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INTRODUCCIO
L 'arteriosclerosi es un dels principals problemes sanitaris del m6n occidental. Si be

els factors ambientals son parcialment responsables de l'aparicio daquesta malaltia, hi
ha considerables diferencies en els nivells de rise individual, Tant es aixi. que podem
considerar I'arteriosclerosi com el resultat de la interacci6 entre factors ambientals i un

component genetic important (I).

Estudis epidemiologies realitzats en els ultirns anys han demostrat una associaci6
entre els nivells del colesterol HDL en plasma i el desenvolupament de la malaltia
cardiovascular. L 'apo A-I es el component proteic majoritari de les HDL, i s'ha vistque
ladisminuci6 de les concentracions de c-HDL i apo A-I ha estat associada amb malaltia
coronaria prematura (2,3.4),

EI gen de l'apo A-I ha estat trobat i caracteritzat adjacent als gens de les apo C-llI
i A-IV. Aquests tres gens formen una farnflia multigenica a111arg del cromosoma II,
Per altra banda, s'ha identificat una diana de restriccio polimorfica per l'enzim Pst-! en
lextrern 3' del gen de l 'apo A-I. La presencia 0 absencia daquesta diana, que s'ha
determinat mitjanc ant la digesti6 de I' ADN genomic amb l'enzim Pst-I i la hibridaci6
d'una sonda marcada pel gen de I'apo A-I. es visualitza en bandes de 3.3 kb i 2,2 kb (5),

MATERIAL I METODES
a) Obtenci6 de most res de ADN.

Les mostres s'han obtingut de l'hospital Princeps dEspanya de Bellvitge.
S'han fet dos grups destudi: un grup dindlvidus escollits a latzar i un grup
d'individus que pateixen a1gun tipus de malaltia cardiovascular. En els dos grups
sha separat el "huffy-coat" a partir de sang. S'ha procedit a la lisi ceLlular i
nuclear dels leucocits i tractament amb proteinasa K (200 ul), Extracci6 amb
fenol/cloroform/isoamilalcohol i quantificaci6 del ADN perespectrofotometria
a 260 nm.
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b) Oigesti6 de I'AON amb I'enzim de restricci6 Pst-I.
L 'ADN sincuba a 37"C un cop sha afegit lenz irn Pst-I, La separacio dels

fragments d' ADN es fa per electroforesi sumergida en gel d' agarosa 31 1%.

c) Transferencia de I'A ON a una membrana de Nylon,
Previament es tracta el gel amb una soluci6 desnaturalitzant penal de separar

les dues cadenes de I' ADN per preparar-Io per a la hibridaci6. La transferencia
es fa per capilaritat segons la tecnica de Southern (6). Posteriorment I'ADN es
fixat a la membrana amb llum UV.

d) Hibridaci6 i marcatge de la sonda.
Un cop tenfm I' ADN fixat a la membrana procedim a la pre-hibridaci6 per

tal de bloquejar les unions inespecffiques. La hi bridaci6 es fa am b una sonda del
gen de l'apo A-I. de 2.2 Kb, obtinguda a partir del plasmid pUC 8 i clonat en
E.Coli, i previament marcada amb 32P per Random priming. La hibridaci6 es
deixa incubar tota la nit a 65"C. Despres d 'uns rentats per eliminar I 'exces de
32P, sexposa la membrana a una pel.lfcula de raigs X iamb dues pantalles
amplificadores i sincuba a -70"C. Per ultirn es duu a terme el revelat de la placa
fo tografica.

RESULTATS i DISCUSSIO
Despres de la digesti6 amb Pst-I de I' ADN genomic i la hibridaci6 amb una sonda

de 2.2 Kb corresponent aI gen de I' apo A-I. s 'observa I 'aparici6 de dues bandes en els
individus que s6n heterocigots per l'aI.lel de la malaltia, una de 2.2 Kb corresponent
a lal.lel normal i una de 3.3 Kb corresponent a l'aI.lel alterat (fig. I).
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Figura l. Resultat de la hibridaei6 de la sonda
m are ada del gen de J' apo A·I en una electroforesi en

gel dagarosa al 1% d'ADN genomic digerit arnb
PSI·!.
Es detecten 7 individus hornocigots per lal.lel
normal (banda de 2.2 kb) i un individu heterocigot
pel gen alter at (bandes de 2.2 3.3 kb) en el c arril 6.
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En l'estudi realitzat fins ara, s 'ha pogut detectar4 individus heterocigots en el grup
de 31 pacients de rnalalties cardiovasculars estudiats, suposant un 12,9%. En la

poblacio control. sha trobat 3 individus heterocigots dun total de 91 mostres
estudiades. Aixo suposa un 3,2%. Podem dir doncs que Ia frequencia al.lelica resultant
en la poblaci6 control es de 1.6% , mentre que a la poblaci6 de pacients es de 6.45%.

Paral.lelament s'na estudiat els nivells de colesterol HDL plasmatic, i s'ha trobat
que de tots els heterocigots detectats en la poblaci6 de pacients. el50% tenen nivells
baixos de HDL « 0.9 mrnol/l) considerats hipoalfalipoproteinernics. Altrarnent, en la

poblaci6 control no shan trobat nivells baixos de HDL en els individus heterocigots.

En els resultats obtinguts es pot veure com a la poblacio de pacients hi ha un

percentatge mes elevat de l'al.lel alterat que en la poblacio control. la qual cosa ens

indica d 'una contribucio dels factors genetics en I' aparici6 de malalties cardiovasculars.

Donat que un 50% dels malalts heterocigots son hipoalfalipoproteinernics, es veu

un marcat efecte del polimorfisme genetic associat a aquest tipus de malaltia.

D'altra banda s'ha vist que no tots els individus que presenten el polimorfisme
tenen nivells baixos de HDL, del que podem deduir que els nivells de colesterol HDL,
a part d' una contribuci6 genetica irn portant estan influenciats per molts altres factors

(tabaquisme, dieta, sexe. diabetes. obesitat...)
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