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INTRODUCCIO

La malaltia de Gaucher és un trastorn
degut a la disfuncié del sistema lisosomic.
Les malalties lisosomiques es classifiquen
segons la via metabolica afectada i la natu-
ralesa quimica del substrat acumulat. En el
cas de la malaltia de Gaucher la deficiéncia
afecta el catabolisme dels esfingolipids i és,
per tant, una esfingolipidosi. Es Iesfingoli-
pidosi prevalent.

La simptomatologia associada a la ma-
laltia de Gaucher presenta els segiients trets
distintius: increment de la mida del fetge i
de la melsa (hepatoesplenomegalia); substi-
tucié progressiva de la medul-la ossia per
macrofags carregats de lipids (cel-lules de
Gaucher) que comprometen la producci6
d’eritrocits i de plaquetes (anémia, trombo-
citopenia); degeneraci6é osteolitica de l'es-
quelet que pot ocasionar crisis Ossies, i en
una minoria de pacients una degeneracioé
progressiva del sistema nervios central.

Les manifestacions cliniques de la malal-

tia de Gaucher sén molt heterogenies. S’ha
classificat en tres subtipus clinics d’acord
amb 'absencia (tipus I) o preséncia i grave-
tat (tipus 111 111) de les alteracions neurologi-
ques (Beutler i Grabowski, 1995).

El tipus 1, forma no neuropatica (MIM
230800), és el més freqiient,amb unainciden-
ciad’entre1/40.000i1/60.000 enla poblacié
general. La incidéncia s’eleva a d’entre
1/400i1/600enla poblaciéjuevaasquenasi-
ta. Es caracteritza per 1'abséncia d’afectacio
del sistemanervios centralila seva presenta-
ci6é és molt variable tant pel que fa a I'edat
d’aparici6 dels primers simptomes com a la
gravetatiprogressi6 delamalaltia.

El tipus 1I, forma neuropatica agu-
da (MIM 230900), té una incidencia de
1/100.000 naixements, sense predomini et-
nic. Es la forma més greu a causa de I'acu-
mulacié neurovisceral rapida de lipids que
provoca la mort durant els dos primers anys
de vida. Les manifestacions neurologiques
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FIGURA 1. Localitzaci6 cromosomica i estructura del gen de la -glucocerebrosidasa (GBA) i del seu pseudogen.

inicials son generalment anomalies oculo-
motores.

El tipus 111, forma neuropatica subaguda
(MIM 231000), es manifesta amb una gra-
vetat intermeédia entre els tipus I i II. De
progressié menys rapida i amb afectacié
neurologica més tardana, permet la super-
vivencia fins a l'edat adulta. La seva in-
cidencia varia entre 1/50.000 i 1/100.000
naixements i, tot i que no presenta predomi-
ni etnic, és particularment prevalent a la re-
gi6 de Norrbottnia, al nord de Suécia.

La malaltia de Gaucher presenta una
heréncia autosomica recessiva i és deguda
en la major part dels casos a una deficiéncia
en l'enzim B-glucocerebrosidasa (Brady et
al., 1965). La B-glucocerebrosidasa és una hi-
drolasa acida lisosomica que catalitza la
hidrolisi de glucosilceramida a ceramida i

glucosa en preséncia d'una proteina activa-
dora anomenada saposina C o SAP-C. El
mal funcionament de la B-glucocerebrosi-
dasa provoca I'acumulacié de glucosilcera-
mida (o glucocerebrosid) a l'interior dels
lisosomes dels macrofags en el sistema reti-
culoendotelial, sobretot a la melsa, el fetge i
la medul-la ossia.

El gen que codifica la B-glucocerebrosi-
dasa (GBA), una glicoproteina de membra-
na de 497 aminoacids i uns 65 kDa, ha estat
clonat i localitzat en el brag llarg del cromo-
soma 1, a 1q21 (Ginns et al., 1985). Té onze
exons i deu introns i cobreix unaregié geno-
mica d"unes 7 kb. Els introns 2, 4, 61 7 conte-
nen sequiéncies Alu (figura 1). S’ha identifi-
cat un pseudogen a unes setze kilobases en
direcci6 3’ respecte al gen funcional, que es
transcriu pero no es tradueix a proteina. La
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seva identitat amb el gen pel que fa a
seqtiéncia és del 96 % (Horowitz et al., 1989).
El pseudogen té una estructura d’exons i in-
trons semblant al gen pero no conté les
sequiencies Alu i presenta diverses muta-
cions que impossibiliten la sintesi duna
proteina funcional (figura 1).

S’han descrit tretze polimorfismes en el
gen GBA, dotze en zona no codificant que
estan en desequilibri de lligament entre ells
i donen lloc a dos haplotips majoritaris
(Beutler et al., 1992).

En la majoria dels casos la malaltia de
Gaucher és deguda a mutacions en el gen
GBA. Només en dos malalts s’ha trobat el
defecte en el gen que codifica la proteina ac-
tivadora SAP-C (Christomanou et al., 1986;
1989), situat a 10q21-22.

S’han descrit fins ara més de cent muta-
cions en el gen de la glucocerebrosidasa que
donen lloc a la malaltia de Gaucher. Aques-
tes alteracions inclouen mutacions puntuals
de canvi d’aminoacid i sense sentit, inser-
cions, delecions, mutacions de la maduracio
per tall i unié i reordenaments entre el gen i
el pseudogen (Balicki i Beutler, 1995; Beutler
iGelbart, 1997). Aquests reordenaments ori-
ginen al-lels complexos que contenen diver-
ses mutacions com a resultat d’entrecreua-
ments desiguals o de fenomens de conver-
si6 genica.

De les moltes mutacions que s’han iden-
tificat en el gen GBA, poques tenen una pre-
valenga elevada, pero la seva freqiiéncia re-
lativa varia segons el grup étnic. En els jueus
asquenasites, la mutaci6 N370S, un canvi
d’asparagina a serina en la posici6 370 de la
proteina, és la més freqiient i esta present en
un 68-77 % dels al-lels mutats. La segona
mutacié més freqiient és una inserci6 d'una
guanina en la posici¢ 84 del cDNA (84GG),
que representa un 10-13 %. Només quatre
mutacions (N370S, 84GG, L444P i IVS2+1)
expliquen el 89-96 % dels defectes molecu-
lars responsables de la malaltia en aquesta

poblacié (Beutler et al., 1992; Horowitz et al.,
1993; Sibille et al., 1993).

En les poblacions no jueves d’origen eu-
ropeu les mutacions més freqiients sén les
substitucions N370S (23-54 %) i L444P (13-
57 %) (Beutler et al., 1992; Horowitz et al.,
1993; Dahl et al., 1990; Tuteja et al., 1993; Wa-
lley et al., 1993; Cormand et al., 1995; Miche-
lakakis et al., 1995; Amaral et al., 1996; Tylki-
Szymanska et al., 1996).

S’han observat correlacions clares entre
algunes mutacions i 'expressié fenotipica
de la malaltia. Aixo té importancia practica
de cara al consell genétic i a la terapia. La
presencia de la mutacié N370S, tant en ho-
mozigosi com en heterozigosi, va invaria-
blement associada a un diagnostic no neu-
ronopatic i, per tant, al tipus I de la malaltia.
En canvi, l'allel [444P (en absencia de
N370S) es correlaciona amb les formes neu-
ronopatiques de la malaltia (Tsuji et al.,
1988; Theophilus et al., 1989). Recentment
s’ha observat una associacié entre el genotip
D409H/D409H i un fenotip caracteritzat
per calcificacions cardiovasculars i apraxia
oculomotora (Chabas et al., 1995; Abraha-
mov et al., 1995).

S’han desenvolupat diverses estrategies
terapeutiques per a la malaltia de Gaucher,
a causa de I'existéencia d’una forma no neu-
ropatica de gran prevalencga. El trasplanta-
ment de moll de I'os s’ha substituit per la te-
rapéutica enzimatica de substitucié, que
consisteix en la infusié de glucocerebrosida-
samodificada (ceredasa) dirigida als macro-
fags (Barton et al., 1991). Aquesta terapeuti-
ca fou introduida I'any 1991 i actualment
s6n ja més de mil les persones sotmeses a te-
rapeéutica de substitucié enzimatica al moén.
Si bé la majoria d’aquests pacients ha expe-
rimentat una clara millora en molts dels
simptomes, el tractament és extremada-
ment car i comporta una dependéncia de les
infusions de per vida. La terapeutica génica
constitueix una nova estrategia per al tracta-
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ment de la malaltia de Gaucher ja que les
cel-lules principalment involucrades son els
macrofags, que deriven de les cél-lules mare
hematopoeétiques. Actualment s’estan duent
a terme proves cliniques inicials seguint els
primers protocols aprovats (Dunbar et al.,
1996).

En aquest capitol descrivim alguns as-
pectes del treball realitzat pel nostre grup de
recerca sobre la malaltia de Gaucher: la
identificaci6 de les mutacions en pacients
espanyols (i també en un grup de pa-
cients argentins i italians), 'estudi de corre-
lacions genotip-fenotip, el mapatge genetic
dels gens GBA i PSAP, el disseny d'una es-
tratégia de diagnostic molecular de la ma-
laltia i la determinaci6 del possible haplotip
ancestral de la mutaci6 N370S. Els malalts
han estat diagnosticats de malaltia de Gau-
cher mitjangant I"analisi previa de 'activitat
glucocerebrosidasa en cel-lules com leuco-
cits o fibroblasts cultivats. El diagnostic dels
malalts espanyols es realitza a I'Institut de
Bioquimica Clinica, que rep les mostres pro-
cedents de diferents hospitals d"arreu d'Es-

panya.

DETECCIO DE LES MUTACIONS
RESPONSABLES DELA MALALTIA DE
GAUCHER

Quan vam iniciar el nostre treball no hi
havia dades de mutacions responsables de
la malaltia de Gaucher en la poblaci6 espa-
nyola, i la informacié sobre altres pobla-
cions no jueves era practicament inexistent.
S’havien descrit mutacions en pacients no
jueus, pero no s’havien realitzat analisis ex-
haustives en poblacions especifiques. El
coneixement de les mutacions particulars
d’una poblaci6 és una eina molt important
per dissenyar estrategies de diagnostic mo-
lecular de la malaltia.

El nostre primer treball va consistir en

I'analisi de la preséncia en pacients espa-
nyols de mutacions prevalents descrites amb
anterioritat en altres poblacions (Cormand
et al., 1995), mitjancant amplificaci6 per PCR
i digesti6 amb un enzim de restricci6 o bé
utilitzant la tecnica d’hibridacié amb oligo-
nucleotids especifics d’al-lel (ASOH). Poste-
riorment hem analitzat exhaustivament la
regio codificant del gen, tots el llocs de spli-
cing, part dels introns i regions a 5" i a 3" del
gen. Per aix0 hem amplificat aquestes re-
gions mitjancant PCR i a continuacié hem
utilitzat la tecnica de SSCP que permet de-
tectar canvis puntuals en fragments curts de
DNA. Aquest estudi ens ha permes identifi-
car la mutacié en cent-un de cent-sis al-lels
mutats, que representen més del 95 % del
cromosomes estudiats (figura 2). En total
hem trobat vint-i-quatre mutacions dife-
rents, catorze de les quals no havien estat
mai descrites (Cormand ef al., 1996; 19984;
Chabés et al., 1996).

Aquests darrers anys s’han realitzat es-
tudis sobre altres poblacions, com ara I'an-
glesa (Walley et al., 1993), la portuguesa
(Amaral et al., 1996), I australiana (Lewis et
al., 1994; Nelson et al., 1995), la grega (Mi-
chelakakis et al., 1995), la polonesa (Tylki-

Desconegudes (5)
4,7 %

Altres (23)
21,7 %

N370S (46)

43,4 %
RecNcil (3)
2,8 %
D409H (5)
4,7 %

L444P (24)
22,7 %

FIGURA 2. Freqiiéncia relativa de les mutacions de la B-glu-
cocerebrosidasa en cinquanta-tres pacients de Gaucher es-
panyols. Entre paréntesi s’indica el nombre d’al-lels.
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Szymanska et al., 1996) i l’alemanya
(Lecoutre et al., 1997). Aquests estudis, pero,
s’han limitat a I’analisi d"algunes mutacions
prevalents préviament descrites. Dos fets
destaquen en la comparaci6 de les freqiien-
cies de les mutacions entre la poblaci6 es-
panyolaialtres poblacions: per una banda, la
mutacié prevalent a I’Estat espanyol és la
N370S (43,4 %), la mateixa que entre els
jueus asquenasites (i també a Portugal),
mentre que en altres poblacions aquest can-
vi és menys freqiient, per exemple un27 % a
Anglaterra o un 25 % a Australia. Es per
aix0 que vam decidir estudiar el possible
origen comu d’aquesta mutaci6 en la pobla-
cié espanyolaienlajueva (veure més avall).
L’altre fet a destacar és que la tercera muta-
cié més freqiient a Espanya és la D409H, que
és molt menys habitual en altres poblacions.

Recentment hem realitzat I'estudi d"una
poblacié de malalts de Gaucher d’Argenti-
na (Cormand et al., 1998b). Hem analitzat
trenta-un pacients no emparentats i hem
identificat la mutaci6 responsable de la ma-
laltia en cinquanta-vuit dels seixanta-dos
al-lels mutats (94 %) mitjancant una meto-
dologia similar a la utilitzada amb els pa-
cients espanyols. La mutacié N370S és
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21,0%

FIGURA 3. Freqiiéncia relativa de les mutacions de la -glu-
cocerebrosidasa en trenta-un pacients de Gaucher proce-
dents d’Argentina. Entre paréntesi s’indica el nombre
d’al'lels.
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FIGURA 4. Localitzacio genética i citogenética del gen de la
B-glucocerebrosidasa (GBA) en el cromosoma 1. En negreta
s’indiquen els marcadors tipus microsatel-lit que es troben a
0 cM del gen. S’inclouen també altres marcadors propers i
les distancies relatives en cM.

també la més freqiient en aquesta poblacid,
pero en aquest cas va seguida de 1'al-lel re-
combinant anomenat RecNcil (figura 3).
Aquesta mutaci6, originada a partir del
pseudogen, s’ha analitzat en detall tal com
es descriu més avall. En els pacients argen-
tins hem identificat tretze mutacions dife-
rents, incloent-hi tres canvis descrits per pri-
mera vegada.

CORRELACIO GENOTIP-FENOTIP

El coneixement de les mutacions pre-
sents en cada pacient pot aportar una in-
formacié molt important per al diagnostic
prenatal, per al consell geneétic i per al tracta-
ment. No obstant aix0, en molts casos no hi
ha una correlaci6 clara entre el genotip i el
fenotip. En la malaltia de Gaucher l'tinica
correlaci6 ben establerta és 1'associacié en-
tre la presencia de la mutacié N370S, en un o
en els dos al-lels, i el tipus I de la malaltia, és
a dir, les formes no neuronopatiques. Beu-
tler et al. (1994) han classificat les mutacions
en «lleus», quan no hi ha afectaci6 neu-
rologica (el principal exemple és el canvi
N370S); «greus», quan produeixen neuro-
patia, i «letals», quan no s’han trobat mai en
homozigosi i no produeixen proteina fun-



156 D. GRINBERG, B. CORMAND, L. GORT, M. MONTFORT, A. CHABAS I L. VILAGELIU

cional. Gairebé tots els pacients del tipus I
tenen la mutacié6 N370S. Per aix0o es molt
dificil identificar noves mutacions lleus.

Nosaltres hem identificat una mutacié
lleu en la poblaci6 espanyola, la substituci6
aminoacidica E326K, present en un pacient
de catorze anys sense neuropatia i amb el
genotip E326K/D409H (Chabas et al., 1996).
La mutacié D409H és greu i per tant el canvi
E326K ha de ser el responsable de 1" absencia
d’afectaci6 neurologica. També hem identi-
ficat dues noves mutacions lleus en analit-
zar dos pacients italians (Cormand et al.,
1997a). Els dos pacients sén del tipus 11 ho-
mozigots per mutacions no descrites pre-
viament, [402T i V375L.

La novetat més interessant referent a la
correlacié genotip-fenotip que vam trobar
fou el cas de tres germanes amb el genotip
D409H /D409H que presentaven un fenotip
particular amb calcificacions vasculars i mo-
derada visceromegalia (Chabas et al., 1995).
Poc després, altres autors varen publicar la
presencia de simptomes similars en pacients
homozigots per a la mutacié D409H, la qual
cosa va reforcar aquesta nova correlacié ge-
notip-fenotip (Abrahamov ef al., 1995; Beu-
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FIGURA 5. Localitzacio genética i citogenética del gen de la
prosaposina (PSAP) en el cromosoma 10. S’indica la posi-
cio del gen en relaci6 a marcadors tipus microsatel-lit i les
distancies relatives en cM.

tler et al., 1995; Uyama et al., 1997). Recent-
ment hem identificat un nou pacient homo-
zigot per la mutaci6 D409H que té només
dos mesos i que esta ja rebent tractament de
substituci6 enzimatica (Chabas ef al., 1998).
En aquest cas es podra avaluar la prevencio
de les calcificacions cardiaques pel tracta-
ment primerenc si assumim que el pacient
hauria desenvolupat aquest simptoma com
tots els altres malalts amb el genotip
D409H / D409H descrits fins ara.

MAPATGE DELS GENS GBA1PSAP

S’havia localitzat el gen GBA al cromoso-
ma 1q21 mitjancant hibridacié in situ (Ginns
et al., 1985), pero no s’en coneixia la localit-
zaci6 en relacié a marcadors de tipus micro-
satel-lit altament polimorfics. Amb 1'objec-
tiu de fer el mapatge fi del gen, hem realitzat
I'analisi de lligament de dos punts i multi-
puntual entre un polimorfisme intragenic i
diversos microsatel-lits del brag llarg del
cromosoma 1 (Cormand et al., 1997b). Hem
mapat també el gen PSAP que codifica la
prosaposina, precursora de la saposina C, i
que és el responsable de la malaltia de
Gaucher en un nombre reduit de casos. Els
resultats del mapatge d’aquests dos gens es
mostren en les figures 4 i 5. El mapatge del
gen GBA ens ha permes dissenyar una es-
trategia de diagnostic molecular indirecte, i
també identificar I'haplotip ancestral en el
qual probablement va tenir lloc la mutacié
N370S i estudiar el possible origen comu
d’aquesta mutaci6 en les poblacions espan-
yolaijueva.

DIAGNOSTIC MOLECULAR
INDIRECTE

A partir de I'estudi de I'espectre de les
mutacions responsables de la malaltia de
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FIGURA 6. Analisi de cosegregaci6 de la malaltia de Gaucher amb marcadors tipus microsatel-lit del cromosoma 121 en
dues families (aib). Els productes de I’amplificacié per PCR s’han separat en un gel de poliacrilamida al 6 % no desnatura-
litzant i s’han tenyit amb bromur d’etidi. + = al-lel normal; m = al-lel amb una mutaci6 desconeguda.

Gaucher en la poblaci6 espanyola, I'Institut
de Bioquimica Clinica, com a centre d’abast
nacional per al diagnostic d’aquesta malal-
tia lisosomica, ha incorporat de manera
rutinaria la deteccié molecular de les tres
mutacions més freqiients (N370S, L444P i
D409H). Si algun dels allels és portador
d’una mutacié diferent d’aquestes, s’ha de
fer una analisi exhaustiva de tota la regio co-
dificant per identificar la mutacié mit-
jancant les tecniques que s’han descrit més
amunt. Aquesta analisi no té cabuda dins de
la rutina d'un laboratori de diagnostic a cau-
sa del seu elevat cost, tant economic com de
temps. Per aix0o hem dissenyat una estrategia
de diagnostic molecular indirecte que consis-
teix a analitzar les tres mutaciones més
freqiients i, si cal, estudiar posteriorment al-
guns dels marcadors tipus microsatel-lit pro-
pers al gen per fer el diagnostic d’afectat, por-
tador o sa (Cormand et al., 1998c¢). Un exem-
ple d’aquest tipus d’analisi es mostra a la
figura 6.

MUTACIONS UNIQUES
O RECURRENTS? HAPLOTIP
ANCESTRAL

Un element molt important per coneixer
la historia natural d’una mutaci6 és saber si
es tracta d'un esdeveniment que ha tingut
lloc una tnica vegada (o poques vegades) o
si, contrariament, es tracta d’un fet que es
produeix amb una relativa freqiiéncia. En el
primer cas, una regié genomica més o
menys extensa al voltant de la mutacié ha
de ser identica en tots els cromosomes por-
tadors, perque l'alteraci6 és heretada d'un
ancestre comu. Aquesta identitat es detecta
per I'existéncia de desequilibri de lligament
entre la mutacié i marcadors polimorfics
propers al gen, que portarien majoritaria-
ment al-lels presents en el cromosoma origi-
nal en qué es produi el canvi.

Mitjancant 1'analisi dels cromosomes
que porten la mutacié6 N370S hem pogut
confirmar que aquesta mutacié té un origen
dnic a la poblacié espanyola i hem pogut
reconstruir el probable haplotip ancestral
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FIGURA 7. @) Analisi mitjancant transferéncia de Southern de mostres de DNA genomic digerides amb Sspl. El carril de I’es-
querra (WT) correspon a un control normal amb dues bandes d’aproximadament 18 i 12 kb respectivament. Els pacients
Al17, A22, A50, AS57 1 AS9 presenten el patré normal de dues bandes. Els pacients A1, Al11, A15, A16, A44 (i el seu germa,
A47)1ASS presenten una banda extra de 16 kb. En la mostra del pacient A48 es veuen les bandes de 18 i 12 kb més una ban-
da addicional de 14 kb. b) Possibles models per als diferents al-lels RecNcil. Els que presenten el patré amb les bandes de 18
i 12 kb (esquerra) es podrien haver format per conversio génica mentre que 1’al-lel que presenta la banda de 14 kb (dreta) po-
dria ser un gen de fusio resultant d’un entrecreuament desigual.

(Cormand et al., 1998a). Aixi mateix, hem asquenasites (treball en preparaci6). No hi
comprovat que 'haplotip conservat a 'en-  ha dades sobre els jueus sefardites, origina-
torn de la mutacié N370S en els pacients es-  ris de la peninsula Ibeérica, pero les nostres
panyols és semblant al dels pacients jueus dades suggereixen que la mutacié a Espa-
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nya podria tenir I'origen en un cromosoma
jueu. Si aix0 es cert, els jueus sefardites por-
tadors de la mutacié N370S haurien de tenir
el mateix haplotip, i per tant la mutaci6
s’hauria originat abans de la separaci6 entre
les dues branques dels jueus.

L’analisi dels haplotips al voltant de les
mutacions L444P (Cormand et al., 1998q) i
D409H (Chabas et al., 1998) demostra que
aquests canvis van tenir lloc repetidament,
és a dir, que es tracta de mutacions recu-
rrents. El fet que aquestes mutacions esti-
guin presents en el pseudogen fa pensar en
un procés reiterat de transferéncia de ma-
terial genetic del pseudogen cap al gen,
potser per un mecanisme de conversi6 ge-
nica.

AL-LELS REC, RECOMBINACIO
O CONVERSIO GENICA?

S’han descrit alguns al-lels complexos
que contenen diverses mutacions que estan
normalment presents en el pseudogen. Els
més frequénts son 'al-lel RecNcil (amb les
mutacions L444P i A456P i el canvi silen-
cios V460V, 1497G->C en I’ambit nucleoti-
dic) i l'al-lel RecTL (amb els mateixos can-
vis que RecNcil més la mutacié6 D409H).
Aquests allels podrien haver-se originat
mitjangant un procés d’entrecreuament de-
sigual entre gen i pseudogen o per conver-
si6 génica. En aquest darrer cas I'estructura
genomica al voltant del gen, que es pot ana-
litzar utilitzant enzims de restricci6 i Sout-
hern, no variaria, mentre que un procés de
recombinacid alteraria el patr6 de bandes
que s’obtenen mitjancant aquestes técni-
ques.

En general s’anomena «Rec» als mutants
que contenen els canvis nucleotidics esmen-
tats sense tenir en compte el mecanisme mit-
jancant el qual s’ha produit la mutacié. En
I'estudi dels pacients argentins (Cormand et

al., 1998b) hem identificat un elevat nombre
d’al-lels RecNcil. En I'analisi per Southern
d’aquests al-lels s’observen tres patrons di-
ferents (figura 7a). Alguns dels pacients
portadors de 'al-lel RecNcil presenten un
patré similar al dels individus sans, compa-
tible amb una hipotesi de conversié genica
com a mecanisme generador de la mutacié
(figura 7b). D’altra banda, un dels pacients
presenta una banda extra en el Southern
que suggereix la presencia d'un producte
de fusi6 generat per un procés de recombi-
nacié entre gen i pseudogen. Sorprenent-
ment, alguns pacients presenten un tercer
patré de bandes diferent dels anteriors no
descrit fins ara. Actualment estem estu-
diant l'estructura molecular d’aquest al-lel
mutant i el possible mecanisme que 1'ha ge-
nerat.

PERSPECTIVES FUTURES

Actualment estem posant a punt les tec-
niques d’expressio6 dels al-lels mutats. L ob-
jectiu és caracteritzar la B-glucocerebrosi-
dasa mutada i comparar-ne les propietats
bioquimiques amb les de I'enzim normal.
En el cas de mutacions noves, aquest estudi
ens permetra confirmar que el canvi trobat
és realment la mutaci6 causant de la malal-
tia. A més, coneixer les caracteristiques de
I'enzim pot resultar til per a la prognosi
de la malaltia. Per a I'expressi6 estem utilit-
zant d’'una banda el sistema de baculo-
virus, caracteritzat per una gran eficiéncia
de produccié de proteina heterologa, i de
I'altra, hem comencat a utilitzar adenovirus
com a vectors. Aquest darrer metode utilit-
za cel-lules humanes en cultiu i, en con-
seqiiéncia, pot resultar interessant de cara a
possibles aplicacions futures relacionades
amb la terapia génica com a alternativa als
protocols actuals, basats en sistemes re-
trovirics.
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