotipiques inequivoques al cluster genic

del fibrinogen en la mostra de families nuclears amb fills afectats per CAl.
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HAPLOTIP TOTAL PARES Izg‘Ali)S
178 - T2 1 0.299 0.316 0.289
166 T1- 1 0.173 0.162 0.171
180- T2 1 0.096 0.087 0.105
178 - T2- D 0.091 0.099 0.086
166 T1:- D 0.058 0.059 0.053
178 - T1- 1 0.050 0.047 0.066
180- T2 D 0.044 0.043 0.039
176 - T1 - 1 0.027 0.020 0.026
170- T1- D 0.025 0.024 0.020
170- T1- 1 0.017 0.016 0.013
176 - T2 D 0.017 0.020 0.013
178 - T1- D 0.015 0.020 0.013
174 -T2 1 0.012 0.012 0.020
166 T2 D 0.010 0.008 0.013
ALTRES 0.066 0.067 0.073
Heterozigositat 808070‘71 8083% 8080812

Taula 1V.49. Frequeéncies haplotipiques inequivoques per al cluster genic GPllla — GPIIb

en la mostra de families nuclears amb fills afectats per CAI.

haplotips amb freguencies per sobre de 0.01.

FREQUENCIES HAPLOTIPIQUES AL CLUSTER GENIC GPllla-GPlIb

TOTAL

PARES

FILLS (CAI)

Y 7 7777
C 1 (]

L
y 7 7277
[ ST
L

0,2

0178 -
166 -
0180 -
m178 -
@166 -
0178 -
d180-
0176 -
@170
m170-
B@17e6 -
0178 -
8174 -
0166 -

T2
Tl
T2
T2
Tl
Tl
T2
T1:
Tl
Tl
T2
Tl
T2
T2

Només es mostren €ls

o ~-~o0oo~-o0=~-0=—- 00~ — &

Figura 1V.23. Representaci6 de la distribucio dels haplotips més frequents al cluster genic

GPIlla - GPIlb en la mostra de families nuclears amb fills afectats per CAl.
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HAPLOTIP TOTAL PARES Izé;LAl])S
120 - 113 -1 0.250 0.244 0.267
120 - 127 - D 0.104 0.093 0.107
122 - 117 - 1 0.090 0.085 0.100
120 - 129- D 0.073 0.062 0.087
120 - 115- 1 0.046 0.050 0.047
120115 D 0.035 0.043 0.020
122 - 1131 0.033 0.039 0.020
118-125- D 0.029 0.027 0.027
118 - 113 - 1 0.027 0.027 0.027
120 - 117 - 1 0.025 0.023 0.040
120 131- D 0.025 0.027 0.020
130 - 123- D 0.021 0.019 0.027
120-123- D 0.019 0.019 0.020
124 - 117 - 1 0.019 0.016 0.020
128 - 123- D 0.015 0.016 0.020
122 - 117-D 0.013 0.012 0.013
124 - 113 - 1 0.013 0.008 0.013
120 - 125- D 0.010 0.012 0.013
122 - 119 1 0.010 0.012 -
ALTRES 0.143 0.166 0.112
Heterozigositat S(?olo:é 809013 S'(?(?l%

Taula 1V.50. Frequeéencies haplotipiques inequivoques per al gen PLAT en la mostra de
families nuclears amb fills afectats per CAl. Només es mostren els haplotips amb

fregliéncies per sobre de 0.01.

. 01201131

FREQUENCIES HAPLOTIPIQUES AL GEN PLAT B120.127 D

01221171

W120-129-D

[@120- 115 - |

ToTAL | | I /& Zh il 81221131
V L L/ /v 0b118-113-1

pARES | | EEEEEZI ' W120-117 -
\ ] @120-131-D

1 L Yy 777 %7 S 0130-123-D

FILLS (CAI) | ElnEna il :ggﬁng
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ W128-123-D

0 02 0.4 06 08 1 W122.117-D

@124 -113-1

[0120-125-D

01221191

Figura 1V.24. Representacio de la distribuci6 dels haplotips més freqlents al gen PLAT en

la mostra de families nuclears amb fills afectats per CAl.
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HAPLOTIP TOTAL PARES 'zéI_AII)S
201 - Hd2 0.272 0.293 0.247
205 - Hd1 0.234 0.207 0.228
203 - Hd1 0.157 0.170 0.139
209 - Hd1 0.142 0.138 0.184
211 - Hd1 0.077 0.065 0.089
203 - Hd2 0.040 0.047 0.025
201 - Hdl 0.025 0.025 0.019
205 - Hd2 0.025 0.029 0.025
207 - Hd1 0.019 0.018 0.025
209 - Hd2 0.004 0.004 0.006
211 - Hd2 0.004 0.004 0.006
225 - Hd2 0.002 - 0.006

Heterozigositat Sf;g Sf;g 8'08_0%2

Taula 1V.51. Frequeéncies haplotipiques inequivoques per al gen PAI-1 en la mostra de

families nuclears amb fills afectats per CAI.

FREQUENCIES HAPLOTIPIQUES AL GEN PAI-1 0201 - Hd2
W 205 - Hdl
[203 - Hdl
1 VY 7 777 209 - Hdl
TOTAL | | T @211 - Hdl
N E— 0203 - Hd2

] Yy 7 7774
PARES L @201 - Hdl
] 00205 - Hd2

] Yy 7074
FILLS (CAI) ] B 0207 - Hdl
E209 - Hd2
@211 - Hd2
0225 - Hd2

Figura 1V.25. Representaci6 de les freqiencies haplotipiques inequivoques al gen PAI-1

en la mostra de families nuclears amb fills afectats per CAI.
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C. ANALISI DEL DESEQUILIBRI DE LLIGAMENT

Els valors de desequilibri de lligament entre els marcadors analitzats dins de cadascuna
de les 5 regions cromosomiques estudiades en la mostra de families nuclears s exposen en
lestaulesdelalV.52 alalV.56.

Dins del gen FVII (taula 1V.52) es va detectar desequilibri de lligament significatiu
entre els marcadors —323 pb INS/DEL i HVR4 amb valors de D” de 0.449 (p = 0.0002) a
paresi de 0.455 (p = 0.0052) afills afectats. Aquests valors son propers als detectats en la
mostra d”Alpujarras (D” = 0.560, p = 0.0001) i en una mostra de 182 individus procedents
de Dinamarcai Paisos Baixos (D" = 0.37, p = 0.004) estudiada per de Maat i col -laboradors
(1997).

HVR4
D’ p
PARES -323 10 pb INS/DEL 0.449% 0.0002
FILLS (CAI). -323 10 pb INS/DEL 0.455% 0.0052

Taula 1V.52. Desequilibri de lligament al gen FVII en la mostra de families nuclears amb
fills afectats per CAl. p: significacié del test exacte de desequilibri de lligament. Els valors
significatius s'indiquen amb & simbol .

En e cluster genic de fibrinogen (taula 1V.53), es va detectar un desequilibri de
[ligament quasi total entre els marcadors FGB Hind Il i FGB Bcl I, tant en els
progenitors (D" = 0.915, p < 0.0001) com en els fills afectats (D" = 0.945, p < 0.0001)
observant-se en ambdds casos una forta associacio a-lélica entre el al-lels Hd1 i B2.
Aquest fet ja havia estat detectat en les mostres de Bascos (D° = 1, p = 0.0001) i
d"Alpujarras (D'= 0.961, p = 0.0001) aixi com en I|'estudi realitzat per Thomas i
col-laboradors (1994) sobre una mostra de 302 caucasoides del Regne Unit (D" =0.85p <
0.001). En la parella de polimorfismes FGB Hind I111-FGA Taq | € test exacte va mostrar
com ano significatiu el lligament detectat en els pares (D" = 0.494 p = 0.1928), mentre que
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en els fills afectats € Iligament va ser de major magnitud i va resultar significatiu (D” =
0.592 p = 0.0368). Per a la parella FGB Bcl |-FGA Taq I, € lligament mostrat pels
progenitors vatornar a ser mostrat com ano significatiu através del test exacte (D" = 0.610
p = 0.223) essent de major magnitud i significatiu el mostrat pelsfills afectats (D" = 0.754
p = 0.0295). D’aquesta manera, els fills afectats mostren desequilibri de Iligament
significatiu a llarg de tot el fragment cromosomic estudiat, encara que amb una magnitud
inversament proporciona a la distancia que separa els marcadors, tal i com calia esperar.
Aquest patré de lligament és similar a detectat en Bascos i diferent al mostrat pels
progenitors, Alpujarras i |"esmentada mostra de caucasoides del Regne Unit, que homeés
mostren desequilibri de Iligament significatiu dins del gen FGB pero no entre els gens FGB
i FGA.

Bcel | Taq |
D’ p D’ p
PARES Hind Il | 0.915% <0.0001 | 0.494 0.1928
FILLS (CAI)  Hind Il | 0945% <0.0001 | 0.592%  0.0368
PARES Bel | 0.610 0.2230
FILLS (CAI) Bel I 0.754%  0.0295

Taula 1V.53. Desequilibri de lligament al cluster genic del fibrinogen en la mostra de
families nuclears amb fills afectats per CAl. p: significacié del test exacte de desequilibri
de lligament. Els valors significatius s indiquen amb el simbol *.

En € cluster genic de les integrines plaquetaries (taula 1V.54), només es va detectar
desequilibri de Iligament significatiu entre el microsatél-lit (CT), i I'RFLP Tag |. Aquest
[ligament va ser d"una magnitud considerable tant a fills afectats (D"= 0.735, p < 0.0001)
com a pares (D” = 0.658, p < 0.0001), mostrant-se cert grau d"associacio al-lélica entre els
a-lels 166 i T1. De la mateixa manera que en les 2 mostres peninsulars analitzades, no es
va donar desequilibri de Iligament entre qualsevol dels 2 loci situats a gen GPlllai la
insercio/delecid del gen GPIlb. Aquest fet era d esperar donada la gran distancia que

existeix entre aguest darrer marcador i els dos primers (unes 250 kilobases).
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Taq | GPIIb 9 pb INS/DEL
D’ p D’ p
PARES (CT)n 0.735% <0.0001 | 0.154 0.0897
FILLS (CAI) (CTn 0.658% <0.0001| 0.150 0.0923
PARES Taq | 0.017 0.9918
FILLS (CAI) Taq | 0.012 0.3755

Taula 1V.54. Desequilibri de lligament al cluster génic de les integrines plagquetaries en la
mostra de families nuclears amb fills afectats per CAIl. p: significacié del test exacte de

desequilibri de lligament. Els valors significatius s’ indiquen amb el simbol *.

En e gen PLAT (taula IV.55), pares i fills afectats van mostrar el mateix patr6 de
[ligament a llarg de la regié cromosomica estudiada. Es va presentar desequilibri de
[ligament significatiu entre els microsatél lits (TG)14(TA)12 i (CA)15sC(TC)10 Separats 9740
kilobases (D" = 0.593, p < 0.0001 a pares; i D” = 0.621, p < 0.0001 afills afectats), i amb
una magnitud similar entre e microsatél-lit (CA)1sC(TC)1o i la insercio Alu TPA25
separats 12200 kilobases (D” = 0.540, p < 0.0001 a pares; i D” = 0.583, p < 0.0001 afills
afectats). No es va detectar desequilibri de Iligament entre el microsatel lit (TG)14(TA)12 i
lainsercié Alu TPA25 que es troben separats 21940 kilobases. Aquest patr6 de Iligament
també va ésser observat per Tishkoff i col-laboradors (2000) en poblacions d arreu del

mon.

(CA)sC(TC)0 TPA25

D’ p D’ p
PARES  (TG)u(TA), | 0593% <0000L| 0243 02374
'E'C"A';)S (TG)u(TA)» | 0621% <00001| 0241 02577
PARES  (CA)sC(TC)u 0540% < 0.0001
i(I?LAI?; (CA)sC(TC)x0 0583k < 0.0001

Taula IV.55. Desequilibri de lligament al gen PLAT en la mostra de families nuclears amb
fills afectats per CAl. p: significaci6 del test exacte de desequilibri de Iligament. Els valors

significatius s'indiquen amb el simbol *.
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Finament, en e gen PAI-1 (taula 1V.56) sobserva un desequilibri de Iligament
considerable entre € microsatel-lit (CA), i I'RFLP Hind |11 tant a pares (D" = 0.740, p <
0.0001) com a fills afectats (D” = 0.770, p < 0.0001), amb associacions al-léliques dels
al-lels 205, 203 i 209 del microsatel lit amb Hd1, i entre els al-lels 201 i Hd2, en els dos
grups. Aguest marcat desequilibri de lligament observat entre aquest dos marcadors també
va ser detectat per Dawson i col-laboradors (1991) en una mostra de 145 pacients afectats
d’infart de miocardi i 95 controls originaris de Suecia. En aquest treball I"al-lel Hd1 també

es vaassociar preferiblement a's al-lels de major tamany del microsatél -lit (CA)n.

Hind 111
D’ p
PARES (CA)n 0740k  <0.0001
FILLS (CALl). (CA)n 0770k  <0.0001

Taula IV.56. Desequilibri de [ligament al gen PAI-1 en la mostra de families nuclears amb
fills afectats per CAl. p: significacié del test exacte de desequilibri de lligament. Els valors
significatius s'indiquen amb el simbol %*.
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2.2. ANALISI DEL DESEQUILIBRI DE LA TRANSMISSIO (TDT)

La transmissio diferencial de pares a fills afectats per CAl d” a-lels i combinacions
haplotipiques dels mateixos en les 5 regions géeniques estudiades ha estat investigada
mitjancant el test TDT amb la finalitat de detectar associacions significatives indicadores
derisc genetic per ala CAl dinslamostra.de families nuclears.

Amb lafinalitat d"utilitzar lamajor quantitat possible d informacio les analisis han estat
efectuades mitjancant el paquet estadistic TRANSMIT (Clayton, 1999a), que genera una
estimacié dels haplotips més probables en aquells casos en que la determinacié de
I”haplotip no ésinequivoca. Totes |les associacions estadisticament significatives detectades
d"aguesta manera van ser recal culades, per ala seva confirmacid, de forma manual aplicant
la formula exposada a |"apartat C del punt 2.5. de la introducci6, utilitzant Gnicament les
transmissions inegquivoques observades en € conjunt de les families examinades.

Els resultats obtinguts en les 5 regions geniques estudiades indiquen la presencia
d"associacions genetiques amb la CAl per als gens implicats en lafibrinolisi (PLAT i PAI-
1), mentre que en e gen FVII i es clusters genics del fibrinogen i les integrines
plaquetaries no es van detectar associacions estadisticament significatives. Amb la finalitat
d"unamgjor simplicitat i dinamisme en |"exposicio, els resultats de les andlisis en aquestes

tres darreres regions cromosomiques son exposats en |“annex 4.

Associacions detectades en el gen de |"activador tissular del plasminogen (PLAT). En
una primera aproximacio, donat que |'elevat nombre d'al-lels dels dos microsatel-lits
estudiats (14 per a(TG)14(TA)12 1 17 per a(CA)1sC(T C)10) implicaria una pérdua de poder
estadistic a |"hora de redlitzar les andlisis pel baix nombre d’individus portadors de molts
dels mencionats al-lels, € test es va aplicar només a aquells alels individuals que
presenten una freqiiencia minima del 10%, ja sigui en pares o en fills afectats, i a les
combinacions haplotipiques dels mateixos, ja siguin totals (tenint en compte els tres
marcadors) o parcias (considerant els 3 marcadors agrupats 2 a 2). D aguesta manera, per
a(TG)w4(TA)1, esvan considerar elsal-lels 1201 122 i per a(CA)1sC(TC) g elsa-lels 113,
115, 117 i 127. Els resultats dels TDTs calculats sota aquest criteri es mostren a la taula
IV.57.
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Les andlisis en les que es van considerar els al-lels de cada locus en solitari (primera
secci6 de la taula 1V.57), van mostrar una forta associacio entre |’al-lel 115 del STR
(CA)1sC(TC)yp i la malaltia. En aquest al-lel considerat de forma individual, que mostra
una freqiiencia superior a 8% en les 84 families utilitzades per a aguesta andlis,
s observen 8 transmissions enfront de les 14.12 que s esperarien sota el model mendelia,
amb un valor de |"estadistic TDT de 7.30 que sota una distribucié x> amb un grau de
[libertat implicauna significaio de 0.0079. Aquest estadistic es presenta acompanyat per un
valor de Var (O-E) de 5.12 que en opini6 de |"autor del programa TRANSMIT justifica la
fibilitat del TDT aplicat ja que és superior a 2.5, valor minim recomanat per a aguest
parametre ja que implica un minim de 10 transmissions informatives (Clayton, 1999a). El
test exacte també va mostrar un valor p molt baix (p = 0.0045). Repetint €l test de forma
manual, fet que obvia la perdua de poder estadistic que implica I inferéncia dels genotips
dels pares absents que porta a terme pel programa TRANSMIT per tal d"utilitzar € major
nombre possible de families, va permetre observar que d'un total de 11 pares informatius
(heterozigots) nomeés es va donar una transmissio inequivoca de |"al-lel 115 en front de 10
no transmissions as fills malalts, en lloc de les 5.5 tranmissions que s esperarien sota €l
model mendelia El test TDT corresponent a aquests recomptes (proper a una distribucio 2
amb un grau de llibertat) va ser de 7.36 amb una significacié de 0.0066, valors molt
propers als obtinguts pel programa.

Les andlisis en les que es van considerar els haplotips parcials formats pels tres
marcadors considerats 2 a 2 (segona seccio de la taula IV.57) es va detectar una altra
associacio en la que també intervenia I"al-lel 115 del STR (CA)1sC(TC)1o en forma
d haploltip parcial amb lainsercio Alu TPA25 (haplotip 115:1). Aquest haplotip, que esva
presentar en una frequéncia propera al 5% en les 85 families utilitzades en € test, va
mostrar 4.19 transmissions observades en front de 8.10 esperades. En aguest cas, malgrat
el valor de Var (O-E) és prou at (3.25), |"associacio es més feble, amb un valor de
|"estadistic TDT de 4.70 (p = 0.0301, x* 1 g.Il.) i amb una significaci6 de 0.0310 per al test
exacte. De fet, larealitzacio d aquest test de forma manual fa que perdi significacio ja que
nomeés es poden trobar 8 pares heterozigots (valor inferior a 10 que anul-la la fiabilitat del
test) per a aquesta combinacié haplotipica, observant-se 2 transmissions i 6 no
transmissions; amb aquests parametres el valor de | estadistic TDT vaser 2 (p = 0.1572, x*
1 g.ll.). Un altre haplotip parcial en el queintervé |"alel 115 de (CA)15C(TC)10, €n aquest
cas conjuntament amb |"al-lel 120 de (TG)14(TA)12 (haplotip 120-115), va mostrar un valor
de|"estadistic TDT dins de lasignificacié (TDT = 6.26, p = 0.01234, x2 1 g.l1.) recolcat per
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un valor de Var (O-E) elevat (4.329), malgrat tot, €l test exacte no va resultar significatiu.
També es va detectar un valor p significatiu, encara que gjustat, per a test exacte (p =
0.0499) en un altre haplotip parcial format pels 2 STR, concretament el que conté elsal-lels
122-113. Aquest haplotip es va presentar en una frequéncia del 4.2% en les 86 families
incloses en e test, observant-se 4.17 transmissions de les 7.29 que S esperaven sota el
model mendelia. El valor de Var (O-E) va ser de 2.576 trobant-se a limit del recomenat
per |"autor del programa de cara a la fiabilitat del test. L estadistic TDT va adquirir un
valor (3.779) a limit de la significacié (p = 0.05189, 2 1 g.ll.). El calcul manual d aquest
test només va permetre un recompte de 9 transmissions inequivoques de |"esmentat
haplotip, en les que I esmentat haplotip va ser transmés 4 cops enfront a5 que no ho va ser.
Sota aquestes condicions |"estadistic TDT va prendre un valor de 0.111, no resultant
significatiu (p = 0.7388, x* 1 g.ll.). Aquest resultat, conjuntament amb | gjustada
significacié obtinguda quan €l test és redlitzat pel programa fa que |"associacio detectada
en |"haplotip 122-113 no pugui ésser considerada com a autentica.

Finalment, en larealitzacié dels tests sobre els haplotips totals (Ultima secci6 de la taula
IV.57) no es va detectar cap associacio significativa. Cal destacar perd, que novament un
haplotip que contenial’al-lel 115 de (CA)1sC(TC)1o, & 120-115:1, va mostrar un valor de
|"estadistic TDT (3.634) proper a la significacié (p = 0.05699, ¥* 1 g.ll.). Malgrat que el
test exacte no va ser significatiu (p = 0.1983) va mostrar un nimero de transmissions
(4.16) inferior a que s esperaria sota el model mendelia (7.48).

Les andlisis dassociacié genetica en les que s'utilitzen marcadors de tipus
microsatel-lit, s'enfronten a ja comentat problema de la pérdua de poder estadistic que
representa |"elevat nombre d'al-lels que normalment presenta aguest tipus de marcador.
Aquest problema metodol dgic es sol resoldre fent agrupacions d’al-lels en funcié de la seva
grandaria, els limits de les quals depenen del criteri dels investigadors (Regnes et al. 1992,
Mitsumori et al. 1999). En base als resultats obtinguts en els TDTSs realitzats sobre els
al-lels més freglients i les seves combinacions haplotipiques totals o parcials ja exposats, es
va decidir repetir les analisis fent agrupacions, utilitzant tots els alels, en els dos STRs.
D’aquesta manera, donada la forta associacio detactada en |'al-lel 115 del STR
(CA)15C(TC)10, en aquest microsatel -lit es van fer tres grups. a-lels de midainferior a 115
pb (99 pb-113pb); al-lel 115 considerat individualment; i al-lels de mida superior a 115 pb
(117 pb-145 pb). Per dtra banda, ja que no va ser detectada cap associacié important dins
del STR (TG)14(TA)12 es va decidir agrupar-lo de forma arbitraria en dos grups limitats
pels 2 a-lels més freqlients: al-lelsentre 104 i 120 pb i a-lelsentre 122 i 136 pb.
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Sota aquests criteris d agrupacio, quan es va considerar cada STR de forma individual
(primera secci6 de lataula|V.58) en el microsatél -lit (CA)15sC(TC)10 €s vatornar a detectar
|"associacio amb |"al-lel 115. En aquest cas la significacio del test exacte va ser superior (p
= 0.0029) amb un valor de |"estadistic TDT de 7.59 que també implica una significacio
lleugerament superior a la mostrada abans d"agrupar s al-lels (p = 0.0058, x* 1 g.ll.). El
test global per atot el locus també va resultar significatiu (p exacta = 0.0141). No es va
detectar cap associacid en el microsatél-lit (TG)w.4(TA)12.

En els TDTs realitzats sobre els haplotips parcials (segona seccio de la taula IV.58) es
vatornar a detectar |"associacio amb |"haplotip 1151 (2-1 de taula 1V .58), encara que es va
mostrar més feble, ja que va presentar un valor p del test exacte de 0.0408. El vaor de
I"estadistic TDT aixi com la seva significacio van ser [leugerament inferiors als mostrats
anteriorment a | agrupaci6 (4.17; p = 0.0411 y* 1 g.ll.). D"altra banda, cal destacar el valor
de I"estadistic TDT (6.71) en la combinacié haplotipica (104-120)-115 (1-2 a la taula
IV.58) implica una elevada significacié (p = 0.0096 %2 1 g.Il.) que, sorprenentment, no és
mostrada pel test exacte (p = 0.122). També la combinaci6 al-|élica (104-120)-(117-145)
(1-3alataulalV.58) vamostrar un valor de |l estadistic TDT dins de la significacio (4.427,
p = 0.0353 y* 1 g.Il.) amb un valor p per a test exacte fora de la significaci6 (0.1645).

Finalment, en les analisis realitzades sobre els haplotips totals (tercera seccié de la taula
IV.58) no es va detectar cap associacié significativa, encara que la combinacid haplotipica
(104-120)-1151 (1-2:1 alataula1V.58) va mostrar un valor de |I"estadistic TDT proper ala
significaci6 (3.40, p = 0.0649 y* 1 g.ll.) de la mateixa manera que ho havia fet |”haplotip

120-115-1 anteriorment al”agrupaci 6.

En conclusio, € que s'observa dins del gen PLAT és una forta associacié amb la
malaltia de I'a-lel 115 del STR (CA)1sC(TC)10 que es troba present en totes les
associacions significatives detectades al gen PLAT, exceptuant | associacié detectada per a
I"haplotip parcial 122-:113 amb una significacié estadistica molt gjustada i segurament
espuria. L associacio amb |'al-lel 115 és maxima quan aquest es considera en solitari i es
dilueix en les combinacions haplotipiques que e contenen. Aquest a-lel protegiria contra
la CAl ja que sempre és transmes als fills afectats en menys freqiéncia de la que s espera
sota el model mendelia, essent 0.1 €l risc relatiu que implica I"al-lel 155, i 0.333 € risc
associat al haplotip 115:1.
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Marcadors | N | v/ | Frequencia | TEpoTISSOns | TIRISTISIONS | var (o-g) TE[;T"(;) oI | pexacta
86 120 0.6254 116 111.01 17.246 1.4440 1 | 02213
(TG)u(TA) | 87 122 0.2073 33 37.296 10.981 1.6810 1 0.1977
85 | Global 11.818 0.6951
83 113 0.3511 60 59.010 14.916 0.0656 1 | 07942
84 115 0.0838 8 14.120 5.1241 7.3051 1 | 00045
(CA)sC(TC)p | 85 117 0.1398 28 24.340 9.4959 1.4119 1 | 02200
85 127 0.1319 23 23.496 8.4565 0.0291 1 | 08671
79 | Globa 23336 | 15 | 0.392
| 0.5755 100.00 101.26 15.600 0.1013 1 | 07488
TPA25 86 D 0.4245 78.00 76.740 15.600 0.1013 1 | 0.7488
Global 0.1013 1 | 0.7488
88 | 120113 | 0.2698 51.697 47.203 11.143 1.8118 1 | 01972
(TC)u(TAR 86 | 120115 | 0.0750 7.7591 12.965 4.3290 6.2606 1 | 01285
87 | 120117 | 00312 7.6306 5.4673 2.2114 2.1162 1 | 0.1564
87 | 120127 | 0.0993 21.878 18.410 6.4006 1.8792 1 | 01350
(CA)sC(TC)y | 86 | 122113 | 00421 4.1665 7.2869 2.5765 3.7790 1 | 00499
88 | 122117 | 0.1017 19.564 18,519 6.7774 0.1612 1 | 06671
Global 5.9580 3 | 01153
85 | 1201 0.3479 64.616 60.735 13.236 1.1379 1 | 0.2908
(TG)u(TA)2 | g5 | 120D | 02763 50.384 48.861 12404 | 01857 | 1 | 06467
86 | 1221 0.1700 25.615 29.922 9.6836 1.9156 1 | 0.1652
. TPA5 86 | 122D 0.0392 6.3853 7.3012 2.6568 0.3157 1 | 06238
Global 2.5585 3 | 05197
84 | 1131 0.3435 60.288 50.196 15.524 0.0767 1 | 07599
85 | 115 0.0474 4.1904 8.1035 3.2557 4.7033 1 | 00310
-(CA)sC(TC)y | 85 | 115D 0.0401 4.5602 6.8569 2.2222 2.3736 1 | 01100
86 | 1171 0.1278 25.048 22.643 8.4894 0.6818 1 | 04034
- TPA25 86 | 117D 0.0147 3.2796 2.5544 09829 | 05350 1 | 04830
86 | 127D 0.1231 21.49 22.332 7.5601 0.0937 1 | 07537
Global 0.1443 3 | 09852
83 | 120113 | 0.2591 48.181 44.396 11.851 1.2085 1 | 03448
84 | 1201151 | 0.0443 4.1628 7.4855 3.0381 3.6338 1 | 0.1983
. (TG)wu(TA) | 84 |120115D | 0.0322 3.5561 5.4483 1.6949 2.1124 1 | 0.2663
85 | 1201171 | 0.0319 7.7148 5.4730 2.1786 2.0306 1 | 01217
(CA)sC(TC)y | 85 |120.127.D| 0.0949 19.899 17.288 5.9634 1.1426 1 | 03243
84 | 1221131 | 0.0455 5.0881 7.6877 2.9683 2.2766 1 1
- TPA25 88 | 122.117:1 | 0.0902 16.655 16.125 6.2189 0.0451 1 | 08208
88 | 122:117.D| 0.0132 1.8361 2.2971 0.8615 0.2467 1 | 06164
Global 8.3436 7 | 03114
Taula 1V.57. Resultats del test de desequilibri de la transmissio (TDT) en al-lels i

combinacions haplotipiques dels marcadors estudiats en e gen PLAT. En negreta i

ombrejades s'indiquen les associacions significatives per al test exacte. N: nombre de

families incloses en € test; Var (O-E): varianca de les transmissions observades menys les

esperades; g.ll.: grausdellibertat; p exacta: significacio del test exacte.
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Marcadors | N | vl | Frequencia | TEpSTISSOns | TIRISTISIONS | vr (o) TE[;_j“(;j oIl | pexacta

(TG)u(TA)2 1 0.7038 131 124.6 16060 | 25466 | 1 | 0.0965

(104-120) pb=1 | 86 2 0.2962 47 53.396 16060 | 25466 | 1 | 0.0965

(122-136) pb= 2 Global 25466 | 1 | 0.0965

(CA)C(TC)uo 1 0.3824 64.00 62.71 14961 | 01117 | 1 | 0.7266

(99-113) pb=1 2 0.0876 8.00 14.24 51202 | 75937 | 1 | 00029

e 8l 3 0.5300 94.00 89.06 14949 | 16344 | 1 | 01913

Global 78393 | 2 | 00141

(TG)u(TA)r 11 0.3268 50.871 55.681 13124 | 13373 | 1 | 03138

(104-120) pb= 1 21 0.0612 7.2401 10.233 29512 | 30349 | 1 | 0.2065

(122-136) pb =2 12 0.0788 7.7679 13.161 43331 | 67135 | 1 | 01220

(CAC(TO)o | 83 | 22 0.0070 0 11721 04826 | 28462 | 1 | 02553

(00-113) pb=1 13 0.3050 60.361 52.633 13493 | 44267 | 1 | 01645

115pb= 2 2.3 0.2210 36.76 39.119 12252 | 04543 | 1 | 05172
(117- 145) pb =3

Global 13726 | 5 | 01871

 (TG)u(TA) 1l 0.3859 60.738 67.267 14655 | 04164 | 1 | 05284

(104-120) pb =1 21 0.1866 29.262 32.407 97234 | 10171 | 1 | 03101

(122136)pb=2 | 85 | 1D 0.3188 60.262 56.126 14083 | 12147 | 1 | 02644

2D 0.1087 16.738 20.199 7.4467 | 16092 | 1 | 01933

- TPAZS Global 20148 | 3 | 04112

Ll 0.3705 65.42 62.98 16088 | 03704 | 1 | 05042

“(CA)sC(TC)wo 2 0.0487 4.35 8.14 34355 | 41717 1 | 0.0408

(9%115}3{)'3_"; 1 3 0.1518 25.23 25.89 87998 | 00503 | 1 | 08171

(@17 145 =3 | 83| 1D 0.0178 1.24 297 12283 | 24455 | 1 | 01202

2D 0.0404 4.82 6.74 22288 | 16658 | 1 | 0.1854

. TPA25 3D 0.3708 70.95 65.28 13617 | 23609 | 1 | 0.1168

Global 96631 | 5 | 00775

11 0.3127 57.457 52.757 13755 | 16057 | 1 | 02799

2.1 0.0548 7.1547 9.0477 29814 | 12020 | 1 | 03347

(TG)u(TA): 121 0.0453 41969 7.4831 31700 | 34058 | 1 | 0.2087

(104-120) pb = 1 221 0.0033 0 05476 02439 | 12291 | 1 | 02580

(122-136) pb = 2 131 0.0342 7.1429 5.6700 23232 | 09339 | 1 | 03840

2.3 0.1190 18.049 20.154 67725 | 06548 | 1 | 0.4608

(CA)SC(TC)o | g> | 11D | 00114 1.0354 1.8879 04902 | 14827 | 1 | 03339

e 21D | 00068 | 019425 11223 | 02075 | 41511 | 1 | 03040

(117- 145) pb =3 12D | 00327 4.0186 5.4130 17469 | 11130 | 1 | 0.363L

22D | 00043 0 0.7206 02295 | 22626 | 1 | 02949

- TPA25 13D 0.2758 53.149 47.156 12811 | 28036 | 1 | 02174

23D | 00994 17.603 18.040 72113 | 00264 | 1 | 08630

Global 11 | 06386

Taula IV.58. Resultats del test de desequilibri de la transmissio (TDT) en les agrupacions

d al-lelsi combinacions haplotipiques de les mateixes en els marcadors estudiats en €l gen

PLAT.
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Associacions detectades en el gen de I'inhibidor de |"activador tissular del
plasminogen-1 (PAI-1). En una primera aproximacio, i per les mateixes raons que en €ls
dos microsatel -lits del gen PLAT, per al STR (CA), €ls TDTs només van ser calculats en
aquells al-lels amb una freqiiencia minima del 10% en el subgrup de pares o en € de fills
afectats (al -lels 201, 203, 2051 209) i en les combinacions hapl otipi ques dels mateixos amb
els al-lels del marcador Hindlll. Els resultats son exposats a la primera seccié de la taula
IV.59. No es van detectar associacions significatives en cap dels dos marcadors estudiats
en € gen PAI-1 ni en les seves combinacions haplotipiques. Malgrat tot, cal resaltar que
I"al-lel 209 del STR (CA),, amb una freqiiencia propera a 16% en les 78 families incloses
en € test, vamostrar un valor de I"estadistic TDT proper alasignificacié (3.70, p = 0.0543
v*> 1 gll.), mostrant 31 transmissions contra les 25.2 que S esperaven sota € model
mendelia. A més, un haplotip en € que participa aquest al.lel, el 209-Hd1, també va
mostrar un valor de |"estadistic TDT proper a la significacié (3.72, p = 0.0536 3 1 g.ll.)
molt similar al”obtingut en considerar |"al-lel 209 en solitari. L haplotip 209-Hd1, amb una
frequéncia superior a 15% en les 78 families considerades en aquesta analisi, també va
mostrar un nimero de transmissions (30) superior a que s esperava sotael model mendelia
(24.3).

D adtrabanda es van calcular TDTs utilitzant tots els al-lels del microsatél lit (CA), fent
una agrupacio dels mateixos en funcio de la seva grandariai fregiiencia. D" aquesta manera
van resultar 4 grups, 3 dels quals estaven formats pels al-lels 201, 203 i 205 considerats
individualment, i el quart, format pels a-lels de major grandaria en nombre de repeticions,
va incloure €els al-lels compresos entre 207 i 229 pb. Els resultats d aquestes analisis es
mostren ala segona seccié de lataula |V.59.

Sota aguest criteri d’agrupacio, en considerar € marcador (CA), en solitari es va
detectar una associacio significativa entre el grup d'al-lels de major grandaria (207-229) i
la CAl. Aquest grup d'al-lels es va presentar en una freqiencia del 25.6% en les 80
families incloses en aquest test, amb 51 transmissions observades respecte a les 41.65 que
S esperarien sota el model mendelia L estadistic TDT (5.89, p = 0.01518, x* 1 g.ll) va
venir recolcat per un molt elevat valor de Var (O-E) (14.82), que assegura una elevada
fiabilitat d aguest resultat i, a més, per un valor p forca baix del test exacte (0.019). Aquest
marcador considerat en la seva globalitat va mostrar un valor de TDT de 6.96 proper a la
significacié (p = 0.0731, %% 3 g.ll; p exacta = 0.0552). L associaci6 de la globalitat del
locus amb la malaltia vindria recolcada pel calcul manual de |"estadistic TDT que va
prendre un valor de 3.93 per a grup d'a-lels compresos entre 207 i 229 pb, amb 28
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transmissions enfront a 15 no transmissions essent menys significatiu que el test realitzat
pel programa (p = 0.0474, v* 1 gll), i que va detectar associacions que no van ser
detectades pel programa, mostrant-se significatiu per al al-lel 203 (4.235, p = 0.0395, y* 1
g.l), amb 11 transmissions enfront a 23 no transmissions, i per al’a-lel 205 (5.12, p =
0.0236, ¥* 1 g.I) amb 10 transmissions enfront a 23 no transmissions.

Quan es van considerar les combinacions haplotipiques dels dos marcadors estudiats
dins del gen PAI-1 no es va detectar cap associacio significativa amb la CAl. Malgrat tot,
una combinacié haplotipica de la que formava part €l grup dal-lels 207-229 del STR
(CA)n, I'haplotip (207-229)-Hd1 (4-Hd1 de lataula 1V.59), va assolir un valor significatiu
de I’estadistic TDT (5.47, p = 0.019, %2 1 g.ll) que va ser recolcat per un molt elevat valor
de Var(O-E) (14.28), encara que €l test exacte (p = 0.1109) vafer rebutjar el resultat com a
estadisticament significatiu. Aquest haplotip, que presenta una freqiiencia del 24.1% en les
80 families incloses en € test, va mostrar 48 transmissions enfront a les 39.16 que

S esperarien sota el model mendelia

En base als resultats obtinguts, €l grup d'a-lels de magjor tamany (207-229 pb) del STR
(CA), podrien predisposar cap a la CAl ja que es transmeten als fills afectats amb major
fregiiencia del que s'esperaria sota e model mendeliai amb un increment del risc relatiu
associat (1.86). D altra banda, els a-lels 203 i 205 tindrien un paper protector contra la
CAl ja que es transmeten als fills afectats amb menys freqiiéncia de |"esperada sota €l

model mendeliai amb unsriscs relatius associats de 0.48 i 0.43, respectivament.
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Marcadors | N | oS | Freauencia| TEToTsons | TR | var o) | o0 | g | pevacta
201 0.3283 52 53.152 18637 | 00712 | 1 | 0.7602

- (CA) 203 0.2033 28 32.802 12041 | 19152 | 1 | 02645
78| 205 02172 34 36.265 11851 | 04330 | 1 | 05025

209 0.1579 31 25.200 90861 | 37021 | 1 | 0.15%

Global 5 | 0.2519

Hd1 0.6151 115.00 110.59 20329 | 09548 | 1 | 0289

“Hind Il | 87 | Hd2 0.3849 65.00 69.41 20329 | 09548 | 1 | 0289
Global 09548 | 1 | 0.289

201-Hd1 | 0.0107 0.0858 17117 07675 | 34436 | 1 | 0.1906

203-Hdl | 0.1650 24.467 26.811 11083 | 04957 | 1 | 04724

- (CA 205-Hd1 | 0.1941 32.447 32.421 10794 | 633x10° | 1 | 09922
209-Hd1 | 0.1521 30 24.307 87018 | 37242 | 1 | 01597

78 | 201-Hd2 | 0.3180 51.727 51.255 1801 | 00124 | 1 | 0.9056

- 203-Hd2 | 0.0420 4.1403 6.5777 29569 | 20092 | 1 | 0.2544
- 205-Hd2 | 0.0239 21138 42489 18649 | 24445 | 1 | 02553
209-Hd2 | 0.0073 1.0191 1.1438 04932 | 00315 | 1 | 07653

Global 16531 | 9 | 02571

. (CA) 1 0.3264 53.00 54.16 19.086 | 00704 | 1 | 0.7756
201 pb= 1 2 0.1983 28.00 32.82 12062 | 19233 | 1 | 0.1464
203pb=2 | 80 3 0.2187 34.00 37.37 12352 | 09201 | 1 | 02983
(20%(-);2%1:)) =b3_ . 4 0.2565 51.00 41.65 14819 | 58953 | 1 | 0019
s Global 69658 | 3 | 0.0552
1-Hd1 | 0.0140 0.11 2.28 1022 | 46027 | 1 | 01742

- (CA)n 2Hd1 | 0.1610 24.46 26.82 1109 | 05040 | 1 | 04841
ggé PE = ; 3Hdl | 01962 32.43 3352 11283 | 01049 | 1 | 0.7299
205 pb= 3 4Hdl | 02410 48.00 39.16 14276 | 54702 | 1 | 01109
(207-229) pb=4 | 80 | 1-Hd2 | 03128 52.70 51.69 18150 | 00562 | 1 | 07953
2Hd2 | 00411 4.15 6.59 2947 | 20195 | 1 | 02548

3Hd2 | 00233 213 4.24 1840 | 24278 | 1 | 02578

- Hind 111 4Hd2 | 00106 2.03 1.70 0742 | 01446 | 1 | 0.6509
Global 164380 | 7 | 0.1849

Taula 1V.59. Resultats del test de desequilibri de la transmissio (TDT) en els al-lels,

agrupacions d al-lels i combinacions haplotipiques dels mateixos dels marcadors estudiats
en €l gen PAI-1.
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Els valors de significacio p dels tests al-lélics o haplotipics individuals han d ésser
considerats amb cura donat €l risc que existeix de detectar falses associacions quan esfaun
nimero elevat de tests. Totes les associacions significatives descrites en aquest apartat
estan recolcades per valors de Var (O-E) per sobre de 2.5, i en & cas de PAI-1 (CA), es
supera de llarg aquest valor. Aquest fet implica un nUmero considerable de transmissions
tingudes en compte en les analisis. En les associacions descrites en €l gen PLAT per a
I"al-lel 115 de (CA)1sC(TC)1o (p exacta= 0.0029), la globalitat del locus (CA)15C(TC)1o (P
exacta = 0.0141), i a gen PAI-1 per al’interva a-lelic 207-229 pb de (CA), (p exacta =
0.019) € valor p del test exacte és prou baix com per considerar els TDTs prou robustos.
Lamanerad avaluar lavalidesad un valor p per sota de 0.05 (el més generalment acceptat
com indicador d"un resultat significatiu) davant del problema dels test multiples ha generat
polémiques en la bibliografia. Realitzar una correccié dels vaors p dels tests per
Bonferroni tenint en compte cadascun dels marcadors i haplotips totals i parcias al"hora
de comptabilitzar el nUmero total de tests realitzats representaria un metode excessivament
conservatiu que implicaria una pérdua de poder estadistic a causa d"un engrandiment de
I"error de tipus |1 (probabilitat d acceptar la hipotesi nul-la quan en redlitat és falsa o, en
altres paraules, acceptar falsos negatius). A més, aquesta practica representa un error
conceptual que implicaria |"assumpcié de la hipotes nul-lac “cap marcador de tots els
analitzats esta associat a la malatia’, quan en readlitat cadascun dels gens potencialment
implicats en |"etiologia de la malaltia representa una hip6tesi nul-la individual a testar
sense cap referencia a altres marcadors no continguts en ell (Boehringer et al. 2000,
Krawczak et a. 2001). D altra banda, la teoria estadistica basica estableix que quan es
realitzen multiples tests s'incrementa |"error de tipus | (rebuig de la hipotesi nul-la quan
aguesta és certa, és adir acceptacié de falsos positius). Aquest argument faria considerar la
necessitat d'implicar en la correccié dels valors p per tests multiples |a totalitat dels gens
estudiats en un mateix treball i no pas considerar-los de forma individual (Nyholt, 2001).
Malgrat tot, els autors citats semblen estar d"acord en el fet que els tests corresponents a
marcadors amb desequilibri de lligament entre €ells dins d'un mateix gen no son
independents. Com aguests tests estan correlacionats, no es déna en una oportunitat
totalment independent a | aparicié de I"error de tipus | en cada test, pel que |"aplicacio de
la correcié de Bonferroni no seria correcta, com tampoc ho seria en el cas dels marcadors
multial -1élics ja que en aquest tipus de loci €ls tests corresponents a cada al-lel o haplotip
individuals no son independents dels altres dins del mateix marcador. Segons les dades

sobre desequilibri de lligament obtingudes en les families nuclears (taules de lalV.52 ala
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IV.56), tant en fills afectats com en pares, els marcadors analitzats formen: 1 grup de
[ligament a gen FVII, 2 en el cluster génic de lesintegrines plaquetaries, 2 en el gen PLAT
i 1 en el gen PAI-1; mentre que en @ cluster genic del fibrinogen es poden distingir 2 grups
de Iligament per als paresi 1 sol per as fills afectats. Tenint en compte el més restrictiu
dels conceptes anteriorment mencionats, hauriem de considerar la totalitat dels gens
analitzats, resultant un total de 8 tests totalment independents (tenint en compte els 2 grups
de Illigament detectats en els pares dins del cluster géenic del fibrinogen), en base a la
correccié de Bonferroni només s haurien de considerar significatius aguells tests amb un
valor p igua o inferior a 0.006 (0.05/8). Només |"associaci6 descrita per al a-lel 115 de
(CA)15C(TC)1o ad gen PLAT seria significativa sota aguestes condicions. Tenint en compte
el criteri menys restrictiu, nomeés haurien de considerar-se 2 tests independents dins del gen
PLAT que exigeixen, segons la correccio de Bonferroni, un valor pigua o inferior a0.025
(0.05/2) per als tests significatius. Sota aquest darrer criteri les associacions descrites al
gen PLAT per as haplotips 115 (p exacta = 0.0310) i 122-133 (p exacta = 0.0499),
deixarien de ser estadisticament significatives. Per a gen PAI-1 només hauria de
considerar-se un sol test independent, pel que un valor p de 0.05 seria suficient per

considerar una associacio com a significativa.
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2.3. ANALISI DELS PARAMETRES LIPIDICS SERICS

Com ja ha estat enunciat en |"apartat 4.1 de la introduccio, a la bibliografia han estat
descrites correlacions entre els nivells plasmatics o les activitats dels productes proteics
codificats per aguns dels gens estudiats en la present tesi i els nivells plasmatics d"aguns
parametres lipidics serics. Per aquestarad, en aquest apartat s’ investiga:

e La influencia del genotip del gen FVII sobre els nivells de colesterol total, HDL-

colesterol (HDL-C) i ApoB en base a les correlacions detectades en la bibliografia entre

elsnivells plasmatics de FVI1:C i els nivells plasmatics de LDL-colesterol.

e La influencia del genotip dels gens PAI-1 i FVII sobre € nivell plasmatic de

triglicérids en base a les correlacions descrites en la bibliografia entre els nivells

plasmatics dels productes proteics d aquests gens i | esmentat parametre seric.

e Lainfluéencia dels genotips del gen PLAT i del cluster genic del fibrinogen sobre els

nivells plasmatics de lipoproteina (a) en base a|”"homologia estructural existent entre la

lipoproteina (a) i |"activador tissular del plasminogen en els dominis mitjancant els

guals poden unir-se a fibrinogen.

Les andlisis de la varianca necessaries en aguest apartat s'han efectuat sobre la mostra
de families nuclears subdividida en pares i fills afectats. Aquesta subdivisio és necessaria
per evitar la correlacio que presenten tots els parametres lipidics dins d'una mateixa
familia la magnitut de la qual depén del grau d heretabilitat del parametre. Les mitjanes
dels nivells plasmatics dels parametres lipidics utilitzats en els dos subgrups mostrals es

presenten alataulalV.60 tal i com esrecullen aValveny (2000).

PARAMETRE LIPIDIC PARES FILLS (CAI)
(mg/dl)
Colesterol 206.8+ 6.8 194.1+83
HDL-C 46.8+ 1.9 36.2+1.6
ApoB 98.8+ 3.9 96.9+4.9
Lipoproteina (a) 17.4+23 178+27
Triglicerids 109.7+9.8 1249+ 135

Taula 1V.60. Mitjanes dels nivells plasmatics dels parametres lipidics estudiats en pares i
fills afectats.
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Lanormalitat de la distribucio dels parametres lipidics, necessaria per alarealitzacio de
les andlisis de la varianga, va ser comprobada (Valveny, 2000) mitjancant €l test de
Kolmogorov-Smirnov. Els triglicerids, tant en fills afectats com en pares, i la lipoproteina
(a), només en pares, van mostrar una probabilitat inferior a 0.05 en |I"esmentat test. En
aguests tres casos, en les analisis es va utilitzar la transformacié en forma de logaritme

neperia de lavariable en quiestié que si segueix una distribucié normal.

Donat que no va ser possible una mesura fiable dels nivells plasmatics de LDL-
colesterol degut a que en la recollida de la mostra no es van reunir les condicions adients,
s'utilitzen els nivells plasmatics d"’ApoB com a indicadors dels primers donada | elevada

correlacio (0.90) mostrada entre aquests dos parametres serics (Livshits et al. 1997).

Com a variables ambientals que podrien influir en la distribuci6 dels parametres lipidics
es van tenir en compte el sexe, |"edat, € body mass index (BMI), la practica d exercici
fisic, el consum d"alcohol, la dieta anterior i posterior a la manifestacié de la CAl (en €
cas de gue aquesta s hagi manifestat), consum actual de tabac, presencia de diabetes tipus |
i presencia de diabetes tipus I1. Aquestes covariables van ser estratificades de la seglient
manera:

e Sexe: dona; home.

e Edat: en categories d"edat cada 5 anys desde 15 fins a 90.

e BMI: inferior a 25; entre 251 30 (sobrepés); superior a 30 (obesitat).

e Practica d'exercici fisic: absent; moderada (caminada de més d'una hora diaria o

realitzacio d'un exercici més intens de 1 a 3 cops per setmana); forta (realitzacio

d"exercici intens més de 3 cops per setmana).

e Consum d"acohol: nul; menys de 30 g/dia; més de 30 g/dia.

e Dieta anterior ala manifestacié de la CAl: normal (dieta dels individus que no estaven

inclosos en la resta de categories per a aquesta variable, és a dir, dieta similar a la del

conjunt de la poblacié espanyola); rica en greixos (elevat consum de carn de xai, porc i

vedella amb baix consum de peix, fruitai verdures); per a diabétics (baixa en hidrats de

carboni); altres pobres en greix (baixaen sal i vegetariana).

e Dieta especia posterior a la manifestacié de la CAl: cap; pobre en greixos; per a

diabetics; altres pobres en greix.
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e Consum actual de tabac: nul; 1-14 cigarretes/dia; 15-25 cigarretes/dia; més de 25
cigarretes/dia.

e Diabetestipus |: absent; present (edat dinici anterior als 40 anys).

e Diabetestipus |1: absent; present (edat d'inici superior als 40 anys).

Un resum de la distribucié d aquestes variables en la mostra de families nuclears

s'exposaalataulalll.3 del apartat de material i métodes.

Com apas previ ales analisis de la varianga, es va determinar quines de les esmentades
variables influenciaven la variabilitat dels parametres lipidics i en quin percentatge ho
feien aplicant una regressio lineal multiple amb introduccio “pas a pas’ (stepwise) de les

covariables. En lataulalV.61 se'n presenten els resultats.

PARES FILLS (CAI)
. Variabilitat . Variabilitat
Covariables explicada p Covariables explicada P
Colesterol Sx 5.4% 0.006 Ed 17.3% 0.030
SX 4.1% 0.048
HDL-C Sx 6.2% 0.003 Ed 15.8% 0.050
Ta 13.8% 0.004
Sx 3.5% 0.028 o
ApoB Ed 11.3% 0.045 Ta 18.2% <0.001
Lipoproteina (a) _ i,
(In Lp(a) apares)
Triglicerids Al 7.7% 0.011 0
(In Triglicerids) D2 3% 0.046 B 5.3% 0.024

Taula 1V.61. Covariables amb efecte significatiu sobre els parametres lipidics estudiats i
percentatge de la variabilitat explicada per les mateixes. Sx: sexe; Ed: edat; Al: consum

d"alcohol; D2: preséncia de diabetestipus11; Ta: consum actual de tabac.
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Per al colesterol total, €l sexe explicaun 5.4 % de lavariacio als progenitors (p = 0.006)
no mostrant-se efecte significatiu d aquesta variable als fills afectats. Aix0 podria estar
condicionat pel desequilibri entre els dos sexes que existeix a la mostra de fills (8 dones i
90 homes), fet que pot evitar la deteccio d efectes d"aguesta variable sobre el nivell de
colesterol. D"altra banda, en €ls fills afectats, |"edat explica e 17.3% (p = 0.03) de la
variabilitat, mentre que als pares no és significativa. Aquesta diferenciacié podria indicar
gue €ls nivells de colesterol tenen un increment més important en el periode d’edat que
comprén € subgrup de fills afectats (dels 30 as 60 anys) que en € rang d'edats que
comprén el subgrup de pares (dels 50 als 80 anys).

Per as nivellsde HDL-C, en lamostra de fills afectats les variables sexe, edat i consum
actual de tabac determinen €l 4.1% (p = 0.048), el 15.8% (p = 0.05) i € 13.8% (p = 0.004)
de la variabilitat, respectivament. L efecte del tabac concorda amb la hipotesi generalment
acceptada de que |"habit tabaguic disminueix els nivells de HDL-C fet que entre d"altres
explicariala connexi6 entre el tabaguisme i la malaltia cardiovascular. Els nivells de HDL -
C solen ser més haixos en els homes, motiu que explicaria |"efecte significatiu de la
variable sexe. En canvi, en els progenitors nomeés és significativa la variable sexe que
explica el 6.2% de la variabilitat (p = 0.002). El fet de no detectar una influéncia
significativa del consum actual de tabac sobre els nivells de HDL-C podria venir
condicionat per la correlacié existent entre aguesta variable i €l sexe en aguesta mostra (el
81% dels progenitors fumadors sén homes), per la qual aquestes dues variables no serien
independents.

Sobre els nivells d ApoB, en els pares tenen una influencia significativa les variables
sexe (3.5%, p = 0.028) i edat (11.3%, p = 0.045) mentre que en elsfills afectats, el consum
actual de tabac explicael 18.2% de lavariacio (p < 0.001).

Per alstriglicerids, la variable sexe va condicionar un 5.3% (p = 0.024) de la variabilitat
dels seus nivells as fills afectats, mentre que en els pares e consum d"alcohol (7.7%, p =
0.011) i la preséncia de diabetes tipus 11 (3%, p = 0.046) van ser les variables amb efecte
significatiu. Aquestes dues variables han estat freqlentment associades a un increment del
nivell plasmatic detrigicerids.

Finalment, no es va trobar cap variable ambiental amb un efecte significatiu sobre la

variabilitat dels nivells plasmatics de lipoproteina (a) ni alsfills afectats ni a's progenitors.
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Les variables ambientals que van demostrar influir sobre la variabilitat dels parametres
lipidics estudiats, van ser introduides com a covariables en les posteriors andisis de la
varianga. El percentatge de la variabilitat explicat per aquestes covariables va ser restat del
percentatge de variabilitat explicat pels models que inclouen els genotips en agquells casos
en que aguests van influir de forma significativa sobre la distribucié d’algun dels

parametres lipidics estudiats.

En la taula 1V.62 es mostra un resum dels resultats de totes les analisis de la varianca
realitzades per ta de detectar efectes significatius dels genotips en les 5 regions
cromosomiques analitzades sobre els nivells plasmatics dels parametres lipidics
considerats. Només els haplotips formats pels marcadors —323 10 pb INS/DEL i HVR4
del gen FVII van mostrar efectes significatius, concretament sobre els nivells de HDL- C
(p =0.005) i detriglicerids (p = 0.015) en elsfills afectats, i sobre els nivellsd ApoB (p =
0.028) en els pares. Aquests resultats han d'ésser interpretats tenint en compte els

conceptes de consistencia vertical i consistencia horitzontal.

La consistencia vertical implica que, perque un efecte genotipic tingui una explicacié
fisiologica, cal que existeixi una minima correspondencia entre els diversos genotips que
contenen un mateix al-lel. D aguesta manera, i per un efecte de dosi genica, si elsindividus
heterozigots per a un determinat al-lel “x” presenten nivells d'un determinat parametre
plasmatic superiors a d'individus no portadors d'aquest a-lel, és desperar que els
individus homozigots “xx” també presentin nivells incrementats que en una associacio
total haurien d"ésser el doble que els dels heterozigots.

La consistencia horitzontal implica que la deteccié en una mostra determinada d"un
model genetic amb una influéncia significativa sobre els nivells d"un parametre lipidic ha

d observar-se en altres mostres, en els mateixos al -lels, encara que no sigui significativa.
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PARAMETRE D
LIPIDIC MARCADOR PARES FILLS
(CAI)
FVII -323 10 pb INS/DEL 0.315 0.364
Colesterol FVII HVR4 0.254 0.833
Haplo. -323 10 pb INS/DEL - HVR4 0.138 0.922
FVII -323 10 pb INS/DEL 0.477 0.304
HDL-C FVII HVR4 0.799 0.871
Haplo. -323 10 pb INS/DEL - HVR4 0.665 0.005
FVII -323 10 pb INS/DEL 0.591 0.631
ApoB FVII HVR4 0.172 0.732
Haplo. -323 10 pb INS/DEL - HVR4 0.028 0.838
FGB Hind Il 0.734 0.130
FGB Bcl | 0.499 0.625
FGA Taq | 0.314 0.731
Lipoproteina (a) Haplo. Hind I11- Bcl I- Taq | 0.460 0.600
(In Lp(a) apares) PLAT (TG)u(TA)12 0.745 0.350
PLAT (CA)isC(TC)1o 0.915 0.283
PLAT TPA25 0.578 0.105
Haplo. (TG)14(TA)12-(CA)15C(TC)10-TPA25 0389 0919
FVII -323 10 pb INS/DEL 0.609 0.837
FVII HVR4 0.732 0.219
Triglicérids Haplo. -323 10 pb INS/DEL - HVR4 0.866 0.015
(In Triglicérids) PAI-1 (CA), 0.951 0.547
PAI-1 Hind 111 0.301 0.131
Haplo. (CA), - Hind 111 0.808 0.565

Taula IV.62. Resultats de les analisis de la varianga per a la deteccio d efectes genics
significatius de les 5 regions cromosomiques estudiades sobre els parametres lipidics

considerats. En negreta i ombrejats es mostren els resultats significatius.

En les taules 1V.63, IV.64 i 1V.65 s'exposen € total de les andlisis de la varianca
realitzades per ala detecci6 d efectes dels genotips i de les combinacions haplotipiques del
gen FVII sobre els nivells plasmatics de triglicerids, HDL- C i ApoB, tant en pares com en
fills efectats.

En I"associacié detectada en fills afectats entre les combinacions d haplotips del gen
FVII i els nivells de triglicerids (taula 1V.63), €s individus amb la combinaci6 haplotipica
|-H6/D-H6 presentarien, en promig, uns nivells plasmatics de triglicérids significativament
inferiors as de la resta dindividus amb una significacié (gustada per correccié de
Bonferroni per a les comparacions multiples) de 0.022. Aquests individus presentarien la
major diferéncia significativa en els nivells plasmatics de triglicérids amb els individus

portadors de la combinaci6 haplotipica IH7/DH7 (p corregida per Bonferroni = 0.043) que
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els superarien en promig per 70.63 mg/dl. EIl model en que es va basar |"analisi explicaria
el 23% de la variacié total dels nivells de triglicérids que queda en un 17.7% en
descomptar |'efecte de la covariable sexe (5.3%). Aquests resultats mostren certa
consistencia vertica ja que €es fills afectats amb combinacions haplotipiques
(representades per més d"un individu) que impliquen dos al-lels H7 presenten nivells de
triglicérids més elevats que els portadors de la combinacio |-H6/D-H6, encara que no queda
clar que els portadors de les combinacions amb un al-lel H7 i un H6 presentin nivells
intermitjos. L andlisi del marcador HVR4 en €els fills afectats (taula 1V.63), encara que no
va resultar significativa, mostra com els homozigots H6 presenten nivells de triglicérids
baixos que incrementen en els heterozigots H6H7 i que arriben a maxim en els
homozigots H7H7. Aquest fet confirmaria la major importancia relativa de la variacio en
aquest marcador enfront ala del locus -323 10 pb INS/DEL en I efecte haplotipic detectat
sobre els nivells de triglicerids plasmatics. Malgrat tot, no es déna consistencia horitzontal
ja que en la mostra de progenitors no es mostren tendéencies que confirmin els resultats

obtinguts en elsfills afectats.

En |” efecte de les combinacions haplotipiques del gen FVI1I sobre els nivells de HDL-C
detectat en els fills afectats (taula 1V.64) els individus amb la combinacié genotipica
I-H7/D-H6 presentarien uns nivells plasmatics de HDL-C superiors en promig as de la
resta d'individus (p corregida per Bonferroni = 0.014). Aquests individus presentarien la
maxima diferencia significativa en nivells plasmétics d HDL-C amb els individus amb la
combinacié haplotipica D-H7/D-H6 as que superarien en 12.92 mg/dl (p corregida per
Bonferroni = 0.021). EI model va explicar el 30.6% del total de la variabilitat en els nivells
plasmatics de HDL-C, encara que aquest percentatge queda totalment anul-lat en
descomptar els efectes de les covariables sexe (4.1%), edat (15.8%) i consum actual de
tabac (13.8%). No s'observa consisténcia vertical en |"associacié descrita ja que no es pot
assignar un efecte determinat a un al-lel o haplotip en concret. A I"analisi del marcador -
323 10 pb INS/DEL (taula 1V.64), que no va resultar significativa, es mostra certa
tendencia, tant en pares com en fills afectats, cap a un augment dels nivells de HDL-C amb
el ndmero de copies de I'a:lel I. Els resultats obtinguts per a les combinacions
haplotipiques no van presentar consistencia horitzontal ja que en els progenitors no es

mostren tendencies que confirmin els resultats obtinguts en els fills afectats.
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En |"associacio entre les combinacions haplotipiques del gen FVII i els nivells
plasmatics d"ApoB detectada en els progenitors (taula | V.65), €ls individus portadors de la
combinacié haplotipica I-H7/D-H7 presentarien uns nivells plasmatics d ApoB en promig
meés alts que la resta d'individus (p corregida per Bonferroni = 0.004), presentant-se la
maxima diferencia significativa entre aquests individus i els homozigots D-H6/D-H6 als
guals superarien en 32.08 mg/dl (p corregida per Bonferroni = 0.034). Aquest model va
explicar €l 19.2% de la variabilitat total dels nivells plasmatics d"ApoB, valor que queda
reduit al 4.4% en descomptar |”efecte de les covariables sexe (3.5%) i edat (11.3%). Els
resultats observats no presenten consistencia vertical ja que hi ha progenitors amb una
combinacié haplotipica que implica dos a-lels H7, diferent a |"anteriorment esmentada,
amb nivells d'ApoB no gaire diferents als mostrats pels individus amb combinacions
haplotipiques contenint dos a-lelsH6 o un al-lel H6 i un H7. Els resultats obtinguts tampoc
presenten consisténcia horitzontal ja que €els fills afectats no mostren tendencies que

confirmin els resultats obtinguts en el's pares.
Finalment, cal remarcar que segons les andlisis redlitzades €l fet de ser portador de la

combinacié haplotipica 1-H7/D-H7 sassocia amb nivells plasmatics elevats d”ApoB

(indicador dels nivells de LDL-C) en els pares i de triglicerids en fills afectats.
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Covariables NC Individus Mitg((arsncc}r(;f)gides EfeCth? e}ggnotip
Marcador Fils | cenotip Fills . ” T i Fills
Pares (CAI) Pares (CAI) Pares Fills (CAI) Pares (CAI) Pares (CAI)
22810 pb R T 2 3 709+213 | 1095+602 | -35156 | -12.545
INS/DEL 0o s>< ID 35 29 1119+ 686 | 128+1017. | 4.249 70543 | 0609 | 0.837
DD 78 65 1105+ 66.1 | 120.6+ 685 0 0
H7H7 15 15 101.6+364 | 147.5+809 | -4420 39.343
Al H7H6 44 36 1155+ 845 | 131.7+834 | 13.401 23.501
HVR4 0o N H7H5 1 1 45+0 69+0 40819 | -39192 | 0732 | 0.219
H6H6 52 45 109.6+569 | 1082+452 | 6.823 0
H6H5 1 - 112.9+0 - 0 -
IH7/1H7 - 1 - 74410 - -43.941
IH7/1H6 2 1 709+ 213 179+ 0 -33450 | 60.623
IH7/DH7 6 9 1024+426 | 165.7+985 | -1.794 47.362
'I ﬁfg /18 EE Al IH7/DH6 9 6 130.3+100.7 | 786+227 | 24421 | -33536
0o S IH6/DH6 9 10 1186+624 | 792+31 16279 | -23268 | 0200 | 0015
HVR4 DH7/DH7 9 5 101+345 | 1294+324 | -14671 | 11.010
DH7/DH6 23 24 1224+909 | 1274+56 | 13.850 9.033
DH6/DH6 43 35 107.7+56.3 | 1165+ 456 0 0
IH6/DH?7 1 - 65.4+0 - -24.327 -

Taula 1V.63. Analisisde la varianca per a la deteccio d efectes dels genotipsi de les combinacions d”haplotips del gen

FVII sobre els nivells serics de triglicerids. Els valors de p significatius es marquen en negreta i ombrejats.
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206

Covariables N Individus Mitg‘(*rsn C%f)gides Efe“gﬁ?‘*}gﬁ”"“p
RS s | cenotip Fills . " T i Fills
Pares (CAI) Pares (CAI) Pares Fills (CAI) Pares (CAI) Pares (CAl)
32310 pb > T 2 3 521+27 | 401+115 7.404 7.062
INS/DEL X Ed ID 44 28 481+164 | 37.1+1003 | 2290 159 0477 | 0304
Fm DD ) 62 456+114 | 354+79 0 0
H7H7 17 14 49+ 1113 349+89 10.248 ~0.188
x H7H6 56 36 473+152 | 349+95 9.491 -0.830
HVR4 9( Ed H7H5 1 1 43+0 43+ 0 9.262 5.923 0799 | 0871
Fm H6H6 61 42 451+118 | 372+81 6.599 0
HBH5 1 - 408+ 0 - 0 -
IH7/1H7 ; 1 - 362+0 - 7.673
IH7/1H6 2 1 521+27 3140 7.264 -5.920
IH7/DH7 8 8 473492 31349 1.604 -3.047
”31283 /18 I*E’It_’ x IH7/DH6 11 6 478+145 | 46.4+85 2689 10918
X Ed IH6/DH6 11 10 415+115 | 41.9+97 -4.850 5.129 0.665 | 0.005
HVR4 Fm DH7/DH7 9 5 506+132 | 40.6+6.9 3.840 3.637
DH7/DH6 30 24 44+103 335+88 -1.025 2.004
DH6/DH6 50 32 459+119 | 357+71 0 0
IH6/DH7 1 - 489+ 0 - 0.674 -

Taula 1V.64. Andlisis de la varianca per a la deteccio d efectes dels genotipsi de les combinacions d”haplotips del gen

FVII sobre els nivells serics de HDL- C. Els valors de p significatius es marquen en negreta i ombrejats.
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Mitges corregides

Efecte del genotip

Covariables NP° Individus
Marcador Fills Genotip Eills (mg/dl)-" (mg/dl)Fi"S Eills
Pares (CAI) Pares (CAI) Pares Fills (CAI) Pares (CAI) Pares (CAI)
32310 pb N 1 2 3 91.6+05 1035+ 34.1 -3.737 0.702
INS/DEL Ed Fm ID 44 29 103+ 30.9 91.9+221 4.563 -4.992 0.591 0.631
DD 22 63 97.9+229 97.1+ 254 0 0
H7H7 17 14 111.8+21 96.8+ 19.5 25.977 -3.393
~ H7H6 55 37 94.9+20.9 94.6 + 28.9 11.070 -4.238
HVR4 q Fm H7H5 1 1 73+0 7310 -4.309 -20.598 0.172 | 0.732
H6H6 62 43 99.7+£24.9 96.9 £ 224 14.068 0
H6H5 1 - 90+0 - 0 -
IH7/1H7 - 1 - 104+0 - -21.381
IH7/1H6 2 1 916+ 05 69.1+0 -2.546 -22.838
- 32310 pb IH7/DH7 8 8 127.8 + 46 964+ 251 32.084 -3.966
INS/DEL S Fm IH7/DH6 11 6 1032+ 23 89.9+27.9 7.150 -7.660 0028 | 0838
Ed IH6/DH6 11 10 108.8 £+ 22.3 98.7+ 16.7 8.650 5.646 ’ '
- HVR4 DH7/DH7 9 5 97.6+19.9 96+ 10.9 -3.032 4.005
DH7/DH6 29 24 98.4+19.8 99.4+29.7 2931 0.900
DH6/DH6 51 33 97.7+25.2 96.4+ 24 0 0

Taula 1V.65. Andlisis de la varianca per a la deteccio d”efectes dels genotipsi de les combinacions d”haplotips del gen

FVII sobre els nivells sericsd” ApoB. Els valors de p significatius es marquen en negreta i ombrejats.
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2.4. DISCUSSIO SOBRE ELS RESULTATS EPIDEMIOLOGICS

A. ANALISI DEL DESEQUILIBRI DE LA TRANSMISSIO (TDT)

Lesandlisis per tal de detectar desequilibri en latransmissié d’al-lelsi haplotipsen les5
regions cromosomiques analitzades només van donar resultats significatius en els gens
implicats en la fibrinolisi (PLAT i PAI-1), no detectant-se cap associacié entre els gens
implicats en la coagulaci6 sanguineai la CAl.

En & gen PLAT, es van detectar 3 casos amb un defecte significatiu en la transmissié:
en I"a-lel 115 del STR (CA)15C(TC)1o, en I"haplotip parcial 115-1 format pels marcadors
(CA)1sC(TC)1oi TPA25, i en I'haplotip parcia 122-113 format pels marcadors
(TG)14(TA)12 i (CA)15C(TC)10. Com ja s'ha vist a | apartat de resultats, la correccié per
tests multiples exigeix, en el més estricte dels casos, que €l valor p dels tests no superi €
0.006 (0.05/8). Només les analisis de la transmissio de |'al-lel 115 van complir aguests
requisit abans (p exacta = 0.0045) i després (p exacta = 0.0029) de |"agrupacio dels al-lels
del STR en (CA)15sC(TC),, essent I"Unic cas amb una associacié prou robusta dels tres
esmentats.

El conjunt dels resultats obtinguts en e gen PLAT fa sospitar que |I” al-lel 115 de
(CA)15C(TC)10 és1"Unic reament associat a una proteccié contra la CAl essent |"haplotip
parcial 115 “arrossegat” cap a la significacio pel fet de contenir aquest a-lel, ja que
existeix un desequilibri de lligament considerable entre (CA)1sC(TC)10'i TPA25 (veure
taula IV.55). En el present estudi no s'ha detectat cap resultat significatiu en les analisis
TDT en considerar e marcador TPA25 en solitari. En la bibliografia es recullen diversos
estudis cag/control a la recerca d associacio entre els al-lels del marcador TPA25 i la CAl
en els que s han obtingut resultats contradictoris i poc clars a respecte (veure taulal.1 de
la introduccid), que van des de |"associacié del genotip Il amb risc per a l'infart de
miocardi (van der Boom et a. 1997), fins a l|'associaci6 de l'd-lel D amb
tromboembolisme vends (Hooper et al. 2000), passant per estudis en €l's que no es troba
cap associacio entre la CAl i el polimorfisme (Steeds et el. 1998, Ridker et al. 1997a).
Aquest fet podria respondre a |"existéncia de diferents patrons de Iligament dins del gen
PLAT en les diferents mostres utilitzades en els esmentats estudis donat que tenen origens
geografics molt diversosi per tant histories poblacionals també diferents.
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En base a aguesta hipotesi, és necessari preguntar-se perque |'a:-lel 115 de
(CA)15C(TC)10 ha arrossegat cap a la significacié un haplotip parcial que el conté
conjuntament amb el marcador TPA25 perd no ho ha fet amb haplotips que e contenen
conjuntament amb el marcador (TG)14(TA)12, malgrat I"existencia d’ un desequilibri de
lligament considerable entre elsloci (TG)14(TA)12 i (CA)15C(TC)1o, lleugerament superior
al que existeix entre (CA)15C(TC)1oi TPA25 tant en pares com en fills afectats. A més, en
el cas concret de |"al-lel 115 de (CA)1sC(TC)10, € desequilibri de lligament amb |"al 1€l
120 de (TG)14(TA)12 (a-lel junt amb el que és troba en la quasi totalitat dels haplotips
reconstruits en el total dels individus) es superior (D pares = 0.0550; D fills afectats =
0.0317) a mostrat per aquest a-lel respecte als a-lelsde TPA25 (D pares = 0.0073; D fills
afectats = 0.0073). Com a possible resposta a aquests fets es podria hipotetitzar | existéncia
d'un locus reament associat a la maadtia que es trobaria entre els marcadors
(CA)15C(TC)10i TPA25. Aquest locus presentaria un fort desequilibri de lligament amb €l
marcador (CA)15sC(TC)10 amb una forma al-|élica protectora contra la CAI amb un grau
d associaci6 a-lélica molt elevat amb I"al-lel 115. A més, presentaria un desequilibri de
[ligament considerable amb el marcador TPA25, perd molt baix desequilibri de Iligament
amb el marcador (TG)14(TA)12, fet que vindria recolcat per la manca de desequilibri de
lligament entre (TG)14(TA)12 i TPA25 (veure taulalV.55).

L existéncia d aquest locus hipotetic també gjudaria a superar la dificultat de trobar una
explicacié fisiologica a fet de que un sol allel dels 17 que existeixen a STR
(CA)15sC(TC)1o confereixi proteccié contrala CAl. A més, ca tenir en compte que aquest
microsatel-lit es troba a I'intr6 1 del gen PLAT, entre aquest i I'intré 8, que conté el
marcador TPA25, es troben 8 exons dels quals només 6 codifiquen per dominis de la
proteina madura entre els quals 1 codifica per a domini digital i 3 per a regions kringle.
Tant € domini digital com les regions kringle de de t-PA intervenen en la seva interaccio
amb la fibrina. Aquesta interaccio és necessaria perque t-PA activi el plasminogen (veure
|"apartat D.1 del punt 3.2 de la introduccid) i, per tant, la fibrinolisi. L existéncia d"un
hipotétic locus associat amb la CAl entre els marcadors (CA)1sC(TC)1o | TPA25 podria
implicar modificacions en els esmentats dominis de la proteina que incidirien sobre la seva
capacitat d'interaccio amb la fibrina i pertant sobre la seva funcio fibrindlitica mitjancant
I"activacié del plasminogen. La proteccié contra la CAl mostrada en la present tesi podria
venir conferida per un més eficient proceés fibrinolitic en individus portadors de la variant
en associacio a-lélica amb I"al-lel 115 de (CA)1sC(TC)10 condicionat per una major

afinitat de la proteina t-PA vers a fibrinogen que, a més, podria relacionar-se amb un
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efecte protector en front alainterferencia que es suposa que causa lalipoproteina (a) sobre
el procés de fibrinolisi quan es troba a concentracions plasmatiques elevades, ja que
aguesta lipoproteina també posseeix dominis kringle a través dels quals podria unir-se al
fibrinogen (Hamsten, 1993). El fet de que t-PA presentés una unié més eficient ala xarxa
de fibrina contrarrestaria aquest risc en persones amb nivells plasmatics elevats de
lipoproteina (a).

L"associacio entre el STR (CA)1sC(TC)1oi la CAl haestat descrita per primer cop en la
present tesi.

Pel que respecta al gen PAI-1, es va detectar un excés significatiu en la transmissio del
grup d'a-lels de meés gran tamany (207-229 pb) del microsatel lit (CA), que van implicar
un risc relatiu envers ala CAl de 1.86. Dawson i col laboradors (1991), van portar aterme
un estudi d"associacié entre els dos marcadors del gen PAI-1 analitzats en la present tesi i
els nivells plasmatics de la proteina PAI-1 en una mostra de 145 pacients amb infart de
miocardi anterior als 45 anys d'edat i en 95 controls. En aguest estudi es va mostrar una
associacio significativaentre I’STR (CA), i els nivells plasmatics de PAI-1, amb els allels
de mida curta (203, 201 i 199 pb) associats as nivells plasmatics més dtsi els a-lels de
mida a partir de 205 pb en endavant associats a nivells plasmatics baixos. Aquests resultats
podrien ser interpretats com discordants amb els obtinguts en la present tesi, ja que uns
nivells plasmétics elevats de PAI-1 podrien implicar unainhibicié excesivade lafibrinolisi
que dificultaria I"eliminacié de coaguls i, per tant, una predisposicio per ala CAl. El grup
dal-lels que Dawson i col laboradors detecten com a associats a nivells plasmatics baixos
de PAI-1 inclou la totalitat del grup d'al-lels que en el present treball s'han associat amb
una predisposicio per a la CAIl. Malgrat tot, cal resatar que I'a-lel 205 que Dawson i
col-laboradors troben associat a nivells plasmatics baixos de PAI-1, ha estat determinat en
la present tes com un al-lel protector contra la CAl. Per altra banda, en e mencionat
treball també es va detectar una associacio no significativa entre el genotip Hd2/Hd2 de
Hind 11l amb nivells plasmatics elevats de PAI-1. Aquest resultat, per les mateixes raons
anteriorment esmentades, es trobaria en desacord amb e nUumero de transmissions
incrementades dels haplotips (207-229)-Hd1 que, en certa manera, involucren, encara que
no de formasignificativa, | allel Hd1 en un cert risc cap ala CAl.

Dawson i col-laboradors atribueixen |"associacié del STR (CA), amb els nivells
plasmatics de PAI-1 al existencia d"aguna variacié de la sequiéncia en algun punt del gen

gue influiria en I'expressié del mateix, ja que s’ha demostrat la importancia de la

207



Polimorfismes en gens de |I"hemostasi

transcripcid en el control de la sintesi de la proteina PAI-1 (Klinger, 1987; Riccio, 1988;
Emeis i Kooistra, 1986). La mateixa explicacio es podria donar en |"associacié detectada
en el present treball, hipotetitzant |"existencia d"un locus en desequilibri de lligament amb
el microsatél-lit (CA), amb al-lels que condicionarien una major tasa de transcripcio del
gen que, a seu torn, condicionarien nivells plasmatics alts de PAI-1 i, en consequéncia,
una major inhibicié de PLAT. En aguesta situacio, els procesos fibrinolitics serien en cert
grau menys eficients que en unes condicions en les que els nivells plasmatics de PAI-1
fossin més baixos, afavorint els procesos trombotics donat que el creixement dels coaguls
seriamés dificil delimitar i laxarxade fibrinamés dificil d"eliminar.

Malgrat tot, no és necessari recorrer a | existencia d un locus realment causant de risc
per la malatia lligat a STR (CA), per poder explicar |"associacié detectada en aguest
marcador amb la CAIl. Bosma i col-laboradors (1988) descriuen aquest microsatél -lit com
unaregio Z-ADN que, conjuntament amb una altra regi¢ del mateix tipus localitzada entre
les posicions -195 i -153 i dues copies invertides de la seqiencia reguladora de proteines
de fase aguda (CTGGGA) localitzades alaregio 5 del gen, podrien intervenir en el control
de latranscripci6 del gen fent que aquest es comporti com una proteina de fase aguda. Les
regions Z-ADN son sequéncies constituides per purines i pirimidines alternades que es
caracteritzen per ser capaces de pasar d'un estat d helix dextrogira (B-ADN) a un estat
d hélix levogira (Z-ADN). Aquesta transicié ocorre en situacions de sobreenrotllament
helicoidal negatiu, no revertint |"estructura en Z-ADN a B-ADN fins que |"accio de les
topoi somerases permet eliminar | stress de torsio causat per e sobreenrotllament. L avang
de les ARN polimerases sobre una doble hélix dADN genera en la part anterior al” enzim
un sobreenrotllament helicoidal positiu del ADN, mentre que en la part posterior genera un
sobreenrotllament helicoidal negatiu. S ha comprovat que les estructures Z-ADN es donen
durant la trancripcié de molts gens, perod desapareixen quan aquests no s expressen (Wolfl
et a. 1996). A meés, sha observat que sobre les estructures en Z-ADN les ARN
polimerases no poden transcriure (Peck i Wang, 1985). D aquesta manera, € pas duna
ARN polimerasa per una d aquestes regions indueix € canvi de conformacié de la mateixa
cap a Z-ADN provocant que ARN polimerases subsegiients quedin bloguejades fins que
|"accio de les topoisomerases retorni la zona a una conformacio B-ADN. A meés,
I”estructura en Z-ADN emmascara llocs de reconeixement de proteines d’unié a B-ADN i
representa zones per les quals els enzims implicats en la transcripcié presenten gran afinitat
(Arndt-Jovin et a. 1993, Herbert et al. 1995). El conjunt d"aquestes evidéncies assenyala a
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les segiiencies Z-ADN com a importants elements reguladors de |"expressié dels gens que
les posseeixen.

L "associacié amb risc per la CAl dels al-lels del microsatdl-lit (CA), de 207 a 229 pb en
contraposicio a cert efecte protector, detectat només en els TDTs reaitzats manua ment,
dels a-lels 203 i 205 podria suggerir un diferent efecte sobre el control de la transcripcio
dels a -lels de mida petita enfront a al-lels de mides més grans que podria estar condicionat
per la menor o major facilitat per adoptar la conformacié de Z-ADN per part de la regio
ocupada pel microsatél lit en funcié de la grandaria de la mateixa. D aquesta manera, els
al-lels compresos entre 207 i 229 pb afavoririen una major transcripcié del gen PAI-1 que
els a-lels 203 i 205. Aquesta hipotesi podria ser recolcada pels resultats obtinguts en el
treball de Rothenburg i col-laboradors (2001) en € que es va detectar una diferéncia
significativa en la taxa de transcripcio de fins a un 27% entre 2 al-lels d"un microsatél -lit
(CA)(CG), capac dadoptar |'estructura Z-ADN en e gen Ncl de la rata que es
diferenciaven en 2 repeticions de dinucleotid (4pb). Malgrat tot, en aquest estudi d’entre
els 2 allels esmentats la major taxa de transcripcié va correspondre a de menor tamany

contrariament a que hipotéticament succeiriaen el microsatel lit (CA), del gen PAI-1.
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B. ANALISI DELS PARAMETRES LIPIDICS SERICS

Les andlisis de la varianca realitzades no van detectar cap efecte de la variabilitat del
gen FVII sobre els nivells de colesterol total, del cluster genic del fibrinogen ni del gen
PLAT sobre els nivells de lipoproteina (a) ni del gen PAI-1 sobre els nivells detriglicerids.

D’altra banda, cal resaltar que segons aquestes analisis un 17.7% de la variabilitat dels
nivells plasmatics de triglicerids en elsfills afectats i un 4.4% de la variabilitat dels nivells
plasmatics d’ApoB en els progenitors poden ser explicats en funcié de la combinacio
d haplotips del gen FVII gue porten els individus. En cap dels dos casos es van observar
resultats significatius per als marcadors -323 10 pb INSDEL i HVRA4, considerats
individualment.

Pel gue respecta a |”associacio entre les combinacions haplotipiques del gen FVII amb
els nivells de triglicerids en fills afectats, es va observar certa consistencia vertical ja que
les combinacions d”haplotips que implicaven ser portador de dues copiesdel alel H7 van
implicar en promig una major concentracio plasmatica de triglicerids que aquelles que
implicaven ser portador de dues copies de |"al-lel H6, encara que no es va evidenciar
clarament el fet de que els portadors d haplotips que implicaven una heterozigoss H7H6
per a marcador HV R4 presentessin nivells de trigicérids plasmatics en promig intermitjos.
Aquesta consisténcia vertical es va manifestar més clarament, encara que no de forma
significativa, en I"andlis del marcador HVR4 considerat de forma individua ja que, entre
els fills afectats, els individus homozigots H6H6 van presentar els nivells de triglicerids
plasmatics en promig més baixos, els homozigots H7H7 els més alts i els heterozigots
H7H6 nivells situats entre el's dos tipus d"homozigots. Aquesta tendencia no es va observar
en el grup de progenitors. L associacio detectada no va presentar consisténcia horitzontal

jaque nomeés va ser observada en elsfills afectats i no pas en els pares.

En relacié a |I"associacio entre les combinacions haplotipiques del gen FVII amb els
nivells d’ApoB en els pares, aguesta no va mostrar consisténcia vertical ja que no es va
poder atribuir un efecte determinat sobre els nivells plasmatics d"ApoB a un haplotip o a
un determinat al-lel dels marcadors -323 10 pb INS/DEL o HVR4. No obstant, de la
mateixa manera que en | associacio detectada entre els haplotips del gen FVII i els nivells
plasmatics de triglicerids, una combinacio d haplotips que implica dues copies de | a -lel
H7 (I-H7/D-H7), vamostrar els nivells en promig més alts del parametre lipidic estudiat en
|"analisi. No es va observar consistencia horitzontal .
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Una tercera associacié va ser detectada, en aquest cas entre les combinacions
d haplotips del gen FVII i els nivells plasmatics dHDL-C en e grup de fills afectats.
Malgrat que aguesta anadlis de la varianca va resultar significativa, € percentatge de la
variabilitat dels nivells de HDL-C que va explicar el model (30.6%) va quedar totalment
anul-lat en descomptar els percentatges de |"esmentada variabilitat explicats per les
covariables sexe (4.1%), edat (15.8%) i consum actual de tabac (13.8%). A més, no va ser
possible detectar cap indici de consisténcia vertical ni horitzontal en aquesta associacio,
encara que en I"andlisi del marcador -323 10 pb INS/DEL, que no varesultar significativa,
es va observar tant en pares com en fills afectats un augment en promig dels nivells
plasmatics dHDL-C amb e numero de copies de |'al-lel I. Es pot concloure que
|"associacio detectada entre les combinacions d haplotips del gen FVII i elsnivellsd"HDL -

C no reuneix els requisits suficients per a ser considerada com a autentica.

Malgrat tot, crida I"atencié e fet que en dues de les associacions detectades es
coincideixi en mostrar els individus portadors de la combinacio haplotipical-H7/D-H7 com
els que en promig presenten els nivells plasmastics més elevats, ja sigui de triglicérids (en
elsfills afectats) com d"ApoB (en els pares). En el cas delsfills afectats, aquest fet és degut
a gue €ls portadors de la combinacio |-H7/D-H7 van presentar la maxima diferéncia en els
nivells promig de triglicerids plasmatics respecte als portadors de la combinaci6 |-H6/D-H6
(p = 0.043), els quals a seu torn van presentar nivells en promig més baixos que la resta
dindividus (p = 0.022). En €l cas dels progenitors, laimplicacio de |"haplotip |-H7/D-H7
amb nivells alts d’ApoB va ser més directa ja que els portadors d aquest haplotip van
presentar nivells promig d aquest parametre significativament més elevats que la resta
dindividus (p = 0.004). En aguest darrer cas, € grup d'individus més diferenciat dels
portadors de la combinacio |-H7/D-H7 van ser els homozigots D-H6/D-H6, amb nivells
d"ApoB en promig més baixos (p = 0.034).

Cal preguntar-se per quée la combinacié haplotipica |-H7/D-H7 coincideix en determinar
nivells plasmatics en promig elevats de triglicerids (en fills afectats) i d’ApoB (en €ls
progenitors) i quin es el mecanisme fisiologic mitjancant el qual lavariabilitat del gen FV1I
pot influir sobre aquests parametres lipidics. En la bibliografia es troba ampliament
documentada | existéncia d"interaccions entre les lipoproteines plasmatiques i € procés de
I"hemostasi. Ha estat demostrada la participacié de les lipoproteines plasmatiques en €ls
processos de coagulacié i fibrinolisi. Aquestes representen superficies on s'adhereixen els

enzims de |"hemostasi, tant coagulants com anticoagulants, i s'uneixen als seus cofactors i
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substrats per tal d"expressar les seves activitats (per arevisio veure Griffin et a. 2001). A
meés, els tractaments hipolipemiants no provoguen només una davallada en els nivells dels
lipids plasmatics sind que també tenen un efecte antitrombotic a través d'un descens de
FVII:Ag (concentracié plasmatica de factor VII) i d'un descens de FVII:C (activitat
coagulant del factor VII en plasma) (Porreca et a. 2000). Un increment en els nivells
plasmatics de lipids aterogenics (com el colesterol total o els triglicérids) esta correlacionat
linealment amb un increment de la concentracié plasmatica tant de FVlla (enzim en la
forma activada) com de FVI1:C (Hansen et al. 2001). Aquest increment de la capacitat de
coagulacio de la sang es donaria per | activacié del factor VIl através de la viaintrinseca
ja que les lipoproteines oxidades constitueixen superficies electricament carregades
capaces d activar aguesta via (Kjake et al. 2000). La correlacié dels nivells plasmatics de
triglicerids i FVI11:C és continua, es a dir, no es necessari assolir un determinat valor limit
en la concentracié de triglicérids perque es manifesti (Chadarevian et a. 1999). Altres
estudis han detectat associacions entre genotips del gen FVII i nivells de parametres
lipidics en plasma. En un treball redlitzat per Mariani i col-laboradors (1999b) va ser
detectada una influéncia de la variabilitat en el gen FVII sobre la correlacié dels nivells de
FVIlai FVII:C amb €ls nivells plasmétics de lipoproteines riques en triglicerids. En un
estudi anterior realitzat en pacients d'infart de miocardi d”esdeveniment anterior al” edat de
45 anys (Moor et a. 1995), es va detectar una correlacio significativa del contingut de
triglicérids de les VLDLs i la concentracié plasmatica d’ApoB (interpretada com un
indicador del nimero de particules d aquesta fraccid lipoproteica) amb els nivells de
FVII:C i FVII:Ag només en els individus homozigots Arg/Arg per a polimorfisme
Arg/Gln 353 del gen FVII. Davant d aquest resultat |"autor de |"estudi va interpretar que
aguest polimorfisme es localitzaria en una regio de la molecula del factor VII que estaria
implicada en lainteraccié amb les lipoproteines riques en triglicérids i que podria afectar el
processament intracel -lular en els hepatdcits o |"estabilitat de la proteina, fets que tindrien
repercusio sobre el's seus nivells plasmatics.

En el present treball ha estat descrita per primera vegada | associacié entre haplotips del
gen FVII formats per els marcadors -323 10 pb INS/DEL i HVR4 i els nivells plasmétics
de triglicérids i d"’ApoB. En base als resultats obtinguts en els estudis mencionats en el
paragraf anterior, es podria hipotetitzar que la combinaci6 haplotipica |-H7/D-H7 s associa
amb un increment del nimero de particules VLDL (considerant €ls nivells d"ApoB com a
indicadors d"aguest parametre) i del seu contingut en triglicerids. Aquest efecte genic

hauria de fonamentar-se en I"existencia d’'un polimorfisme que podria trobar-se en
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I"interval comprés entre els marcadors -323 10 pb INS/DEL i HVR4, que inclou la major
part del gen FVII, o bé fora d"aquest interval cap a 3" ja que presentaria desequilibri de
[ligament amb el marcador HVR4 per la certa consisténcia vertical mostrada en aquest
locus en |"associacid descrita respecte as nivells plasmatics de triglicérids en €ls fills
afectats. Aquest hipotétic polimorfisme hauria de manifestar-se a nivell de proteina donant
lloc a una variant del factor de coagulacio VII gue interaccionaria amb gran afinitat amb
les lipoproteines riques en triglicerids i ApoB (especialment VLDLS) i provocaria
ateracions del seu metabolisme com una disminucié de |"hidrélisi per part de la
lipoproteina-lipasa dels triglicerids que transporten i que també impediria e seu
processament cap alDLs i LDLs que portaria a un major acamul de VLDLs en e plasma.
Aquest efecte sobre el metabolisme lipoproteic també podria donar-se a través d'un
increment en els nivells plasmatics del factor de coagulacié VI, parametre no mesurat en
la present tesi, causat per aguest hipotétic polimorfisme. Aquest fet incrementaria la
guantitat de moléecules de factor VII en interacci6 amb les mencionades lipoproteines

interferint el seu metabolisme.
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1. CONCLUSIONS DE L'ESTUDI POBLACIONAL

Els resultats obtinguts en |"analisi dels 9 marcadors utilitzats en la part poblacional de la

present tesi permeten concloure que:

e Lavariabilitat poblacional trobada per als polimorfismes FVII -323 10 pb INS/DEL,
FVII HVR4, FGB Bcll, GPIIb 9 pb INS/DEL, GPIllaTaql i PLAT TPA25 Alu indica
gue aquests marcadors son de gran utilitat en |'estudi de la diversitat genetica
interpoblacional tant en el total de les mostres estudiades com a nivell de les 6 mostres
procedents de la Mediterrania Occidental. Els marcadors FGB Hindlll i FGA Tag|
mostren certa homogeneitat dins de les 6 mostres de la Mediterrania Occidental, encara
gue discriminen la mostra Sud-sahariana. EI marcador PAI-1 HindlIl és el menys

divers anivell del total deles 7 mostres analitzades.

e Els marcadors analitzats indiquen una gran homogeneitat entre les mostres d Arabs i
d"Alpujarras compatible amb |"existencia d'un flux genic no negligible a través de
|”estret de Gibraltar en algun moment del passat. Aquest resultat s'oposa alaidea d un
flux génic limitat entre la Peninsula Ibérica i e Nord d Africa suggerida en estudis
basats en altres marcadors (Simoni et al. 1999, Comas et al. 2000, Bosch et al. 2001).

e La distribucio poblacional dels polimorfismes estudiats es compatible amb certa
peculiaritat genética de la mostra de Bascosi de les mostres sardes que pot ser €l reflexe
del seu aillament respecte a la resta de poblacions de la Mediterrania Occidental
analitzades en €l present treball. Aquests resultats concorden amb dades genétiques
previes (Scozzari et a. 1997; Lucottei Hazaout, 1996, Cavalli-Sforza et al. 1994).

e Pel que respecta a les poblacions marroquines, els resultats obtinguts recolcarien,
d"acord amb altres estudis (Comas et a. 2000), |"existencia d”un fort component berber

en la constitucié genética de lamostrad”Arabs del Marroc.
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2. CONCLUSIONS DE L'ESTUDI EPIDEMIOLOGIC

Els resultats obtinguts en |"analisi dels 13 marcadors utilitzats en la part epidemiol ogica

de lapresent tesi permeten concloure que:

e Cap marcador contingut en els gens implicats en el procés de la coagulacio sanguinia
analitzats en la present tesi (FVII -323 10 pb INS/DEL, FVII HVR4, FGB Hindlll,
FGB Bcll, FGA Taqgl, GPllla (CT),,, GPIlla Tagl i GPIIb 9 pb INS/DEL) presenta
associacio entre la seva variacio i la CAl en la mostra de 101 families nuclears amb

membres afectats per lamalaltia.

e Dins del gen PLAT, l'a-lel 115 de STR (CA)1sC(TC)yo presenta un defecte
significatiu en la transmissio cap a la descendencia afectada i per tant s'associa a un
efecte protector contra la CAl. Es postula I"existencia d'un polimorfisme realment
associat amb la malaltia amb efecte sobre els dominis de la proteina t-PA que
intervenen en la seva interaccio amb la xarxa de fibrina i que presentaria un alel

protector contrala CAl amb unaforta associacio al-|élicaamb |"al-lel 115.

e Dins del gen PAI-1, es dona un excés significatiu en la transmissié dels al-lels més
grans (207-229 pb) del microsatel-lit (CA), envers as fills afectats, associant-se aquests
aunrisc relatiu per ala CAl. Per contra, els al-lels 203 i 205 presenten un defecte en la
transmissio envers els fills afectats pel que s'associen a un efecte protector contra la
CAl. Aquests resultats permetrien hipotetitzar la influencia del tamany dels allels
d"aguest marcador sobre la taxa de transcripcié del gen PAI-1 a través de la capacitat
que presental STR (CA), d adoptar la conformacié de Z-ADN.

e No es detecta cap efecte significatiu de la variacio en e gen FVII sobre els nivells
plasmatics de colesterol total, ni de lavariacio en el cluster genic del fibrinogen o en €
gen PLAT sobre els nivells plasmatics de lipoproteina (a), ni tampoc de la variacio en €

gen PAI-1 sobre els nivells plasmatics de triglicerids.
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e La combinacio d haplotips |-H7/D-H7 del gen FVII s'associa significativament amb
un increment en els nivells plasmatics promig de triglicerids en els fills afectats i d"Apo
B en els progenitors. Aquests efectes poden reflectir un increment en la concentracio
plasmatica de lipoproteines riques en triglicerids (probablement les VLDLS) que es
donaria a través d"un increment de la concentracié plasmatica del factor de coagulacio
VIl enindividus portadors d”aquesta combiniacié haplotipica.

En definitiva, ala mostra analitzada cap dels marcadors estudiats pot considerar-se com
un factor de risc important per ala CAl, confirmant-se els resultats negatius descrits ala
literatura en altres mostres de malalts d origen poblacional diferent.

A partir dels resultats obtinguts en el present treball es plantegen com a possibles noves

aproximacions al paper del procés hemostatic en la CAl:

e Larecerca de nous polimorfismes dins del gen PLAT en I'interval comprés entre els
marcadors (CA)1sC(TC)1oi TPA25 per tal d"avaluar la sevaimplicacié en €l risc per a
laCAl.

e Lareditzacio d estudis funcionals que permetin determinar |I"efecte de la grandaria
delsa-lelsdel STR (CA), sobre lataxa de transcripcio del gen PAI-1, acompanyats per
estudis que confirmin la presencia de nivells plasmatics incrementats de PAI-1 en
portadors dels a-lels més grans (207-229 pb) del microsatel lit (CA), en la mostra de

families nuclears.

e La reditzacio d estudis en la mostra de families nuclears que permetin confirmar la
influencia dels haplotips del gen FVII sobre els nivells plasmatics de FVII:Ag i de
FVI1:C com aintermediaris de I efecte sobre els nivells plasmatics de VLDLSs.

e Ladeterminaci6 dels polimorfismes PLAT (CA)1sC(TC)10 i PAI-1 (CA), en mostres
poblacionals de |I"ambit mediterrani i en altres mostres poblacionals amb elevada
incidéncia de CAIl per tal de descobrir patrons diferencials en la distribucio de les
freqiencies al-léliques d"aguests dos loci que contribueixin a donar una explicacio ala
relativament baixa incidencia d"aquesta malaltia a les poblacions mediterranies.
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ANNEX 1

FULL DE CONSENTIMENT

PROJECTE:

BASES GENETIQUES DE LA CARDIOPATIA ISQUEMICA: ESTUDI
D"ASSOCIACIO EN FAMILIES UTILITZANT GENS CANDIDATS
RELACIONATS AMB EL METABOLISME DE LES LDL.

La finalitat principal d"aguest estudi és la identificacié dels factors genetics implicats
en I'infart de miocardi, aixi com la sevarelacié amb els factors ambientals. Per a realitzar
I"estudi genetic és fonamental poder disposar de petites mostres de sang de persones que
han estat afectades per aquesta malaltia aixi com dels seus pares. Per aix0 necessitem la
seva guda. La seva col.laboracié pot contribuir a la millor comprensio i prevencio
d aguesta malaltia en €l futur.

La donacio d aquesta mostra no suposara cap risc per a cap de les persones participants.
La privacitat de les dades obtingudes aixi com de la identitat dels participants esta
completament garantida.

MOLTES GRACIES,
CONSENTIMENT:
Si, estic d"acord a donar una mostra de sang per arealitzar estudis genétics sobre " infart
de miocardi.
Nom:

Data:

Signatura:
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QUESTIONARI SOBRE DIAGNOSTIC | FACTORS DE RISC PER LA
CARDIOPATIA CORONARIA

DATA:

1. DADES PERSONALS

N©@ identificaci6 estudi: N©e referéncia hospital:

Maddt/a  Pare . Mare  Germdna_

Nom:
Sexe: V M
Teléfon:
Data naixement:
Edat pare:
Edat mare:
Lloc de naixement:
Lloc de naixement avis paterns: /
Lloc de naixement avis materns: /
Pes: kg.
Alcada m.
Deju en e moment de | extracci6 de sang: S NO (horesultimaingestio: )
2. DIAGNOSTIC
(només malaltsi familiars que pateixen o han patit |a malaltia)
CLIiNIC:

Infart de miocardi
Angor evolutiu
Angor cronic

By pass

ACTP

Altres (especificar)

ANGIOGRAFIC: 1vas _ 2Vvasos 3vasos
Especificacions:

QUIRURGIC:

Data diagnostic actual:
*Si hi ha episodis antics de lamalaltia especificar datai diagnostic:
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3. ANTECEDENTS FAMILIARS

1. De malaltia cardiovascular (especificar edat i diagnostic):

- Pare: NO_ Sl

- Mare: NO_ S

- Germa: NO Sl

- Germana NO_ Sl

- Altres familiars: NO_ Sl
2.Didipemia NO_ Sl
3.Hipertensié: NO_ Sl

4 Diabetes: NO_ TIPUSI_  TIPUSII_
5.Mort sibita: NO Sl
6.AVC: NO_ SI_
(especificar a quina edat)

6.Claudicacio Intermitent: NO_ Sl

(Malaltiavascular periferica)(especificar aquina edat)

1.Tabagquisme:
Ex-fumador/a

<15
15-25
>25

2. Exercici:
M oderat
Fort

3. Obesitat:

Sobrepes (BMI 25-30)

Obgs (BMI >30)

4, ANTECEDENTS PERSONALS

No fumador/a

NO

Norma
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4. Alcohal:
Moderat (<30 gr/dia)
Important (>30 gr/dia)

5. Hipertensié:
6 .Diabetes:

7. Tract. hormonals:

8. Didlipémia:

(especificar, si esconeix, €l ti pus)_

9. Hiperuricémia:

10.AVC:

AlIT

Art. Perif.

Claudicaci6 intermitent

(Malaltia vascular periférica)

11. Estrés:

12. Personalitat tipus A :

13. Dieta:

Ricaen greixos

Per diabetics

Altres (especificar)

14. Estudis:.  Cap/ Primaris _
Secundaris

Llicenciat. o superior

15. Situacio laboral:
Baixalaboral
Invalidesa perm.
Atur

Altres (especificar)

16. Estat civil:

Solter/a

Vidu/a

Separat/da o divorciat/da

Altres
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NO_ Sl

NO_ Sl

NO_ Sl

NO_ Sl

NO Sl

NO_ Sl

NO_ Sl
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NO_ Sl

Normal_

Actiu/va

Casat/da, gjuntat/da
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5. TRACTAMENTS ACTUALS

1. DIETA: NO Sl
2.HIPOLIPEMIANTS:  NO_ SI_
3. ALTRES: NO_ S

ANNEX 2

PROTOCOL D'EXTRACCIO D’ADN PEL METODE DEL FENOL-
CLOROFORM

1. Partim de 5 ml de sang per tub, laqual cosaequival auns5 x 10° de cél.lules.

2. Centrifugar 10 minuts atemperaturaambient a 600 g.

3. Extreure la fase superior de plasma amb una pipeta Pasteur fins a 1 mm de la fase
vermella

4. Agafar aproximadament 1 ml de lafase de color cremai posar-laen un nou tub.

5. Afegir 8 ml detampd delis 1.

6. Invertir i 10 minutsen gel.

7. Centrifugar 10 minutsa4°Ci a900 g.

8. Extreure € sobrenedant i resuspendre € sediment amb 1 ml de TBS.

9. Barrgar amb la pipeta.

10. Afegir 1 ml detampd delisi 21 50 ul de proteinasaK a 10 mg/ml.

11. Barrgjar per immersio.

12. Incubar de 1 a2 hores a 55°C.

13. Posar els 2 ml de la nostra una vegada refredats amb un tub conic amb la resina de
slicagdl.

14. Afagir 1 ml defenol i 1 ml de cloroform-isoamilic (24:1).

15. Agitar per immersié durant 5 minuts.

16. Centrifugar durant 7 minuts a 600 g atemperatura ambient.

17. Decantar la fase superior en un nou tub de silicagel o afegir 1 ml de fenor i 2 ml de
cloroform-alcohol isoamilic en € mateix tub.

18. Agitar per immersié durant 5 minuts.

19. Centrifugar durant 7 minuts a 600 g atemperatura ambient.

20. Posar la part superior en un tub de 30 ml.
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21. Afegir 0,67 ml d acetat d’amoni 10 M (5X) per cada 2 ml de mostra.

22. Afegir 2,5 volums d etanol a 95 %.

23. Invertir diverses vegades.

24. Deixar durant totalanit a-20 °C o0 45 minuts a-80 °C.

25. Centrifugar durant 30 minuts atemperatura ambient a 6700 g.

26. Llencar €l sobrenedant i afegir 2 volumsd'etanol a 70 % i agitar en €l vortex.
27. Centrifugar igual que en e punt 25.

28. Treure € sobrenedant i assecar € pellet d’ADN d buit.

29. Resuspendre en 300 pl o menys de TE en un eppendorf.

30. Incubar durant uns 10 minuts a 65 °C.

31. Fer un spin.

32. Diluir 1/50 vegades en TE i mesurar laDO a 260 nm i 280 nm, amb TE de blanc.
33. Calcular la concentracio.

34. Guardar I'ADN a-20°C.

Reactiusi tampons necessaris:
TAMPODE LIS 1:
10 mM TrisHCI pH 7.5
10 mM NaCl
3mM MgCl;
Sautoclava

TAMPO DE LIS 2:
400 mM TrisHCI pH 8
100 mM EDTA pH 8
1% SDS

No sautoclaval'SDS.

TBS.
20 mM TrisHCI pH 7.5
150 mM NaCl

Sautoclava.

TE:
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10 mM TrisHCI pH 8
1 mM EDTA pH 8
Sautoclava
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PROTEINASA K:
10 mg/ml en aigua bidestil.lada estéil

No sautoclava.

ACETAT D'AMONI:
10 M Acetat d'amoni en aigua bidest. estéril.
Esfiltra.

ANNEX 3

PROTOCOL DE PURIFICACIO |1 SEQUENCIACIO D’ADN

Abans de poder sequienciar € producte de PCR és necessaria la purificacio del mateix.
Per a tal fi, es va dur a terme e protocol de purificacié Geneclean Il amb algunes
modificacions (Boylei Lew, 1995) que es detalla a continuacio:

1. Es parteix de 25 ul de producte de PCR que es posen en un tub eppendorf de 500 pl

de capacitat.

2. s'afegeixen 3 volums (75 ul) de Nal i 8 ul de GLASSMILK.

3. Deixar 5 minuts en gel barrgjant cada minut per assegurar-se que la GLASSMILK

estigui resuspesa.

4. Centrifugar 1 minut a 15000 g per precipitar lamatriu de resinaamb el DNA.

5. Abocar el sobrenedant sense apurar i tirar-lo (podria guardar-se) i comprovar que no

gueda ADN.

6. Resuspendre €l pellet amb 10-15 volums de NEW WASH fred (200-700 ul, encara

que amb 100 pl n"hi ha prou).

7. Centrifugar 1 minut a 15000 g i abocar el sobrenedant sense apurar.

8. Repetir els rentats amb NEW WASH dos cops més apurant el sobrenadant només

["dltim cop.

9. Resuspendre €l pellet en un volum d"H,O bidestilada esteril igual al de GLASSMILK

(8 ul) per eluir el DNA i passar-lo al”aigua.

10. Incubar a55 °C de 2 a 3 minuts.

11. Centrifugar 1 minut a 15000 g i passar el sobrenedant a una altre eppendorf (conté

80 % del ADN).
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12. Pot fer-se una altra elucio a la resina amb H,O bidestilada esteril per acabar
dextreuretot ’ADN delaPCR.
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Reactiusi tampons necessaris:.

Preparacié dela GLASSMILK:

1. Barrgjar 10 gr de silica (Sgma ref. S-5631) amb 100 ml de serum sali (0.9% p/v de
NaCl).

2. Es deixareposar la suspensié durant 2 hores perque precipiti lasilica.

3. Estirael sobrenedant.

4. Esrepeteix € rentat amb serum sali.

5. Es centrifuga 2 minutsa2000 g i estira el sobrenedant .

6. Es resuspen €l pellet en Nal 3M i es dissol a100 mg/ml.

7. Es guarda la suspensi6 de silicaa 4 °C preservant-lade lallum.

NEW WASH:

50 mM NaCl.

10 mM TrisHcl pH 7.5.
2.5mM EDTA.

50 % v/v etanol.

Un cop purificat €l produte de PCR es va procedir a la sequenciacio. Per a tal fi,
primerament es va fer una comprovacio del rendiment del protocol Geneclean |1 carregant
5 ul del producte purificat en un gel d"agarosaal 1 %.

La seqlienciacio es va portar a terme mitjancant el kit Perkin ElImer ABI PRISM Dye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit With Ampli Tag DNA Polymerase, FS
El contingut de lamix per ala PCR va ser:

4 ul de Terminator Ready Mix.

1.5 pl de producte de PCR purificat.

3.2 ul d"un oligonucleotid de la parella a una concentracié de 1 pmol/pl.

11.3 pl de H,0O bidestilada esteril (20 ul de volum total de reaccio).

Esvan fer 2 mix, una per a primer forward i I"altre per a primer reverse, elstempsi les

temperatures utilitzats en la PCR van ser:
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96 °C 10
50°C 5 rx25
60 °C 4

A continuaci6 els productes d extensio eren purificats i precipitats amb etanol de la

seguent manera:

1. Traspassar €l producte de la PCR de seguienciacié a un eppendorf gran (1.5 ml).
2. Afegir-hi 2 ul d"acetat de sodi 3M pH 4.6 i 50 ul d"etanol 95 %.

3. Agitar amb vértex i posar en gel 10 minuts.

4. Centrifugar a 15000 g (4 °C) durant 30 minuts.

5. Retirar |”etanol amb una micropipeta apurant un mica.

6. Resuspendre el pellet en 250 pl d etanol a 70 %.

7. Centrifugar a 15000 g durant 10 minuts.

8. Apurar a maxim |”etanol sobrenedant amb una micropipeta.

9. Assecar € pellet al”estufaa 80 °C (amb la porta oberta).

Les mostres aixi preparades eren seqienciades mitjangant un analitzador de fragments
ABI PRISV® 3700 DNA Analyzer.

ANNEX 4

ANALISI DEL DESEQUILIBRI EN LA TRANSMISSIO (TDT) EN EL
GEN FVII 1 EN ELS CLUSTERS GENICS DEL FIBRINOGEN 1 LES
INTEGRINES PLAQUETARIES

En les tres taules, N: nUmero de families incloses en € test; Var (O-E): varianca de les
transmissions observades menys les esperades; g.ll.: graus de llibertat; p exacta

significacié del test exacte.
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FVII

MARCADORs | N :;p:%t{p FBgLEEE Troagssggxlxsasdlgg ’ Trégzggjézns VeI (955 EsDtidl(S;;): 911 exacta
.-32310 pb [ 0.1831 32 32.38 12.012 0.0120 1 | 09152
88 D 0.8169 150 149.62 12.012 0.0120 1 | 09152

INS/DEL
Global 0.0120 1 | 09152
H7 0.3274 60 58.06 15.785 0.2391 1 | 06173
. HVR4 87 H6 0.6664 119 120.85 15.779 0.2171 1 0.629
H5 0.0063 1 1.09 0.4941 0.0171 1 | 07949
Global 0.2468 2 | 08772
I-H7 0.1126 19.02 19.63 7.7816 0.0473 1 | 08173
- -323 10 pb D-H7 0.2133 40.98 38.18 12.774 0.6136 1 | 04024
INS/DEL g7 I-H6 0.0669 11.98 11.66 4.5695 0.0226 1 0.875
D-H6 0.6009 107.02 109.44 17.462 0.3349 1 | 05452
- HVR4 D-H5 0.0063 1 1.10 0.49368 0.0187 1 0.7869
Global 0.7085 4 0.946

278




Annex 1

FGBi FGA
. L issi issi E isti

MARCADORS | N I—);“allpltleolt{p AIEEE T?Eﬁ?r&iﬂgg ; Trérs];::fgégns VT (S5 Tslgélrd (S;;): 911§ exacta
Hdl 0.8158 153.00 148.80 109770 | 16098 | 1 | 02244
. FGB HindlIl | 88 | Hd2 0.1842 29.00 33.20 109770 | 16098 | 1 | 02244
Global 16008 | 1 | 02044
B1 0.1464 21.00 23.04 74185 | 05580 | 1 | 04671
.FGBBcll | 79 B2 0.8536 137.00 134.97 74185 | 05580 | 1 | 04671
Global 05580 | 1 | 04671
1 0.2139 40.00 38.44 117440 | 02071 | 1 | 0.6461
-FGATagl | 88 T2 0.7861 142.00 143.56 117440 | 02071 | 1 | o0.6461
Global 02071 | 1 | 06461
HJdLBL | 0.0068 110 121 04888 | 00249 | 1 | 08252
. FGB HindlII Hd2B1 | 0.1448 22,87 25.60 81819 | 09121 | 1 | 03494
88 | Hd1B2 | 08107 151.90 148.00 110650 | 13773 | 1 | 02721
. FGB Bell Hd2B2 | 00377 6.13 7.19 28025 | 03897 | 1 | 05799
Global 13899 | 3 | 0736
BLTL | 00149 158 264 05868 | 19290 | 1 | 00821
. FGB Bcll B2T1 | 0.1989 38.42 35.79 105110 | 06575 | 1 | 04477
88 | BLT2 | 0.1365 23.03 24.16 67154 | 01884 | 1 | 06756
. FGA Tagl B2T2 | 06497 118.97 119.41 140620 | 00138 | 1 | 0.9092
Global 20381 | 3 | 03917
HALTL | 0.1924 37.26 34.60 102510 | 06913 | 1 | 04286
. FGB HindlII Hd2TL | 0.0215 274 3.87 09233 | 13746 | 1 | 02179
88 | HdLT2 | 0.6254 115.74 114.60 162620 | 0079 | 1 | 0.7894
. FGA Tagl Hd2T2 | 0.1606 26.26 28.93 93455 | 07645 | 1 | 04289
Global 24531 | 3 | 05282
HJLBLT1| 0.0025 0.04 0.44 00271 | 60607 | 1 | 0538
B Hind Hd2B1T1 | 0.0149 191 2.64 06327 | 08295 | 1 | 04065
+ FGB Hindlll HdLB2T1 | 0.1898 37.32 34.17 96066 | 10333 | 1 | 04263
N Hd2.B2T1 | 0.0066 0.73 118 02380 | 08645 | 1 | 03762
+ FGB Be 88 | HA1BLT2 | 0.0043 1.06 0.77 01597 | 05498 | 1 | 0459
: Hd2B1T2 | 0.1288 20.82 2281 73861 | 05357 | 1 | 05256
pBC e HdLB2T2 | 0.6221 11458 114.02 160340 | 00193 | 1 | 09052
Hd2B2T2 | 0.0309 554 597 21818 | 00847 | 1 | 07921

Global 0.0000 1
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GPlllai GPIlb
. . issi issi Estadistic

MARCADORs | N :;p:%t{p P LT Troagssggxlxsasdlgg ’ Trégzggjézns Var(O-B) | o1 () | 91 | pexacta
-GPIl1a (CT)n 1 0.2563 41.00 42.09 163770 | 00721 1 | 0.7901
(158166 pb=1 | go 2 0.5745 97.00 95.29 202940 | 0.1448 1 | 06726
(168-178) pb =2 3 0.1692 28.00 28.63 121170 | 0.0325 1 | 08535
(180-196) pb =3 Global 0.1451 2 | 09252
T1 0.3825 69.00 69.50 165690 | 0.0154 1 | 09113

- GPIllaTaql | 88 T2 0.6175 113.00 112.50 165690 | 0.0154 1 | 09113
Global 0.0154 1 | 09113

- GP 9bp | 0.6834 126.00 124.13 156030 | 0.2237 1 | 06331
INS/DEL | & D 0.3166 54.00 55.87 156030 | 0.2237 1 | 06331
Global 0.2237 1 | 06331

1T1 0.2174 36.42 35.84 13.9280 | 0.0240 1 | 0.8831

-GPIa (CT)a 2T1 0.1483 24.45 25.33 10.3490 | 0.0735 1 | 07692
(iggigg pg ; 3T1 0.0173 212 2.81 11945 | 03927 | 1 | 05306
2180: 1963 Bb —3 |80 | 1im2 0.0356 458 5.74 21612 | 06251 1 | 04294
2T2 0.4269 72.55 70.02 181520 | 0.3515 1 | 05341

.GPIl1a Tag| 3T2 0.1545 25.88 26.26 11.1800 | 0.0133 1 | 09046

Global 1.1809 5 | 0946

T1I 0.2705 50.00 48.96 14.3270 | 0.0760 1 | 08028

- GPllla Tagql

T2 0.4110 76.00 74.80 16.1950 | 0.0899 1 | 0.7584

- GPIIb 9 pb 87 | T1D 0.1204 19.00 21.24 76133 | 0.6594 1 | 04371
L T2D 0.1982 35.00 35.01 10.9330 | 0.0000 1 | 0.9984
Global 0.6718 3 | 08821

- GPIlla (CT)a 1l 0.1710 28.65 27.58 10.3440 0.1110 1 0.7434
(158-166) pb = 1 21 0.3916 66.82 65.15 17.0190 | 0.1637 1 | 0645
(168-178) pb =2 3l 0.1179 18,53 20.18 81376 | 0.3320 1 | 05254
(180-196) pb=3 | 79 1D 0.0833 12.35 13.69 5.1148 0.3483 1 0.569
2D 0.1865 29.18 29.54 10.8560 | 0.0120 1 | 09041

- GP1Ib 9 pb 3D 0.0497 8.47 7.87 30207 | 01183 | 1 | 0.7067
INS/DEL Global 11442 | 5 | 09318
1TLI 0.1535 25.75 24.82 97333 | 0.0889 1 | 07739

2Ll 0.0955 16.66 16.59 6.4927 | 0.0008 1 | 09754

-GPIa (CT)a 3Tl 0.0180 2.33 293 1.1610 0.3048 1 | 05801
T (e 1721 | 00125 179 1.98 05182 | 00668 | 1 | 07904
(180-196) pb = 3 2721 0.2945 51.09 48.27 13.4430 | 0.5942 1 | 04042
9| 3T2 0.1002 16.37 17.30 6.8332 | 0.1249 1 | 06884

. GPIlla Taq| 1T1D | 0.0667 10.78 10.99 45783 | 0.0094 1 | 09251
2T1D | 0.0560 7.48 8.88 35412 | 05526 1 | 0.4544

. GPIIb 9 pb 1T2D | 0.0205 2.67 3.33 09181 | 0.4663 1 | 05402
INS/DEL 272D | 0.1306 20.77 20.69 7.3321 | 0.0008 1 | 09783
372D | 0.0519 8.29 8.23 31712 | 0.0012 1 | 0.9664

Global 16163 | 10 | 09973
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poblacions estudiades en base a tots el's polimorfismes analitzats excepte
per aFVIlI HVRA.

Diversitat genica en base als 9 marcadors entre les 6 mostres mediterranies

agrupades sota un criteri geografic.

PART 2. ESTUDI EPIDEMIOLOGIC

V.47.

1V.48.

1V.49.

1V.50.

IV.51.

V.52,

IV.53.

V.54,

IV.55.

IV.56.

IV.57.

Freqguencies haplotipiques inequivoques per a gen FVII en lamostrade
families nuclears amb fills afectats per CAl.

Frequiéncies haplotipiques inequivoques per al cluster genic del fibrinogen
en lamostra de families nuclears amb fills afectats per CAl.

Freguencies haplotipigues inequivoques per a cluster génic GPIlla- GPIlb
en lamostra de families nuclears amb fills afectats per CAl.

Frequiencies haplotipiques inequivoques per a gen PLAT en lamostrade
families nuclears amb fills afectats per CAl.

Freqguencies haplotipiques inequivoques per al gen PAI-1 en lamostra de
families nuclears amb fills afectats per CAl.

Desequilibri de lligament a gen FVII en lamostra de families nuclears
amb fills afectats per CAl.

Desequilibri de lligament a cluster genic del fibrinogen en la mostra de
families nuclears amb fills afectats per CAl.

Desequilibri delligament a cluster génic de les integrines plaquetaries en
la mostra de families nuclears amb fills afectats per CAl.

Desequilibri de lligament al gen PLAT en lamostra de families nuclears
amb fills afectats per CAl.

Desequilibri de lligament a gen PAI-1 en lamostra de families nuclears
amb fills afectats per CAl.

Resultats del test de desequilibri de latransmissio (TDT) en al-lelsi
combinacions haplotipiques dels marcadors estudiats en €l gen PLAT.
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IV.58. Resultats del test de desequilibri de latransmissio (TDT) en les
agrupacions dal-lelsi combinacions haplotipiques de les mateixes en els
marcadors estudiats en el gen PLAT.

IV.59. Resultats del test de desequilibri de latransmissio (TDT) en elsal-lels,
agrupacions d"al-lelsi combinacions haplotipiques dels mateixos dels
marcadors estudiats en e gen PAI-1.

IV.60. Mitjanes dels nivells plasmatics del's parametres lipidics estudiats en pares
i fills afectats.

IV.61. Covariables amb efecte significatiu sobre els parametres lipidics estudiats i
percentatge de la variabilitat explicada per |es mateixes.

IV.62. Resultats de les andlisis de la varianca per ala detecci6 d” efectes genics
significatius de les 5 regions cromosomiques estudiades sobre els
parametres lipidics considerats.

IV.63. Andlisis de la varianca per a la deteccio d'efectes dels genotips i de les
combinacions d”haplotips del gen FV1I sobre els nivells serics de triglicerids.

IV.64. Andlisis de la varianca per a la deteccio d'efectes dels genotips i de les
combinacions d”haplotips del gen FVI1 sobre els nivells sericsde HDL- C.

IV.65. Andlisis de la varianca per a la deteccio d'efectes dels genotips i de les
combinacions d haplotips del gen FVII sobre els nivells sericsd” ApoB.

ANNEX 4

Andlisi del desequilibri en latransmissio (TDT) en el gen FVII i en elsclusters
genics del fibrinogen i lesintegrines plaguetaries.
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Abreviatures

ABREVIATURES

ADN= Acid Desoxirribonucleic.

AMI= Acute Myocardial Infarction (infart agut de miocardi).

AP= Angina pectoris (angina de pit).

ARN= Acid Ribonucleic.

ARNmM= ARN missatger.

BMI= Body Mass Index (index de massa corporal).

CAD= Coronary Artery Disease (malaltia arterial coronaria).
CAl= Cardiopatia | sqguémica.

CAM= Cell Adhesion Moalecule (molécula d”adherenciacel lular).
CHD= Coronary Heart Disease (malaltia coronaria).

EGF= Epidermal Growth Factor (factor de creixement epidérmic).
F1+>= fragment protrombina 1+2 .

FGA= AlfaFibrinogen.

FGB= Beta Fibrinogen.

FIXP= Péptid d"activacié del factor IX.

FPA= Fibrinopeptid A.

FPB= Fibrinopéptid B.

FVI1:C= Activitat coagulant del factor VI1.

FVI1I= Factor VII delacoagulacio.

FXP= Peptid d"activacio del factor X de la coagulacio.

GPI1b= Glucoproteinallb.

GPllla= Glucoproteinallla.

HDL= High Density Lipoprotein (lipoproteina d alta densitat).
HDL-C=HDL colesterol.

HMK= High Molecular Weight Kininogen (cininogen d"alt pes molecular).
HNF-1= Hepatocyte Nuclear Factor-1 (factor nuclear 1 de |"hepatocit).
HNF-4= Hepatocyte Nuclear Factor-4 (factor nuclear 4 de |”hepatocit).
HVR4= Hypervariable Region-4 (regio hipervariable 4).

IHD= Ischaemic Heart Disease (cardiopatia isguémica).

IL-1= Interleucina 1.

IL-6= Interleucina 6.

INS/DEL = Insercié/Delecio.

kb= kilobases.
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kDa= kiloDaltons.

LDL= Low Density Lipoprotein (lipoproteina de baixa densitat).

LDL-C=LDL colesteral.

Lp(a)= Lipoproteina (a).

MI= Myocardial Infarction (infart de miocardi).

NIDDM= Non-Insulin Dependent Diabetes Mellitus (diabetes mellitus no dependent d'insuling).
PAF= Platelet-Activating Factor (factor activador de plaquetes).

PAI-1= Plasminogen Activator Inhibitor-1 (inhibidor tipus 1 de |"activador del plasminogen).
pb= parells de bases.

PCR= Polymerase Chain Reaction (reacci6 en cadena de la polimerasa).

PDGF= Platelet-Derived Growth Factor (factor de creixement derivat de plaguetes).
PLAT= Plasminogen Activator, Tissue (activador tissular del plasminogen).

PM= Pes Molecular.

r.r.=Risc relatiu.

RFLP= Restriction Fragment Length Polymorphism (polimorfisme de longitud dels fragments de
restriccio).

SERPIN= Serine Protease Inhibitor (inhibidor de proteases de serina).

SNP= Single Nucleotide Polymor phism (polimorfisme de canvi nucleotidic simple).

SSCP= Single Strand Chain Polymor phism (polimorfisme de cadena senzilla).

STRs= Short Tandem Repeats (repeticions curtes en tandem).

TF= Tissue Factor (factor tissular).

TFPI= Tissue Factor Pathway Inhibitor (inhibidor de laviadel factor tissular).

TGFp= Transforming Growth Factor 8 (factor transformador del creixement f3).

TNF= Tumor Necrosis Factor (factor de necrosi tumoral).

t-PA= Tissue type Plasminogen Activator (activador tissular del plasminogen).

UK= United Kingdom (Regne Unit).

u-PA= Urokinase type Plasminogen Activator (activador del plasminogen tipus uroguinasa).
USA= United Sates of America (Estats Units d”Ameérica).

VLDL= Very Low Density Lipoprotein (lipoproteina de molt baixa densitat).

VNTR= Variable Number of Tandem Repeats (nombre variable de repeticions en tandem).
VWF= von Willebrand Factor (factor von Willebrand).
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