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1.1 Variabilitat fenotípica i malaltia

El fenotip, entès com el conjunt de les característiques físiques i psíquiques

observables, mesurables i quantificables de cadascun de nosaltres, és el resultat de

l'expressió de les instruccions encriptades en el DNA dels nostres gens (el genotip) sota

un determinat ambient. La diversitat que observem en els individus es deu tant a

diferències genètiques com ambientals. Les actuals estimes de la diversitat genètica

indiquen que si prenem dos humans no emparentats a l'atzar, 1 de cada -1000

nucleòtids serà diferent (Reich et al. 2002).

Aquest és un número molt petit si el comparem amb el d'altres espècies, però en

valor absolut és prou gran perquè en els diferents ~30,000 gens que s'estima hi ha en el

genoma humà hi hagi canvis que afectin la funció de les proteïnes i, en combinació,

confereixin la singularitat fenotípica de l'individu. Però fins i tot en el cas que el

genoma és idèntic entre dos individus, com és el cas dels bessons univitelins, la

presència de diferents factors ambientals, culturals i estocàstics en la història de cada

persona és prou important per fer que cada individu sigui distingible: no hi ha dos

fenotips humans idèntics. Malgrat que aquesta diversitat, a vegades és interessant i

necessari classificar els individus d'acord amb el seu fenotip; aquest és el cas de les

malalties.

Les malalties es poden definir com un tipus especial de fenotip en el qual

l'expressió final és la patologia. Des d'Hipòcrates, ara fa més de 2000 anys, l'anàlisi

sistemàtica i lògica per trobar les causes naturals implicades en el desenvolupament de

la malaltia ha estat una pregunta constant per a la medicina occidental. Entendre en una

determinada persona quins són els processos que han donat lloc a un fenotip patològic

és entendre quins factors ambientals i quins de genòmics hi estan implicats (vegeu

figura 1) i, per tant, veure on s'han d'aplicar les eines terapèutiques per revertir el

fenotip. En determinades malalties, els factors genòmics seran tant importants que la

patologia es transmetrà seguint els patrons de l'herència mendeliana i els factors

ambientals només hi introduiran soroll de fons; en d'altres, però, l'elevat nombre de

factors genètics i ambientals interactuant faran que separar-ne els uns dels altres sigui

una feina feixuga i difícil.
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Figura 1. El fenotip és el producte de la interacció entre el genotip i l'ambient (Jobling et al. 2004)

La incidència de moltes malalties no es distribueix de forma homogènia a les

poblacions humanes (vegeu figura 2). Entendre les diferències entre les incidències

d'una determinada malaltia en diferents poblacions és comprendre quins han estat els

factors històrics i evolutius que han conformat les freqüències de les variants causals o

associades de la malaltia, així com sota quin context ecològic i socioeconòmic es

desenvolupa la malaltia.
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Figura 2. La prevalència de les malalties no és la mateixa a tots els països. (Jobling et al. 2004)

Aquesta informació no és pas trivial, ja que permet conèixer la història natural

de la malaltia i aporta pistes sobre quins són els factors últims implicats en la patologia.

En el nostre treball hem analitzat la distribució espacial de tres malalties mendelianes, la

fibrosi quística, la fenilcetonúria i la ß-talassemia, així com la distribució espacial de set

diferents polimorfïsmes associats a una malaltia complexa com és la malaltia coronària;

sota una perspectiva evolutiva, aquest anàlisi ens ha permès entendre millor l'origen i

distribució d'aquestes malalties a les poblacions humanes.

1.2 Les forces evolutives

La variació genètica que observem en les poblacions humanes actuals és el

resultat d'una complexa interacció entre diferents forces evolutives: la mutació, la

selecció i els processos demogràfics. En aquest capítol descrivim breument cadascuna

d'aquestes forces fent referència al fenotip patològic.
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1.2.1 La mutació

Hom defineix mutació com el canvi estructural en el DNA. És la font última de

variació genètica, allò que permet, en última instància, que l'evolució sigui possible

(Crow 1997).

Les mutacions es poden donar en qualsevol tipus cellular del nostre cos; l'única

condició és que la cèl·lula contingui DNA en el seu nucli. Només aquelles mutacions

que apareguin en les cèl·lules de la línia germinal, encarregades de la producció dels

gametes, tindran l'oportunitat de passar a la següent generació. Les mutacions que es

produeixin a cèl·lules de la resta del cos (és a dir, les anomenades mutacions

somàtiques), malgrat que poder tenir repercussions molt greus en l'individu, com és

l'aparició de càncer, no tindran conseqüències evolutives directes.

La majoria de les mutacions a la línia germinal en gens humans són el resultat

d'errors endògens que inclouen mecanismes químics (per exemple, la deaminació del

grup metil de la 5-metilcitosina en dinucleòtids CpG), físics (com el lliscament de

DNA) o enzimàtics (com la reparació de nucleòtids mal aparellats). Segons la grandària

del canvi estructural del DNA, les mutacions es classifiquen en: petits canvis

estructurals que inclouen substitucions d'un únic nucleòtid, petites delecions i petites

insercions, i grans canvis estructurals que inclouen expansions de tractes repetitius,

grans insercions i duplicacions, reordenaments complexos i grans delecions (Human

Gene Mutation Database ; HGMD (http://archive.uwcm.ac.uk/uwcm/mg/hgmdO.html)).

Estudiant la freqüència de les mutacions que causen malaltia descrites en la base de

dades del HGMD (vegeu figura 3) es pot observar que gairebé el 70% de les mutacions

són causades per substitucions en un únic nucleòtid, seguides per petites delecions (el

16.5%), petites insercions (el 6.5%) i grans canvis (7.5%); ara bé, cal tenir en compte

que donat que només un exemple de cada mutació és emmagatzemat a la base de dades,

aquests resultats infravaloren el nombre total de mutacions, ja que esdevé impossible

distingir aquelles mutacions que són idèntiques per descendència d'aquelles que són

recurrents (Scriver et al. 2000). També cal tenir en compte que, donat que aquesta base

de dades està formada amb canvis genètics causants de malalties, només inclou aquelles

mutacions que produeixen un fenotip postnatal prou sever per cridar l'atenció dels
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clínics (Krawczak et al. 1998) i, per tant, és poc probable que reflecteixi la taxa de

mutació real (Scriver et al. 2000).
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Figura 3. Espectre dels diferents tipus de mutacions en gens humans. Extret a partir de la base de
dades HGMD

Així doncs, malgrat que la mutació és un procés estocàstic, no podem pas parlar

d'una única taxa de mutació: la dinàmica mutacional depèn tant del tipus de canvi

(sovint dependent de la seqüència) com del mecanisme implicat en el canvi, la qual cosa

fa que no totes les mutacions ocorrin amb la mateixa freqüència (vegeu figura 4).
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Figura 4. Diferents estimes de la taxa de canvi per diferents tipus de mutacions. (Jobling et al. 2004)

En ordre de magnitud, el canvi més freqüentment associat a malaltia

monogènica és el canvi d'un únic nucleòtid (SNP) per deaminació de la 5-metilcitosina

timina (Scriver et al. 2000); donat que normalment aquest nucleòtid es troba aparellat

amb el nucleòtid guanina formant dinucleòtids CpG, el canvi que s'observa és cap a TG

o CG, depenent de la cadena de DNA ("sense" o "anlisense") en la que es produeixi el

canvi de C cap a T (Antonarakis et al. 2000). La deaminació continuada de la 5-

metilcitosina fa que la proporció de dinucleòtids CpG sigui un cinquè de l'esperada

donada la fracció de C i G en el genoma humà; una excepció són les regions riques en

dinucleòtids CpG (les anomenades "illes" CpG) que no estan metilades i ocorren amb la

freqüència esperada donat el contingut local de nucleòtids C i G (Lander et al. 2001). La

taxa de mutació d'aquests dinucleòtids no és la mateixa en homes que en dones; existeix

una marcada asimetria cap a produir-se la mutació en la línea germinal masculina i, a

més, a incrementar-se a mesura que l'edat de l'home augmenta. Aquest fenomen està

relacionat amb el fet que el DNA dels espermatozoides està molt més metilat que el dels

oòcits (Scriver et al. 2000) i que el nombre de divisions cel·lulars a la línia germinal

dels espermatozoides és molt més elevat respecte al dels oòcits (Crow 2000; Lynn et al.

2004) (vegeu figura 5).
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Figura 5. El nombre de divisions cel·lulars és molt més gran a la línia germinal masculina que a la
femenina. A partir de (Strachan and Read 1999)

1.2.2 La selecció natural

Si bé la mutació és la font última de generació de diversitat, altres forces

evolutives són les encarregades de modificar les freqüències de les noves mutacions en

les poblacions. La selecció natural es defineix com el canvi direccional de la freqüència

d'una determinada mutació en les següents generacions, conseqüència de l'efecte que

aquesta produeix en l'organisme quan interacciona amb l'ambient. La selecció es pot

donar al llarg del període que porta des de la formació de l'individu fins a la generació

de progenie viable. Segons el fenotip que produeix la mutació, podem distingir tres

tipus principals de selecció: (i) una mutació se selecciona positivament si el fenotip que

produeix en un determinat ambient confereix algun avantatge a l'individu, de forma que

deixa més descendència a la següent generació en comparació amb els altres individus

de la població, (ü) Una mutació se selecciona negativament o deletèriament si fa que les

probabilitats de deixar descendència a la següent generació siguin més petites en

comparació amb els altres individus de la població, (iii) Una mutació es selecciona de

forma equilibradora si la capacitat dels individus heterozigots per deixar descendents a

la següent generació és superior a la dels individus homozigots. D'acord amb la

genètica de poblacions clàssica, en el cas de selecció positiva la mutació incrementarà la

9
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seva freqüència a la població fins arribar a la fixació si les condicions ambientals es

mantenen i en el cas de selecció negativa o deletèria la mutació tendirà a ésser

eliminada; en el cas de selecció equilibradora les dues variants tendiran a coexistir

(Haiti and Clark 1997). Per tant, mentre que els dos primers casos tendeixen a reduir la

variabilitat genètica introduïda per la mutació, el tercer tipus de selecció tendeix a

mantenir i incrementar la variabilitat en el genoma. Ara bé, els tres tipus de selecció no

es donen amb la mateixa freqüència. Malgrat que la selecció positiva és essencial per als

processos de colonització de nous ambients i, en última instància, per a l'especiació,

l'elevada especificitat i regulació que necessiten les proteïnes per poder funcionar

correctament fa que la majoria dels canvis codificants no sinònims siguin severament

penalitzats i eliminats durant l'evolució. Tenint en compte que les mutacions deletèries

són eliminades de la població mitjançant morts selectives, no és d'estranyar que les

mutacions sotmeses a selecció deletèria i equilibradora que no produeixin letalitat en

l'embrió acostumin a estar relacionades amb fenotips patològics.

1.2.3 Factors demogràfics

La selecció només es podrà dur a terme en aquelles variants genètiques que,

d'alguna forma, modifiquin la funcionalitat dels gens i facin que l'individu portador

tingui un nombre de fills diferents de la resta de la població. Aquelles mutacions que

produeixin fenotips patològics més enllà de l'edat reproductiva (com per exemple, les

associades a la malaltia de Huntington (OMIM 143100)), no es veuran afectades per la

selecció. A més, la redundància del codi genètic fa que no totes les mutacions

produeixin un canvi aminoacídic i, per tant, la funció de la proteïna no es vegi afectada.

Finalment, donat que només un ~1.5% del nostre genoma conté gens (uns 24.500

segons les últimes estimes, (Pennisi 2003)), un important nombre de mutacions es

produeix en regions no codificants. Més enllà de l'efecte que aquestes mutacions puguin

tenir sobre el control de l'expressió dels gens, sembla evident que moltes mutacions són

neutres a nivell selectiu i que, per tant, el canvi de les seves freqüències a les

poblacions, es degui principalment als factors demogràfics.

A diferència dels dos processos evolutius anteriors, els factors demogràfics no

són específics de locus i afecten alhora tota la variabilitat genètica present en el genoma
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humà. Hom distingeix dos tipus de factors demogràfics: la deriva genètica i els

moviments poblacionals (migració i colonització).

1.2.3.1 La deriva genètica

La deriva genètica és un procés estocàstic que es defineix com la fluctuació a

l'atzar de les freqüències gèniques d'una mutació d'una generació a la següent. Aquesta

fluctuació és conseqüència directa del fet que tant el nombre d'individus com el de

descendents a les poblacions és finit, el que fa que, pel simple fet de mostrejar els al.lels

que passaran a la següent generació, les seves freqüències augmetnin o minvin a l'atzar.

Una situació anàloga es produeix quan llancem a l'aire una moneda: la probabilitat que

una de les cares surti un determinat nombre de vegades segueix una distribució

binomial. Si el nombre de llançaments és prou gran, el 50% de les vegades observarem

una de les dues cares, però si el nombre de llançaments és petit, llavors hi haurà més

possibilitats d'obtenir un número de cares o de creus que s'aparti de la freqüència que

hom esperaria. Igual que en l'exemple de la moneda, els canvis produïts per deriva es

poden descriure matemàticament en termes de probabilitat, però no d'una manera

determinista. En les successives generacions, les fluctuacions produïdes per deriva es

poden anar acumulant, allunyant-se de l'estat inicial, fins que un dels al.lels s'acaba

fixant amb una probabilitat de 1/2N (on N és la grandària poblacional). Per tant, la

magnitud de la deriva genètica depèn directament de la grandària de la població.

1.2.3.1.1 L'efecte fundador

L'efecte fundador es produeix quan un petit nombre d'individus d'una població

més gran funden una nova població, un procés relacionat amb la colonització. Donat

que només un reduït nombre dels cromosomes presents a la població original es trobarà

a la nova població, la conseqüència més immediata de l'efecte fundador és que a la nova

població només es trobarà representada una fracció de la variabilitat genètica original;

per atzar, variants que a la població original es troben a baixa freqüència podran

incrementar-se a la població colonitzadora. A més, en una població petita es tendirà a

incrementar la consanguinitat i, per tant, els nivells d'homozigositat. Malgrat que

després la nova població pugui créixer ràpidament, com que la grandària poblacional

efectiva a llarg termini és defineix més per la mitjana harmònica que per l'aritmètica

(Wright 1938; Crow and Kimura 1970), la petjada sobre la variabilitat genètica serà

11



INTRODUCCIÓ

detectable moltes generacions després de la colonització inicial. Tot això fa que variants

deletèries récessives, presents a baixa freqüència a la població original, puguin

incrementar la seva freqüència a la població colonitzadora gràcies a la deriva genètica,

causant malalties que a altres poblacions són inexistents o molt poc freqüents.

1.2.3.1.2 El coll d'ampolla

El coll d'ampolla es produeix quan hi ha una reducció dràstica del nombre

d'individus en una població. Bàsicament, els efectes del coll d'ampolla són equivalents

als de l'efecte fundador però menys marcats. Tot i que el nombre d'individus es pot

incrementar fins arribar als nivells inicials, la diversitat genètica pateix una gran

reducció.

1.2.3.2 La colonització i la migració

Hom denomina colonització a la fundació de noves poblacions en territoris

prèviament inhabitats. Les colonitzacions inclouen des de la fundació de petites

poblacions relativament aïllades per part de poblacions grans fins la conquesta de grans

àrees per part d'una població petita. El posterior aïllament continuat de les poblacions

portarà necessàriament a la fixació d'aquells al.lels que no es trobin sota selecció

equilibradora per deriva genètica, selecció positiva i negativa, el que farà que les

poblacions es diferenciïn genèticament i permetrà a nous processos d'especiació. La

migració es defineix com l'intercanvi d'individus (migrants) entre diferents poblacions

ja establertes. El flux genètic continuat entre poblacions (també anomenades dems)

porta a homogeneïtzar la variació genètica present a les poblacions abans d'iniciar

l'intercanvi, donant lloc a una població global o metapoblació (Hey and Machado

2003). La petjada de la migració serà observable sempre i que la freqüència dels al.lels

sigui diferent entre les poblacions i el procés migratori no hagi encara homogeneitzat les

freqüències al.lèliques a les poblacions.

Les poblacions humanes actuals són el resultat de processos colonitzadors i

migratoris extremadament complexos (Ray et al. 2003); entendre aquests processos i

desenvolupar models realistes sobre les migracions humanes són essencials per poder
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entendre i trobar les variants al.lèliques associades a processos patològics (Goldstein

and Chikhi 2002).

1.3 L'origen de les poblacions humanes

Els humans som primats; els nostres parents més propers són els ximpanzés i els

bonobos, dels quals vàrem divergir ara fa entre 4 i 6 milions d'anys i amb els quals

tenim un 99.9% del nostre genoma idèntic (Svante Paabo, (Paabo 2003)). Malgrat que

el registre fòssil indica que altres espècies d'homínids varen existir després de la

separació del nostre llinatge amb el del ximpanzé, en l'actualitat som els únics

representants no extints del gènere Homo.

Els fòssils més antics d'homínids s'han trobat a l'Àfrica, cosa que indica un

origen africà del gènere Homo. La dispersió del gènere Homo per la resta del món no

començà fins Homo erectus/ergaster, les restes dels quals s'han trobat a Àfrica, Europa,

Orient Mitjà i Àsia en un període comprés entre els 2 i els 0.5 milions d'anys (Anton

2003); descendents d'aquesta primera diàspora són els conegut en conjunt com a

"sapiens arcaics", entre els quals s'inclou Homo neanderthalensis, que va habitar el

continent europeu entre els -250.000 i els ~28.000 anys.

L'origen dels humans anatòmicament moderns ha estat envoltat d'una forta

polèmica entre els antropòlegs durant més de mig segle. Dos models extrems, el model

multiregional i el model d'origen recent africà, intenten explicar la transició entre els

"sapiens arcaics" i els humans anatòmicament moderns, però partint de punts de vista

totalment oposats.

1.3.1 El model multiregional

El model multiregional (o MRE de l'anglès MultiRegional Evolution), també

anomenat en canelobre, postula que el llinatge humà ha evolucionat com un únic

llinatge sense events d'especiado, existint una continuïtat genètica des de els primers

habitants d'Homo erectus/ergaster s fins els humans anatòmicament moderns actuals

(Foley 1998)(vegeu figura 6). L'origen geogràfic dels humans anatòmicament moderns,

per tant, no hauria estat únic (multiregionalitat). Donat que l'aïllament continuat de les

poblacions de sapiens arcaiques hauria produït fenòmens d'especiació, aquest model
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requereix que hagi existit un flux genètic continuat entre els grups continentals i, per

tant, grandàries de població efectives molt grans.

Europe Africà Àsia

Muíti regional évolution

Figura 6. El model regional. Adaptat de Excoffier (Excoffier 2002)

1.3.2 EI model de l'origen recent africà

El model de l'origen recent africà (o RAÓ de l'anglès Recent African Origin),

també anomenat "fora d'Àfrica" (o OOA de l'anglès Out of Africa) o "jardí de l'Edèn"

(Harpending and Rogers 2000), postula que els humans anatòmicament moderns varen

evolucionar a partir d'una petita població africana aïllada i genèticament homogènia que

posteriorment va colonitzar tot el món, reemplaçant les poblacions i espècies

d'homínids anteriors, com els neandertals, ara fa uns -120.000 - 200.000 anys (vegeu

figura 7). Per tant, segons aquest model, les poblacions humanes actuals serien molt

joves i genèticament molt properes.
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Figura 7. La dispersió de les poblacions humanes al món segons el model "fora d'Àfrica". Mapa
modificat a partir de (Cavalli-Sforza and Feldman 2003)

1.3.3 Les evidències genètiques

El potencial de les dades gèniques per resoldre aquesta controvèrsia sembla clar,

donat que els patrons de diversitat genètica s'han de preservar a la història demogràfica

(Harpending and Rogers 2000). Com han apuntat Goldstein i Chikhi (Goldstein and

Chikhi 2002), però, la combinació de diferents processos evolutius poden tenir efectes

similars i donar lloc a petjades sobre la diversitat genètica humana molt semblants.

Distingir l'efecte de cadascun és una feina sovint difícil i complicada, cosa que fa que

les possibles inferències genètiques que puguem fer sense cap altra evidència exterior

tendeixin a tenir poca potència i requereixin de la informació d'altres camps, com

l'arqueològic o el lingüístic.

D'acord amb el model MRE, hom esperaria trobar uns nivells de variació

genètica elevada a les poblacions humanes, producte dels més de dos milions d'anys

d'evolució separada, així com temps de coalescència antics entre els llinatges genètics

trobats a poblacions geogràficament disperses (Harpending and Rogers 2000), mentre

que en el cas de OOA, la reducció de la diversitat genètica de tot el genoma produïda

pel coll d'ampolla faria que la diversitat alèlica trobada fora d'Àfrica fos una submostra

de la trobada dintre d'Àfrica i disminuís de forma gradual a mesura que ens anéssim

allunyant del continent africà; la posterior expansió postulada pel model OOA també

hauria d'haver deixat la seva petjada a la variabilitat genètica de les poblacions actuals,
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com és la presència de genealogies en forma de d'estrella, distribucions del nombre de

canvis entre parells de seqüències ("mismatch sequences") acampanades i valors de

l'estadístic D de Tajima (Tajima 1989) negatius; finalment, tenint en compte que

l'expansió de les poblacions hauria estat molt ràpida, el model OOA prediu que els

nivells de divergència genètica entre les poblacions, mesurades per exemple mitjançant

l'estadístic Fst, haurien de ser molt petits.

Comparat amb els ximpanzés i altres primats, la població humana presenta una

diversitat genètica baixa i es troba distribuïda principalment dintre de les poblacions

més que entre les poblacions (Foley 1998). Estudis fets a partir dels polimorfismes de

les proteïnes, mtDNA, cromosoma Y, microsatèl.lits i minisatel.lits autosòmics i

haplotips autosòmics indiquen que a les arrels dels arbres de poblacions construïts a

partir d'aquestes dades s'hi troben principalment les poblacions africanes i/o els africans

tenen els llinatges més divergents (Tishkoff and Verrelli 2003). Les distribucions de les

diferències entre parells de seqüències, estimades a partir del DNA mitocondrial

(mtDNA) en diferents poblacions, mostren patrons acampanats, compatibles amb una

recent expansió de les poblacions que s'hauria produït entre 30.000 i 130.000 anys i, per

tant, donaria suport al model OOA. La diversitat genètica de diferents marcadors

genètics trobada fora d'Àfrica acostuma a ser una part de la trobada dintre d'Àfrica i

presenta una reducció gradual a mesura que ens allunyem del continent africà (Excoffier

2002); també trobem uns nivells de desequilibri de lligament menors en poblacions

africanes en comparació amb poblacions fora d'Àfrica, cosa que indica que la grandària

poblacional de les poblacions humanes a Àfrica hauria estat tradicionalment més

elevada que a la resta del món. Finalment, el càlcul de la D de Tajima en 313 gens és

negatiu en 281 d'ells (el 90%) (Stephens et al. 2001), indicant de forma clara que el

DNA nuclear mostra senyals d'expansions passades més que de selecció positiva

(Excoffier 2002). Tots aquests resultats semblen evidenciar que l'origen dels humans

anatòmicament moderns es va produir a Àfrica, ja que sota el model MRE la petjada

d'expansions de la població només es podria obtenir a nivell mundial si s'haguessin

produït colls d'ampolla simultanis i posteriors recolonitzacions als diferents continents

(Excoffier 2002). Ara bé, la subestructuració geogràfica que observem a les poblacions

humanes i que es tradueix en estimes de divergència genètica (calculades amb Fst)

d'entre el 10% i el 15% no es poden explicar només amb el model OOA (Harpending

and Rogers 2000), cosa que fa pensar que aquest model és una sobresimplificació del

procés real. Si el flux genètic hagués estat prou gran entre les poblacions veïnes, per
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exemple, expansions geogràfiques de poblacions petites també podrien haver produït

genealogies en forma d'estrella i estadístics D de Tajima negatius (Ray et al. 2003).

És evident, per tant, que calen models més complexes per explicar de forma més

realista el complicat tapís de la variabilitat genètica que observem en les poblacions

humanes actuals. El model Jardí de l'Edèn dèbil ("weak Garden of Eden"; representat a

la figura 8), per exemple, modifica el model OOA suggerint que les poblacions podrien

haver romàs petites i subdividides durant un temps després de la migració dels humans

fora d'Àfrica per després produir una ràpida expansió ara fa uns 50.000 anys

(Harpending and Rogers 2000).

Africa Asia Europe

Recent African origin with range
expansion and subdivision

Figura 8. El model "weak garden of Eden". Adaptât de Excoffier (Excoffier 2002)

1.3.4 El poblament del continent europeu

El poblament del continent europeu és un complex fenomen de grans migracions

(vegeu figura 9; (Dipple and McCabe 2000b)). Els humans anatòmicament moderns

varen arribar al continent europeu fa uns 45.000 anys; les primeres poblacions d'Homo

sapiens estaven constituïdes per petits grups de caçadors-recolectors associats a la

cultura Gravetiana (Stiner 2001; Barbujani and Goldstein 2004) que, en colonitzar el

continent, varen coexistir amb poblacions descendents de la primera diàspora fora

d'Àfrica per part de l'Homo erectus/ergasters. Aquesta espècie homínida havia

evolucionat per adaptar-se a les condicions climàtiques del continent europeu, regides

per grans períodes glacials, donant lloc als neandertals (Jobling et al. 2004). Les dades
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moleculars suggereixen que el flux genètic va ser molt petit o inexistent entre les dues

espècies homínides (vegeu, per exemple, (Caramelli et al. 2003)), i que les poblacions

d'humans anatòmicament modern varen reemplaçar les poblacions de neandertals.

Durant l'últim període glacial, ara fa entre uns 23.000 i 14.000 anys, bona part del nord

d'Europa es trobava coberta pel glaç i les poblacions humanes es varen veure obligades

a migrar cap a latituds més càlides, en el que després s'han anomenat refugis glacials, a

la Península Ibèrica, el nord de la Península Itàlica i els Balcans, des d'on posteriorment

es varen començar a expandir, fa uns 13.000 anys (Pinhasi et al. 2000).

Aproximadament fa 10.000 anys, a la zona del Pròxim Orient coneguda com Creixent

Fèrtil, es produeix la denominada revolució neolítica que bàsicament consisití en el

descobriment de noves tecnologies i, el que és més important, el desenvolupament de

l'agricultura. Aquesta revolució va tenir conseqüències dràstiques, no només en l'estil

de vida, sinó també en els patrons demogràfics de les poblacions d'agricultrors, ja que

la nova font estable d'aliments va propiciar un increment de la població sense

precedents a les poblacions humanes (Jobling et al. 2004). La revolució tecnològica del

neolític es va anar expandint per tota Europa, primer pel sud i després pel nord. Dues

hipòtesis diferents s'han postulat per explicar com es va expandir la revolució neolítica

a Europa. D'acord amb la difusió cultural, la tecnologia i l'agricultura s'haurien

expandit entre els caçadors-recolectors que poblaven el continent, mentre que d'acord

amb la difusió dèmica, la dispersió de l'agricultura hauria estat acompanyada per grans

migracions i expansions de poblacions d'agricultors. La contribució neolítica en el

genoma de les poblacions europees actuals és un debat de grans passions encara no

completament resolt (vegeu, per exemple, les opinions de Guido Barbujani i Martin

Richards a (Jobling et al. 2004)). La possibilitat de detectar la petjada genètica que

haurien deixat aquest dos models a la població europea actual depèn en gran mesura de

la diferenciació genètica preexistent entre les poblacions de caçadors-recolectors i les

d'agricultors. En un model de difusió cultural s'esperaria trobar una diferenciació

marcada a les poblacions europees, mentre que en el model de difusió dèmica

esperaríem no trobar elevades afinitats genètiques entre les poblacions europees.

Models intermedis, en els quals els agricultors migren i s'aparellen amb els caçadors-

recolectors, produirien gradients en les freqüències gèniques (Jobling et al. 2004).

L'anàlisi de components principals realitzat per Cavalli-Sforza i col·laboradors (Cavalli-

Sforza et al. 1994) i posteriors anàlisis del patró de distribució espacial dels marcadors

clàssics (Sokal et al. 1989) mostren que la distribució espacial de les freqüències
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gèniques al continent europeu és clinal, cosa que s'ha interpretat com una prova a favor

de la difusió dèmica. Les estimes de contribució neolítica a les poblacions europees

actuals varien segons l'estudi, les dades genètiques i la metodologia emprada (vegeu,

per exemple, (Chikhi et al. 2002) i (Semino et al. 2000)). Un recent estudi analitzant

marcadors autosòmics, cromosoma Y i mtDNA (Dupanloup et al. 2004), assumint un

model de mescla entre les poblacions paleolítiques i neolítiques i una posterior deriva

genètica en les poblacions parentals i les produïdes pel contacte, troba que

aproximadament un 50% del bagatge genètic podria ser d'origen neolític, amb

percentatges més elevats a les poblacions properes a la regió del Pròxim Orient.

Figura 9. Principals migracions humanes al continent Europeu. Adaptat de (Simoni et al. 2000)

1.3.5 Gens, races i malaltia

Donat que a la majoria de malalties hi ha un component hereditari, poder definir

grups de poblacions genèticament homogenis i determinar amb una certa probabilitat

l'origen d'un individu a partir del seu genoma és molt important des d'un punt de vista

biomèdic, ja que la utilització de poblacions genèticament homogènies eliminaria el

problema de la subestructuració en els estudis epidemiologies i afavoriria la detecció de
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grups de poblacions amb riscs genètics de patir determinades malalties o de tenir

reaccions adverses front un determinat fàrmac. De fet, el concepte de raça, o grup

d'individus genèticament homogenis en front d'altres grups (Kittles and Weiss 2003),

està fortament arrelat a la literatura científica mèdica. Fent una cerca a la base de dades

bibliogràfiques PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed)

per articles d'assaigs clínics en humans, en trobem 3741 (agost del 2004) on apareixen

els termes "(race) OR (ethnicity)", un 42% (1561 articles) dels quals fa menys de cinc

anys que han estat publicats. Igualment, la classificació de determinades malalties

segons grups de població és una pràctica força estesa dintre de la literatura científica,

especialment quan aquestes malalties són poc freqüents i estan ben definides

geogràficament; així, per exemple, es diu que la fibrosi quística és una malaltia que

només afecta europeus o que l'anèmia falciforme només afecta africans; però com

s'apunta a (Barbujani et al. 1997), cal ser prudent amb aquest tipus d'afirmacions.

Precisament perquè són poc freqüents, es troben ben delimitades espacialment, però

també precisament perquè són poc freqüents, pocs individus de la població les pateixen

(Kittles and Weiss 2003).

Històricament, les races s'han definit a partir de caràcters morfològics i

antropomètrics, com el color de la pell o la forma del crani, els quals acostumen a

trobar-se sota l'efecte de la selecció positiva; la llengua, la cultura, la localització

geogràfica, i d'altres característiques més esperpèntiques, com la noblesa o falta de

noblesa dels salvatges, són altres criteris, sovint massa subjectius, que s'han emprat per

discriminar els individus en grups racials (Kittles and Weiss 2003); com a conseqüència

d'aquest fet, el nombre de races ha anat variant al llarg del temps des de 3 fins a 200

(Barbujani et al. 1997) sense que importés gaire la validesa d'aplicar aquest terme a

poblacions humanes. L'anàlisi dels gens, en principi, hauria de donar-nos una mesura

molt més acurada de les diferències que observem entre les poblacions humanes i,

arribat el cas, permetre'ns definir objectivament grups genèticament homogenis. Des

d'un punt de vista genètic, la definició de races requereix que els individus de cada raça

hagin divergit dels individus d'altres races prou temps perquè s'acumulin diferències

genètiques, el que implica fenòmens d'aïllament entre les diferents races i mescla dintre

de les poblacions de cada raça. El flux genètic continuat i fenòmens de selecció

equilibradora tendiran a disminuir les diferències genètiques. Tradicionalment, un criteri

biològic (malgrat que subjectiu) per definir subespècies és tenir estimes de diversitat

genètica Fst superiors a 0.25 (Kittles and Weiss 2003). D'acord amb el model OOA, o
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modificacions d'aquest, la població humana actual es va originar a Àfrica, d'on

posteriorment es va expandir colonitzant la resta del món mitjançant successius events

fundacionals. La dispersió de les poblacions humanes pel món va comportar que la

variació genètica que s'observa en els gens majoritàriament mostri patrons espacials

continus, de gradació (patrons clinals) seguint una distribució geogràfica d'Àfrica cap a

altres continents (vegeu figura 10).

J

Figura 10. Mapa de components principals de variants genètiques electroforètiques on es pot
observar que la variació dels marcadors clàssics és distribueix geogràficament en un patró clinal. A
partir de Cavalli-Sforza el al

L'increment de la distància geogràfica entre les poblacions va propiciar

Faïllament, el qual es reflecteix en una correlació positiva entre les diferències

genètiques i la distància geogràfica entre les poblacions (Bamshad et al. 2004); segons

Neil Risch N i col·laboradors (Risch et al. 2002), aquesta subestructuració de les

poblacions es podria traduir a nivell continental, i les poblacions es podrien classificar

en cinc grups racials diferents: africans, Caucasians, illencs del Pacífic, asiàtics de l'est i

americans aborígens. Ara bé, la quantifícació d'aquesta subestructuració geogràfica a

nivell continental, calculada en diferents estudis (per exemple, (Romualdi et al. 2002)),

indica que només entre un 10%-15% de la variació genètica total s'explica per les

agrupacions continentals, mentre que més d'un 80% de la variació total es troba entre

els individus dintre de cada població. Aquests resultats s'han interpretat tradicionalment

com una prova de la continuïtat genètica a nivell espacial i, per tant, de la poca

consistència del concepte de raça en les poblacions humanes (o, dit d'una altra manera,

que les diferències que s'observen entre els diferents grups racials són bàsicament

cosmètiques). Cal, però, no confondre una baixa diversitat genètica amb l'absència de
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subestructuració de les poblacions: una estima de Fst més gran de O indica que realment

existeix subestructuració a les poblacions (Edwards 2003). Els processos migratoris

afecten per igual a tot el genoma i fan que la variació present a cada gen no sigui

independent de la variació present a la resta; per tant, l'anàlisi de la variació d'un elevat

nombre de gens ens obre la possibilitat de poder trobar Pafiliació poblacional dels

individus (Edwards 2003). Estudis recents utilitzant l'algoritme implementat al

programa STRUCTURE (http://pritch.bsd.uchicago.edu/), com els de Rosenberg i

col·laboradors (Rosenberg et al. 2002) o Bamshad i col·laboradors (Bamshad et al.

2003), mostren que si s'agafa un nombre prou elevat de polimorfismes es pot arribar,

amb una certa probabilitat, a classificar els individus d'acord amb el seu origen

continental. És aquesta una prova que realment existeixen les races? La qüestió és molt

més complexa del que sembla. Una crítica que es pot fer a aquests estudis és el fet que

les poblacions analitzades no són representantives de tot el rang espacial continental

(estan massa separades geogràficament) i per tant la gradació real que s'observa en la

variació genètica en les poblacions s'estarà infravalorant; de fet, els individus de

poblacions intermitges, com les del sud de la índia, es distribueixen entre els europeus i

els asiàtics quan es repeteix l'anàlisi ((Bamshad et al. 2004); vegeu figura 11).

Figura 11. Classificació en tres grups dels individus. Quan només es consideren africans, asiàtics i
europeus, els grups d'individus definits per STRUCTURE es corresponen als grups geogràfics.
Quan s'inclou un grup d'indis, aquests es distribueixen entre els europeus i els asiàtics.

D'altra banda, malgrat que la diferenciació genètica pugui ser molt petita, quan

aquests estudis varen analitzar la subestructuració dintre de cada continent, encara varen

ser capaços de distingir subgrups de poblacions, indicant que els grups continentals no

eren tan genèticament homogenis (Rosenberg et al. 2002). Des del punt de vista

biomèdic, la classificació dels individus a nivell continental només podria tenir sentit si
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les variants associades a la malaltia estiguessin delimitades continentalment (és a dir, si

fossin producte de fenòmens selectius (Calafell 2003)) o si fossin prou comunes i

mostressin un patró de variació genètica continental, una hipòtesi que ha estat

demostrada teòricament, a l'igual que la contrària (vegeu més endavant). Les dades

experimentals mostren una gran disparitat de resultats: mentre que alguns treballs

semblen apuntar que són les variants comunes les que contribueixen a la susceptibilitat

de les malalties comunes (Lohmueller et al. 2003), un article recent (Cohen et al. 2004)

mostra que els nivells de colesterol associats a HDL estan controlats majoritàriament

per al.lels rars amb un elevat efecte genotípic. Per una altra banda, l'estratificació podria

arribar a tenir importants efectes sobre les conclusions d'estudis cas-control fins i tot

entre les poblacions d'un mateix continent (Marchini et al. 2004), especialment perquè

per trobar variants de baix risc el nombre d'individus que cal és molt gran ((Barbujani

and Goldstein 2004), i dintre de les pròpies poblacions, ja que la selecció de la parella

no acostuma a ser a l'atzar, i depèn tant de la localització geogràfica com de factors

culturals, socioeconòmics i religiosos. Però fins i tot si moltes de les variants gèniques

associades a malaltia fossin comunes a totes les poblacions mundials, factors

socioculturals, com podria ser la construcció social de la raça, podrien estar

correlacionant amb factors ambientals, com l'estil de vida, el que podria introduir

factors confusors. Com apunten Kittles i Weiss, el concepte de raça és molt complex

perquè, a part de les evidències biològiques, altres factors socioculturals i històrics

influeixen de forma subjectiva sobre el criteri de l'investigador (Kittles and Weiss

2003). Un exemple flagrant d'aquest fet és la classificació com a hispans que

normalment es fa a Nord Amèrica dels individus d'Amèrica del Sud hispanoparlants,

sense tenir en compte per res el bagatge genètic i el nivell de mestissatge de les diferents

poblacions d'Amèrica del Sud.

1.3.5.1 Bo abans, dolent ara: la hipòtesi de les variants estalviadores

Des de temps paleolítics els humans varen haver d'adaptar-se als diferents

ambients amb què es varen trobar durant la diàspora africana. Aquesta adaptació afectà,

per exemple, l'aprofitament metabòlic que el cos feia dels aliments ingerits en la dieta

dels caçadors-recolectors, acostumats a recórrer grans distàncies buscant aliments. En

aquest passat llunyà, variants al.lèliques que fossin capaces de metabolitzar, aprofitar i
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enmagatzemar eficientment els recursos que el cos pogués aconseguir (és a dir, variants

que podríem dir "estalviadores") haurien estat seleccionades a favor, mentre que

variants al.lèliques "malbaratadores", que disminuïen l'efectivitat d'aprofitament dels

recursos, devien ser severament penalitzades (Sharma 1998).

Però els temps han canviat i a les poblacions del primer món l'adquisició i

consum d'aliments en quantitats industrials és relativament assequible i no cal fer grans

esforços físics per aconseguir-los. En aquest nou ambient, ser estalviador ja no suposa

un avantatge, si no tot el contrari, i caldria esperar que la selecció tendís a eliminar les

variants "estalviadores" a favor de les "malbaratadores". La transició d'estil de vida,

però, s'ha produït principalment després de la revolució industrial, ara fa uns 200 anys,

un temps massa petit perquè la selecció hagi pogut actuar adequadament. Així,

individus que són genèticament més susceptibles a tenir concentracions de metabòlits

petites, a retenir el sodi o a mobilitzar ràpidament l'insulina front carbohidrats en aquest

nou ambient ric estaran predisposats a l'obesitat, la hipertensió dependent de sal o a la

diabetes no dependent d'insulina (NIDDM). Aquestes variants, a més, serien molt

antigues i, per tant, es trobarien disperses per totes les poblacions humanes, així com a

altres espècies de primats. Dos exemples de variants "estalviadores" són la variant

ancestral de l'apoliproteïna E (APOE), l'al.lel 4 (Corbo and Scacchi 1999), o la variant

ancestral treonina al codó 235 de l'angiotensinogen (Sharma 1998).

1.4 Les malalties genètiques

1.4.1 Malalties mendelianes

Les malalties mendelianes, també anomenades monogèniques o simples, deuen

el seu fenotip patològic a mutacions produïdes en un únic gen que, en un fons genètic i

ambiental normal, esdevenen necessàries i suficients per produir la malaltia; donat que

només un gen està implicat en el fenotip, les malalties mendelianes s'hereten d'acord

amb les lleis de l'herència de Mendel (Strachan and Read 1999) i presenten fenotips

discrets. Les malalties mendelianes acostumen a tenir una incidència baixa i variable

dependent tant de la malaltia com de la població (per exemple, la incidència de fibrosi

quística a Europa és de 1 de cada ~2.500 naixements, però a Catalunya aquesta

indicència és de 1 de cada -4.500 naixements). El nombre de malalties mendelianes
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descrites i el coneixement de la base biològica rera la patologia s'incrementa cada dia.

La base de dades OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/) recull informació sobre fenotips associats a

caràcters mendelians, especialment aquells associats a processos patològics. Fent una

cerca amb "(disease) OR (disorder) OR (syndrome) OR (mendelian)" limitada a

aquelles entrades en les que es descriuen les variants al.lèliques, s'obtenen més de 1300

entrades (agost 2004), cosa que dóna una idea aproximada del coneixement actual de les

malalties mendelianes.

L'acceptació científica de la causalitat d'una malaltia mendeliana per part d'una

mutació ve determinada pels següents criteris (Inherited Metabolic Diseases; chapter 13:

The nature and mechanisms of human gene mutation; Human Mutation 12:1-3 1998):

1) La mutació s'ha produït en una regió de funció o estructura coneguda

2) La mutació es troba en una regió conservada evolutivament

3) Es produeix en un pacient

4) No s'observa en una mostra gran d'individus sans (100 o més) o està

present amb una freqüència per sota de 1%

5) La mutació i la malaltia cosegreguen en un llinatge

6) Es demostra que la proteïna sintetitzada in vitro presenta les mateixes

característiques funcionals defectives que la proteïna sintetitzada in vivo.

7) Reversió del fenotip patològic en el pacient o en cèl·lules de cultiu per

reemplaçament del gen amb la mutació o del seu producte proteic per la

variant normal no mutada.

1.4.1.1 Gens i mutacions associades a malaltia mendeliana

Ni tots els canvis no sinònims en proteïnes tenen efectes patogènics ni tots els

gens produeixen malaltia (vegeu figura 12). ¿Quines són les característiques, doncs, que

fan que una mutació tingui més probabilitats de canviar la funció del gen i quines les

característiques que fan que un gen sigui millor candidat a produir malaltia quan està

mutât que un altre?
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Figura 12. Gens associats a malalties mendelianes, classificats per funció i edat d'aparició. Un
31.2% de les proteïnes afectades són enzims. A partir de (Jimenez-Sanchez et al. 2001)

Les mutacions poden afectar la funció de la proteïna de maneres molt diverses.

El mal plegament de la proteïna produït per mutacions en codons codificants, per

exemple, és un procés que es crew força comú com a causant de malaltia genètica, ja que

la maquinària cel.lular habirualrnent detecta j degrada les formes mal conformades

(Wàters 2001). D'altra banda, els canvis np sinònims que es produeixen en centres

çfttoppa? ¿e la Pfpjw lenep n^ ppssiMWfa^ ^e prpdujr un^ djsrupció er} e{

funcionament de la proteïna, com s'observa comparant la freqüència de canvis no

sinònims associats a malaltia respecte els no associats a malaltia en els centres catalítics

(Stitziel et al. 2003) (vegeu figura 13).
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Figura 13. Distribució de les variants patogèniques respecte a les no patogèniques a diferent
dominis proteics. A partir de (Stitziel et al. 2003)

Establir la proporció de nucleòtids que evolutivament han sofert canvis no

sinònims (aquells en què el canvi de nucleòtid comporta canvi d'aminoàcid, Ka)

respecte els sinònims (el canvi de nucleòtid no comporta canvi aminoacídic, Ks) és una

forma de quantificar les constriccions evolutives que està patint una proteïna. Si les

constriccions són fortes, de manera que petits canvis tenen efectes dràstics sobre la

funcionalitat de la proteïna, llavors esperem que la proporció Ka/Ks sigui molt petita.

Si, pel contrari, tot dos tipus són tolerats de la mateixa forma, aquesta proporció tindrà

un valor proper a 1 i direm que la proteïna evoluciona de forma neutra. La fracció

Ka/Ks acostuma a ser molí menor de 1 quan comparem, per exemple, proteïnes

humanes amb les homòlogues de ximpanzé, on la mediana de la distribució és només de

0.11 (resultats no publicats de T. Marquès a partir de (Clark et al. 2003)); aquest valor, a

més, depèn en gran mesura del teixit en el que s'està expressant la proteïna: gens que

s'expressen a teixits com el cerebral o el muscular tenen uns quocients Ka/Ks més petits

que els gens que s'expressen al teixit hepàtic o al pulmonar (Duret and Mouchiroud

2000), cosa que indica que les constriccions evolutives no són les mateixes en tots els

teixits. D'acord amb aquesta hipòtesi, Winter i col·laboradors (Winter et al. 2004) han

trobat una correlació positiva entre Fespecificitat tissul.lar d'expressió i el percentatge

de gens causants de malaltia genètica; també han trobat una correlació entre el

percentatge de gens causants de malaltia i la fracció de gens que secreten el seu

producte. Totes aquestes evidències semblen indicar que els gens causants de malalties

estan més associats a determinats teixits (com l'hepàtic o el pulmonar) i que,

principalment, són secretáis. Els gens que són ubicus a tots els teixits ("housekeeping

genes") i que evolucionen lentament també poden tenir variants no funcionals, però és
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molt més probable que aquestes variants, degut a la seva funció essencial, produeixin

letalitat embrionària i que, per tant, no observem cap fenotip patològic.

1.4.1.2 Patrons fenotípics de les malalties mendelianes

Depenent de si la mutació s'ha produït en un gen situat en un cromosoma

autosòmic o sexual, les malalties mendelianes es classifiquen en autosòmiques o

lligades als cromosomes sexuals (majoritàriament al X); segons si només cal una còpia

d'un gen no funcional per produir-se la malaltia o si cal tenir les dues còpies, les

malalties mendelianes es classifiquen en dominant o récessives. La combinació

d'ambdós criteris de classificació dóna lloc a (Strachan and Read 1999):

1.4.1.2.1 Herència autosòmica dominant

Quan l'herència és autosòmica dominant, una persona afectada acostuma a tenir

un dels progenitors afectats, els dos sexes tenen la mateixa probabilitat de patir la

malaltia i el fill d'un individu afectat té un 50% de probabilitats de patir la malaltia; en

el cas de malalties molt greus, que impedeixen que l'individu es pugui reproduir, la

malaltia es produeix per mutacions de novo. Un exemple de malaltia mendeliana

autosòmica dominant és la malaltia de Huntington (OMIM 143100), causada per

explansions de triplets CAG en el gen huntingtina (que mapa a 4pl6.3).

1.4.1.2.2 Herència autosòmica recessiva

En aquest cas, l'individu afectat, que pot ser de qualsevol sexe, acostuma a tenir

pares no afectats, els quals acostumen a ser portadors en heterozigosi d'un al.lel mutât.

La consanguinitat tendeix a incrementar la incidència de les malalties autosòmiques

récessives. Els fills d'individus amb un fill afectat tenen el 25% de probabilitats de patir

la malaltia. Malalties com la fibrosi quística, la fenilcetonúria o la ß-talassemia són

malalties autosòmiques récessives (vegeu més endavant).

1.4.1.2.3 Herència recessiva lligada al cromosoma X

Els individus afectats acostumen a ser de sexe masculí. Els pares acostumen a

ser asimptomàtics i la mare acostuma a ser portadora de l'al.lel causant de la malaltia;
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no hi ha transmisió de la malaltia pare - fill masculí. Les filles poden estar afectades si

el pareja estava afectat i la mare era portadora o si, durant la inactivació del cromosoma

X durant l'embriogènesi, s'inactiva principalment el cromosoma que no conté la

mutació associada al fenotip patològic (donant lloc a fenòmens de mosaicisme).

L'hemofília A (OMIM 306700), per exemple, és una malaltia recessiva lligada al

cromosoma X deguda a mutacions en el gen que codifica pel factor de coagulació VIII

(que mapa a la posició Xq28).

1.4,1.2.4 Herència dominant lligada al cromosoma X

La malaltia afecta tant a homes com a dones, però en les dones el fenotip

acostuma a ser més suau que en els homes. La descendència d'una dona afectada té una

probabilitat del 50% de patir la malaltia, independentment del seu sexe, mentre que en

el cas d'un home afectat totes les filles estaran afectades però cap dels fills. L'hemofília

B (306900), produïda per mutacions en el gen que codifica pel factor de coagulació IX

(situat a Xq27.1-q27.2) és una malaltia mendeliana dominant lligada al cromosoma X.

Casos especials de malalties mendelianes no contemplats en la definició prèvia

inclouen aquelles malalties que es produeixen per mutacions en gens associats al DNA

mitocondrial o que impliquen fenòmens d'imprintació genètica (imprinting). En el cas

de malalties associades a mtDNA, la transmissió de la malaltia es produeix només per

línia materna, de manera que els pares afectats tindran fills no afectats; Fimprintació

genètica és un procés que es produeix durant la gènesi dels gametes masculins i

femenins i que consisteix en marcar epigenèticament un gen segons l'origen parental

mitjançant la metilació, de forma que en l'embriogènesi de l'individu només s'expressa

un únic al.lel (Falls et al. 1999). La manifestació fenotípica de mutacions en gens

imprintats dependrà del patró d'imprintació que segueixi el gen (masculí o femení) i,

per tant, de quin progenitor passi la mutació. Una característica de l'imprintació és que

la malaltia "salta" entre generacions d'individus, depenent del sexe on vagi a parar la

mutació, com en el cas del síndrome d'Angelman (OMIM 105830) o el síndrome de

Prader-Willi (OMIM 176270).

1.4.1.3 Mutació, funció i malaltia mendeliana
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Els canvis estructurals del DNA associats a malaltia mendeliana poden ser molt

diversos, com es pot veure a la figura 3. Fins i tot mutacions en un únic núcleo ti d poden

tenir efectes dràstics sobre la funció de la proteïna: poden provocar l'activació de

patrons de splicing alternatius, codificar per un aminoàcid diferent en un domini

important per a la funció, o un codó STOP que trunqui prematurament la proteïna,

afectar l'estabilitat del transcrit, tant a nivell de DNA missatger com de la proteïna

(malgrat que el canvi semblés en principi inocu), o afectar la regulació de la proteïna.

En el cas de petites delecions i insercions, la magnitud de l'efecte de la mutació

dependrà en gran mesura de si generen canvis en la pauta de lectura o no: si les

insercions i delecions són múltiples de 3, els efectes patològics tendiran a ser menys

severs que si hi ha un canvi de la pauta de lectura. Delecions més grans poden incloure

regions codificants per a un o més loci, cosa que fa que normalment els malalts

presentin quadres clínics amb característiques de més d'una malaltia mendeliana.

Malgrat que aquesta disparitat estructural, les mutacions es poden classificar en

dos grans grups depenent de com es produeix l'efecte fenotípic, per pèrdua de funció o

per guany de funció. Els gens també poden perdre o guanyar funció per un

funcionament inadequat dels diferents mecanismes que controlen l'expressió normal en

la cèl·lula, com podrien ser canvis en la conformació estructural de la cromatina, i

modificant els patrons d'imprintació.

L4.L3.1 Pèrdua defunció

Una mutació presenta pèrdua de funció quan la funció del producte gènic minva

per efecte de la mutació; en el cas que aquesta estigui completament eliminada, llavors

diem que l'al.lel és nul. El fenotip més habitual de les mutacions amb pèrdua de funció

és el recessiu, ja que normalment amb la meitat de la dosi gènica la cèl.lula en té prou

per poder funcionar. Ara bé, en casos en els que calgui més del 50% de la quantitat del

producte original pel bon funcionament de la cèl.lula (efecte de dosi o

haploinsuficiència) o en aquells casos on el producte de l'al.lel mutât interaccioni amb

el producte de l'al.lel normal segrestant-lo (efectes dominants-negatius), també es

podran obtenir fenotip s dominants.
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1.4.1.3.2 Guany de funció

Les mutacions de guany de funció són aquelles en les que el gen adquireix una

funció nova. Les mutacions de guany de funció produeixen fenotips dominants

mitjançant una elevada varietat de mecanismes: per l'adquisició de nous substrats,

sobreexpressió, activació contínua del receptor, obertura inapropiada d'un canal iònic,

multímers estructuralment anormals o gens quimèrics.

1.4.1.4 Estragègies generals per trobar gens causants de malalties
mendelianes

La identificació d'un gen causant una malaltia genètica, en absència de

coneixement del producte o la funció que el gen realitza, es fa mapant una regió que

cosegregui amb la malaltia en els individus d'una mateixa família. Aquesta aproximació

fa servir la covariació dels marcadors genètics informatius propers físicament a la

variant causant de la malaltia a la descendència i la recombinació; com que la

recombinació és un procés que té més possibilitats de donar-se entre marcadors que

estan més allunyats que entre els que estan més propers, la variant causant de la malaltia

estarà probablement més associada a un determinat context genètic. Per tant, analitzant

com aquest context covaria amb la malaltia, hom pot delimitar regions concretes del

genoma on hi ha més possibilitats que es trobi el gen causal. La probabilitat es mesura

mitjançant l'estima de lod score, és adir, quantes vegades és més probable que el

marcador genètic hagi cosegregat amb la variant patogénica amb un determinat nivell de

recombinació respecte a la probabilitat que hagi covariat per atzar. Aquesta mesura es

dóna en forma logarítmica i es considera que regions amb un lod score de 3 o superior

(és a dir, que la probabilitat que la variant estigui associada sigui 1,000 vegades més

gran que no ho estigui) són regions candidates per trobar el gen causal de la malaltia.

Una vegada es té acotada una determinada regió (vegeu figura 14) es poden

utilitzar bases de dades per identificar gens candidats i passar a intentar trobar variants

patogèniques que puguin estar causant la malaltia.

Aquesta aproximació ha estat espectacularment exitosa i ha permès identificar

centenars de gens responsables de malalties mendelianes.
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Figura 14. Lod score associat a marcadors distribuïts al llarg del cromosoma. El pic més gran
mostra la regió més plaussible on mapa el gen. (Strachan and Read 1999)

1.4.1.5 Origen i manteniment de les malalties mendelianes a les
poblacions humanes

L4.L5.1 Dinàmica de les malalties mendelianes

J.44.5.1.1 L'equilibri mutació-selecció

Un model relativament simple que permet explicar el manteniment de mutacions

deletèries a les poblacions es troba representat a la figura 15. En aquest model, les

mutacions deletèries es produeixen en una població infinita i panmíctica a partir del

conjunt de cromosomes no mutats (sense possibilitat de reversió); els cromosomes

deleteris s'eliminen de la població mitjançant l'acció de la selecció que, depenent de la

intensitat, ho fa més o menys ràpidament (Hartl and Clark 1997).
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Cromosomes
a la població

Taxa de mutació
(H)

Fracció de
cromosomes amb
mutacions associades
a patologia (q)

Intensitat de
la selecció (s)

Pèrdua d'al.lels

Figura 15. Esquema del model d'equilibri mutació-selecció

Aquest model prediu que la fracció d'al.lels mulats estarà en equilibri i dependrà

de la taxa de mutació i de la intensitat de la selecció sobre els al.lels mutais. En

situacions en les que l'al.lel tingui efecte dominant i impedeixi la reproducció de

l'individu, la fracció d'al.lels mutats equivaldrà als al.lels introduïts cada generació per

la taxa de mutació:

Si, pel contrari, els al.lels són recessius i en homozigosi impedeixen la

reproducció de l'individu, llavors el model prediu que, en equilibri, la fracció d'al.lels

deleteris serà:

V s

En situacions en les quals hi ha fenòmens de selecció a favor d'heterozigot

(h>0), llavors:

l·í
hs
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1.4.1.5.1.2 Models més complexos

El model anterior és prou simple per poder comprendre la dinàmica de les

variants deletèries, però no és gaire realista, ja que no té en compte les fluctuacions

causades pels fenòmens de deriva genètica en poblacions de grandària finita, el

creixement exponencial de la població humana o el nombre d'al.lels que produeix la

mutació. Un model que incorpora aquestes variables és el proposat per Reich i Lander

(Reich and Lander 2001).

D'acord amb aquest model, cada nova mutació és un al.lel nou; les mutacions

només es produeixen en el grup de cromosomes no portadors de cap mutació prèvia i no

hi ha possibilitat de reversió.

La diversitat de mutacions dintre de la fracció de mutacions causants d'una

determinada malaltia genètica es pot expressar en equilibri deriva-mutació-selecció

com:

On (p és la probabilitat que prenent dos al.lels causants de malaltia, tots dos

siguin iguals; ep depèn de la grandària de la població (N), de la taxa de mutació (jo.) i de

la fracció d'al.lels mutats (f). Un patró de diversitat simple és definit com la presència

d'una mutació molt freqüent seguida de moltes de molt poc freqüents, i un patró de

diversitat complex es defineix com la presència de moltes mutacions equifreqüents.

El model assumeix una població panmí etica prèvia a l'expansió dels humans de

10,000 individus i taxes de mutació de 3. 2x1 0"6. fO és estimat a partir de les equacions

clàssiques de l'equilibri mutació-selecció (apartat anterior). Amb aquests valors, fo«l i ep

val aproximadament 1 abans de l'expansió. El posterior creixement exponencial de la

població fa que el valor de <p s'allunyi de l'equilibri. Segons aquest model, la dinàmica

que segueix ep depèn principalment de com varia en el temps la fracció d'al.lels causants

de malaltia presents inicialment a la població i, per tant, de ja i de s. El model prediu que

malalties amb una f inicial alta tindran un patró de diversitat simple, dominat per una

única mutació molt freqüent, mentre que malalties amb una f petita (el que equival a

tenir una taxa de reemplaçament molt alta) tindran un patró complex, amb moltes

mutacions equifreqüents (vegeu figura 16).
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Figura 16. Dinàmica de les mutacions sota expansió. Els quadrats blaus representen al.lels altament
deleteris, mentre que els cercles vermells representen al.lels no seleccionats deletèriament. Després
de l'expansió, els quadrats blaus són més ràpidament reemplaçats per l'efecte de la selecció que els
cercles vermells, que tenen una diversitat molt més petita (Smith and Lusis 2002)

Com els mateixos Reich i Lander apunten, malgrat que el model introdueix nous

paràmetres i dóna una explicació plausible als patrons de diversitat genètica que

observem a les malalties genètiques, es realitzen algunes assumpcions que

probablement no són certes, com, per exemple: (i) absència d'estructuració a la població

humana inicial i en les poblacions post-expansió, (ü) f només depèn de p, i s, sense

tenir-se en compte la deriva (iii) la selecció roman constant en el temps, però sabem que

per algunes malalties s'han produït fenòmens de selecció a favor de l'heterozigot (per

exemple, moltes hemoglobinopaties), (iv) no totes les mutacions d'un mateix gen

presenten el mateix coeficient de selecció: algunes es troben associades a un fenotip

més sever mentre que altres es troben associades a un fenotip més benigne.

1.4.1.5.2 L'efecte fundador i les malalties mendelianes

Com ja hem vist, la creació de noves poblacions per part d'un petit nombre

d'individus té com a conseqüència que variants que a la població general són rares, com

les associades a les malalties mendelianes, puguin incrementar la seva freqüència i que

d'altres que són freqüents a la població general no es trobin representades. Donat el

reduït nombre d'individus, un posterior aïllament continuat afavorirà els processos de

deriva genètica i tendirà a augmentar la consanguinitat (i per tant el nombre
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d'homozigosts) malgrat que els aparellaments siguin a l'atzar. La combinació de tots

aquests factors pot fer que s'incrementi la incidència de malalties mendelianes,

récessives o dominants de manifestació tardana, que a la població original eren molt poc

freqüents com, per exemple, a la població de Quebec (Scriver 2001), i l'aparició d'altres

específiques de la població aïllada, com per exemples les FHD (Finnish Heritage

Diseases) a Finlàndia (Nono 2003).

L'aïllament genètic pot ser degut a factors geogràfics, com la colonització d'una

illa (com, per exemple, el cas del poblament de la illa de Palau a Micronesia), però

també per la presència de factors religiosos i culturals que fan que el flux genètic amb

altres poblacions sigui molt reduït o inexistent (com, per exemple, en el cas de la

població Amish). Aquest aïllament, fins i tot, es pot donar entre individus que

tradicionalment són identificats com una única població, però que s'organitzen en grups

jeràrquics, com el sistema de castes a la índia.

A la taula 1 es numeren algunes de les poblacions considerades com a

genèticament aïllades i els motius d'aïllament.

Taula 1. Algunes poblacions tradicionalment considerades com aïllats genètics i la causa de
l'aïllament; a partir de (Arcos-Burgos and Muenke 2002); (Kalaydjieva et al. 2001); (Scriver 2001)

Població Causa plausible d'aïllament
Finesos Efecte fundador, aïllament cultural i geogràfic
Ordre Amish Efecte fundador i aïllament cultural
Huterites Efecte fundador i aïllament cultural
Sards Efecte fundador, aïllament cultural i geogràfic
Jueus (diferents comunitats) Patrons complexos d'efectes fundadors, aïllament geogràfic i

cultural
Bascos Efecte fundador, aïllament cultural i geogràfic
Gitanos Patrons complexos d'efectes fundadors, aïllament geogràfic i

cultural
Quebequencs Efecte fundador continuat, aïllament cultural i geogràfic
Illa Palau Efecte fundador, aïllament cultural i geogràfic

1.4.1.5.3 Mutació deleièria i selecció a favor d'heterozïgot

Molt probablement, les malalties infeccioses han conformat la demografia de la

població humana durant els últims milers d'anys. Epidèmies com la pesta, per exemple,

varen assolar Europa durant l'edat mitjana, eliminant fins un 50% de la població total en

alguns llocs. La malària (vegeu figura 17), per un altre costat, ja era coneguda pels

antics metges grecs i romans i encara avui suposa un greu problema sanitari en molts

països, ja que afecta uns 500 milions de persones i en mata uns 2 milions cada any.
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Figura 17. Cicle biològic del paràsit causant de malària. A partir de (Miller et al. 2002)

En front a aquesta alta taxa de mortalitat, és d'esperar que variants que hagin

conferit algun tipus de resistència a la infecció o a la virulència del patogen hagin estat

seleccionades a favor, malgrat que en homozigosi puguin ser deletèries. En moltes de

les hemoglobinopaties com l'anèmia falciforme o l'a-talassèmia (molt probablement

també la ß-talassemia) s'ha observat que la distribució geogràfica se solapa amb la

distribució geogràfica que històricament ha tingut la malària (vegeu figura 18); en

homozigosi aquestes variants patològiques tendeixen a ser letals per als individus

portadors, però en heterozigosi confereixen resistència a la infecció per malària; aquest

és un cas de selecció equilibradora i permet que variants que són deletèries, com les

causants de les diverses hemoglobinopaties, es puguin mantenir a la població (Dean et

al. 2002). En l'actualitat, la malària ha desaparegut de molts llocs on era endèmica com

a conseqüència de les polítiques d'eradicació del mosquit vector de la malària i

conversió del seu hàbitat. En aquestes regions encara es troben casos

d'hemoglobinopaties, però és d'esperar que amb el temps la seva incidència disminuirà

fins als nivells esperats per mutació-deriva-selecció.

Altres casos menys evidents de selecció equilibradora inclouen la fibrosi

quística, que podria estar relacionada amb la resistència a patogens enterics (vegeu més

endavant) o la fenilcetonúria, que podria proporcionar resistència a les micotoxines

(vegeu més endavant).
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Figura 18. Solapament de les regions on hi ha malària (en blau) i les regions on hi han
hemoglobinopaties (zones en ombra) (Jobling et al. 2004)

1.4.1.6 Les malalties niendelianes no són tan simples

Si hom analitza la relació entre el genotip i el fenotip en una malaltia

monogènica descubrirá que la definició de malaltia mendeliana que fèiem a l'inici de

l'apartat és, en el millor dels casos, una simplificació útil i, en el pitjor dels casos, una

falacia benintencionada. Primer, perquè no tots els casos clínics estan produïts per

mutacions en el mateix gen (genocòpies) i segon perquè no tots els individus amb

mutacions al mateix gen presenten el mateix fenotip (fenocòpies). A la taula 2 es poden

observar alguns dels nombrosos exemples que es troben a la literatura científica (per

exemple, a (Wolf 1997)) de discrepàncies entre un genotip donat i el fenotip esperat,

que inclouen des de diferències en la gravetat de la malaltia fins a l'absència del fenotip

patològic.

Taula 2. Alguns exemples de discordancia entre el genotip i el fenotip (extrets a partir de (Wolf
1997)). A la taula s'indica el gen, el producte gènic, els fenotips discordants i on s'han trobat les
discrepàncies

Gen (OMIM) producte fenotip Parentesc

CFTR(602421) Cystic fibrosis a) Fibrosi quística amb Germans
transmembrane discordancia de funció
conductance regulator pancreática i pulmonar

b) Home fèrtil o amb Dos germans
absència congènita de
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conducte deferent
HBB(141900) Hemoglobina ß Anèmia falciforme en Diferents pacients

diversos graus de
gravetat

OTC(300461) Omitin Variació en l'edat 5 famílies diferents
transcarbamilasa d'aparició i

desenvolupament de la
malaltia

PAH(261600) Fenilalanina Hiperfenilalaninèmia, 3 germans
hidroxilasa inteligencia normal o

retard greu
(independent de dieta)

PRNP(176640) Proteïna priónica Insomni familiar fatal - 30 membres afectats
malaltia Creutzfeld- de 11 famílies
Jakob

Aquesta falta d'entesa entre el genotip i el fenotip ha provocat que s'hagin hagut

de definir nous termes, com la penetrància o l'expressivitat, per englobar les cada cop

més nombroses excepcions a la regla general. La penetrància es defineix com la

probabilitat que un individu, essent portador del genotip, expressi el fenotip patològic.

Es diu que un genotip que tant pot produir com no el fenotip patològic té penetrància

incompleta. L'expressivitat fa referència al fet que el mateix genotip molecular pugui

donar lloc a diferències tant en la gravetat del fenotip clínic com a la presentació clínica

(Zlotogora 2003). Els motius que expliquen aquesta falta de correlació entre el genotip

observat i el fenotip esperat poden ser molt variats, i inclouen (Zlotogora 2003):

(i) Penetrància pseudo-incompleta / pseudo expressivitat: l'absència del

fenotip patològic es deu a la falta de precisió del clínic, que no detecta

la malaltia quan, de fet hi és.

(ü) Premutació: La penetrància incompleta es pot observar en casos en els

que hi hagi estadis intermedis de la mutació sense expressió clínica,

(iii) Anticipació: es produeix quan l'edat d'aparició de la malaltia es

redueix dels pares afectats als fills afectats. Molecularment, aquest

fenomen acostuma a estar associat amb l'expansió anormal de triplets

de nucleótids patogènics, com a les ataxies espinocerebel.lars (SCAs),

on l'edat d'aparició de la malaltia es correlaciona amb el nombre de

tractes repetitius (Schols et al. 2004); vegeu figura figura 19)
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Figura 19. Efecte de la llargada del tracte repetitiu en l'edat d'aparició de la malaltia. A partir de
(Schols et al. 2004)

(iv) Influència d'al.lels en trans en el mateix gen

(v) Influència d'al.lels en c/5 en el mateix gen

(vi) Imprintatge genètic

(vii) Herència digènica: quan per produir-se la malaltia calen mutacions a

dos gens per separat

(viu) Gens modificadors: els gens modificadors són aquells que, degut a la

presència d'una mutació/polimorfisme, modifiquen l'expressió clínica

de la malaltia.

(ix) Mosaicisme somàtic: La presència d'una mutació a la línia somàtica i

germinal acostuma a produir un fenotip més lleu en l'individu que en

la seva descendència. El mosaicisme somàtic també es pot produir

durant la inactivació d'w dels cromosomes X a Jes dones durant

l'embriogènesi.

(x) Factors ambientals (vegeu figura 20): en moltes malalties genètiques

metabòliques, la presentació clínica pot dependre de la quantitat del

substrat de la dieta. En d'altres, l'estatus socioeconòmic de l'individu

afectat pot influir sobre la gravetat de la malaltia i les probabilitats de

supervivència.
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Figura 20. Relació entre el genotip i els factors ambientals en el fenoíip. (Scriver and Wàters 1999)

(xi) Efectes estocàstics durant l'embriogènesi

La distinció entre malaltia monogènica, mendeliana o simple, i malaltia

complexa esdevé cada vegada més tènue a mesura que el coneixement sobre el fenotip i

el genotip de les malalties mendelianes augmenta. Cada vegada sembla més clar que el

context genètic (modificadors genètics, genocòpies...) i ambiental en el que apareixen

les mutacions són fonamentals per a la definició precisa del fenotip (la malaltia). El

descobriment que algunes malalties mendelianes són, de fet, malalties oligogèniques,

causades per l'acció modulada d'un petit nombre de gens (Badano and Katsanis 2002),

o la creació de models que assumeixen una continuïtat fenotípica en les malalties

mendelianes (tradicionalment descrites com a discretes), amb uns llindars per sobre dels

quals es desenvolupa la malaltia (Dipple and McCabe 2000b), ens donen una idea del

canvi en el paradigma de l'estudi i comprensió de les malalties mendelianes i les

malalties complexes. Ambdues representen els extrems d'un continu, on en un extrem

trobem l'efecte d'un únic gen causal influenciat per modificadors i l'ambient, típic de

les malalties mendelianes, i en l'altre múltiples gens de baix efecte i l'ambient, típic de

les malalties complexes (Dipple and McCabe 2000a).
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1.4.1.7 Tres exemples de malalties simples

1.4.1.7.1 La fibrosi quística

La fibrosi quística (OMIM 219700), amb una incidència de 1 de cada -2.500

nounats, és la malaltia autosòmica recessiva més freqüent a les poblacions d'origen

europeu. La fibrosi quística deu principalment el seu fenotip patològic a mutacions al

gen CFTR (de l'anglès Çystic Fibrosis Transmembrane Regulator (OMIM 602421)),

també conegut com ABCC7 (OMIM 602421), que es troba al braç llarg del cromosoma

7 (7q31.2), té unes 250 kb de llargada i comprèn 27 exons.

El gen CFTR és membre de la superfamília de transportadors de membrana

ATP-binding cassette (ABC) i codifica per una proteïna de 1.480 aminoàcids amb cinc

dominis diferents: dos dominis transmembrana, dos dominis intracel.lulars hidrofílics

d'unió a nucleòtids i un domini regulador intracel.lular. El producte del gen CFTR

funciona com un canal de clor, i també com a regulador d'altres canals iònics a la

membrana apical de les cèl·lules epitelials.

La manifestació fenotípica clàssica de la fibrosi quística afecta el tracte

respiratori, on es presenta com a obstrucció crònica pulmonar, i el pàncrees, on produeix

una insuficiència pancreática exocrina. L'acumulació de moc viscos a les vies

respiratòries afavoreix el creixement de microorganismes i fa que es produeixin

infeccions recurrents, causades majoritàriament per Pseudomonas aeruginosa i

Staphylococcys aureus; la insuficiència pancreática exocrina provoca una deficiència

d'enzims pancreàtics que fa que la digestió de greixos i proteïnes sigui ineficient, i es

produeixin quadres clínics de distensió abdominal i esteatorrea. Altres trets associats a

la fibrosi quística inclouen la presència d'una elevada concentració de clor a la suor,

així com una elevada incidència d'infertilitat masculina per absència o atròfia dels

conductes deferents, l'epidídim i les vésicules seminals, i símptomes menys comuns

com el meconium Heus (MI) del nounat o obstrucció intestinal que es dóna al

naixement, diabetis o disfunció pancreática endocrina que cursa amb pancreatitits i

alteracions al fetge que poden acabar en cirrosi. Malgrat que els avenços en el

tractament de la fibrosi quística, els individus acostumen a morir a edats molt
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primerenques. El tractament amb curcumina sembla revertir els efectes de la mutació

F508del en ratolins i podria utilitzar-se com a teràpia en humans (Egan et al. 2004).

Es coneixen més de 1000 mutacions associades a la fibrosi quística

(http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/). però en gairebé un 70% dels al.lels analitzats

només s'ha trobat la mutació F508del (Estivill et al. 1997), una deleció de tres parells de

bases que elimina una fenilalanina a l'exó 10 de la proteïna. Altres mutacions freqüents

(entre 1 i 2.5%) són: G542X, G551D, N1303K i W1282X. Les mutacions es

classifiquen en sis grups diferents, depenent del seu efecte molecular: classe I, síntesi

proteica defectuosa; classe II, defecte en el processament proteic; classe III, alteracions

en la regulació del canal de clor; classe IV, conductancia del canal de clor disminuïda;

classe V, reducció en la síntesi o el transport proteic; i classe VI, disminució en

l'estabilitat proteica.

La fibrosi quística mostra una elevada heterogeneitaí fenotípica (Nabholz and

von Overbeck 2004), fins i tot entre germans amb mutacions al gen CFTR idèntiques,

com ja s'apuntava a la taula 2. Diverses causes poden explicar aquesta disparitat, com es

pot veure a la figura 21; el rerafons genètic i ambiental esdevé crucial per a la

determinació del fenotip, malgrat que es consideri una malaltia monogènica.

Modifier
Genes Major Ganas Environment

CFTR -Allelic Variation

Clashes of defects in
CFTR pratein function

I CFTR synthesis
II CFTR processing
III CFTR regulation
IV CFTR conductance
V Reduced amount
VI Unknown

CF Phenotypes

I Respiratory-" - - ''. .Pulmonary diseeií Bronchitis,

Gastrointestinal Mecomltm Ileus, PancreatlGlnsufficiency, *
' ~" * .'Diabetes rnsllitus Hepatobillary disease

Fertility Azoospermia

Figura 21. Malgrat que les mutacions al gen CFTR són essencials pel fenotip, aquest depèn també
d'altres factors genètics i ambientals. A partir de (Nabholz and von Overbeck 2004)
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Sembla poc probable que l'elevada incidència de fibrosi quística al continent

europeu es pugui explicar només per fenòmens de deriva genètica (Bertranpetit and

Calafell 1996). En els últims anys s'ha postulat un possible avantatge selectiu dels

heterozigots relacionat amb la resistència a malalties infeccioses com el còlera (Gabriel

et al. 1994), la febre tifoidea (Pier et al. 1996), la tuberculosi (Meindl 1987), la sífilis

(Hollander 1982) o la grip (Shier 1979). De fet, Mateu i col·laboradors no varen trobar

els haplotips associats a les mutacions causants de fibrosi quística en poblacions

europees actuals, cosa que indicaria que l'origen de la fibrosi quística és molt antic

(Mateu et al. 2002).

1.4.1.7.2 Lafenilcetonúria

La fenilcetonúria (OMIM 261600), amb una incidència de 1 de cada ~10.000

nounats, és l'error del metabolisme autosòmic recessiu més freqüent en poblacions

d'origen europeu. La fenilcetonúria és un tipus d'hiperfenilalam'nèmia, però no totes les

hiperfenilalaninèmies estan associades a fenotips patològics. Les causes genètiques que

produeixen hiperfenilalaninèmies són variades i inclouen mutacions al gen PAH (de

l'anglès Phenylalanine Hydroxylase), així com en els gens implicats en la síntesi i

regeneració del cofactor tetrahidrobiopterina (BELj). La detecció dels nivells de BEU ens

permet distingir entre una hiperfenilalaninèmia produïda per mutacions a P AH d'aquella

produïda per mutacions a la via metabòlica de BH4. Aproximadament el 99% de les

mutacions causants de fenilcetonúria es troben associades al gen PAH (Erlandsen and

Stevens 1999). En alguns casos, mutacions al gen P AH poden produir uns nivells

elevats de fenilalanina sense implicar els símptomes clàssics de la fenilcetonúria; en

aquests casos es parla d'hiperfenilalaninèmia no-PKU. La distinció entre ambdós tipus

es realitza mitjançant els nivells en sang de l'aminoàcid fenilalanina, considerant-se

PKU en el cas de nivells més alts de lOOOjaM (els nivells de fenilalanina en sang sota

condicions fisiològiques normals en adults acostumen a trobar-se en 58±15 (¿M) i una

tolerància menor a la fenilalanina de la dieta (<500mg/dia).

El gen PAH es troba al cromosoma 12 (12q24.1), té unes 90kb de llargada, conté

13 exons i codifica per un enzim d'uns 50 KDa que està implicat en la conversió de

l'aminoàcid L-fenilalanina cap a L-tirosina mitjançant l'ús del cofactor BHt. PAH

s'expressa únicament" al fetge i es troba en un equilibri d'homotetràmers i homodímers.
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S'han descrit més de 480 mutacions a la base de dades de la fenilcetonúria

(http://www.pahdb.mcgill.ca/) en el gen PAH associades a fenilcetonúria i

hiperfenilalaninèmia no-PKU. Algunes, com la mutació R408W, s'han trobat

associades a diferents haplotips en diferents regions geogràfiques, cosa que indica

fenòmens de mutació recurrent (Byck et al. 1994),(Eisensmith et al. 1995). Les

mutacions es classifiquen estructuralment en cinc categories diferents: categoria I,

residus actius, categoria II, residus estructurals, categoria III, interaccions entre dominis

en el monomer, categoria IV, residus que interactuen amb la seqüència N-terminal

autoreguladora i, categoria V, residus al lloc d'interacció del tetràmer.

El fenotip clàssic de la fenilcetonúria és un retard mental profund, però presenta

una elevada heterogeneitat fenotípica (mesurada en nivells de fenilalanina en sang o

estimes del coeficient intellectual) fins i tot entre germans amb el mateix genotip

(vegeu taula 2) (Scriver and Wàters 1999) que evidencien la complexitat del coeficient

intellectual i la seva dependència de molts factors genètics i ambientals; no totes les

mutacions en el gen PAH tenen el mateix efecte deleteri sobre la proteïna. Depenent del

fenotip al qual s'asocïin majoritàriament s'acostumen a classificar en greus,

moderades/suaus i hiperfenilalaninèmiques sense efectes fenotipics observables; aquest

fet pot explicar, per combinacions de les diferents variants, l'elevat espectre fenotípic

que s'observa en els pacients. La dieta és un altre factor que també juga un paper

important sobre els efectes neurològics, ja que variacions en el consum continuat de

fenilalanina, especialment durant les primeres etapes de la vida, poden influir sobre els

nivells de retard mental. De fet, una teràpia efectiva contra la fenilcetonúria clàssica ha

estat la prescripció de dietes baixes en l'aminoàcid fenilalanina a individus que en el

cribatge metabòlic donen positiu; una malaltia associada a la hiperfenilalaninèmia,

s'hagi desenvolupat o no PKU és Fhiperfenilalaninèmia materna, que pot ser la causa

d'embriopaties i fetopaties, incloent-hi microcefàlia i retard mental en un 80% dels fetus

exposats.

Sembla que l'elevada presència de la fenilcetonúria a les poblacions europees no

es pot explicar únicament per efecte de la deriva genètica (Krawczak and Zschocke

2003) i diverses hipòtesis han apuntat a favor d'una possible avantatge dels heterozigots

front a micotoxines (Saugstad 1973; Woolf et al. 1975; Saugstad 1977).
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1.4.1.7.3 ß-Talassemia

La ß-globina és una proteïna formada per dos parells de cadenes peptídiques

essencial per al transport de l'oxigen. Sis tipus diferents de cadenes peptídiques

(a, ß, y, ò, s i Q es troben en les hemoglobines normals expressades en diferent etapes

del desenvolupament humà. En els adults, més del 97% de l'hemoglobina està formada

per un parell de cadenes peptídiques a i un altre parell de cadenes peptídiques ß, i

s'anomena HbA. Mutacions a les diferents cadenes poden donar lloc a diferents tipus

d'hemoglobinopaties, com l'anèmia falciforme. Les talassèmies són un conjunt

heterogeni d'hemoglobinopaties caracteritzades per una producció reduïda o absent

d'una o més de les cadenes de l'hemoglobina (Scriver et al. 2000). En el cas de la ß-

talassèmia, la cadena afectada és la de la ß-globina, cosa que fa que la proporció de les

cadenes de la molècula de l'hemoglobina estigui descompensada cap a un major nombre

de cadenes a. La conseqüència directa d'aquesta hemoglobina defectiva és la presència

d'anèmia en diversos graus, acompanyada per diferents processos fisiologies

compensatoris com un desenvolupament de la melsa o una progressiva

hepatoesplegnomegàlia. El fenotip de la ß-talassemia és molt heterogeni; depenent del

grau d'afectació les ß-talassemies es classifiquen en major, si el fenotip és sever i

l'individu requereix transfussions de sang i minor, si el fenotip és d'una anèmia lleu o

asimptomàtica. Aquesta elevada variabilitat es troba relacionada amb el nivell residual

de síntesi de la cadena ß així com del tipus de mutació (Weatherall 2001). Les

mutacions causants de ß-talassemia es classifiquen en ß° i ß+, depenent si l'expressió de

la cadena està completament abolida o si encara hi ha una expressió residual.

La distribució de la incidència de ß-talassemia no és homogènia a totes les

poblacions humanes, trobant-se principalment restringida a poblacions mediterrànies,

del Pròxim Orient i del sud i sud-est d'Àsia; l'anàlisi de la distribució de les mutacions

causants de ß-talassemia revel.la que l'origen de la malaltia no ha estat únic a les

poblacions humanes, ja que les mutacions més freqüents causants de ß-talassemia es

troben delimitades en diferents regions (vegeu figura 22; (Weatherall 2001)). La

distribució espacial de la malaltia s'ha relacionat amb una possible resistència dels
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heterozigots a l'infecció de malària, cosa que suposaria una selecció equilibradora

(Hartland Clark 1997).

Figura 22. Distribució de les principals mutacions associades a ß-talassemia. A partir de
(Weatherall 2001)

1.4.2 Malalties complexes

Moltes de les diferències fenotípiques que observem entre individus, incloent-hi

la morfologia, la psicologia, el creixement i el comportament, no segueixen pas els

patrons discrets de les característiques mendelianes. Aquests caràcters es defineixen

mitjançant variables quantitatives que s'hereten sense seguir una herència típica

mendeliana (tot i que els gens associats sí). Les malalties complexes es poden definir

com a variables binàries (l'individu té o no té la malaltia) produïdes quan se supera un

cert llindar d'un fenotip quantitatiu. Les malalties complexes són d'especial interès per

a la biomedicina perquè inclouen moltes de les malalties més freqüents a les poblacions

humanes, com poden ser les malalties psiquiàtriques, cardiovascular, la diabetis,

l'Alzheimer o diferents tipus de càncers. En alguns casos el fenotip pot estar produït per

una única mutació (per exemple, mutacions en el gen presenilina (OMIM 104311)

poden donar lloc a Alzheimer) però representen una petita fracció del total, i en més del

90% dels casos la malaltia acostuma a ser causada per un elevat nombre de factors,

ambientals i genètics, que interaccionen donant lloc al fenotip patològic. Les malalties
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complexes acostumen a presentar una elevada heterogeneitat genètica, cosa que implica

que la malaltia pot estar relacionada amb un elevat nombre de gens diferents, així com

per una elevada heterogeneitat fenotípica i, per tant, que en moltes malalties complexes

no es pugui identificar inequívocament els individus en funció de la presència o

absència de la malaltia (Hauser and Pericak-Vance 2000). Estimar la penetrància esdevé

gaire bé impossible, pel fet que les malalties complexes depenen de l'efecte de gens

potencials i de la presència o absència de factors ambientals. En aquest context no es pot

parlar pas de "la mutació" causant, ja que cap mutació no acostuma a ser ni suficient ni

necessària per produir la malaltia, i sí d'al.lels d'associació; tanmateix, la magnitud del

seu efecte dependrà de l'ambient en el que es trobi i, per tant, caldrà tenir-lo en compte

(Cooper 2003) a l'hora de definir els al.lels de susceptibilitat. Per regla general, l'edat

de la presentació de la malaltia acostuma a estar relacionada amb una major

preponderància dels factors genètics o dels factors ambientals, i edats de presentació

més primerenques acostumen a associar-se amb un paper més important dels factors

genètics. Les estimes del percentatge de variació explicada per factors genètics

(l'heretabilitat) en bessons depèn del tipus de malaltia, però suggereixen que una part

important dels factors implicats en el desenvolupament de la malaltia són genètics

(vegeu taula)

Taula 3. Heretabilitat de caràcters i malalties complexes a partir d'estudis de bessons (MacGregor
et al. 2000)

Caràcter - Malaltia complexa Heretabilitat (%)

Asma 60

Pressió sanguínia 40-70

Densitat mineral òssia 60-80

Degeneració dels discos cervical i 60-80

lumbar

Diabetis depenent d'insulina 70

Obesitat 50-90

Osteoartritis 50-70

Artritis reumatoide 60

Colitis ulcerativa 50
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Poc es coneix del model poblacional que regeix la freqüència de les variants

genètiques que es troben associades a les malalties complexes i, en general, de les

variants que determinen els caràcters complexos. Entre el conjunt de models possibles

que defineixen l'espai al.lèlic de les variants associades a malalties complexes, la

hipòtesi "variant comuna/malaltia comuna" (Common Variant/Common Disease;

CV/CD) i la hipòtesi de "variants rares" (o model d'heterogeneitat) representen els dos

possibles extrems.

La hipòtesi CV/CD prediu que les variants associades a les malalties complexes

són antigues i freqüents a les poblacions humanes (>1%) (Chakravarti 1999). Aquesta

hipòtesi assumeix un model additiu, on els polimorfismes tenen un baix pes en el

desenvolupament de la malaltia, i el seu efecte sobre el risc de patir la malaltia es va

acumulant fins a superar un cert llindar, moment en el que apareix el fenotip patològic

(Harpending and Rogers 2000) (vegeu figura 23). Variants al.lèliques associades a

malalties com l'al.lel 4 de l'APOE o la variant Prol2Ala del locus PPARy serien

exemples d'aquesta hipòtesi. Una variant d'aquesta hipòtesi es la hipòtesi "variant

comuna/múltiples malalties" que postula que, a més, aquestes variants comunes estaran

implicades en un elevat nombre de malalties diferents (Becker 2004). La hipòtesi de les

variants poc freqüents, per la seva banda, assumeix l'existència de polimorfismes a molt

baixa freqüència (<1%), segurament sota dinàmica mutació-selecció, que tenen un

efecte molt marcat sobre el desenvolupament de la malaltia (vegeu figura 23).

affected

aabbcc..

++/++/CC/..

1
rare

variants

i

common
variants

Figura 23. La hipòtesi CV/CD contra la hipòtesi de les variants rares (a partir de (Chakravarti
1999)
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Saber a quina de les dues s'acosta més la realitat no és pas una pregunta trivial,

perquè l'abordatge metodològic de les variants associades a malalties complexes

implica estratègies molt diferents, ja que en el segon cas s'hauran d'aplicar tècniques

més exaustives de seqüenciació per trobar els polimorfismes presents a cada individu.

Dos models en genètica de poblacions prediuen quina serà la distribució dels

al.lels associats a malalties complexes. Paradoxalment, l'aplicació de cada model

produeix conclusions completament diferents, cosa que indica que les conclusions

depenen principalment de les assumpcions que es fan quan es crea el model (Goldstein

and Chikhi 2002).

1.4.2.1 El model CV/CD

El model de Reich i Lander que hem comentat a l'apartat de malalties

mendelianes també serveix per predir el patró al.lèlic que hom espera trobar a les

malalties complexes. D'acord amb aquest model, i assumint que fo depèn de la taxa de

mutació i del coeficient de selecció, es demostra que si el coeficient de selecció no és

massa gran, com es podria esperar d'al.lels que afecten a l'individu a edats més grans de

l'edat d'aparellament (però veieu més endavant), els patrons que s'observen són simples

(una mutació molt freqüent i altres de molt poc freqüents). Dit d'una altra manera, els

valors esperats de <p (és a dir, d'identitat al.lèlica) en el grup d'al.lels associats a la

malaltia són elevats si la freqüència dels al.lels no és massa petita (fo>0.9%).

Com ja s'ha comentat abans, algunes de les assumpcions que el model fa

podrien no ser certes, com l'assumpció que fO depèn només de la taxa de mutació i del

coeficient de selecció. Aquest balanç només és apropiat en el cas de gens en equilibri

amb una freqüència molt petita. En el cas de selecció molt dèbil, que es podria donar en

els al.lels associats a les malalties complexes, fO ja no dependria només de n i s, si no

d'altres factors, com la deriva (Pritchard and Cox 2002).

1.4.2.2 El model de variants rares

Aquest model va ser desenvolupat per Jonathan K. Pritchard (Pritchard 2001).

Assumeix una població panmíctica i constant, amb una grandària efectiva de ~ 10,000
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individus. També assumeix dos tipus d'al.lels diferents, normals i associats a malaltia

complexa, amb dues taxes diferents de mutació: d'al.lel normal cap a al.lel associat a

malaltia complexa i a l'inversa, essent la primera taxa de mutació molt més elevada que

la segona. Finalment, el model també assumeix que la variança genètica d'una malaltia

complexa és additiva i que a nivell multilocus l'efecte de cada locus és multiplicatiu.

Segons aquest model, Pritchard troba que loci amb selecció purificadora dèbil i

unes taxes de mutació elevades tenen més probabilitats de ser genèticament variables i,

per tant, de contribuir més a la variància de la susceptibilitat de la malaltia i, per tant,

donaria suport a les variants poc freqüents com agents associats a les malalties

complexes.

Com el mateix Pritchard comenta, el seu model fa simplificacions i assumpcions

que, si bé són plausibles, podrien molt bé no ser certes. La grandària efectiva de la

població, per exemple, no ha estat constant a la població humana i les taxes de mutació

poden arribar a ser molt variables entre els gens.

1.4.3 Determinació de variants associades a malalties complexes

La metodologia emprada per analitzar i trobar gens associats a fenotips

complexes és molt àmplia (Khoury et al. 1993). A grans trets, els mètodes per

identificar gens de susceptibilitat es poden agrupar en dos grups: els estudis de gens

candidats i els estudis de cribatge genòmic (genomic screens) (Hauser and Pericak-

Vance 2000).

En el primer cas, es parteix de variants presents en un gen candidat i s'estudia la

seva associació amb la variació fenotípica. En el segon cas es parteix d'un nombre de

marcadors polimòrfics (microsatèl.lits i SNPs) que es distribueixen per tot el genoma i

s'intenta trobar associacions entre la variació d'un determinat marcador situat en una

determinada localització amb la variació fenotípica. Una associació positiva pot indicar

que el marcador està associat a la malaltia o bé que està proper a un locus implicat en el

desenvolupament de la malaltia.

A nivell analític, dos grups generals de mètodes es poden aplicar tant a l'anàlisi

dels gens candidats com dels cribatges genòmics: l'anàlisi d'associació i l'anàlisi de

lligament.
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L'anàlisi d'associació intenta identificar polimorfismes o al.lels que incrementin

el risc a patir la malaltia mitjançat l'estudi de la covariancia entre dos determinats al.lels

o genotips i el fenotip de la malaltia. Mentre que l'aproximació directa estudia

polimorfismes que puguin tenir efecte patogènic, l'aproximació indirecta cerca trobar

variants que estiguin en desequilibri de lligament amb la variant associada a la malaltia

(Brookes 1999). Les associacions positives poden interpretar-se com que la variant

analitzada està implicada en el desenvolupament de la malaltia, o bé que està en

desequilibri de lligament amb la variant associada a la malaltia. Els mètodes

d'associació es poden fer servir tant amb variants qualitatives (presència o absència de

la malaltia) com amb mesures quantitatives, i són especialment indicats amb mostres

poblacionals (com és el cas dels estudis cas-control), cosa que els fa molt atractius per

als investigadors, ja que es facilita l'obtenció de moltes mostres a l'hora que es

disminueix el cost (Carlson et al. 2004).

En el cas de l'anàlisi de lligament (vegeu apartat malalties mendelianes),

l'objectiu és trobar regions genòmiques més compartides entre els individus afectats que

entre els individus no afectes de la mateixa família (Carlson et al. 2004). Les anàlisis de

lligaments són molt útils en el cas de malalties causades per al.lels d'elevat efecte, però

tenen menys potència per a detectar al.lels de baix risc (Risch and Merikangas 1996).

Tanmateix, les anàlisis de lligament permeten trobar regions de lligament en un

determinat cromosoma, però no acostumen a tenir gaire resolució a l'hora de trobar el

locus o loci implicats.

1.4.3.1 Els estudis de casos i controls

Els estudis de casos i controls s'engloben dintre dels estudis d'associació.

S'estima com de més freqüent és una determinada variant al.lèlica o genotípica entre

dos grups d'individus que difereixen per un determinat fenotip, com podria ser tenir

(casos) o no tenir (controls) la malaltia.

Normalment els estudis de casos i controls es poden representar mitjançant una

taula de contingència com la que es presenta a la taula.

Taula 4. Taula de casos i controls. Els genotips es distribueixen a cada casella segons si són casos
(individus afectes) o controls (individus no afectats per la malaltia)
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Diferents estimes es poden emprar per calcular el pes que té l'al.lel en el

desenvolupament de la malaltia. Una de les més utilitzades és l'estima a'odds ratio, que

és defineix com la raó de la proporció d'individus malalts respecte als indivius sans sota

un determinat genotip respecte la mateixa proporció en l'altre genotip:

a

L
ß

El rang de valors que l'estadístic OR pot prendre va des de O fins a infinit; si

l'estadístic OR és igual a 1 o aquest s'inclou a l'interval de confiança de l'estadístic, es

diu que el genotip A no està associat a la malaltia. Si l'estadístic OR<1, llavors el

genotip A és protector i si OR>1, llavors està associat a la malaltia.

1.4.3.2 SNPs, desequilibri de lligament i el projecte Hap Map

Els SNPs són marcadors bial.lèlics produïts per la substitució d'un únic

nucleòtid; es troben densament distribuïts per tot el genoma (podria haver-hi més de

10.000.000 de SNPs en el genoma de tots els humans (Brookes 1999)), tant en regions

codificants (cSNPs) com en regions intergèniques i en regions reguladores (rSNPs),

cosa que fa que siguin idonis tant per realitzar estudis d'associació directa com

indirecta. A diferència d'altres marcadors emprats en l'estudi de les malalties

complexes, com els microsatèl.lits, els SNPs són molt freqüents, i el fet que només

presentin dos estats els fa especialment interessants per a l'automatització del genotipat,

per poder definir haplotips i per el càlcul de paràmetres estadístics com el desequilibri

de lligament.

Els haplotips es defineixen com una seqüència de SNPs contigus. Cada nova

mutació apareix en un determinada combinació al.lèlica. Posteriorment, a mesura que
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passen les generacions, el nou SNP es pot associar a altres haplotips per successives

recombinacions durant la meiosi; el nombre de recombinacions que es produeix depèn

tant del sexe (les dones tenen en promig molts més events de recombinació que els

homes), la regió cromosòmica (regions properes als centròmers són menys propenses a

patir fenòmens de recombinació) i de l'individu (Lynn et al. 2004). Una mesura

estadística de la covariació de SNPs veïns a nivell poblacional és el desequilibri de

lligament (LD). Diferents paràmetres han estat definits per mesurar el LD (vegeu, per

exemple, (Collins et al. 2001)) però, en qualsevol cas, com més elevat és el desequilibri

de lligament, més covarien les variants al.lèliques dels dos SNPs i, per tant, més fàcil és

predir l'estat al.lèlic d'un dels dos SNPs a partir de l'estat de Faltre; dit d'una altra

manera: donat que les variants patològiques apareixen en un determinat haplotip, no

caldria cercar el SNP putatiu associat a la malaltia, si no trobar SNPs en LD amb el SNP

d'interès (per associació indirecta). Aquesta aproximació permetria una reducció

substancial de la quantitat de genotipatge que caldria fer sense perdre informació:

només caldria definir SNPs que abastessin la majoria de la variació genòmica

(TagSNPs).

El desequilibri de lligament és un paràmetre poblacional i, com a tal, factors com

la deriva genètica, el creixement de la població, la migració i la mescla, o la selecció

natural poden influir sobre les estimes finals de LD. A aquests factors, a més, cal afegir-

hi factors típicament genòmics, com diferents taxes de recombinació, taxes de mutació

variables o conversió gènica. Tot això fa que, malgrat que existeix una certa tendència a

la disminució del LD amb la distància física (la recombinació és més probable entre

marcadors que estan físicament molt allunyats que entre marcadors que estan molt

propers), es puguin trobar SNPs separats a una gran distància amb un alt desequilibri de

lligament (Ardlie et al. 2002). Recentment, alguns autors han postulat la presència de

blocs de LD (vegeu, per exemple, (Cardon and Abecasis 2003) per una revisió)

distribuïts per tot el genoma. El LD seria elevat entre els marcadors d'un mateix bloc de

desequilibri i baix entre marcadors de diferents blocs, cosa que indicaria la presència de

punts calents de recombinació (o "hot spots"). Si realment existeixen els blocs de LD, el

nombre de Tag SNPs necessaris per cobrir tot el genoma es reduiria considerablement.

Ara bé, malgrat que diferents estudis han trobat blocs de LD, els llindars dels blocs

depenen sovint de les freqüències dels SNPs i del mètode de definició (que és subjectiu)

dels blocs. Més encara, malgrat que segurament existeixen punts calents en el genoma

pels events de recombinació (Kauppi et al. 2004; Lynn et al. 2004), la presència d'altres
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factors fa que en simulacions es puguin trobar blocs de LD fins i tot assumint una taxa

de recombinació homogènia i constant per tot el genoma (Ardlie et al. 2002).

En aquest context apareix el projecte internacional HapMap, que té com objectiu

trobar SNPs comuns (>1%) i caracteritzar les seves freqüències en poblacions d'Àfrica

(individus yoruba de Nigèria), Àsia (individus han de Xina i japonesos) i Europa

(individus d'Utah amb origen al nord i nord-oest d'Europa) , així com determinar els

haplotips comuns que permetin seleccionar els tag SNPs (2003). El projecte HapMap

porta implícita l'acceptació del model CV/CD, és a dir, que les variants associades a les

malalties complexes són freqüents i comunes a totes les poblacions humanes, ja que si

no fos així, la potència per trobar les variants rares associades als fenotips patològics

serà petita. D'altra banda, el projecte HapMap també assumeix que les regions de

desequilibri de lligament són comunes a totes les poblacions humanes i, per tant, és

possible definir uns tag SNPs universals. Si aquest no fos el cas, caldria definir tag

SNPs específics per cada població, cosa que incrementaria considerablement la

quantitat de genotipatges que caldria fer.

1.4.3.3 La complexitat de les malalties complexes

L'ús dels mètodes de lligament, que en les malalties mendelianes ha estat molt

éxitos, no ha estat de gaire utilitat per detectar les variants associades a les malalties

complexes, on és d'esperar que tinguin un baix pes en el desenvolupament de la

malaltia i on els factors ambientals juguin un paper important. Això ha fet que molts

investigadors hagin canviat d'enfoc cap als estudis d'associació, els quals són molt més

idonis per trobar aquest tipus de variants (Risch and Merikangas 1996). En l'actualitat

s'han publicats més de 600 estudis amb associacions positives entre un determinat al.lel

i una determinada malaltia, però no sempre el resultat inicial positiu s'ha pogut replicar

en posteriors estudis d'associació (Hirschhorn et al. 2002), malgrat que existeix un

excés d'estudis replicáis respecte el que hom esperaria per atzar (Lohmueller et al.

2003). Més important encara és el fet que quan s'incrementa el nombre d'individus

analitzats en meta-anàlisis s'observa una caiguda progressiva de les primeres estimes de

risc, realitzades amb pocs individus, cap a valors de risc molt més modestos, i a

l'inrevés: obtenció d'associacions positives en estudis posteriors als primers estudis, que

no trobaren cap associació (loannidis et al. 2001); vegeu figura 24).
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Figura 24. O</¿/s ra/io acumulatius en estudis en els quals es trobava una forta associació inicial (a) t
en aquells on I' associació inicial no era estadísticament significativa (b) A partir de (loannidis et al.
2001)

Les raons per explicar aquesta disparitat són diverses i apunten tant a la natura i

limitacions pròpies dels estudis d'associació com als processos editorials de publicació:

i. Biaix editorial a favor de publicar primer associacions positives i

elevades. Estudis posteriors, normalment amb més individus i millor

dissenyats, no són capaços de replicar els resultats inicials.

ü. Estratificació de la població d'estudi: en els estudis d'associació per

casos i controls, es poden obtenir associacions espúries si els casos i els

controls pertanyen a poblacions diferents que tenen freqüències gèniques

del polimorfisme diferent.

iii. Desequilibri de lligament. Donat que el LD no depèn només de la taxa de

recombinació, factors com la història de poblacions poden fer que en

determinades poblacions un determinat marcador pugui estar en LD amb

la variant associada a la malaltia (siguin o no contigus a nivell genòmic)

mentre que en altres poblacions no.

iv. Interaccions entre gens i ambients, que poden ser diferents entre diferents

poblacions.
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v. Definició fenotípica dels individus afectats i sans

vi. Efecte dèbil de la variant i falta de poder estadístic: la capacitat per poder

detectar una variant de baix efecte depèn del nombre d'individus

analitzats.

Diferents recomanacions generals s'han proposat per tal de minimitzar

l'efecte d'aquests factors i determinar aquelles variants al.lèliques que

s'assocïin a la malaltia de forma consistent (Lohmueller et al. 2003) i

(Campbell and Rudan 2002):

i. Interpretació més conservadora dels resultats: les associacions

positives s'han de veure com a indicatives fins que altres estudis

hagin replicat de forma independent el mateix resultat

ü. Incrementar el nombre d'individus analitzats (>1.000 individus).

Algunes simulacions demostren que la replicabilitat dels resultats és

petita quan els estudis són de 100-500 casos.

iii. Incorporar en els estudis meta-anàlisis d'estudis anteriors per tal

d'incrementar la potència de l'estudi (malgrat que això no exclou

possibles biaixos (vegeu (Winkelmann et al. 2000))

iv. Consistència biològica: les variants estan associades a gens que estan

implicats en processos fisiologies importants per al desenvolupament

de la malaltia o bé s'expressen principalment en els teixits afectats

1.4.3.4 Un exemple de malaltia complexa : la malaltia coronària

La malaltia coronària (CHD), també anomenada malaltia de les artèries

coronàries i malaltia ateroscleròtica del cor, es defineix com un tipus de malaltia del cor

produïda per la reducció paulatina per acumulació lipídica del diàmetre de les artèries

que l'envolten i li aporten oxigen i nutrients. L'arteriosclerosi és un procés progressiu

que s'inicia a edats tempranes i/o es veu facilitada per la presència de lesions cròniques

a l'endoteli de les artèries (Scheuner 2003). La ruptura o fissura de la placa fibrosa en

estadis avançats de la malaltia pot provocar una hemorràgia a la placa, trombosi i,

secundàriament, oclusió de l'artèria, cosa que produeix isquemia del teixit irrigat i mort

cel·lular i pot acabar en un atac de cor (vegeu figura 25).
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Figura 25. Progressió de les plaques ateroscleròtiques i obturació de les artèries coronàries. (Lusis
et al. 2004)

Les malalties cardiovascular, i en especial la malaltia coronària, són la primera

causa de mortalitat en els països desenvolupats. Malgrat que afecta ambdós sexes, el

risc de patir-la no és el mateix: el risc acumulatiu per a CHD en homes és del 35% a

l'edat de 70 anys i puja fins al 49% a l'edat de 90 anys, mentre que en dones és del 24%

i 32% a les edats de 70 i 90 anys respectivament (Scheuner 2003). La incidència de la

malatia no és homogènia a les poblacions europees, essent molt més elevada en el nord

d'Europa que en el sud (vegeu figura 26).
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Tot i que existeixen famílies on mutacions en un únic gen fan que el caràcter es

transmeti de forma mendeliana amb una alta penetrança (Nabel 2003), aquestes només

representen un petit percentatge del total. Com la malaltia complexa que és, molts

factors genètics i ambientals intervenen en el desenvolupament de CHD. Per a una

determinada població, Fheretabilitat de l'infart de miocardi s'estima entre -25% i -60%

(Lusis et al. 2004). Normalment, aquells casos en els que la malaltia apareix abans

acostumen a tenir un component genètic més penetrant que els casos en els que es

desenvolupa de forma més tardana, ja que en el segon cas els factors ambientals han

tingut més temps per actuar (Scheuner 2003). El consum de tabac, la dieta, l'activitat

física, la diabetis o l'obesitat són alguns dels factors ambientals de risc que s'han

associat al desenvolupament de la malaltia (Haapanen-Niemi et al. 1999). Els estudis de

migracions de poblacions mostren que l'ambient explica una gran part de la variació de

la incidència de la malaltia entre poblacions (per exemple, malgrat que la incidència de

CHD al Japó és molt menor que als Estats Units, els japonesos americans que adopten

un estil de vida occidental tenen una incidència semblant a la dels altres americans;

(Lusis et al. 2004)). L'anomenada paradoxa francesa o mediterrània fa referència al

fet que la reducció en la incidència en la població francesa i en poblacions del sud

d'Europa no es troba acompanyada per una reducció dels factors de risc clàssics, cosa

que fa pensar en la presència de factors protectors en aquestes poblacions (Jamrozik et

al. 2001). Molts polimorfismes genètics diferents s'han associat a la malaltia, però,

igual que amb d'altres malalties complexes, la reproducibilitat dels resultats en

successius estudis ha estat molt controvertida. La cerca de gens s'ha centrat

principalment en la formació i progressió de les plaques ateroscleròtiques. Aquest

procés implica un elevat nombre de diferents mecanismes bioquímics (cadascun dels

quals es troba, a la vegada, influït per diversos factors ambientals) que inclouen el

metabolisme lipidie i de les apolipoproteïnes, l'oxidació lipídica, la resposta

inflamatoria, funció endotelial, trombosi, fibrinòlisi, metabolisme de l'homocisteïna,

sensibilitat a la insulina i regulació de la pressió sanguínea (Scheuner 2003). A

continuació es fa un breu resum d'alguns d'aquests gens:

1.4.3.4.1 Metabolisme lipidie

Les lipoprotéines juguen un important paper en el desenvolupament de les

plaques ateroscleròtiques; diferents apolipoproteïnes presents en la seva superfície són
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les encarregades de determinar el destí metabòlic de les lipoproteïnesn (vegeu figura

27).
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Figura 27. Metabolisme lipidie i paper de les lipoprotéines (Lusis et al. 2004)

L'apolipoproteïna E (APOE) és una proteïna de 255 aminoàcids que se sintetitza

en el fetge. A les poblacions humanes l'APOE és polimòrfica, amb tres al.lels

isoelèctrics diferents anomenats s2, e3, s4. La capacitat per relacionar-se amb diferents

lipoprotéines no és la mateixa depenent dels al.lels. Així, mentre que l'al.lel s4 fa que

l'APOE s'uneixi preferentment a lipoprotéines riques en triglicèrids (com les de molt

baix pes molecular o VLDL), les variants e2 i s3 s'uneixen més a HLD.

L'anàlisi comparativa entre humà i ximpanzé va demostrar que la variant s4, que

s'ha associat consistentment amb la predisposició a l'Alzheimer, és l'ancestral

(Fullerton et al. 2000); aquest resultat, unit a la distribució geogràfica de la variant en

poblacions de tot el món, ha fet postular a Corbo i col·laboradors (Corbo and Scacchi

1999) que la variant s4 podria ser una variant "estalviadora" (vegeu apartat de la

hipòtesi de les variants estalviadores). En el cas de CHD, diverses associacions i el fet
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que la distribució de l'al.lel z4 covaria amb la incidència de la malaltia en poblacions

europees (Stengard et al. 1998) van suggerir que aquesta variant podria estar implicada

amb CHD; una meta-anàlisi realitzada amb els estudis fets amb les variants d'APOE

(Wilson et al. 1996) va mostrar que els portadors de l'al.lel £.4 tenen un risc

lleugerament més elevat de patir la malaltia coronària que els no portadors (OD = 1.26

(1.13-1.41)).

1.4.3.4.2 Regulació de la pressió sanguínea

El sistema renina-angiotensina (RAS) és un important controlador de

l'homeostasi cardiovascular. Els efectes de RAS són molt diversos i inclouen efectes

vasoconstrictors, proliferadors cel·lulars, pro-trombòtics i pro-apoptòtics. Aquest

sistema es basa en la lisi progressiva del pèptid angiotensinogen per diferents enzims,

com la renina i l'enzim convertidor d'angiotensina (ACE). Donada la seva importància

en l'homeostasi cardiovascular, variants en gens implicats en aquest sistema són

candidates a estar associades amb CHD (Carluccio et al. 2001).

En el cas de l'enzim ACE, la inserció d'un element alu de 287 parells de bases a

l'intró 16 (denominat Inserció a la presència de F alu i Deleció a l'absència) s'ha vist

que és polimòrfic a poblacions humanes (vegeu (Romualdi et al. 2002)) i que es troba

associat als nivells de l'enzim en sang (explicant fins un 45% de la variabilitat total dels

nivells d'ACE en sèrum), amb una concentració més elevada en el cas d'individus DD.

Una meta-anàlisi realitzada amb diferents estudis publicats sobre el tema mostren que la

presència de l'al.lel D en homozigosi incrementa lleugerament el risc a patir malaltia

coronària (OD = 1.21) (Agerholm-Larsen et al. 2000).

El polimorfisme M235T del gen angiotensinogen (AGT) també s'ha associat a

un major risc a patir malaltia coronària en el cas d'homozigots TT (OD = 1.22) (Kato et

al. 1999); el polimorfisme de susceptibilitat podria ser també una variant estalviadora

(vegeu apartat variants estalviadores), ja que és la variant ancestral i s'ha trobat

associada a pressions selectives que podrien explicar-se amb la hipòtesi de la retenció

de sodi, segons la qual les poblacions de regions tropicals i temperades tindrien una

diferent disponibilitat de sodi (Nakajima et al. 2004).
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1,4.3.4.3 Metabolisme de l'homocisteïna

Nivells alts de l'aminoàcid homocisteïna han estat identificats com a factor de

risc per patir CHD. La concentració d'homocisteïna depèn de factors com l'edat i el

sexe i s'incrementa per factors relacionats a l'estil de vida com el consum de cafè, de

tabac i d'alcohol i disminueix amb suplementacions de folat. L'enzim 5,10-

a-metiltetrahidrofolat (MTHFR) treballa en una de les vies metabòliques de

l'homocisteïna, remetilant l'aminoàcid cap a metionina (De Bree et al. 2002). S'han

descrit diversos polimorfismes codificants (com el polimorfisme 677 C>T que dóna lloc

al canvi d'aminoàcid d'alanina a la possició 222 cap a valina) que són freqüents a la

població i que podrien estar implicats en la regulació dels nivells d'homocisteïna en

sang i, per tant, amb CHD i altres patologies associades a nivells alts d'homocisteïna

(com, per exemple, defectes en el tancament del tub neural (Botto and Yang 2000)). De

fet, els nivells d'homocisteïna en individus 677 TT són un 25% més elevats que en

individus 677 CC, cosa que donaria suport a un paper del polimorfisme en el

desenvolupament de CHD. Una meta-anàlisi (Kim and Becker 2003) realitzada amb

diferents estudis d'associació comparant individus 677 TT amb 677 CC mostrà un OD

de 1.21, indicant que aquesta variant confereix un petit increment en el risc de patir la

malaltia.

1.43.4.4 Trombosi

L'aparició de ferides vasculars activa la coagulació, un procés dinàmic que es

troba equilibrat per l'acció de factors pro-trombòíics i anti-trombòtics. Polimorfismes

que afavoreixin l'activació dels primers o inhibeixin l'acció dels segons podrien ser

factors de risc a patir trombosi i CHD. Aquest podria ser el cas del gen del factor V

(FV). La inactivació del factor protrombòtic V es realitza mitjançant la proteòlisi per

part de la proteïna C activada (APC) en tres posicions diferents (posicions Arg306,

Arg506 i Arg679); el canvi d'aminoàcid arginina de la posició 506 cap a glutamina

(també anomenat mutació FVLdden) fa que aquesta proteòlisi no sigui eficient i que el

factor V estigui més activat de l'habitual (Endler and Mannhalter 2003). Aquest

polimorfisme es troba únicament a la població europea, amb una freqüència que varia

del -15% fins el 0%, depenent de la població (article Lucotte), i té una edat estimada de
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21.000-34.000 anys (Zivelin et al. 1997). La mutació FV^iden s'ha associat

consistentment amb un increment en el risc de patir trombosi, però el paper del

polimorfísme en CHD és més discutit. Dues meta-anàlisis diferents apunten que els

portadors del polimorfísme R506Q tenen un OD de -1.3, però només en un d'ells

l'associació és estadísticament significativa (Juul et al. 2002).

Un altre gen implicat en la via de la coagulació en el que s'han trobat

polimorfísmes que podrien estar implicats amb CHD és el factor II o protrombina. La

protrombina és una proteïna protrombòtica de ~70 kDa implicada en la conversió del

fíbrinogen cap a fibrina quan és activada per el factor X i el seu cofactor el FV. A la

posició 20210, situat a l'extrem 3' del gen, presenta una posició polimòrfïca d'adenina

cap a guanina. La variant 20210 G>A es troba a 20 nucleòtids de la senyal poli A i

incrementa la taxa de transcripció de la proteïna, associant-se amb un augment del

~25% de l'activitat de la trombina en plasma. (Endler and Mannhalter 2003).

L'associació de la variant 20210 A amb la malaltia coronària i l'infart de miocardi no

està gaire clara i diverses meta-anàlisis no han trobat una associació entre la variant i la

malaltia (Boekholdt et al. 2001).

1.4.3.4.5 Fibrínòlisi

El coàgul creat com a conseqüència d'una ferida vascular s'ha d'eliminar una

vegada aquesta ha estat reparada perquè la integritat del flux sanguini es pugui

mantenir. La lisi del coàgul és portada a terme per la proteasa plasmina, que talla per

múltiples llocs de la matriu de fibrina. La plasmina activa es forma a partir del seu

zimogen inactiu, el plasminogen, per acció de l'activador de plasminogen específic de

teixit (t-PA) i per l'activador de plasminogen de tipus urokinasa (u-PA); ambdós enzims

es troben controlats per Finhibidor de l'activador del plasminogen 1 (o PAI-1). A més,

PAI-1 també pot inactivar APC cosa que s'afavoreix la formació de trombina

(Horrevoets 2004). La completa deficiència de PAI-1 dóna lloc a un fenotip de diatesi

sagnant lleu. Un elevat nombre d'articles han trobat associacions positives entre

presentar uns nivells alts de PAI-1 en sang i el risc de patir diferents classes de malalties

arteriotrombòtiques. Un polimorfisme (el 4G/5G, que consisteix en la inserció/deleció

d'un nucleòtid) situat a la regió promotora del gen PAI-1 sembla controlar els nivells

d'expressió de PAI-1 i, per tant, podria ser un polimorfisme de susceptibilitat per a
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CHD. Una meta-anàlisi realitzada amb diferents estudis d'associació no ha trobat que

les variants 4G/5G modifiquin el risc de patir CHD (Boekholdt et al. 2001), però

diversos estudis apunten que aquest polimorfísme, junt amb la mutació EV^dn, podrien

estar implicades en un major risc de patir arteriosclerosi (Horrevoets 2004).

1.4.3.4.6 Oxidació

L'oxidació de les lipoprotéines HDL i LDL és un procés fortament involucrat en

el desenvolupament de l'arteriosclerosi. L'enzim paraoxonasa 1 (PONÍ) és un dels

encarregats d'impedir la formació de peròxids lipidies. PONÍ és un enzim de 43kDa

que se sintetitza en el fetge, i en sèrum es troba unit a la lipoproteïna HDL; factors com

la dieta o l'exercici físic poden modular els nivells d'expressió de l'enzim. Diverses

variants polimòrfíques en regions codifícants s'han relacionat amb la capacitat de

protecció de PONÍ a la presència de peròxids lipidies. L'al.loenzim Q de la variant

Q192R, per exemple, sembla que confereix una major protecció contra l'oxidació de les

LDL que la variant R. L'activitat paraoxonasa es troba modulada seguint un patró

50:40:10 en els individus QQ:QR:RR (La Du 1992). Els estudis d'associació de l'al.lel

R amb la malaltia coronària, com en d'altres polimorfïsmes, no sempre arriben al

mateix resultat; una meta-anàlisi (Wheeler et al. 2004) realitzada considerant els

portadors de l'al.lel R mostra un OD = 1.44, indicant que aquest polimorfisme confereix

un petit increment de risc.
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MATERIALS I MÈTODES

2.1 Cerca bibliogràfica i construcció de la base de dades

L'estudi poblacional de les diferents variants al.lèliques es va realitzar a partir de

la recopilació bibliogràfica de dades prèviament publicades. Tres malalties mendelianes

diferents varen ser considerades: fibrosi quística (gen CFTR), fenilcetonúria (gen PAH)

i ß-talassemia (gen ß-globina), i una malaltia complexa: la malaltia coronària.

Per a cada gen es va realitzar una cerca bibliogràfica a la base de dades PubMed

(httpV/www.ncbi.nlrn.nih.gov/entrez/query.fcgiîdb^PubMed). La cerca depengué de la

malaltia considerada. En el cas de malalties mendelianes, per a cada malaltia i població

es varen buscar articles publicats on es descrivís el patró de mutacions. Aquesta cerca es

va realitzar de forma iterativa, iniciant-se amb paràmetres de cerca com :"(cystic

fibrosis) AND (population)" o "(cystic fibrosis) AND (spectrum)"; aquestes cerques

produeixen molt soroll (no són gaire específiques) però permeten trobar un elevat

nombre d'articles candidats. Posteriorment es varen realitzar cerques molt més acurades

per tal de trobar articles específics de poblacions que encara no s'haguessin trobat a les

cerques generals, utilitzant paràmetres com: "(cystic fibrosis) AND (Spain)". La

informació obtinguda mitjançant aquestes cerques es va complementar amb informació

poblacional present a les bases de dades de les pàgines web específiques de cada

malaltia i amb les referències presents als articles i al llibre "The Metabolic and

molecular bases of inherited Diseases" (Scriver et al. 2000).

A la base de dades només es varen incloure aquells articles on es fes una

descripció exacta del patró de mutacions en una població geogràficament ben definida

(no immigrants recents), amb dades no publicades prèviament. Cada mutació es tractà

com un únic event a no ser que hi haguessin dades externes que suggerissin molt

clarament la possibilitat de fenòmens de recurrència (per exemple, en el cas de la

mutació R408W de la fenilcetonúria). La incidència de la fenilcetonúria i de la fibrosi

quística a cada població es determinà en un subgrup de poblacions a partir de la

informació sobre la incidència present a cada article i a la base de dades "The

Frequency of Inherited Disorders Database" (FIDD;

http://archive.uwcm.ac.uk/uwcm/mg/fidd/). La base de dades es realitzà en fulls de

Microsoft Excel 2000 i contingué: país i nom de la població, descripció bibliogràfica de

l'article, coordenades geogràfiques, la incidència de la malaltia i el patró de les diferents

mutacions. En el cas de la fibrosi quística i la fenilcetonúria, només es varen considerar
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poblacions europees, del Nord d'Àfrica i de l'Oest d'Àsia. En el cas de la ß-talassemia

es consideraren poblacions de tot el món. En el cas de les malalties fenilcetonúria i ß-

talassèmia es realitzà un posterior cribatge de les mutacions per gravetat fenotípica.

Aquest cribatge es realitzà a partir de la informació present a les bases de dades de la

malaltia i de la descripció fenotípica que feien alguns estudis. L'assignació a un

determinat fenotip és complex i sovint polèmic, perquè inclou l'acceptació que el

fenotip es deu únicament i exclusivament a les mutacions en el gen (cosa que com ja

hem vist no és certa) però era condició sine qua non per poder treballar amb les dades.

La cerca dels polimorfïsmes associats a la malaltia coronària es portà a terme

mitjançant una altra estratègia, ja que interessava trobar estudis cas-control realitzats

amb el polimorfisme d'interès (sense tenir en compte la malaltia) amb la condició que

els controls fossin individus sans (no controls hospitalaris) i amb una edat menor de 65

anys. Aquesta mostra es considerà una mostra representativa de les freqüències

al.lèliques dels polimorfismes. A partir de la llista de gens associats a la malaltia

coronària (Genet Med 2002 4(2):45-61) es va realitzar una cerca per trobar aquells

polimorfismes (principalment bial.lèlics) que s'haguessin estudiat en un nombre prou

elevat de poblacions (>20). Per a un gen determinat, la cerca inclogué tots els noms del

gen i els termes polimorfisme o associació: "((ANGIOTENSIN I-CONVERTING

ENZYME) OR(ACE) OR (ACE1) OR (DCP1)) AND ((polymorphism) OR

(association))". Aquesta cerca produí un elevat nombre de resultats que posteriorment

es filtraren a mà per tal d'excloure aquells que no complissin les condicions dels

controls (sans i menors de 65 anys). També s'utilitzà la base de dades ALFRED

(http://alfred.med.vale.edu/alfred/) per trobar poblacions on es descrivís la freqüència

gènica d'un determinat polimorfisme (per exemple, ACE), així com les referències dels

diferents articles a altres estudis cas-control. L'assignació dels controls a una

determinada població es va realitzar a partir de la descripció de la població que es feia

en l'apartat de material i mètodes de cada article. En el cas que no s'especifiqués

l'origen de les mostres, s'assumí que els individus eren autòctons de la regió on estava

l'hospital en el que s'havia realitzat l'estudi. A continuació es va fer una selecció

d'aquells gens dels quals es tingués informació per a més de 20 poblacions europees,

cosa que va fer que finalment es consideressin per a estudis posteriors vuit gens

diferents: ACE, APOE, MTHFR, F5, protrombina, AGT, P All, PONÍ. En el cas de

ACE, APOE, MTHFR, F5 i protrombina es varen trobar prou poblacions a nivell

mundial i aquestes es varen incloure a la base de dades. Per a cada població, quan hi
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havia més d'un article per a un determinat polimorfisme es varen sumar el nombre de

cromosomes si els autors eren diferents en els estudis o bé si el tipus de mostres

utiltizades no eren les mateixes (per exemple, dones en un estudi i homes en un altre) i

si les freqüències gèniques eren les mateixes en ambdós estudis (no diferent

estadísticament significatiu amb un test de Khi-quadrat); en qualsevol altre cas es

considerà l'estudi amb un major nombre de cromosomes.

La base de dades per a cada gen i polimorfisme es realitzà amb fulls de càlcul de

Microsoft Excel i constà d'informació sobre el país i el nom de la població, la

referència/es bibliogràfica/es, les coordenades geogràfiques i les freqüències al.lèliques

de cada polimorfisme. Per terme mig, aproximadament més d'un 70% de les dades

introduïdes varen ser contrastades per tal de detectar possibles errors produïts durant la

introducció de les dades.

2.2 Mapes d'isolin ies

Es varen construir mapes d'isolínies amb el programa SURFER 7.0

(http://www.goldensoftware.com/) de les freqüències per a cada mutació freqüent

(freqüència >1%) en el cas de les malalties mendelianes i per a cada polimorfisme de

susceptibilitat en el cas de la malaltia complexa.

Els mapes d'isolínies són un mètode gràfic general de representar els valors d'un

determinat paràmetre en diferents punts geogràfics; conecten mitjançant una línia

aquells punts que tenen el mateix valor d'un paràmetre, com pot ser una determinada

pressió barométrica o la freqüència d'una variant gènica. En aquest mètode es

construeix una matriu regular de punts que cobreix tot el terreny i després s'interpola a

partir de les dades reals els valors en els punts interpolais. La interpolació pot dur-se a

terme mitjançant un elevat nombre de mètodes; un dels més utilitzats és el mètode de

l'invers de la distància al quadrat, on el valor del punt interpolat es calcula en funció de

la seva distància geogràfica als punts reals. Així, la freqüència interpolada depèn

principalment de la freqüència dels punts reals veïns. Cal tenir present que els mapes

d'isolínies, degut a la interpolació (d'altra banda, totalment necessària) només es poden

utilitzar de forma indicativa per conèixer el patró espacial de les dades i, en qualsevol

cas, mai no s'haurien d'utilitzar els punts interpoláis per a fer altres anàlisis espacials, ja
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que es basen en l'assumpció d'un determinat model que no té perquè ser cert (Sokal et

al. 1999),

2.3 Anàlisi d'autocorrelació espacial

La història de les poblacions humanes i la presència de factors selectius

geogràficament ben delimitats fa que les freqüències gèniques no varïin

independentment en l'espai; dit d'una altra manera, sabent el valor de la freqüència d'un

polimorfisme és possible que puguem endevinar quina és la freqüència de les

poblacions veïnes. Degut a aquest fet, aplicar tècniques estadístiques que assumeixin

independència de les dades, com és el cas de la correlació, no és gaire adequat. L'anàlisi

d'autocorrelació espacial permet veure com covaria una variable (per exemple, la

freqüència gènica d'un polimorfisme) en funció de l'espai (Sokal and Odèn 1978).

L'estadístic de Gary i l'estadístic I de Moran permeten calcular el nivell

d'autocorrelació entre un grup de punts, però normalment es prefereix l'estadístic I de

Moran perquè els valors d'autocorrelació es troben compresos entre 1 i -1 i, per tant, es

poden considerar una estima de r. La I de Moran es calcula com:

On n és el nombre de poblacions que s'estan utilitzant en el càlcul de la 7, wy és

el pes que s'assigna a la comparació de la població i amb la població j (per exemple w¡¡

val 1 si les dues poblacions es troben connectades espacialment i O si no ho estan), z,- és

el valor normalitzat de la variable d'interès a la població i i z/ el valor normalitzat a la

població j.

L'autocorrelo grama és la representació gràfica del càlcul de la I de Moran a

classes de distàncies en les quals la distància és cada vegada més gran entre els parells

de punts. La forma que pren l'autocorrelograma permet descriure el patró espacial que

tenen les dades (vegeu figura 28).
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Random

Depresión Isolation
by distance

Figura 28. Diferents formes d'autocorrelograma i interpretació del patró. A les ordenades es
distribueixen les classes de distància entre els parells de punts i a les abcises el nivell
d'autocorrelació (I de Moran) A partir de (Barbujani 2000)

En el cas de gradació del valor de més a menys a l'espai (és a dir, un patró

clinal) Pautocorrelograma prendria valors de I de Moran positius i propers a 1 en les

classes de distàncies petites entre els parells de poblacions (és a dir, existirà una

correlació positiva entre el valor observat en una població i l'observat a les veïnes)

mentre que per classes de distàncies molt grans entre parells de poblacions , trobarem I

de Moran negatives (és a dir, ara la correlació serà negativa). En absència d'un patró

estructurat de les dades, el que observarem a l'autocorrelograma és que, tant per

distàncies petites com grans el valor de I de Moran serà molt proper a 0. Altres

situacions, com la presència de clines parcials o aïllament per distància, es troben

representades a la figura 28. Cal dir que l'autocorrelograma permet conèixer si les dades

es troben distribuïdes en forma clinal però no la direcció de la clina. Diferents mètodes

s'han proposat per poder definir la direcció de la clina (vegeu (Rosenberg 2000)), però

requereixen un elevat nombre de punts en l'espai per poder tenir prou potència.

L'anàlisi d'autocorrelació es va dur a terme mitjançant el programa PASSAGE

(http://lsweb.la.asu.edu/rosenberg/Passage/).

73



MATERIALS I MÈTODES

2.4 Test de Mantel

El test de Mantel (Mantel 1967) permet estimar la correlació lineal de dues

matrius de distàncies com, per exemple, una matriu de distància genètica calculada entre

parells de poblacions i una altra de la distància geogràfica entre els mateixos parells de

poblacions. Aquest mètode és especialment indicat en aquelles variables on no hi ha

independència dels valors, i permet realitzar aproximacions al càlcul d'autocorrelacions

en tres dimensions, estimant la correlació entre una matriu de distàncies d'una

determinada variable amb una matriu de distàncies geogràfiques i controlant per una

tercera matriu de diferències en l'alçada.

L'estadístic de Mantel es calcula com:

r =

On r és el coeficient de correlació, n és el nombre de punts, x¡j i y¡j són els valors

a la casella d'intersecció entre els punts i i j a les matrius x i y, i sx i sy són els errors

estándar de les matrius x i y.

Donat que els elements de les diferents matrius no són independents entre ells,

l'estimació del nivell de significació es realitza mitjançant permutacions.

Cal notar que el test de Mantel equival a una correlació de Pearson i, per tant, no

és capaç de detectar correlacions no lineals ni canvis en els patrons de correlació;

aquestes anàlisis es poden dur a terme amb altres mètodes que incorporen el test de

Mantel amb l'anàlisis d'autocorrelació (Rosenberg 2000). Els tests de Mantel es varen

realitzar amb el programa PASSAGE.

2.5 AMOVA i SAMOVA

La presència de barreres, ja siguin físiques o culturals, i els processos selectius

fan que la variació genètica tendeixi a disminuir dintre dels grups i a incrementar-se

entre els grups. Una manera de testar la presència d'una determinada barrera entre grups
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de poblacions per un determinat caràcter (com, per exemple, grups de poblacions per la

llengua que parlen) és F AMO VA o Anàlisi MOlecular de la V Ari ança (Excoffier et al.

1992). Aquest test permet estimar com es distribueix la variació genètica dintre de cada

població, entre les poblacions d'un mateix grup i entre grups de diferents poblacions.

L'anàlisi SAMOVA o Anàlisi MOlecular de la V Ari anca eSpacial (Dupanloup et al.

2004) es pot considerar una extensió de FAMOVA en la qual, en comptes d'especificar

a priori les poblacions de cada grup, només s'especifica el nombre de grups; a partir del

nombre de grups indicats, SAMOVA maximitza la variació genètica entre grups (i per

tant, maximitza l'homogeneització genètica dintre de cada grup) de poblacions

geogràficament veïnes, cosa que es pot correlacionar amb la història comuna o/i a la

presència de factors selectius.

2.6 MDS

El mètode de MultiDimensional Scaling (o MDS) és una tècnica multivariant

que permet representar en un nombre determinat de dimensions els punts d'una matriu

de distàncies (Kruskal and Wish 1990). MDS parteix d'una matriu de distàncies

calculada entre parells de punts (com, per exemple, la distància genètica Fst entre

parells de poblacions) i de l'especificació del nombre de dimensions en les quals es

representaran els punts (o poblacions en el nostre cas). Mitjançant un procés iteratiu, el

mètode de MDS posiciona els punts en el nombre de dimensions especificat de forma

que la diferència entre la matriu de distàncies originals i la matriu de distàncies

calculada amb les noves coordenades sigui la mínima. Aquesta estima es fa amb la

variable del Stress (Phi), que es calcula com:

on dij és la distància entre el punt i i el punt j interpolada a partir del número de

dimensions especificades i 6¡j es la distancia observada a les dades. _/(<%) indica una

transformació monòtona no mètrica de les dades.

Una vegada que modificar les coordenades dels punts no disminueix el valor del

Stress, el procés s'atura i s'obté una configuració final. Malgrat que no existeix cap
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regla matemàtica que estipuli un límit d'acceptació de la configuració final, es considera

acceptable un Stress inferior a 0.15 i molt bo per sota de 0.1.
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3 Resultats





3.1 Capítol I: "Spatial patterns of cystic fibrosis mutation
spectra in European populations."

Oscar Lao, Aida Andres, Eva Mateu, Jaume Bertranpetit, Francesc Calafell.

Eur J Hum Genet. 2003 May;ll(5):385-94
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ABSTRACT

Phenylketonuria (PKU) is one of the common inborn errors of metabolism in

European populations. The mutation spectra of PKU mutations has been recently

described by (Zschocke 2003), but the geographical description of the genetic diversity

of PKU mutations still remains unknown; this knowledge could allow us to detect

fingerprints of demographic and selective events. We have described the spatial pattern

of the main PKU mutations and analyzed the genetic diversity of 36 European and S W

Asian populations. Autocorrelogram analysis showed clinal patterns for most major

mutations. Furthermore, the genetic diversity of PKU mutations also showed a clinal

pattern being more diverse in SW and less in NE of Europe. The high genetic diversity

of PKU and absence of correlation between the genetic diversity of PKU with other

genetic markers, including cystic fibrosis, another common Mendelian disease in

Europe, suggest that a recent balacing selection episode increased the incidence of PKU,

creating localized, heterogeneous mutation spectra, which have not have sufficient time

to diffuse across Europe. Thus, we have shown how selection and demography

intertwine in creating the geographic patterns of PKU mutation diversity.
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INTRODUCTION

Phenylketonuria (PKU), with a frequency of 1/10000 in Europe, is one of the

most common inborn errors of metabolism (Scriver et al. 2000). Mutations at the PAH

gene can cause classical, severe forms of PKU, as well as milder forms that can involve

only higher blood levels of phenylalanine; over 450 such mutations have been described

in the PKU-PAH database (http://www.pahdb.mcgill.ca). This disease can present a

broad clinical spectrum that range from high levels of phenylalanine in blood with few

other symptoms to a severe impairment of the neurological system (Scriver et al. 2000).

Mutations at the PAH gene have been classified according to their most usual

phenotype into hyperphenylalaninemia (HPA), mild/moderate PKU and severe/classical

PKU (Pey et al. 2003). However, discordant phenotypes among siblings who share the

same genotype at the PAH locus exist, implying complex genotype-phenotype

correlations and a role for other genetic and environmental factors that influence clinical

phenotype (Desviat et al. 1997; Guldberg et al. 1998; Kayaalp et al. 1997; Tyfield et al.

1995).

The geographical distribution of the main PKU mutations has been recently

described (Zschocke 2003) in the European continent, but only the spatial pattern of the

mutation R408W in the haplotype backgrounds 1 and 2 has been statistically analyzed

(O'Donnell et al. 2002; Tighe et al. 2003). Geographic patterns of particular mutations

have been traditionally interpreted as the consequence of population movements

matching the distribution of the mutation, without factual consideration for the actual

demographic strength and genetic consequences of those movements (Zschocke et al.

1997). However, as Lao et al (Lao et al. 2003) have shown for the CFTR locus, the

study of the overall pool of the mutation diversity of a Mendelian genetic disease is an

optimal way of detecting the influence of demographic history on the mutation pool of a

Mendelian disease (Reich and Lander 2001). Moreover, comparison of different

Mendelian diseases can allow us to better understand the natural processes that define

not only the incidence but also the mutation pattern of each disease.

hi order to analyze the genetic diversity of PKU mutations as well as the

geographic distribution of the main PKU mutations in Europe, we have compiled and

developed a mutation database. We have compared it with neutral regions of the
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genome and with the mutation spectra of cystic fibrosis, another common Mendelian

disease present in Europe. We discuss the results in terms of the forces that have shaped

the mutation spectrum of PKU and reach the conclusion that a complex interplay of

demographic history and selection may have operated.

MATERIALS AND METHODS

Database
The hyperphenylalaninemia-phenylketonuria mutation frequencies database was

created with bibliographic data published previous to 2003 and considered only

European and SW Asian populations. In contrast to a previous article that shows a

comprehensive review of the PKU mutations in the same populations (Zschocke 2003),

we collected data on the overall pool of mutations rather than on the most common

ones. The database contained information about the geographical localization, the

incidence of the disease, relative mutation frequencies and sample size was considered

for each population. In the case of R408W, which is known to be recurrent (Byck et al.

1994), the two main background haplotypes (haplotype 1 and haplotype 2) were

considered separately.

Since the level of disease severity depends on each mutation, we have classified

the biological fitness of each mutation in two groups (hyperphenylalaninemia or PKU)

according to the genotype/phenotype relationships described in PKU-PAH database

(http://www.pahdb.mcgill.ca) as well as from bibliography (Desviat et al. 1997;

Guldberg et al. 1998; Kayaalp et al. 1997; Malicias et al. 1999). It should be noticed

that, due to the complex relationships between the environment and the genotype, this

classification must be taken as a rough guide and not as a precise description of the

effect of each mutation in the phenotype (Pey et al. 2003; Waters 2003).

The fraction of chromosomes without a recognizable mutation were grouped as

"unknown"; all unknown mutations were considered as PKU, since they were

ascertained in severe cases. After mutation classification, population-specific mutations

were gathered in a class called "other" but were taken into account separately when

computing the genetic diversity of each population. For further analysis, we have only

considered PKU mutations, as well as populations with sample sizes over 20

chromosomes and with a frequency of unknown mutations lower than 60%. PKU

incidence data were obtained from articles (Kuzmin et al. 1995; Lillevali et al. 1996;
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Malicias et al. 1999; Rivera et al. 2000; Scriver et al. 2000; Zekanowski et al. 2001;

Zschocke et al. 1997) and the Frequency of Inherited Disorders Database (FIDD;

http://archive.uwcm.ac.uk/uwcm/m^fidd/).

The final database contained 36 populations with incidence available for 24 of

them, 82 shared PKU mutations and 118 private (population-specific) PKU mutations.

It should be noted that the same caveats stated by Zschocke (Zschocke 2003)

apply to our database. Namely, mutation detection is not uniform across populations;

samples may not be representative of the whole population; hyperphenylalaninemia and

PKU mutations may not be readily distinguishable; patients are not selected according

to authochtony; and haplotype data that could be useful in recognizing mutations with

multiple origins are not always available.

Genetic diversity estimate

The genetic diversity of PKU mutations for each population was computed as an

expected heterozygosity estimate by means of the Arlequin package (Schneider et al.

2000). Computation of the expected heterozygosity requires the complete specification

of the frequencies of all alíeles. However, an average 16.1% (ranging from 0% to 50%)

of the PKU chromosomes carried unknown PKU mutations. Estimates of alíele

diversity are bracketed between two extremes: they would be minimal if all unknown

mutations in a population were, in fact, the same alíele, and they would be maximal if

all unknown mutation were different from each other. The latter situation has been

observed in the case of CF mutations (Le Maréchal et al. 2001), and can be expected to

be similar for PKU. Thus, it is likely that alíele diversity estimates are much closer to

their maximum possible values than to their minima; the estimates we present were

computed under the assumption that all unknown mutations are different from each

other.

Geographical patterns

Maps of gene frequencies for the PKU mutations with average frequencies >3%

(namely R408W haplotype 1 and haplotype 2, IVS 10-11G>A, FVS12-1 G>A, R261Q

and R158Q), as well as for genetic diversity estimates, were obtained using Surfer 7.0

(Golden Software Inc) with the inverse distance method for interpolation points. A

regular grid covering Europe and the Middle East, and limited between 30 °N and 64 °N

and between 10°W and 50.5°E was used. Interpolation points were spaced 0.1 degrees.
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For each interpolation point, only data points within the same landmass (island or

continent) were considered. It should be noted that interpolation was used only to map

alíele frequencies and diversities, and that interpolated values were not used in any other

analysis.

The frequency of the most common mutations, maximum genetic diversity

estimates, and countrywide PKU incidences were subjected to spatial autocorrelation

analysis (Sokal and Oden 1978) by means of the PASSAGE program (Rosenberg 2001).

Distance classes were defined as the equal geographical distance between pairs of

populations. Due to the nature of the geographical distribution of the data, the most

distant geographical distance class was excluded from the plot representation, since it

often contained a very small number of pairs of points.

Genetic distances

Reynolds' genetic distances (Reynolds et al. 1983) based on PKU mutation

relative frequencies were computed. The same measure of genetic distance was used by

(Cavalli-Sforza et al. 1994) to estimate genetic distances among European populations

based on classical genetic polymorphisms (i.e., blood groups, protein polymorphisms,

and HLA). Both distance matrices were compared by means of a Mantel test (Mantel

1967). Reynolds' distances were also computed and compared to PKU mutation

distances for Y chromosome haplogroup frequencies (Rosser et al. 2000). PKU

mutation distances were also compared to corrected pairwise distances for hypervariable

region I mitochondrial DNA sequences (Orekhov et al. 1999; Richards et al. 2000;

Simoni et al. 2000); since some slightly negative values were obtained, a small positive

quantity was added to all distance values so that all would be positive. Finally, PKU

mutation distances were compared to CFTR mutation distances(Lao et al. 2003).

Genetic distance calculations and Mantel tests were performed with Arlequin 2.000

(Schneider et al. 2000)

Multidimensional Scaling (MDS)

MDS was performed with the computed Reynolds' genetic distance matrix. This

multivariate procedure plots in a number of dimensions specified a priori the data trying

to reproduce the original distance matrix. The measure of how well the final

configuration fits the original distance matrix is given by a parameter called stress.
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Although there is not an established upper limit to the stress, a good representation of

the data is accepted when the stress is under 0.15 and excellent when it does not reach

0.1 (referència).

SAMOVA
SAMOVA (Spatial Analysis of the Molecular Variance) was used to define

homogeneous genetic groups of geographically neighbouring populations defined by the

Delaunay triangulation. In contrast to AMOVA, which describes the percentage of

variation between groups of populations defined a priori, SAMOVA only requires a

preset number of groups of populations; the SAMOVA algorithm maximizes the

fraction of genetic variation explained between groups of geographically connected

populations by a recursive clustering of populations (Dupanloup et al. 2002).
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RESULTS

PKU mutation spectra was analyzed in 36 populations from Europe and S W

Asia. Information about populations, sample sizes, main mutation frequencies and

mutation diversities can be found in Table 1. Frequency maps and spatial

autocorrelograms of the six PKU mutations with an average frequency over 3% are

displayed in Figs. 1-6. Each mutation showed a particular geographical distribution.

Mutation R408W is found in two different haplotype backgrounds probably as a

result of independent mutation events (Byck et al. 1994), and each version of the

mutation shows a different geographic distribution (O'Donnell et al. 2002; Tighe et al.

2003). Thus, R408W on haplotype 2 has an average frequency of 24.2% across the

populations in the database and showed a statistically significant partially clinal pattern

(pO.05, Fig. 1), with high frequencies in NE Europe (up to 87.5% in Estonia) and

much lower in SW Europe. This contrasts with the pattern observed for the same

mutation on haplotype 1 (average frequency 4.8%; Fig. 2), which showed a pattern

compatible with isolation by distance (pO.05), and is almost restricted to NW Europe

(the British Isles, where it constitutes -1/3 of the PKU chromosomes, and Scandinavia).

Mutation R261Q has an average frequency of 6.8% (p=0.032; Fig. 3) showed a

random distribution autocorrelogram, with high values in Switzerland, Calabria and

Netherlands and low in the NE Europe. R158Q (p=0.033; average frequency 3.44%;

Fig. 4) did not show any spatial distribution, with elevated values in Belgium, Tataria

and South of Italy. Intron boundary mutation IVS 10-11G>A (Fig. 5) is more frequent

in Southern (20-30% in S Italy and Spain) than in northern Europe. Actually, it shows a

statistically significant autocorrelogram (pO.0005) with a pattern indicative of a partial

cline. rVS12+lG>A (Fig. 6) also showed a significant partially clinal autocorrelogram

(pO.0005) although in the opposite direction, with maxima in NW Europe (>25% in

England and Scandinavia).

The richness of a mutation spectrum can be summarized by several genetic

parameters, such as the expected heterozygosity and 9. The maximum alíele diversity

(see Methods) was computed for each population and subjected to spatial analysis. It

ranges from less than 0.2 to over 0.9, and shows a statistically significant clinal

autocorrelogram (p<0.0005, Fig 7), with maxima in S and SW Europe (Italy, Spain) and

minima in N and NE Europe (Estonia). This predominant SW-NE orientation of the

cline is also detected by geographical correlations; for latitude as well as longitude,

PKU mutation diversity is correlated negatively with both (r= -0.492, p=0.002 and r=-
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0,488, p= 0.003, respectively). Similar results are obtained for 6, with a three-fold

decrease from SW to NE Europe, a significant clinal autocorrelogram (pO.OOl), and a

high negative correlation with latitude and longitude (r= -0.487, p=0.003 for latitude

and r=-0,432, p= 0.008 for longitude).

All of the previous analyses were performed on the mutation frequencies relative

to the total PKU chromosomes rather than to the total population (irrespective of

whether it carries or not a PKU mutation). For instance, on average 29.14% of PKU

chromosomes carry the mutation R408W in the haplotype 2 background, but, given the

average PKU prevalence in Europe, 0.29% of all chromosomes carry R408W haplotype

2. It should be noted that the incidence of PKU in Europe is highly irregular and not

correlated with geography (r=0.089, p=0.678 for latitude and r=-0.094, p=0.661 for

longitude). Incidences are small and their estimate carries large standard errors.

Actually, if incidence estimates are assumed to be derived from complete ascertainment

of all births in the population over one year, then the incidences in 19 different

European populations (all in Table 1 except for Ireland, Sicily, and Turkey) are

homogeneous (p=0.163, Fisher's exact test). That is, PKU incidence in Europe can be

considered statistically homogeneous in Europe except for those three outliers.

Therefore, all analyses performed on mutation frequencies relative to the PKU

chromosomes would translate linearly into the frequencies relative to the total

population.

Genetic distances among PKU mutation pools (using all known mutations rather

than just the common ones described above) in different European populations were

computed with Reynolds' genetic distance. By a Mantel test, we found a significant

correlation between PKU distances and geographic distances (r=0.29, p=0.001). The

genetic distance matrix for PKU mutations was represented by means of a three-

dimensional MDS. The stress was 0.047, thus suggesting a good reduction of the

complexity of the original data. The plot of first and second dimensions are represented

in figure 8. Populations can be clustered in three main geographical groups

(Mediterranean populations, NW Europe and Central/NE Europe). The third dimension

separates British and Irish populations from the Netherlands and Denmark.

A more specific analysis for detecting the geographical partitioning of PKU

mutation variance (i.e., SAMOVA) was then performed. When the number of preset

groups was larger than four, each new group defined by SAMOVA consisted of a single
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population. Considering four groups the fraction of variance explained among groups

was 13.33%; in rough agreement with MDS results, the four groups determined by

SAMOVA were (figure 9) the Mediterranean and Switzerland, Scotland and Ireland,

NW Europe (that is Scandinavia, England, W Germany, the Benelux and N Italy), and

Central and NE Europe. Each group was defined by a subset of particularly frequent

mutations (see table 2) that were absent or at low frequency in the other groups, such as

IVS 10-11 G>A in the Mediterranean, R408W-haplotype 1 in Ireland and Scotland, IVS

12+1 G>A in NW Europe, and R408W-haplotype 2 in central/NE Europe.

For a subset of 17 populations, genetic distances based on classical

polymorphisms (Cavalli-Sforza et al. 1994) were available. This was also the case for

18 populations and mtDNA control region sequences (Orekhov et al. 1999; Richards et

al. 2000; Simoni et al. 2000) and 21 populations and Y chromosome haplogroups

(Rosser et al. 2000). In addition to the analysis of neutral regions, we also studied the

relationship between the PKU spectrum and the cystic fibrosis mutation spectrum (Lao

et al. 2003)in 30 populations. Correlation coefficients of the Mantel test are presented in

table 3. The correlation with PKU mutation spectra was high (-0.5) and significant only

for Y-chromosome based distances, and remained significant after controlling for the

geographic distance. We also analyzed the correlation between PKU mutation diversity

(as measured by maximum expected heterozigosity) and genetic diversity in the same

neutral regions. In both cases, correlation was not significantly different from 0 (r= -

0.336, p=0.136 for PKU - Y chromosome and r=-0.159, p=0.528 for PKU-mtDNA

HVRI). The correlation between CF heterozigosity and PKU was not significant either

(r-0.097, p=0.612).

DISCUSSION

We have studied the geographical pattern of PKU mutations in Europe and NW

Asia, and we have also analyzed the diversity of mutation spectra as well as their spatial

pattern in this geographical frame.

Our results corroborate previous spatial studies based on specific mutations

(O'Donnell et al. 2002; Tighe et al. 2003) and give statistical support to qualitative

descriptions of the geographical patterns of mutation spectrum presented in (Zschocke

2003): the main PKU mutations have a particular geographical distribution and show

spatial patterns in Europe (except for R261Q and R158Q, which are irregular); shape
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and direction are specific to each one, ranging from depression to isolation by distance

patterns.

Mutation diversity has shown a clinal pattern, with values ranging from 0.23 in

NE Europe to 0.96 in SW Europe; however, it should be taken into account that 72% of

countries analyzed have heterozygosities over 0.8, which implies that the determination

of the causative mutations in an affected case is going to be more laborious in a large

number of countries compared with other common Mendelian diseases present in

Europe, such as cystic fibrosis, in which only 8.5% of populations present genetic

diversities over 0.8 (Lao et al. 2003). It has been argued (Lao et al. 2003) that the

characterization of mutation diversity by means of 6 could explain this pattern.

According to (Reich and Lander 2001), this pattern is an estimator of 4Ne|Li(l-fo), where

Ne is the effective population size, pi is the mutation rate and fo is the incidence of the

overall disease alíele class which depends on the mutation rate and the selection

coefficient. Due to the fact that it is improbable that the mutation rate was higher in

southern than in northern Europe, a higher 9 between populations for the same

Mendelian disease is likely to be the result of a lower fo and/or higher Ne in southern

than in northern Europe. We will discuss first the possible impact of fo on 0 and will

deal with effective population size afterwards.

However, it should be noted first that (Lao et al. 2003) have shown that, even for

the most frequent Mendelian disorders, a large increase in their incidence has a small

impact in the general gene pool, so variation in incidence is unlikely to have a large

effect on mutation diversity. This is confirmed by the lack of correlation between 6 and

the frequency of alíeles carrying PKU mutations (r=0.148, p=0.489); according to Reich

and Lander (Reich and Lander 2001), a negative correlation should have been observed.

This result, however, should be taken with caution. As noted above, incidence figures,

even in a disease with such methodic screenings as PKU, carry large sampling errors,

thus preventing the detection of an expectedly weak signal.

The incidence of a Mendelian disease can be the equilibrium point of a

selection-mutation equilibrium. Then, fo would depend on both the mutation rate and

the fitness coefficients, and a non homogeneous selective pressure could have shaped

the observed pattern of genetic diversity. In particular, a stronger clearance of the PKU

mutations in southern Europe could explain the presence of milder mutations compared

with other countries: the average frequency of mild mutations is 0.097 in southern
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Europe and 0.060 in northern Europe, and the difference is statistically significant

(%2=22.74, p=1.8xlO"6). This variable selective pressure could be due to dietary factors,

such as the phenylalanine intake, as well as other unknown environmental and genetic

factors. Nevertheless, prehistoric dietary habits have changed along time and among

populations and it seems unlikely that a clinal pattern like that observed could be the

product of these factors. Moreover, incidence in southern Europe is not significantly

lower.

Hétérozygote advantage is another factor that could change the pattern of

incidence, and thus of genetic diversity. The elevated incidence of PKU in European

populations, together with the fact that different mutations have risen to high

frequencies in different regions of Europe, cannot be accounted for by genetic drift and

mutation rate alone (Krawczak and Zschocke 2003) so a general selective advantage has

been suggested for PKU carriers. A regression of heterozygosity against incidence for a

subset of recessive Mendelian diseases (r =-0.39; p>0.05) shows that the diversity of

PKU is higher than that predicted from its incidence, which would be compatible with

balancing selection, although the difference between the observed and the expected

diversities does not reach statistical significance. As with the case of negative selection,

the selection coefficients should have been different across Europe to explain the

observed pattern: hétérozygotes should have had a larger advantage in N Europe. There

is some external evidence both for and against selective advantage of PKU

hétérozygotes (Woolf et al. 1975); (Saugstad 1973, 1977) and, although it has been

related to mycotoxin resistance in populations where the incidence is elevated such as

Ireland, there is no contemporary evidence to sustain this hypothesis (Scriver et al.

2000). In summary, although negative selection against PKU homozygotes, and a

possibly hétérozygote advantage have taken place, they have had an undetectable role in

shaping the geographical pattern of PKU mutation diversity in Europe.

As stated above, effective population size can be a main factor in explaining the

clinal pattern of PKU diversity in Europe. This would imply a general, demographic

effect, and we would expect that genetic distances based on PKU mutations would

correlate with genetic distances computed from loci elsewhere in the genome, since

demography acts on all of the genome simultaneously. However, comparison of the

genetic distance matrices of the Y chromosome, mtDNA and CFTR with PKU mutation

diversity has shown a statistical correlation only for the Y chromosome. Mutation

diversity is high in S Europe both for CF and PKU mutations, but in NW Europe,
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diversities are high for PKU but low for CF, thus contributing to an overall low

correlation coefficient. Since we are comparing both Mendelian diseases in the same

populations, we cannot postulate that exactly the same demographic histories have

shaped CF and PKU diversities. This apparent discrepancy can be solved taking into the

account the respective ages of CF and PKU mutations. PKU mutation spectra cluster in

geographical groups that are mainly ruled by the presence of one mutation at a

frequency below 0.5; in contrast, the CF mutation spectrum is widely dominated by

508Fdel, which is widespread around Europe and reaches an overall frequency of 0.6.

The absence of the haplotypes associated with 508Fdel in the normal population has

been interpreted as an ancient origin of this selection (Mateu et al. 2002), possibly

predating the spread of anatomically modern humans into Europe, while the localized

distribution of PKU mutants suggests a much more recent origin. Thus, the

demographic processes that PKU and CF mutants have been subjected to would not

have been equivalent. In this frame, the correlation of PKU mutation distribution with

that of Y chromosome haplogroups is particularly relevant. Although some of them are

quite ancient, the localized distribution of Y chromosome haplogroups has been

attributed to the lower male- than female-mediated gene flow (Perez-Lezaun et al. 1999;

Rosser et al. 2000; Seielstad et al. 1998) caused by marriage patri locality. In the case of

PAH mutations, their heterogeneity may be a reflection of a recent expansion linked to

an episode of hétérozygote advantage. Thus, many mutations may not have diffused far

from the populations where they expanded. This diffusion may have been additionally

hampered by the relatively low incidence of PKU, which is four times lower than that of

CF.

The analysis of the mutation spectra of PKU and its comparison with other

classical Mendelian diseases such as cystic fibrosis allows us to better understand the

processes that are involved in the geographical distribution of mutations in its natural

framework. We have shown how selection and demography are not independent

processes, since selection can modulate the time of expansion of a mutation spectrum,

and thus, the point in the population demographic history from which demographic

processes can shape the mutation spectrum. Despite the importance of the demographic

history on shaping the distribution of PKU mutations, other evolutionary forces are

involved and must be considered when inferring the putative distribution of particular

mutations in Mendelian diseases.
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Population

Belarus

Belgium

Bulgaria

Czech Republic

Croatia

Denmark

Estonia

Germany

E Germany

Germany and W
Germany

Great Britain

London

SW England

Wales

W Scotland

Ireland

Northern Ireland

Republic of Ireland

Italy

Calabria

Campania

Piemonte

Puglia/Basilicaia

Sicilia

Lithuania

Netherlands

Norway

Palestina

Poland

Poland

S Poland

Portugal

Russia

Moscow (+RUS in
Talaria)

St Petersburg

Tataria

Slovakia

Spain

Spain

Catalonia

Sweden

Switzerland

Turkey

Latitud

53.50

50.83

42.41

50.05

45.48

55.40

59.25

52.33

50.07

51.30

50.23

51.29

55.53

54.35

53.20

38.12

40.85

45.05

41.12

37.30

56.00

52.22

59.55

31.30

52.15

50.03

38.43

55.45

59.55

55.49

48.09

40.24

41.23

59.20

46.95

39.50

Longitud

28.00

4.33

23.19

14.26

15.58

12.35

24.45

13.30

8.40

-0.10

-4.10

-3.13

-4.15

-5.55

-6.15

15.65

14.28

7.67

16.87

14.00

24.00

4.54

10.45

34.28

21.00

19.58

-9.08

37.35

30.15

49.08

17.07

-3.41

2.11

18.03

7.43

32.50

Incidence

10000

20000

9000

14500

11764

5236

-

-

14285

12000

13000

5263

4500

4500

-

-

-

-

2700

18000

14285

-

8000

5000

12500

6000

10000

6600

20000

16000

4370

ref

(Zschocke et
al. 1997)

(Zschocke et
al. 1997)

(Lillevali et al.
1996)

(Zschocke et
al, 1997)

(Zschocke et
al. 1997)

(Zschocke et
al, 1997)

(Zschocke el
al. 1997)

(Zschocke et
al. 1997)

(O'Neill et al.
1994)

(Zschocke et
al. 1997)

(Zekanowski et
al. 2001)

(Kuzmjn et al.
1995)

FIDD

(Zschocke et
al. 1997)

FIDD

(Ozguc et al.
1993)

R408W(hap 2)

0.679

0.079

0.500

0.560

0.380

0.179

0.875

0.422

0.280

0.048

0.036

0.036

0.064

0.034

0.014

0.000

0.013

0.031

0.020

0.000

0.769

0.000

0.083

0.000

0.619

0.553

0.022

0.605

0.707

0.370

0.459

' 0.000

0.000

0.213

0.060

0.026

R408W(hap1)

0.000

0.000

0.000

0.004

0.000

0.010

0.000

0.000

0.000

0.127

0.073

0.125

0.316

0.349

0.376

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.074

0.013

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.012

0.000

0.000

R261Q

0.014

0.070

0.033

0.019

0.060

0.017

0.025

0.045

0.063

0.000

0.009

0.036

0.011

0.017

0.000

0.273

0.190

0.094

0.000

0.164

0.011

0.214

0.088

0.079

0.013

0.021

0.159

0.026

0.043

0.148

0.071

0.053

0.078

0.018

0.320

0.072

R158Q

0.017

0.128

0.033

0.050

0.020

0.030

0.000

0.037

0.056

0.000

0.000

0.000

0.005

0.000

0.000

0.091

0.025

0.063

0,000

0.096

0.071

0.024

0.009

0.026

0.039

0.064

0.043

0.066

0.014

0.074

0.071

0.000

0.031

0.018

0.040

0.013

IVS10-11G>A

0.000

0.070

0.167

0.031

0.040

0.054

0.000

0.031

0.045

0.000

0.045

0.000

0.000

0.011

0.011

0.212

0.228

0.063

0.143

0.301

0.005

0.024

0.005

0.184

0.074

0.043

0.181

0.000

0.007

0.074

0.000

0.202

0.172

0.000

0.040

0.346

1VS12-1G>A

0.010

0.161

0.000

0.042

0.020

0.389

0.025

0.086

0.132

0.190

0.300

0.196

0.059

0.046

0.043

0.000

0.000

0.094

0.000

0.000

0.000

0.286

0.162

0.000

0.016

0.000

0.000

0.158

0.021

0.037

0.102

0,000

0.000

0.166

0.040

0.000

Other

0.000

0.285

0.033

0.201

0.140

0.264

0.000

0.257

0.317

0.365

0.427

0.482

0.385

0.509

0.082

0.152

0.278

0.281

0.469

0.411

0.088

0.286

0.546

0.158

0.061

0.021

0.239

0.000

0.093

0.185

0.020

0.511

0.461

0.278

0.000

0.098

Unknown

0.280

0.207

0.233

0.058

0.320

0.010

0.075

0.061

0.016

0.190

0.073

0.125

0.123

0.006

0.426

0.273

0.266

0.375

0.367

0.027

0.055

0.071

0.005

0.461

0.171

0.255

0.297

0.132

0.100

0.000

0.276

0.149

0.156

0284

0.500

0.412

Hm«

0.538

0.933

0.736

0.679

0.845

0,602

0.237

0.807

0.887

0.936

0.893

0.940

0.679

0.846

0.85t

0.881

0.896

0.962

0,948

0.852

0,404

0.872

0.901

0.939

0.610

0.696

0.933

0,610

0.497

0.843

0.773

0.949

0.953

0.890

0.897

0.874

Table 1. Database used in the analysis. N, sample size (in number of PKU
chromosomes), relative frequencies of the main mutations; other, relative frequency
mutations <1%; private, relative frequency of those mutations present only in one
population; unknown, fraction of chromosomes associated with disease bearing
unidentified mutations. Hmax alíele diversity parameter (see text).
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SAMOVA

group

Mediterranean

NW Europe

NE Europe

Ireland & Great

Britain

R408W

hap 1

0.001

0.04

0.001

0.35

R408W

hap 2

0.009

0.01

0.58

0.04

IVS10-11OA

0.22

0.03

0.04

0.007

IVS 12+1G>A

0

0.20

0.04

0.05

R261Q

0.12

0.06

0.04

0.01

Table 2. Groups defined by SAMOVA and particularly frequent mutations in each

group.
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Locus

Classical markers

MtDNA

Y chromosome

CFTR

N

17

18

21

30

Mantel test with PKU

mutation distances

correlation

0.26

-0.087

0.566

0.018

P

0.056

0.68

O.0005

0.338

Mantel test with PKU

mutation distances

corrected by

geographical distance

correlation

0.12

-0.081

0.500

-0.106

P

0.19

0.661

O.0005

0.879

Table 3. Correlation observed between PKU genetic distance matrix and genetic

distance matrix based on three neutral markers and one locus associated to a Mendelian

disease. N = subset of shared populations in both PKU and locus genetic distance

matrix.
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Figure 1.

Geographical distribution (a) and spatial autocorrelogram (b) of R408W under the

haplotype background 2 in 36 middle Eastern and European populations. Populations

where the mutation is absent are marked with a cross. Due to the absence of population

data, the African continent is dashed and the Mediterranean islands have been excluded

X-axis represents geographic distance between samples; the Y-axis represents Moran's

Index; numbers of the pairs of comparisons are indicated with the statistical

significance; a single asterisk (*) denotes PO.05; double asterisks (**) denote PO.01
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Figure 2.

Geographical distribution (a) and spatial autocorrelogram (b) of R408W under the

haplotype background 1 in 36 middle Eastern and European populations. Populations

where the mutation is absent are marked with a cross. Due to the absence of population

data, the African continent is dashed and the Mediterranean islands have been excluded.

The X-axis represents geographic distance between samples; the Y-axis represents

Moran's Index; numbers of the pairs of comparisons are indicated with the statistical

significance; a single asterisk (*) denotes PO.05; double asterisks (**) denote PO.01
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Figure 3.

Geographical distribution (a) and spatial autocorrelogram (b) of R261Q in 36 middle

Eastern and European populations. Populations where the mutation is absent are marked

with a cross. Due to the absence of population data, the African continent is dashed and

the Mediterranean islands have been excluded. The X-axis represents geographic

distance between samples; the Y-axis represents Moran's Index; numbers of the pairs of

comparisons are indicated with the statistical significance; a single asterisk (*) denotes

PO.05; double asterisks (**) denote PO.01
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Figure 4.

Geographical distribution (a) and spatial autocorrelogram (b) of R158Q in 36 middle

Eastern and European populations. Populations where the mutation is absent are marked

with a cross. Due to the absence of population data, the African continent is dashed and

the Mediterranean islands have been excluded. The X-axis represents geographic

distance between samples; the Y-axis represents Moran's Index; numbers of the pairs of

comparisons are indicated with the statistical significance; a single asterisk (*) denotes

PO.05; double asterisks (**) denote PO.01
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Figure 5.

Geographical distribution (a) and spatial autocorrelogram (b) of IVS 10-11G>A in 36

middle Eastern and European populations. Populations where the mutation is absent are

marked with a cross. Due to the absence of population data, the African continent is

dashed and the Mediterranean islands have been excluded. The X-axis represents

geographic distance between samples; the Y-axis represents Moran's Index; numbers of

the pairs of comparisons are indicated with the statistical significance; a single asterisk

(*) denotes PO.05; double asterisks (**) denote P<0.01
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Figure 6.

Geographical distribution (a) and spatial autocorrelogram (b) of FVS12+1G>A in 36

middle Eastern and European populations. Populations where the mutation is absent are

marked with a cross. Due to the absence of population data, the African continent is

dashed and the Mediterranean islands have been excluded. The X-axis represents

geographic distance between samples; the Y-axis represents Moran's Index; numbers of

the pairs of comparisons are indicated with the statistical significance; a single asterisk

(*) denotes PO.05; double asterisks (**) denote PO.01
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Figure 7

Geographical distribution (a) and spatial autocorrelogram (b) of the maximum expected

heterozygosity (see materials and methods) in 36 middle Eastern and European

populations. Due to the absence of population data, the African continent is dashed and

the Mediterranean islands have been excluded. The X-axis represents geographic

distance between samples; the Y-axis represents Moran's Index; numbers of the pairs of

comparisons are indicated with the statistical significance; a single asterisk (*) denotes

P<.05; double asterisks (**) denote P<.01
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Figure 8 MDS plot based on a Reynolds' genetic distance matrix of PKU mutations.

Populations have been clustered in three main geographical groups: Mediterranean, NW

Europe and NE Europe.
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Figure 9. Clusters of populations according to the S AMO VA algorithm with 4 groups.

Geographical clusters included: A Mediterranean, • Central-NE Europe, * Ireland and

+ NW Europe populations.
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3.3 Capítol III: "The spatial pattern of the ß-thalassemia
mutation spectrum is consistent with the Neolithic spread
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ABSTRACT

ß-thalassemia is produced by mutations at the ß-globin gene and is one of the

commonest mendelian disorders in world populations. Its geographical distribution is

not homogeneous, but is mainly restricted to a strip overlapping with regions that have

been traditionally associated with malaria; this has suggested that ß-thalassemia, as well

as happens with other hemoglobinopathies, could be subjected to processes of balancing

selection. Although it is well known that the mutations that produce ß-thalassemia have

arisen independently, little is known about the geographical pattern of these mutations.

Moreover, previous studies performed with other mendelian diseases such as cystic

fibrosis or phenylketonuria have shown that the genetic diversity of the mutational

spectrum could be used to improve the knowledge of the natural history of the disease.

We have analyzed the spatial pattern of the main mutations associated to ß-thalassemia

as well as the genetic diversity of the mutational spectrum. Our results suggest that the

main ß-thalassemia mutations present clinal patterns and define three large genetically

uniform regions: Mediterranean and W Asia, S Asian and SE Asian regions. The

analysis of the genetic diversity of these geographical regions has shown that in case of

the Mediterranean and W Asia region the genetic diversity of the alíeles associated to ß-

thalassemia can be explained by demographic rather than selective factors and

correlates with the recent Neolithic expansion.

134



INTRODUCTION

ß-thalassemia (OMM access number: 141900) is one of the commonest

monogenic diseases in the world. Haemoglobin is a tetramer with two a and two ß

globin chains, although other, minor forms, do also exist. The imbalance produced by

the reduction or absence of the ß-chain protein causes ß-thalassemia. Mutations in the

HBB gene, which codes for ß-globin and maps in llplS, reducing or abolishing the

production of the ß chain can thus lead to ß-thalassemia. This is a recessive disorder,

although a few cases of dominance have been described (Scriver, et al., 2000). The

principal phenotypic manifestation is anaemia and, related to the severity of anaemia,

other important complications, such as splenomegaly, bone disease, and cardiac damage

can also occur (Scriver, et al., 2000). The clinical diversity and the degree of afectation

of ß-thalassemia is not homogeneous and ranges from severe phenotypes, in which

patients require regular blood transfusions, to mild and asymptomatic phenotypes. Over

150 mutations causing ß-thalassemia have been described

(http://globin.cse.psu.edu/hbvar/menu.html); they can be classified by expression level

and by associated phenotype criteria. According to their genie expression, they have

been classified as bO (null expression), b+ and b++ (mild reduction in expression).

According to the associated phenotype, mutations are classified as major (severe

phenotype), intermedia (intermedium phenotype) and minor (mild and asymptomatic

phenotype). Although there is a correlation between both classifications (i.e. bO

mutations are expected to be major, since there is no synthesis of ß-chains), this is far

from being perfect. The severity is related to the degree of globin-chain imbalance, and

depends not only on the mutations the patient carries but also on other genetic and

environmental factors (Weatherall, 2001).

The distribution of ß-thalassemia is widespread around the world, mainly at

high frequencies in North-West Africa, the Mediterranean region, the Middle East,

South Asia and South-East Asia (Flint, et al., 1993). Haldane (Haldane, 1990) proposed

an association between the high frequency of thalassemias and the presence of endemic

malaria around the shores of the Mediterranean Sea. According to the "malarial

hypothesis", thalassemias and other haemoglobinopathies (such as the sickle cell trait)

provide protection against malaria and are elevated and maintained by natural selection

(Carter and Mendis, 2002). Although there has been little firm evidence that this

hypothesis applies to haemoglobinopathies other than the sickle cell trait (Flint, et al.,
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1998), the presence of few frequent, regionally specific, mutations (Weatherall, 2001),

the close association between mutations and haplotypes (Flint, et al., 1998), and results

from immunological studies (Smith, et al., 2002) suggest that ß-thalassemia mutations

can be selected for malarial resistance. The study and analysis of the spatial distribution

of mutations and their genetic diversity could help us to understand how the tempo and

mode of the selection process act.

We have compiled ß-thalassemia mutation frequencies for a wide set of

populations from the Mediterranean area and Asia from the literature and have

described their spatial patterns, both of a few single mutations and of mutation diversity.

MATERIALS AND METHODS

Database
A ß-thalassemia mutation database was compiled from bibliographic data for

European, North African, and Asian autochthonous populations. The latter comprised

populations from West Asia (from the Levant to Iran), South Asia, South-East Asia, and

East Asia (China and Japan), while no samples from Central or North Asia were

available. European populations were mostly from Southern Europe, with some Central

European samples. A previous compilation (Scriver, et al., 2000) was used as a starting

point, which was completed with references published in journals indexed in Medline.

The reference search was closed on early June 2002.

Location, mutation frequencies and sample size were recorded for each

population sample, as well as additional linguistic information (language spoken, and

the branch and family) classified in (Grimes, 1988; Ruhlen, 1987). When it was known,

the severity of the disease caused by each mutation was noted, and only those mutations

leading to non-minor disease were utilized for further analysis (Ho, et al., 1998;

Weatherall, 2001) http://globin.cse.psu.edu/hbvar/menu.html. Frequently, population

samples contained affected individuals for whom a mutation could not be found in one

or both chromosomes; this fraction of the sample was labelled as "unknown". Since

they were ascertained from patients, all unknown mutations were considered as non-

minor. After discarding minor mutations, only samples with a number of chromosomes

>20 and with a frequency of unknown mutations <60% were considered for study.

Thus, the final database contains 89 different population samples adding up to 21,437
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chromosomes carrying 65 different mutations. The fraction of unknown mutations is

13%, ranging from 0 in some populations to 29% in Macedonia.

Frequency Maps
Frequency maps were drawn for ß-thalassemia mutations found at average

frequencies over 4%. Maps were created with Surfer 7.0 (Golden Software Inc) using

the inverse distance method for interpolating points. A regular grid covering S Europe,

N Africa, and Asia, and limited between 10° W and 140° E and between 7° S and 51° N

was used. The interpolated points were spaced 0.1°. No population samples were

available for Africa below 20° N and this region was deleted from maps, since the

values obtained would be completely artefactual. Interpolated points were only used to

map alíele frequencies and were not used in other analyses.

Genetic diversity
The diversity of ß-thalassemia mutations within each population can be

summarized with parameters that are relevant to population genetics models. We have

computed the genetic diversity of ß-thalassemia mutations as their expected

heterozygosity from their relative frequencies in mutated chromosomes. This parameter

can be used to estimate 6 (Zouros, 1979), a compound parameter that, under certain

condition, equals 4Ne|a, where Ne is the effective population size and p, is the mutation

rate (Reich and Lander, 2001). The calculation of the genetic diversity and of 9 depends

on the exact specification of the frequencies of all mutations in the sample; then, the

fraction of unknown mutations would prevent such calculations unless some

assumptions are made. Although the actual genetic diversity would remain unknown,

we can bracket it between two extremes. The minimum value that genetic diversity can

take is obtained when all unknown mutations are considered as one single mutation,

whereas the maximum value is obtained when all unknown mutations are private for

each population and different between them. Although we cannot exclude the

possibility that a particular unknown mutation has an elevated frequency, it seems more

probable that a high fraction of unknown mutations would be rare and seems that this is

the usual situation (Colosimo, et al., 2003; Su, et al., 2003). The estimates we present

were computed under the maximum genetic diversity criterion, by means of the

Arlequin 2.000 package (Schneider, et al., 2000).
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Spatial autocorrelation analysis
The spatial patterns of the ß-thalassemia mutation frequencies and of the

measures of genetic diversity was described by means of spatial autocorrelogration

analysis (Sokal and Oden, 1978) using the PASSAGE program (Rosenberg, 2001). In

this kind of analysis, the level of autocorrelation (expressed as Moran's I index)

between pairs of populations that are grouped in increasing geographic distance classes

is calculated. Plotting autocorrelation values in relation to the geographic distance

classes can show different shapes that describe the spatial relationship of the data. In the

case of a clinal pattern, this plot shows a line decreasing from positive values for the

closest distance classes to negative values for longest distance classes. If the clinal

pattern radiates from the centre of the area considered, then the longest distance classes

will show autocorrelations close to 0 or positive (Barbujani, 2000), since the peripheral

values will tend to be similar.

Genetic distances
The pattern of genetic differentiation between populations show by their ß-

thalassemia mutation spectra was measured by means of Reynolds' genetic distances

(Reynolds, et al., 1983) between populations. Only non-minor ß-thalassemia mutations

were considered. This matrix was compared with those obtained from other genome

regions and types of polymorphisms: classical markers (Cavalli-Sforza, et al., 1994), Y

chromosome hap lo grup frequencies (Underbill, et al., 2000) and mitochondrial DNA

(Bamshad, et al., 2001; Koyama, et al., 2002; Plaza, et al., 2003; Richards, et al., 2000;

Yao, et al., 2002). It should be noted that this information was available for a subset of

the population samples in the ß-thalassemia database. Distance matrices obtained from

the different genome regions were compared with Mantel tests (Mantel, 1967), and with

partial Mantel tests subtracting the effect of the geographic distance among populations.

Genetic distances and Mantel tests were calculated with Arlequin 2.000 (Schneider, et

al., 2000).

Multidimensional scaling
Multidimensional scaling was used to represent the genetic distance matrix

based on ß-thalassemia mutations. The result of this analysis is a set of coordinates for

each population so that the distances among them are as close as possible to the original

genetic distances. Multidimensional scaling produces also a measure of the goodness-
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of-fit between the original distance matrix and the multidimesional scaling results; this

measure is called stress and it is actually smaller for better fits. The dimensions obtained

were interpolated in space using the same methods described for mutation frequencies,

and their spatial patterns were investigated by means of spatial autocorrelation.

AMOVA and SAMOVA

The apportionment of the molecular variance of non-minor ß-thalassemia

mutations between populations or groups of populations was analyzed by means of

Analysis of Molecular Variance (AMOVA; (Excoffier, et al, 1992)) with the Arlequin

2.000 package. This approach allowed us to compute the fraction of molecular variance

explained among population groups defined a priori. Populations were grouped by

language, linguistic branch and linguistic family, as well as by epidemiological zones

defined by the presence of different malaria vectors (Hume, et al., 2003). A different

approach to the Analysis of Molecular Variance is provided by the Spatial Analysis of

Molecular Variance (SAMOVA, (Dupanloup, et al, 2002)). In SAMOVA, populations

are first linked by a Delaunay network, which defines which are the geographical

neighbours of each population. Then, after specifying a given number of geographical

groups, SAMOVA iteratively finds how the populations should be divided in

geographically coherent groups in order to maximize the differentiation between groups

and minimize it within groups. For instance, if the number of groups is set to three,

SAMOVA would draw the barriers that divide the populations into the three groups that

are most genetically different among them. We performed SAMOVA setting the

number of groups to five and increasing it to ten in steps of one; one hundred iterations

were used. In order to compare results between SAMOVA and the preset AMOVA

groups SAMOVA was also performed with the number of groups specified by

language, linguistic branch, linguistic family, and epidemiological zones of malaria that

had been previously used for AMOVA.

RESULTS

The geographic distribution of main ß-thalassemia mutations (that is, those

found at an average frequency over 4%; see table 1) has been plotted and studied by

means of Spatial Autocorrelogram Analysis.
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The IVS-I-110 (G->A) mutation (HBB g.202G>A in the standard HUGO

nomenclature; average frequency 13.5%) is found in Europe, N Africa and S W Asia as

far as Iran, and it showed a clinal pattern (see figure 1) that seems to irradiate from the

Eastern Mediterranean (maximum frequency in Cyprus, 83.5%). The codon 39 C->T

mutation (HBB g.248OT; average frequency 13.2%) presented a clinal pattern as

shown by the spatial autocorrelogram (see figure 2). It peaks in the Western

Mediterreanean (maximum frequency in Sardinia, 95.8%) but can be found at low

frequencies in the Levant and Iran. A partial clinal pattern was obtained for the IVS-I-5

(G->C) mutation (HBB g.97G>C; average frequency, 14.1%; see figure 3). Although it

is mainly present in South Asia (maximum frequency in Madya Pradesh, 94.7%);

figure) it is also found at low frequencies in one Mediterranean population (Algiers), in

Middle Eastern and South-East Asian populations. The mutation involving codons

41/42 (-TTCT) (HBB g.254 to 257 del TTCT; average frequency, 9.0%) showed a

partial clinal pattern (with distances between pairs of populations up to 11,098 km). It is

most frequent in South-East Asia (maximum frequency in Guangxi, 56.5%); figure 4)

but it is also present in South Asia, Iran, and Germany. The IVS-I-1 (G->A) mutation

(HBB g.93 G>A; average frequency, 8.6%) is mainly present in Mediterranean Europe

(maximum frequency in the Spanish region of Alta Extremadura ((59.42%); figure 5)

but it is also detected in other populations from the Middle East, South and South-East

Asia, with a secondary maximum in Sri Lanka (28%). No spatial pattern has been

obtained for the IVS-E-1 (G->A) mutation (HBB g.446G>A; average frequency, 4.2%);

IVS-II-1 (G->A) is present in Iran region (with a maximum in North Iran, (52.6%);

figure 6) but can also be found at high frequencies in the Middle East, the

Mediterranean area, and Japan (with a frequency of 0.15).

Mutation heterozygosity ranged from 0 in Borneo to 0.91 in Southwest Iran;

although it did not show any significant spatial pattern (figure 7a), high heterozygosities

were observed in the Middle East and South-East Asia, and lower values in Borneo,

Sardinia and populations close to them. A similar result was obtained for Gnom (figure

7b), with elevated values in the Middle Eastern and South-East Asian populations and

low in Sardinia and populations from South Asia.

Population mutation spectra were compared by means of Reynolds genetic

distances; the dimensionality of the genetic distance matrix obtained was reduced by

means of multidimensional scaling analysis. With three dimensions, the stress reached

0.123. The first dimension showed a statistically significant clinal pattern in a West-
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East direction (figure 8); the second dimension showed a partial clinal pattern for

population distances up to 5220 km and was focused on South and South-East Asia. The

third dimension separated Borneo from the rest of populations. A graphical

representation of both first and second dimension clustered populations in three main

groups in agreement with their geographical localization: Europe/ Middle East/Iran

Region, South Asia, and South-East Asia (data not shown). Borneo and Sardinia

appeared as separate groups.

This geographic grouping was also recovered with S AMOVA. If the number of

groups was preset at five, the partitioning of genetic variance produced three large

groups (see table 2): Europe/Middle East/Iran Region (plus three distant populations:

Japan, Myanmar, and Java), South Asia and South-East Asia, and two smaller groups:

Sardinia and Borneo. The fraction of the genetic variance explained by this grouping is

29.0%. The inclusion of distant populations, creating a topologically disjoint set may

seem contrary to what is meant to be achieved with SAMOVA. However, it can be

explained by the how a neighbour is defined with Delaunay's network makes and by the

low number of groups specified to SAMOVA. Depending on the population topology,

peripheral populations can be connected by the Delaunay network to each other even if

they are unreasonably distant. If the number of groups is not large enough, and there are

other populations with a higher genetic differentiation, then long distant populations

may be clustered in the same group. This may explain how to Japan, Myanmar, and

Java were grouped with European and W Asian populations; increasing the number of

preset groups in SAMOVA led to these population forming each a single group (data

not shown). These populations were excluded for further analysis from the

Europe/Middle East/Iran Region group for the sake of geographic consistency.

For each SAMOVA group a few predominant, almost group specific, mutations

were detected (see table). Thus, for the Europe/ W Asia group, the predominant

mutation was IVS-I-110 (G->A) (23.8% of chromosomes in this group carry this

mutation versus 6.7% in Sardinia and 0.8% in S Asia ), for South Asia IVS-I-5 (G->C)

(59.8% of chromosomes in this group versus 3.0% in the Europe/W Asia group and

2.5% in SE Asia), and for SE Asia mutations IVS-II-654 (C->T) (HBB g.lOOOT;

19.4% versus 0.04% in Europe/W Asia and 0.7% in S Asia), Codon 17 (A->T) (HBB

g.52 A>T; 20.9% in this group versus 0.5% in S Asia) and mutation 41/42 (-TTCT)

(41.7% versus 0.4% in Europe/W Asia and 4.7% in S Asia). Mutation codon 39 C->T

was at high frequency in the Sardinia group (83.6% versus 18.7% in the Europe/W Asia
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and 0.4% in S Asia); finally, all chromosomes from Borneo carried a large deletion

originating from position HBB g.-4279, which has not been described elsewhere.

To further describe variation within each SAMOVA group, a multidimensional

scaling analysis was performed on the Reynolds' distance matrix computed from the

mutation spectra of populations in each main; three dimensions were specified. The

computed dimensions, as well as the 0Hom estimates, were then geographically analyzed

by spatial autocorrelation. In the case of the Europe/W Asia group the analysis

comprised 49 populations (see table 2) and the stress obtained was 0.1. The first

dimension showed a statistically significant (pO.05) clinal pattern that was identified in

an East-West direction; the second dimension had a statistically significant (p<0.05)

clinal pattern focused on the middle East for population distances up to 4000 km and the

third dimension showed a complex pattern. A clinal pattern (pO.05) for distances

between populations up to 6000 km was obtained for OHom> which shows elevated values

in the East (around the Fertile Crescent) and lower towards the West. The correlation

between logarithmic normalized 6H0m and the first dimension was 0.45 (p<0.05). No

spatial pattern was detected neither for genetic diversity estimates nor for the

dimensions computed by multidimensional scaling in the case of the S Asia (16

populations) and SE Asia (17 populations) groups.

Beyond a purely geographical criterion, we explored how other factors

contributed to partition the genetic variance of ß-thalassemia mutations. As a proxy for

population history, we used a three-tiered hierarchical linguistic classification, in 39

languages, 14 linguistic branches, and seven families. The percentage of variation

explained by language, branch, and family was respectively 22.9% (p<0.05), 18.8%

(p<0.05), and 6.3% (p<0.05) respectively. Although significant, these figures are clearly

lower than those obtained by using performing SAMOVA formed with 39 groups

(31.79%, pO.05), 14 groups (30.79%, p<0.05), and seven groups (30.06 p<0.05).

Groups of populations clustered by epidemiological malaria zones (7 groups) explained

15.52% (pO.05) of genetical variation.

To the extent that the general demographic history of the populations had a role

in shaping the ß-thalassemia mutation pools, this should be reflected in other loci. We

have compared by means of Mantel tests the genetic distance matrix between

populations based on ß-thalassemia mutations and with those based on classic markers
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(11 populations; data from (Cavalli-Sforza, et al, 1994)), mitochondrial DNA region I

polymorphisms (24 populations; data from (Bamshad, et al., 2001; Koyama, et al.,

2002; Plaza, et al., 2003; Richards, et al, 2000; Yao, et al, 2002)), and Y chromosome

polymorphisms (9 populations; data from (Underbill, et al., 2000)). Correlations were

close to zero with all three genome regions; however, scatter plots showed that Sardinia

was an outlier, being different from other populations in ß-thalassemia mutations but

not for the other genome regions (Borneo may had been a similar case, but no matching

data were found for the other genome regions). Then, when Sardinia was removed from

the analysis, high levels of correlation were obtained for the Y chromosome (r = 0.6;

pO.0005, and with geographic correction r= 0.56; p<0.0005) , mtDNA region I (r =

0.63; pO.0005, and with geographic correction r=0.60; pO.0005), and classic markers

(r= 0.41; pO.05, and with geographic correction r= -0.14; p>0.05) after excluding this

population.

DISCUSSION

We have constructed a ß-thalassemia mutation frequency database from

bibliography, taking into account information about the population and the non-minor

ß-thalassemia mutations. We have gathered information from populations in Europe

(mainly Mediterranean), the Middle East, and S and SE Asia. With the exception of

Germany, Czechoslovakia, Japan, and populations from the West and centre of the

Iberian Peninsula, malaria may have been endemic to all these populations (Cavalli-

Sforza, et al, 1994). We have confirmed clinal or partially clinal patterns for the relative

frequencies of the main non-minor ß-thalassemia mutations, which tend to have

restricted but overlapping geographical ranges, thus defining geographical regions

characterized by typical ß-thalassemia mutation spectra. However, it should be noted

that most mutations are also found at low frequencies in populations where they are not

considered typical. The definition of these regions has been established with objective

methods such as MDS and SAMOVA. The main groups found are Europe and W Asia

(that is, Middle Eastern populations from Iran to the West), the S Asian subcontinent,

and SE Asia. Two smaller regions were outliers, practically fixed for almost private

mutations: Sardinia (with mutation codon 39 C->T) and a population from Sabah in the

island of Borneo (with a large deletion originating from position HBB g.-4279).
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Genetic distances based on ß-thalassemia mutation frequencies were compared

with distances based on polymorphisms from other genome regions, and large positive

correlations were found once outliers such as Sardinia were dropped from the analysis.

Thus, the difference in ß-thalassemia mutation spectra between populations in Eurasia

parallel those found elsewhere in the genome, in regions that are not subjected to the

same selective pressures as HBB. All these results support independent origins of

ß-thalassemia (Flint, et al., 1998; Weatherall, 2001): mutations may have arisen

independently in each population and have later spread to other neighbouring

populations by migration. This may explain the presence of mutations in populations

where malaria has never been endemic (Flint, et al., 1993).

Spatial analysis of the genetic diversity has not shown any clinal pattern when

all populations were considered. However, if we restricted the analysis to the main

groups, a cline was observed for the Europe/ W Asia group. Mutation diversity was

higher in the Middle East and declined towards the West. Two factors can help us in

explaining this pattern: selection and demographic history. According to Reich et al

(Reich and Lander, 2001), if mutation diversity is measured as OHom, it equals 4Neu(l-

fo), where fo is the incidence of the disease, Ne is the effective population size, and (j. is

the mutation rate. Since there is no reason to assume that the mutation rate is not

equivalent between populations, changes in 6Hom (and hence in mutation diversity)

should depend on the incidence of the disease and/or the effective population size.

Mutation diversity decreases with incidence; in the case of ß-thalassemia, incidence is a

function of hétérozygote advantage against malaria. Malaria tended to be more

prevalent in the Middle East than in the Western Mediterranean: mortality rates in 1900

were one order of magnitude higher (Carter and Mendis, 2002) in the Middle East than

in Europe. This would generate a diversity cline in the opposite direction than the one

observed. However, Lao et al showed for cystic fibrosis mutations (Lao, et al., 2003)

that the effect of each variable has not the same impact on shaping the genetic diversity.

Large incidence changes are required to produce changes in Gnom, whereas population

size changes are directly proportional to changes in Quom- Moreover, the effect of

incidence to lower the diversity of mutations may require a long time span. Given that

the spread of malaria seems to coincide with that of farming (Tishkoff, et al., 2001), not

sufficient time may have elapsed to deplete ß-thalassemia mutation diversity. Thus,

even if malaria could have played an important role in the maintenance of the
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ß-thalassemia incidence, it seems more likely that the genetic diversity of the disease

has been mainly shaped by the historical events that have influenced the effective

population size. This implies that the study of the genetic diversity from the mutation

spectra can give us a way to analyze and interpret the common migratory processes that

underlie the mutational distribution. It is going to depend on the particular history of

each region and implies that global patterns are not going to be necessarily clinal

patterns, but clinal patterns may be found at the regional level. In the case of Europe,

the Neolithic expansion have shaped the genetic diversity of neutral markers (Barbujani

and Goldstein, 2004) and may account for a higher Ne in the eastern populations and

lower in western populations. It began on farming populations from the Fertile Crescent

to the european populations of hunter-gatterers and had an important impact in the

environment that has been related to the spread of malaria (Flint, et al., 1998). Neolithic

transition allowed mosquito populations the possibility of obtain accessible sources of

blood in the midst of abundant mosquito-breeding sites (Flint, et al., 1998) and could

have helped to the diffusion of the ß-thalassemia mutations present at low frequencies

before the Neolithic. The Neolithic transition was not an exclusive process of the

european continent but started independently in different places of the world (Jobling, et

al., 2004); however, the patterns of population expansions and their complexity in each

region are not equally known. The absence of clinal patterns in others regions could be

explained by the low number of populations used in the analysis and later particular

population migrations of each zone.

Thus, we have shown how the analysis of the genetic diversity can be used as a

tool to make inferences about the demographic and selective events that have shaped the

mutation spectrum of a mendelian disease such as ß-thalassemia.
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Figure 1.

Geographical distribution (a) and spatial autocorrelogram (b) of IVS-I-110 (G->A) in 89

middle Eastern, European, S Asian and SE Asian populations. Due to the absence of

population data, a fraction of the African continent was excluded from the map. X-axis

represents geographic distance between samples; the Y-axis represents Moran's Index; a

single asterisk (*) denotes PO.05; double asterisks (**) denote PO.01; triple asterisks

(***) denote P>0.001

Figure 2.

Geographical distribution (a) and spatial autocorrelogram (b) of codon 39 C->T in 89

middle Eastern, European, S Asian and SE Asian populations. Due to the absence of

population data, a fraction of the African continent was excluded from the map. X-axis

represents geographic distance between samples; the Y-axis represents Moran's Index; a

single asterisk (*) denotes P<0.05; double asterisks (**) denote P<0.01; triple asterisks

(***) denote P>0.001

Figure 3.

Geographical distribution (a) and spatial autocorrelogram (b) of IVS-I-5 (G->C) in 89

middle Eastern, European, S Asian and SE Asian populations. Due to the absence of

population data, a fraction of the African continent was excluded from the map. X-axis

represents geographic distance between samples; the Y-axis represents Moran's Index; a

single asterisk (*) denotes PO.05; double asterisks (**) denote PO.01; triple asterisks

(***) denote P>0.001

Figure 4.

Geographical distribution (a) and spatial autocorrelogram (b) of codons 41/42 (-TTCT)

in 89 middle Eastern, European, S Asian and SE Asian populations. Due to the absence

of population data, a fraction of the African continent was excluded from the map. X--

axis represents geographic distance between samples; the Y-axis represents Moran's

Index; a single asterisk (*) denotes PO.05; double asterisks (**) denote PO.01; triple

asterisks (***) denote P>0.001
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Figure 5.

Geographical distribution (a) and spatial autocorrelogram (b) of IVS-I-1 (G->A) in 89

middle Eastern, European, S Asian and SE Asian populations. Due to the absence of

population data, a fraction of the African continent was excluded from the map. X-axis

represents geographic distance between samples; the Y-axis represents Moran's Index; a

single asterisk (*) denotes PO.05; double asterisks (**) denote PO.01; triple asterisks

(***) denote P>0.001

Figure 6.

Geographical distribution (a) and spatial autocorrelogram (b) of IVS-II-1 (G->A) in 89

middle Eastern, European, S Asian and SE Asian populations. Due to the absence of

population data, a fraction of the African continent was excluded from the map. X-axis

represents geographic distance between samples; the Y-axis represents Moran's Index; a

single asterisk (*) denotes PO.05; double asterisks (**) denote PO.01; triple asterisks

(***) denote P>0.001

Figure 7. a) Global heterozigosity spatial autocorrelogram calculated from the ß-

thalassemia mutation spectrum in 89 populations, b) Global Gnom spatial

autocorrelogram (see material and methods for details) computed from the ß-

thalassemia mutation spectrum in 89 populations.

Figure 8. Spatial autocorrelogram of the first MDS dimension computed from 89

populations; a single asterisk (*) denotes PO.05; double asterisks (**) denote PO.01;

triple asterisks (***) denote P>0.001

Figure 9, Geographical distribution (a) and spatial autocorrelogram (b) of 0H0m

in the Europe-Middle East- Iran region group defined by SAMO VA (see text for

details); last distance class was excluded due to the low number of comparisons; a

single asterisk (*) denotes PO.05; double asterisks (**) denote PO.01; triple asterisks

(***) denote P>0.001
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Abstract

Background

Coronary heart disease (CHD) is one of the commonest healthy problems in

developed countries. The distribution of the incidence of CHD is not homogeneous in

Europe, but shows a North to South clinal pattern that has been traditionally

associated to the distribution of classical risk factors, such as diet. However, the

reduction of CHD incidence in southern European countries is less than predicted by

these classical risk factors, which has led to the known as "French or Mediterranean

paradox", thus suggesting that other genetic and/or environmental factors are implied

in the disease. We have conducted an ecological study trying to correlate the

frequencies of susceptibility genotypes of well known genetic CHD risk factors with

the incidence of the disease.

Methods

Gene frequencies in the European populations of the susceptibility

polymorphisms were obtained from young healthy controls from case-control studies.

Seven different genes were considered: ACE, ACT, APOE, F2, F4, MTHFR, PONÍ

and SERPINE1. CHD incidences in European populations were obtained from a

previous study conducted by the WHO MONICA project [1] and were log

transformed; matches included only populations sampled within a 300-Km radius of a

European MONICA population, residing in the same country and speaking the same

language. The correlation degree was computed by a Pearson r statistic.

Results

Surprisingly, in three of the seven polymorphisms analyzed we have obtained

negative correlations, which would suggest that susceptibility factors are, in fact,

protective and thus, a genetic component must be added to the "Mediterranean

paradox".

Conclusions

This result can be understood from the history of populations, that have shaped

the genetic diversity of the European populations in clines similar to the observed in

case of CHD incidence; this will tend to create spurious correlations, both negative

and positive, with polymorphisms not related to the disease or even with

polymorphisms of low risk such as the considered in our study, despite they are the

best known genetic risk factors for CHD.

Background
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Coronary heart disease (CHD) is the leading cause of death in developed

countries [2]. This disease is intimately associated to development and progression of

atherosclerosis, that is, the progressive accumulation of lipids and fibrous elements in

large arteries, which leads to the development of atheromatous plaques. In advanced

stages, thrombi can occlude the arteries surrounding the heart, thus resulting in a

myocardial infarction [3]. CHD is not homogeneously distributed in Europe, but

shows a North to South gradient, with larger incidences in Finland and United

Kingdom and lower in the Iberian peninsula [1]. Several environmental factors, such

as diet, exercise, tobacco consumption, or obesity, have been classically described as

a risk factors for CHD; however, the so-called "French" or "Mediterranean" paradox

refers to a lower incidence than predicted by classical environmental factors in

southern European countries compared to northern countries [4], which suggest that

other factors, both environmental and genetic, are involved in the disease. Genetic

risk factors have been well established for coronary heart disease [5], mainly by

means of matched case-control association studies within a population. The

frequencies of these risk factors (defined as the presence or absence of a given alíele

or genotype) vary among populations, but the joint effects of these factors have not

yet been used systematically to understand the vast differences in CHD incidence

among European populations. We have tried to evaluate the correlation between the

frequency of genetic risk factors and the incidence of CHD in a broad set of European

populations. In general, a positive correlation is expected between the frequency of

the risk alíele or genotype and the incidence of the disease if the weight of the genetic

factors in the etiopathogenesis is important. On the contrary, factors with smaller

weights compared to other known or unknown genetic and/or environmental variables

may not show any correlation with the disease incidence. In fact, due to the odds ratio

observed in the majority of polymorphisms associated to CHD (see table 1), this last

situation seems more plausible than the first, but two previous studies have found a

positive correlation between the incidence of the disease and the gene frequency [6,

7]-

Methods

We checked for this correlation by drawing CHD incidence measures in

European populations from the WHO MONICA Project ([!]; [8]), which was

established in the early 1980s in many centres around the world to supervise trends in

cardiovascular diseases. Independently, we surveyed the literature for risk alíele
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freqüències in matched healthy population samples of young individuals (<65 years

old). Matches included only populations sampled within a 300-Km radius of a

European MONICA population, residing in the same country and speaking the same

language. The incidence measure taken was the logarithm of the number of CHD

events per 100,000 individuals, and was considered separately for men and women.

We used a subset of genes that have been previously associated to CHD in case-

control studies [9], taking into account all known risk loci for which we found

frequency data for 10 or more MONICA population matches. The risk loci considered

were ACE, ACT, APOE, F2 (coagulation factor II), F5 (coagulation factor V),

MTHFR, PONÍ, and SERPINE1 (also known as PAI-1). It should be noted that,

although their odd ratios appear modest, these are the polymorphisms which have

consistently shown the strongest associations so far with CHD.

Results and Discussion

Along with their odds ratios with CHD and the correlation with incidence, the

loci analyzed are listed in Table 1. Large positive correlations between incidence and

frequency of the risk genotype(s) were found for the two loci with the highest odd

ratios, APOE and PONÍ, and for APOE the correlation was statistically significant.

ACT, F5, and SERPINE1 showed low and non-significant correlations. Surprisingly,

negative correlations were obtained for ACE, MTHFR, and F2(see figure 1),

statistically significant in the two former cases. In fact, a previous study had found

positive correlations for A CE in a small set of selected populations [7].

Positive correlations are consistent with a role of these genetic factors in the

development of CHD, as stated above. However, the spread of the attributable

fraction (AF), defined as the percentage of cases that is explained by the risk factor

and calculated from the relative risk, given the relative risks conferred by alíeles at

these genes and the range of variation of the alíele frequencies themselves, is modest

across Europe for the genetic risk factors considered, hi the case of PON J, the

fraction of cases attributable to genotypes RR and RQ ranges from 0.9% in Southern

Europe to 1.18% in Northern Europe; these figures are 1% and 2.58% for carriers of

APOE*s4. This contrasts with the dramatic increase in the incidence of CHD, from

around 200 cases per 100,000 individuals in Southern Europe to over 835 cases per

100,000 individuals in Northern Europe. Increasing the known genetic AF from

Southern to Northern European levels would add just 3.7 cases per 100,000
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individuals, far from the observed fourfold increase in incidence. In contrast, other

authors [6] found that the variation in CHD mortality rates across nine populations

(representing six European countries and China) could be explained in a greater

proportion by the variation in the frequency of APOE*z4. Our data, in a wider set of

populations and genes, show that the power of these genetic factors in predicting the

geographical pattern of CHD in Europe is very limited.

As shown by ACE, MTHFR, and F2, European populations with a low

frequency of well-established risk alíeles have shown elevated incidences for CHD

and vice versa, in a pattern paralleling the so-called "French paradox" or

"Mediterranean paradox",. Thus, a genetic component may be added to the

environmental component of the CHD paradox. Two considerations can help us to

understand this genetic paradox. First, the odds ratios found for genetic risk factors

are modest even in study designs that are optimized to find genetic (as opposed to

environmental) risk factors; thus, their attributable fractions are low, and their

contribution to shaping the geographical incidence pattern of the disease can be easily

overrun by differences in known and unknown genetic and environmental factors.

Second, the genetic variation of different loci is not independent between populations,

because population history affects the whole genome through forces such as drift and

gene flow. Thus, a number of genes covariate between European populations [10]. In

particular, ACE, APOE, MTHFR and F2 show European-wide clines that are similar

to those presented by many other genes, which is a product of the continent's

demographic history. And because these are mainly biallelic loci, their two alíeles will

show complementary spatial patterns (in the case of APOE, alíeles s4 and e3 display

complementary clinal patterns, while e2 is less frequent and irregular). Since the

geographic structure of the incidence of CHD does also show the same clinal pattern

in Europe, spurious correlations between the incidence of the cardiovascular disease

and some allelic frequencies are expected and would explain why CHD incidence

appears to correlate with alíeles that have been described as moderately protective.

Conclusions

Neither known environmental exposition differences nor the variation of

known genetic factors explain the differences of CHD incidences in different

European populations. The discovery of the "French paradox" for classical,

environmental factors for CHD spurred research into the mechanisms, such as wine
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consumption, that could solve the paradox. Similarly, the extension into genetics of

the paradox implies that more research is needed to understand the complexity of the

genetic architecture of CHD and of the genetic-environmental interactions.
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Figures

Figure 1 - Negative correlations observed between the logarithm of the

incidence of CHD and the susceptibility genotypes.
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a) correlation between CHD incidence in men and the DD genotype of ACE. b)

correlation between CHD incidence in women and the DD genotype of ACE. c) correlation

between CHD incidence in men and the W genotype of MTHFR. d) correlation between

CHD incidence in women and the W genotype of MTHFR. e) correlation between CHD

incidence in men and the AG genotype of F2. í) correlation between CHD incidence in

women and the AG genotype of F2.
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ABSTRACT

Coronary Heart Disease (CHD) is one of the commonest healthy problems in

developed countries. CHD is a complex disease and several environmental and genetic

factors are involved in the progression and development of the disease. Environmental

factors such as the diet, physical exercise or tobacco consumption have been

traditionally associated to this disease. However, they fail to explain the "French

paradox", that is that Southern european countries have a lower incidence than predicted

by these classical environmental factors, thus suggesting that other environmental and

genetic factors must be involved in the etiopathology of CHD. It is in this context that

the knowledge of the spatial distribution of alíeles associated with CHD could give us

clues to a better understanding of the disease. In our study we have analyzed the

geographical distribution of seven classical CHD susceptibility alíeles of APOE, ACE,

F5, F2, MTHFR, PONÍ, and AGT genes in Europe and have shown that their spatial

distribution is similar to the distribution observed in case of the classical markers, thus

suggesting that their spatial distribution could be shaped by the same demographic and

migratory history that have shaped the genetic landscape in Europe in the case of neutral

markers.
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INTRODUCTION

Coronary Heart Disease (CHD) is the commonest cause of death in developed

countries (Nabel 2003); epidemiological studies have shown that the incidence of the

disease shows a North to South gradient in Europe (Tunstall-Pedoe et al. 1999). CHD is

a complex disease where different environmental and genetic risk factors interact to

produce the phenotypic disease trait. Tobacco consumption, the lack of physical

exercise and a diet rich in fatty acids are classical environmental risk factors; however,

the so-called Mediterranean diet has been postulated as a protective factor in CHD

development. However, these well-known risk factors cannot explain the "French or

Mediterranean paradox" (de Lorgeril et al. 2002): the north-south gradient in intake of

fat in Europe is much less steep than that for heart disease. Furthermore, the elevated

heritability in twin studies of physiological factors associated to CHD such as blood

pressure (Evans et al. 2003) points to the importance of genetic factors in addition to

environmental factors. Polymorphisms of susceptibility in CHD have been usually

searched in genes involved in the control of blood pressure, lipid metabolism or

thrombosis formation (Winkelmann and Hager 2000). Several genetic factors have been

associated to CHD with a low risk (OR<2) (Hirschhorn et al. 2002). According to the

Common Variant/Common Disease (CV/CD) hypothesis the genetic variants associated

to common diseases are expected to be frequent in human populations (Chakravarti

1999), but even the neutral genetic variability observed has been modelled by migratory

factors and is not equally distributed in human populations (Cavalli-Sforza et al. 1994).

This opens the possibility of analyzing the correlation between the incidence of the

disease and the genetic susceptibility factor which can lead to a better understanding of

the ethiology of the disease (Stengard et al. 1998; Young et al. 1998). However,

knowledge of the evolutionary history of the risk polymorphism in the populations is

essential in order to distinguish putative correlations from spurious correlations product

of common spatial patterns with causative risk factors (Lao et al. 2004), a usual

situation in case of neutral polymorphisms. Previous works analyzing the spatial

distribution of genes associated with CHD (i.e. the F5 Leiden Mutation (Lucotte and

Mercier 2001)) suggest that this could be the case.

We have compiled alíele frequencies for a subset of well known CHD risk

factors and we have analyzed their geographical distribution. Results suggest that the
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subset of genes associated with CHD show a spatial pattern similar to the observed in

neutral regions of the genome which means that positive correlations between the

incidence of the disease and the frequency of the genetic risk factor should be taken

with caution.

MATERIALS AND METHODS

Databases

For each CHD susceptibility gene a frequency database was made considering

European, North African and Middle Eastern populations. Risk alíele frequencies for

each population was obtained from healthy control population data described in case-

control studies after a Medline search and from ALFRED database

(http://alfred.med.yale.edu/alfred/index.asp). For some of the genes, information was

sufficiently available for non-European populations, and the database was expanded to

include data for Sub-Sahara, Africa and East Asia. Data was excluded when controls

were hospitalised patients or older than 65 years. Populations of recent origin and

admixed, such as European-Americans, were not considered. Data of the same

population coming from different articles were pooled when none of the authors were

present in both articles or controls used were of different sex or age. Genes were

selected for further analyses when data was available for more than 25 populations in

the European, North African and Middle Eastern populations. Each database contained

information about the geographical localization, sample size and alíele frequencies of

each population.

Frequency maps

A frequency map was drawn with Surfer 8.0 (Golden Software;

www.goldensoftware.com) for each risk alíele. Each map only comprised Europe, the

Middle East and North Africa and was limited between 10°W and 51°E and between

23°N and 64°N. Interpolation points were placed at a density of 0.1 degrees.

Interpolation was based on inverse-squared weighing distance. A barrier between the

European continent and North Africa was established in order to prevent interpolation

from points in different landmasses. North Africa was dashed when no population data

was available. Interpolated values were not used in any other analysis.
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Spatial Autocorrelation Analysis

Spatial distribution of the risk alíele frequencies were analysed by means of a

Spatial Autocorrelation Analysis (Sokal and Oden 1978). PASSAGE (Rosenberg 2001)

was used to compute and plot the autocorrelogram of each risk alíele. Spatial

Autocorrelation Analysis plots a measure of autocorrelation (i.e Moran's I) against

classes of increasing point distances. The shape of the plot describes the spatial relation

of the data; a change from positive autocorrelation values in the closest distances to

negative autocorrelation values in longest distances is expected in the case of a clinal

pattern (Barbujani 2000); other shapes, such as positive values for closest distances

classes, negative values for intermediate classes and positive values for longest classes

can be expected to find if the cline is focused on the middle of the map.

Genetic Distances

Reynolds' genetic distances (Reynolds et al. 1983) were computed for a joint

group of loci: APOE, ACE, F5, F2 and MTHFR using the PHYLIP package

(Felsenstein 1995). Populations without data in all the loci were matched with

neighbouring populations that spoke the same language. This matrix was compared by

means of Mantel test (Mantel 1967) with genetic distance matrices obtained for classical

markers (Cavalli-Sforza et al. 1994), two different datasets of Y-chromosome ((Rosser

et al. 2000; Semino et al. 2000); http://web.unife.it/progetti/genetica/pdata.htm) and

mitochondrial DNA (Simoni et al. 2000)

http://web.unife.it/progetti/genetica/pdata.htm). PASSAGE (Rosenberg 2001) was used

to compute Mantel tests.

Multidimensional Scaling

Multidimensional Scaling (MDS) is a multidimensional technique that reduces

the dimensionality of data in a distance matrix format (Kruskal and Wish 1990). It

computes new values for each point from the number of dimensions specified a priori

and produces a measure of good-of-fitness called stress. This parameter produces an

estimation of how well a particular configuration reproduces the observed distance.

AMO VA

Analysis of Molecular Variance (Excoffier et al. 1992) was performed with

APOE, ACE, F5, F2 and MTHFR genes. In order to compare the fraction of variation
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explained between groups with the empirical Fst distribution of SNPs described in Akey

et al (Akey et al. 2002) three groups of populations were defined: (i) Europe, North

Africa, Middle East and South-West Asia, (ii) sub-Saharan Africa, (iii) East Asia. These

groups trend to resemble the three groups used by Akey et al: Afroamericans,

Caucasians and Asians.

RESULTS

Worldwide databases were constructed for ACE, APOE, MTHFR, F5 and F2,

whereas in case of PONÍ and AGT genes databases only considered European, North

African and Middle Eastern populations (see materials and methods). Information about

loci and polymorphisms analysed, their chromosomal localization, the number of

populations studied, the number of chromosomes and average frequency of the

susceptibility alíele is presented in table 1. Briefly, for ACE we obtained information

for 116 populations (67674 chromosomes), 74 populations in case of APOE (95520

chromosomes), 84 populations in case of MTHFR (49082 chromosomes), 71

populations in case of F5 (67288 chromosomes), 46 populations in case of F2 (28802

chromosomes), 27 populations in case of PONÍ (19812 chromosomes) and 29

populations in case of AGT (12236 chromosomes). Frequency maps and spatial

autocorrelation analysis were computed for the susceptibility alíeles of each gene

(figures 1-7). In case of APOE, ACE, MTHFR, F2 and F5 two different

autocorrelograms were computed, one considering all populations and other excluding

populations far away from the European continent or in its edges and considered as a

potential outliers. Clinal patterns were obtained in case of the alíele s4 of APOE (after

excluding populations with a longitude farther than to 45 E) with a positive and

statistically significant correlation with the latitude (r=0.64, p<0.05) and longitude

(r=0.29, p<0.05). The Leiden mutation of the F5 gene also show a clinal pattern (after

excluding the Saami populations) with a positive and statistically significant correlation

(r=0.42, pO.05) between longitude and the frequency of the susceptibility alíele of F5

(see figure) indicating an East to West gradient. A clinal pattern was observed in case of

the susceptibility alíele of F2 (after excluding Saudi Arabia) showing a negative and

statistically significant correlation (r=-0.52, p<0.05) with latitude and positive and

statistically significant with longitude (p=0.33, p<0.05), indicating a South-East to

North-West distribution. Partially clinal patterns were obtained in case of ACE
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(considering only European and Middle East populations) with a negative and

statistically significant correlation with latitude (r=-0.60, p<0.05), and MTHFR (after

excluding Azerbaijan) with a statistically significant correlation with latitude (r=-0.31,

pO.05). Random patterns were observed in the case of PONÍ and AGT.

The graphical representation of the Reynolds' genetic distance matrix computed

with a joint group of genes (APOE, ACE, MTHFR, F2, F5) was performed by means of

MDS. Plot is represented in figure 8. The stress reached 0.049, indicating that the final

configuration shows a low departure from the original distance matrix and an efficient

reduction of the dimensionality of data. A latitudinal gradient was observed from

Southern European populations to Northern European populations (r=0.35, p<0.001 in a

Mantel test comparing the genetic distance matrix and the geographic distance matrix).

Results obtained in the comparison of the Reynolds' genetic distance matrix

computed for the same joint group of genes and a subset of common populations for

classical markers, Y-chromosome and mitochondrial DNA are in table 2. Positive and

statistically significant correlations were observed in case of classical markers (r=0.36,

pO.05) and the data of Y-chromosome (r=0.32, p<0.05) described in Rosser et al

(Rosser et al. 2000). Positive but not statistically significant correlation was obtained in

case of the Y-chromosome data (r=0.21, p>0.05) described in Semino et al (Semino et

al. 2000). No correlation was obtained for mitochondrial DNA (r=0.088, p>0.05).

AMOVA analysis was performed with three groups (see materials and methods)

for the genes APOE, ACE, F5, F2 and MTHFR. The fraction of variation explained

between groups was 0.79% (p<0.05) in case of F2, 1.01% in case of F5 (p<0.05), 1.53%

(p<0.05) in case of APOE, 5.5% (p<0.05) in case of ACE and 2.89% (p<0.05) in case of

MTHFR. Fst values were compared with the distribution of Fst obtained for more than

26,000 SNPs by Akey et al. The Fst value obtained for F2 fell in the 16 percentile of the

empirical Fst distribution, the Fst of F5 in the 17 percentile, the Fst of ACE between the

percentile 37 and 38, the Fst of APOE in the 20 percentile, and the Fst of MTHFR in the

26 percentile.

189



DISCUSSION

We have developed databases for seven genes that have been associated with

CHD using frequency data of healthy individuals in case-control studies and we have

described their spatial distribution in European, North African and Middle Eastern

populations. Our results statistically confirms previous descriptions made in case of F5

(Lucotte and Mercier 2001) and APOE (Corbo and Scacchi 1999) genes. Furthermore,

we have studied the fraction of variation explained between continental groups in the

case of APOE, ACE, F5, F2 and MTHFR genes.

Although the development of CHD usually takes place after the reproductive

period (Lusis et al. 2004), the physiologic role of genes associated with CHD make

them good candidates to selective processes. Selective explanations have been

postulated in case of ACE, where the excess of the presence of the Alu polymorphism

(the insertion polymorphism) in elite athletes suggested that this polymorphism could be

involved in the resistance to altitude (see (Woods and Montgomery 2001) for a review

of the field) although it has been widely considered as a neutral marker (Romualdi et al.

2002); in case of APOE, it has been postulated that the replacement of the ancestral

isoform e4 by the isoform s3 could be due its metabolic properties that could have been

particularly advantageous in the transition from food collection to food production in

human populations (Corbo and Scacchi 1999), although another study suggests

beneficial effects during embryogenesis of the s4 alíele and a negative effect on foetal

survival of the s3 alíele (Zetterberg et al. 2002). In case of AGT, Nakajima et al

(Nakajima et al. 2004) found traces of a selective sweep in populations outside of Africa

that could be driven by a differential necessity of sodium salt. In case of MTHFR, it has

been postulated that homozygous foetuses for the 677T alíele show an overall survival

advantage and recurrent early and late foetal loss depending on mothers take sufficient

folie acid in first case or inadequate folie acid intake in second during pregnancy

(Rosenberg et al. 2002). Advantage in foetal implantation in hétérozygote mothers for

the F5 Leiden mutation has been suggested as balancing selection (Gopel et al. 2001) in

front of the risk of abortion in the second trimester and a very preterm delivery, which is

also observed in case of the 20210 polymorphism of F2 (Gopel et al. 1999). The

fraction of variation explained between continental groups of populations for a subset of
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the CHD genes analyzed has shown values within the normal range of variation

observed for a large number of SNPs, indicating that if any of this selective forces has

acted, it did uniformly across major human groups, and possibly operated at the species

level.

Spatial autocorrelograms have shown clinal or partially clinal patterns in case of

APOE, ACE, F5, F2 and MTHFR but not in case of PONÍ and AGT whose

autocorrelograms suggest a random distribution. The presence of clinal patterns has

been traditionally associated with migratory processes but also to selective pressures. A

random pattern can be obtained by chance or by the random distribution of a selective

factor (Barbujani 2000), but it also can be observed when there are few points and their

distribution is not homogeneous, which is the case of PONÍ and AGT. However,

whereas the spatial pattern shaped by selection depends on the particular spatial

distribution of the selective factor and is locus specific, migratory processes affect the

spatial distribution of the overall genome. A positive correlation was observed between

the Reynolds' genetic distance matrix of the joint genes and a Reynolds' genetic

distance matrix of neutral markers (Cavalli-Sforza et al. 1994) for the same populations

as well as with one subset of Y-chromosome data, but not with mitochondrial DNA,

which have a more homogeneous spatial distribution (Simoni et al. 2000). As these are

neutral regions of the genome, their shared geographical distribution must be shaped by

the same population history. Although it does not exclude the possibility that selective

factors also show a similar spatial pattern (migration could be associated to the selective

factor (Corbo and Scacchi 1999), this pattern suggests that the polymorphisms

associated with CHD have a similar spatial distribution of neutral regions of the genome

and thus have been modelled by historically large migrations into or within Europe.

Europe was colonized by the anatomically modern humans from the Levant in the

Paleolithic about 50,000 years ago and afterwards by farmers and their technological

revolution from roughly the same region in the Neolithic about 10,000 years ago

(Barbujani and Goldstein 2004). Between both, in the harsher phase of the last

glaciation (the so-called Last Glacial Maximum, 18,000 years ago), it is supposed that

human populations may have retreated to three glacial refugia in S Europe: Iberia, Italy,

and the Balkans, from where they reexpanded when the ice shield melted (Torroni et al.

2001). These migrations had a deep impact in the geographical distribution of mostly all

of the neutral genetic diversity, shaping it in a NW to SE gradient (Sokal et al. 1989;

Cavalíi-Sforza et al. 1994), which is similar to the observed in the graphical
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representation of the Reynolds' genetic distance matrix computed with a joint group of

genes (APOE, ACE, MTHFR, F2, F5).

Since the distribution of CHD mortality also shows a NW to SE gradient

(Tunstall-Pedoe et al. 1999), it is tempting to establish correlations between the

incidence of CHD and the history of populations (Lutz 1995) or with the geographical

distribution of susceptibility alíeles, such as APOE*s4 or ACE*Del (Stengard et al.

1998; Young et al. 1998). However, as Lao et al have shown (Lao et al. 2004), positive

correlations between the frequency of a polymorphism and the incidence of a disease

should be taken with caution, especially when the spatial pattern of the polymorphism

has been shaped by migratory processes because spurious, even negative, correlations

can be easily obtained. In fact, although the susceptibility alíeles of ACE*Del and

MTHFR*677T are more frequent in Southern countries, CHD incidence is higher in

Northern countries (Tunstall-Pedoe et al. 1999).

Thus, the analysis of the spatial distribution of genes associated to CHD gives us

clues to a better comprehension of the evolutionary processes that have shaped their

geographical distribution and is essential to better understanding the role of these

polymorphisms in the ethiology of the disease. We have shown that the spatial

distribution of this subset of genes is compatible with the demographic history of human

populations in the European continent, a process that probably have shaped the

distribution of other genes associated to complex diseases.
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Figure 1.

Geographical distribution (a) and two different spatial autocorrelograms (b) and

(c) of the 84 alíele of the APOE4 gene in 74 Middle Eastern and European populations,

(b) was computed considering all populations and (c) without considering Saudi Arabia

and the Volgo-Ural region. Due to the absence of population data the Mediterranean

islands have been excluded. X-axis represents geographic distance between samples; the

Y-axis represents Morans Index; numbers of the pairs of comparisons are indicated with

the statistical significance; a single asterisk (*) denotes p<.05; double asterisks (**)

denote p<.01; three asterisks (***) denote p<.001

Figure 2.

Geographical distribution (a) and two different spatial autocorrelograms (b) and

(c) of the absence of Alu insertion of the ACE gene in 116 Middle Eastern, North

African and European populations, (b) was computed considering all populations and

(c) only considering European and Middle Eastern populations. Due to the absence of

population data the Mediterranean islands have been excluded. X-axis represents

geographic distance between samples; the Y-axis represents Morans Index; numbers of

the pairs of comparisons are indicated with the statistical significance; a single asterisk

(*) denotes p<.05; double asterisks (**) denote p<.01; three asterisks (***) denote

p<.001

Figure 3.

Geographical distribution (a) and two different spatial autocorrelograms (b) and

(c) of the A222V alíele of MTHFR in 84 Middle Eastern and European populations, (b)

was computed considering all populations and (c) without considering Azerbaijan. Due

to the absence of population data, the African continent is dashed and the Mediterranean

islands have been excluded. X-axis represents geographic distance between samples; the

Y-axis represents Morans Index; numbers of the pairs of comparisons are indicated with

the statistical significance; a single asterisk (*) denotes p<.05; double asterisks (**)

denote p<.01; three asterisks (***) denote p<.001

Figure 4.
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Geographical distribution (a) and two different spatial autocorrelograms (b) and

(c) of the R506Q (Leiden Mutation) polymorphism of the F5 gene in 71 Middle Eastern

and European populations. Populations where the Leiden mutation is absent are marked

with a cross, (b) was computed considering all populations and (c) without considering

Saami populations. Due to the absence of population data, the Mediterranean islands

have been excluded. X-axis represents geographic distance between samples; the Y-axis

represents Morans Index; numbers of the pairs of comparisons are indicated with the

statistical significance; a single asterisk (*) denotes p<.05; double asterisks (**) denote

p<.01; three asterisks (***) denote p<.001

Figure 5.

Geographical distribution (a) and two different spatial autocorrelograms (b) and

(c) of the G20210A alíele of F2 gene in 46 Middle Eastern and European populations,

(b) was computed considering all populations and (c) without considering Saudi Arabia.

Due to the absence of population data, the African continent is dashed and the

Mediterranean islands have been excluded. X-axis represents geographic distance

between samples; the Y-axis represents Morans Index; numbers of the pairs of

comparisons are indicated with the statistical significance; a single asterisk (*) denotes

p<.05; double asterisks (**) denote p<.01; three asterisks (***) denote p<.001

Figure 6.

Geographical distribution (a) and spatial autocorrelogram (b) of the Q192R

alíele of PONÍ gene in 27 Middle Eastern and European populations. Due to the

absence of population data, the African continent is dashed and the Mediterranean

islands have been excluded. X-axis represents geographic distance between samples; the

Y-axis represents Morans Index; numbers of the pairs of comparisons are indicated with

the statistical significance; a single asterisk (*) denotes p<.05; double asterisks (**)

denote p<.01; three asterisks (***) denote p<.001

Figure 7.

Geographical distribution (a) and spatial autocorrelogram (b) of the M235T

alíele of AGT gene in 29 Middle Eastern and European populations. Due to the absence

of population data, the African continent is dashed and the Mediterranean islands have

been excluded. X-axis represents geographic distance between samples; the Y-axis
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represents Morans Index; numbers of the pairs of comparisons are indicated with the

statistical significance; a single asterisk (*) denotes p<.05; double asterisks (**) denote

p<.01; three asterisks (***) denote p<.001

Figure 8.

MDS plot based on a Reynolds' genetic distance matrix calculated from a joint

subset of CHD genes: APOE, ACE, MTHFR, F5, F2. Populations have been clustered

in three greographical groups: CW Europe, CE Europe and South Europe.

199



Loci

ACE

APOE

MTHFR

F5

F2

PONÍ

AGT

polymorphism

I/D

e2/s3/e4

A222V

R506Q

G20210A

Q192R

M235T

Chromosome

localization

17q23

19ql3.2

Ip36.3

Iq23

Ilpll-ql2

7q21.3

Iq42-q43

Pooled

OR

1.21

1.26

1.21

1.20

1.11

1.44

1.22

reference

(Agerholm-

Larsen et

al. 2000)

(Wilson et

al. 1996)

(Wald et al.

2002)

(Juul et al.

2002)

(Boekholdt

et al. 2001)

(Agerholm-

Larsen et

al. 2000)

(Kalo et al.

1999)

Average

frequency of

susceptibility

alíele

0.58

0.12

0.33

0.03

0.01

0.3

0.43

N

populations

116

74

84

71

46

27

29

N

chromosomes

67674

95520

47908

67288

28688

19812

12236

Table 1. Loci and CHD susceptibility alíeles, chromosomal localization, pooled

OR CHD ratios, the average frequency of the susceptibility alíeles, the number of

populations where frequency data was available and the number of chromosomes
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Genetic markers

Classical Markers

Mitochondrial DNA

Y chromo some 1

Y chromosome!

N

15

18

15

13

r

0.36

0.088

0.32

0.21

P

O.05

0.313

O.05

0.065

Table 2. Correlation observed between a subset of common populations between

a Reynolds' distance matrix of joint CHD polymorphisms (APOE, ACE, MTHFR,

Factor 5, F2) and a Reynolds' distance matrix of classical markers, mtDNA and two

different datasets of Y chromosome, r, correlation observed, p, significance value

obtained by Mantel test.
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,0.31

0.23

0.19

0.15

0.11

0.07

0.03

a)

b) c)
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0.76

0.72

0.68

0.64

0.56

0.52

1 '0.44

b) c)
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0.53

0.42

0.38

0.34

0.26

0.16

a)

b) c)
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0.036

0.028

0.02

0.016

0.012

0.008

0.004

a)

b) c)
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a)

0.37

0.35

0.31

0.29

0.27

0.25

b)
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a)

• 0.59

0.51

0.49

0.45

i 0.43

¡0.41

0.39

0.31

b)
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4 Discussió





DISCUSSIÓ

4.1.1 Anàlisi de la distribució espacial de les mutacions

L'anàlisi de la distribució espacial es va realitzar amb la freqüència relativa de

les principals mutacions de cada malaltia. Per la fibrosi quística, cinc mutacions

diferents es varen tenir en compte: SOSFdel, G542X, G551D, N1303K i W1285X; en el

cas de la fenilcetonúria s'analitzà espacialment sis mutacions: R408W (recurrent a dos

haplotips diferents; (Byck et al. 1994)), R261Q, IVS 10-11G>A, IVS12+1G>A i

R158Q. Finalment, en el cas de la ß-talassemia s'estudià la distribució espacial de sis

mutacions diferents: IVS 1-110G>A, IVS 11-1G>A, 41/42CTTT, IVS 1-5G>C, IVS 1-

1OAÍCD39.

Un tret comú que es repeteix a les tres malalties és la presència de patrons clinals

o parcialment clinals per a la majoria de les mutacions; aquesta característica és

especialment marcada en aquelles mutacions amb una freqüència relativa superior al

7%, com és el cas de SOSFdel (amb una freqüència relativa mitjana del 60%) en la

fibrosi quística, la mutació R408W associada a l'haplotip 2 (freqüència relativa mitjana

del 24%), la mutació IVS 10-11G>A (freqüència relativa mitjana del 8%) i la mutació

IVS12+1G>A (freqüència relativa mitjana del 8%) en el cas de la fenilcetonúria i la

mutació IVS 1-110G>A (freqüència relativa mitjana del 14%), la mutació 41/42CTTT

(freqüència relativa mitjana del 9%) i la mutació CD39 (freqüència relativa mitjana del

13%) en el cas de la ß-talassemia.

La presència de patrons clinals s'ha interpretat tradicionalment com el resultat de

moviments migratoris i/o de la presència de fenòmens selectius que actuen

diferencialment segons la localització geogràfica de les poblacions (Barbujani 2000);

diferents factors poden explicar la falta de patrons espacials estructurats: la presència

d'un paisatge genètic ja homogeni abans que es produïssin els moviments migratoris, la

deriva i la mutació recurrent. En el cas de les variants associades a malalties

mendelianes, tenint en compte que, a nivell absolut, presenten freqüències molt petites,

sembla més probable que l'absència d'estructuració espacial en algunes mutacions es

degui més a processos de deriva genètica i de mutació recurrent (vegeu, per exemple,

(Byck et al. 1997)).

La distribució geogràfica de variants rares o poc comunes sovint s'ha associat

amb determinats fenòmens migratoris; poblacions com celtes, vikings, fenicis, romans i
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grecs (entre d'altres) han estat àmpliament utilitzades com explicació ad hoc de la

distribució d'una determinada variant (preferentment associada a algun procés

patològic) com, per exemple, la mutació C282Y causant d'hemocromatosi i el seu

origen celta o viking (Distante et al. 2004) o el polimorfisme "viking" de la deleció de

32 parells de bases en el gen CCR5 (Lucotte and Dieterlen 2003). Aquest fenomen ha

estat d'especial rellevància en les malalties mendelianes, on és un costum força típic

etiquetar una determinada mutació amb el nom d'una població o civilització antiga quan

ambdues distribucions geogràfiques se solapen. En trobem un elevat nombre

d'exemples de mutacions amb "denominació d'origen" en les malalties mendelianes

estudiades. Així, per exemple, en el cas de la fenilcetonúria s'ha dit que la mutació

R408W associada a l'haplotip 1 que es troba present principalment a Irlanda i

poblacions veïnes és d'origen "celta" o que les mutacions F299C, R408Q i Y414C són

"vikingues" ja que es troben principalment a Noruega (Zschocke et al. 1997); d'altres,

com les mutacions IVS 10-11G>A i L48S, freqüents a poblacions mediterrànies,

tindrien el seu origen a l'orient mitjà (Pérez et al. 1997). En el cas de la fibrosi quística,

es diu que la mutació G542X és d'origen fenici donat que la seva freqüència relativa és

més elevada en antics assentaments fenicis (Loirat et al. 1997).

Fer inferències sobre l'origen d'una mutació (és a dir, fer "story telling") sense

cap altra evidència que la seva distribució geogràfica és una font potencial d'errors

(Goldstein and Chikhi 2002) ja que donat l'elevat nombre de civilitzacions que han

aparegut i declinat al llarg de la història i de l'elevada mobilitat geogràfica que han

mostrat les poblacions humanes al continent Europeu, no resulta pas difícil trobar una

civilització o població antiga que mostri un patró de distribució semblant al d'una

variant determinada (Sokal 1991); vegeu http://life.bio.sunysb.edu/ee/msr/ethno.html).

D'altra banda, l'origen de les variants al.lèliques acostuma a ser molt anterior a l'origen

de les poblacions en les quals després s'hi troben (Barbujani and Goldstein 2004); així,

per exemple, la mutació 508del causant de fibrosi quística es troba en un haplotip que

no es troba a les poblacions actuals (Mateu et al. 2002) i ha estat datada entre els

-50,000 anys (Morral et al. 1994) i els -10,000 anys (Slatkin and Bertorelle 2001).

Altres mutacions com, per exemple, la mutació causant d'hiperfenilalaninèmia no PKU

I65T i la causant de fenilcetonúria R408W associada a l'haplotip 1 podrien tenir edats

també molt antigues (O'Donnell et al. 2002). A aquesta observació s'hi suma el fet que

les anàlisis es realitzen amb la freqüència relativa de la mutació, calculada a partir del

grup de cromosomes associats a la malaltia genètica i no a partir del grup total de
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cromosomes. L'aparició d'una determinada mutació en una població on no hi havia cap

(per tant, amb freqüència relativa de 1) i la posterior migració a poblacions veïnes on ja

n'hi ha (per tant, tindrà una freqüència menor de 1) pot crear un patró clinal que serà

exactament el mateix si una de les mutacions presents a una població (i per tant, amb

una freqüència relativa menor de 1) migra cap a una població veïna on no hi havia cap

(on tindrà una freqüència relativa propera a 1); una situació semblant s'observarà en el

cas de migracions d'una població amb una freqüència absoluta de les mutacions elevada

cap a poblacions amb una freqüència absoluta més petita. Finalment, donada la baixa

freqüència absoluta de les mutacions associades a les malalties mendelianes,

intuïtivament sembla més lògic pensar que els patrons geogràfics de moltes d'elles

seran deguts principalment migracions de curt abast i al biaix a favor de la seva detecció

que no pas a grans moviments de poblacions. En tot cas, si la distribució espacial d'una

determinada mutació realment reflexa un fenomen migratori, la petjada d'aquesta s'ha

de veure també en la variabilitat genètica de loci selectivament neutres.

4.1.2 Comparació de les diferents malalties i altres loci

En els tres estudis hem comparat mitjançant el test de Mantel (vegeu material i

mètodes) matrius de distàncies genètiques calculades entre parells de poblacions per

l'espectre de mutacions causant de la malaltia genètica i loci considerats neutres (i, per

tant, deutors de la seva distribució espacial a processos demogràfics), com els

marcadors autosòmics clàssics (Cavalli-Sforza et al. 1994), el cromosoma Y (Rosser et

al. 2000) i el DNA mitocondrial (Simoni et al. 2000). Donat que molts dels

polimorfismes clàssics comprenen diferents grups sanguinis (com el sistema ABO) i els

grups HLA, s'ha postulat que molts d'ells podrien estar involucrats en resistència a

patogens (Cavalli-Sforza et al. 1994; Jobling et al. 2004) i, per tant, no serien neutres.

Per un altre costat, tant el cromosoma Y com el DNA mitocondrial són d'herència

uniparental (el cromosoma Y s'hereta per la línia paterna i el DNA mitocondrial per la

materna), cosa que implica que la seva grandària efectiva és molt menor que la dels

marcadors autosòmics (per cada cromosoma Y i DNA mitocondrial que s'hereta n'hi ha

quatre d'autosòmics) i l'efecte de la deriva és major (Perez-Lezaun et al. 1999); aquest

efecte es trobaria encara més accentuat pel fet que, tradicionalment, els homes haurien

estat polígams, el que hauria reduït encara més la grandària efectiva del cromosoma Y
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(Dupanloup et al. 2003). A més, la comparació de la distribució geogràfica dels

polimorfismos associats al cromosoma Y i el DNA mitocondrial sembla suggerir que les

dones tradicionalment han mostrat una major mobilitat geogràfica que els homes

(Perez-Lezaun et al. 1999; Oota et al. 2001). En el cas de la fibrosi quística, només

vàrem obtenir una correlació positiva i estadísticament significativa quan es comparà

amb el DNA mitocondrial, degut principalment que les diferents variants del DNA

mitocondrial presenten una distribució força homogènia al continent europeu (Simoni et

al. 2000). La mutació més freqüentment associada a la fibrosi quística, la mutació

SOSFdel, és ubiqua a les poblacions europees i, malgrat que presenta un patró clinal, és

també força homogènia (vegeu capítol I). En el cas de la fenilcetonúria es va obtenir una

correlació positiva i estadísticament significativa quan es comparà amb el cromosoma

Y; en aquest cas tant la variació del cromosoma Y com la de la fenilcetonúria a Europa

estan espacialment ben delimitades i, a més, el patró de distribució espacial d'algunes

mutacions es solapa amb el d'alguns haplogrups del cromosoma Y (com, per exemple,

la mutació R408W associada a l'haplotip 2 i l'haplogrup HG16 (Rosser et al. 2000)). En

el cas de la ß-talassemia es varen obtenir correlacions positives i estadísticament

significatives entre les matrius calculades a partir de l'espectre de mutacions i els altres

loci emprats. Aquest resultat es pot explicar perquè posteriorment a la diàspora de la

població humana fora d'Àfrica (vegeu introducció) es donaren fenòmens d'aïllament

geogràfic, cosa que propicià la diferenciació genètica dels marcadors neutres entre

poblacions molt allunyades; aquest patró també s'observa en les mutacions associades a

la ß-talassemia, probablement molt més joves que la majoria dels polimorfismes

analitzats.

4.1.3 La diversitat genètica de les malalties mendelianes

Com prèviament ja hem comentat, la utilització de la distribució espacial d'una

única mutació sense cap altra evidència no és una bona estratègia per fer inferències

sobre la història poblacional de les mutacions. El model de Reich i Lander (vegeu

introducció), d'altra banda, estableix una dependència entre la diversitat genètica del

patró de mutacions causants de malaltia i paràmetres poblacionals (com la grandària

efectiva de la població) i genòmics (com la taxa de mutació el coeficient de selecció en

contra dels al.lels):
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Ja que per una determinada malaltia mendeliana és poc probable que la taxa de

mutació variï entre les poblacions, les diferències en el patró de les mutacions s'han de

deure a diferències en la grandària efectiva entre les poblacions o a incidències diferents

(i, en última instància, al coeficient de selecció; vegeu introducció). Ara bé, donat que

les malalties mendelianes són molt poc freqüents, és fàcil veure que per obtenir un

mateix canvi en la diversitat gènica caldran canvis molt més dràstics en la incidència

que en la grandària efectiva de la població i, per tant, sembla més probable que siguin

els canvis demogràfics els que modularan la diversitat del patró d'al.lels causants d'una

determinada malaltia, malgrat que puguin haver-hi factors selectius diferencials a les

poblacions. Cal tenir en compte que aquest model assumeix que tots els al.lels tenen el

mateix coeficient de selecció; com ja hem comentat (vegeu l'apartat "la complexitat de

les malalties mendelianes"), la gravetat fenotípica depèn d'un elevat nombre de factors

ambientals i genètics; entre aquests últims s'inclou com afecta la mutació a l'expressió,

estabilitat i funcionalitat de la proteïna i, per tant, sembla poc realista assumir un únic

coeficient de selecció. En el cas de les malalties mendelianes estudiades es va intentar

homogeneïtzar aquest coeficient seleccionant aquelles mutacions associades a un

fenotip més greu. En el cas de la fibrosi quística, es varen tenir en compte aquelles

mutacions causants d'un fenotip greu, però també mutacions lleus, ja que els homes

amb mutacions patològiques lleus al gen CFTR acostumen a tenir problemes de fertilitat

i, per tant, evolutivament són equivalents a les que produeixen la mort de l'individu

abans d'arribar a l'edat reproductiva. En el cas de la fenilcetonúria i la ß-talassemia, es

va realitzar una selecció d'aquelles mutacions associades predominantment a un fenotip

més greu (vegeu l'apartat de materials i mètodes). És evident que aquesta selecció,

malgrat que totalment necessària, és força grollera perquè l'efecte fenotípic dels

individus afectats heterozigots es deu a l'efecte dels dos al.lels, el qual, a més de la

quantitat del producte produït per cada variant, també inclou fenòmens d'interacció

entre els dímers de proteïnes. Una aproximació més òptima i acurada seria estudiar la

quantitat de producte i la seva funcionalitat enzimàtica (Pey et al. 2003).

L'anàlisi de la distribució espacial de la diversitat de l'espectre de mutacions

causants de fibrosi quística i fenilcetonúria a Europa mostrà que la diversitat d'aquestes
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malalties és més elevada al sud d'Europa que al nord. D'acord amb el model de Reich i

Lander, això voldria dir que, tradicionalment, la grandària efectiva hauria estat més gran

al sud d'Europa que al nord. Diversos processos demogràfics podrien explicar aquesta

conclusió; corn ja hem comentat anteriorment (vegeu l'apartat "història del continent

europeu" a la introducció), les poblacions del sud d'Europa històricament han estat

sotmeses a processos que tendeixen a incrementar la diversitat genètica i la grandària

efectiva, com són la mescla (en el neolític, per exemple) o unes condicions climàtiques

més favorables (per exemple, durant l'últim període glacial) que haurien permès

sostenir un major nombre d'individus. Ara bé, quan comparem el patró de la diversitat

genètica de la fibrosi quística amb el de la fenilcetonúria, no obtenim pas una correlació

positiva, que és el que hom esperaria tenint en compte que les poblacions estudiades són

les mateixes i, per tant, els processos demogràfics són comuns; malgrat que la diversitat

genètica és més elevada al sud que al nord d'Europa en ambdues malalties, en el cas de

la fibrosi quística, la diversitat genètica és més petita en el nord-oest i en el cas de la

fenilcetonúria en el nord-est d'Europa. Com es pot explicar aquesta discrepància?

Primer de tot, cal tenir present que la incidència de les dues malalties no és la mateixa.

La incidència de la fibrosi quística és ~4 vegades més elevada que la de la

fenilcetonúria. Factors estocàstics o factors demogràfics, com pot ser el nivell de

consanguinitat, poden tenir un impacte molt més gran a mesura que la incidència es fa

menor (mireu figura 29)
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Efecte de la consanguinitat en gens a baixa
freqüència

Figura 29. Fracció de la incidència deguda al coeficient de consanguinitat (F). Per valors de
consanguinitat baixos (<0.1) típics de les poblacions humanes (Cavalli-Sforza and Bodmer 1981), la
fracció de la incidència deguda a la consanguinitat és més elevada quan la freqüència gènica de la
malaltia mendeliana és més baixa

Per un altre costat, d'acord amb el model de Reich i Lander, una incidència més

petita voldria dir que la taxa de selecció és molt més elevada i/o una taxa de mutació

més baixa a la fenilcetonúria que a la fibrosi quística; malgrat que no podem afirmar

que les taxes de mutació siguin les mateixes en ambdós gens (degut a la presència

diferencial de dinucleòtids CpG en ambdós gens molt probablement no ho seran),

discursos selectius a favor de l'heterozigot s'han proposat tant per l'una com per l'altra,

ja que sembla poc probable que les elevades incidències observades es puguin explicar

simplement per fenòmens de deriva genètica (vegeu apartats fibrosi quística i

fenilcetonúria). Donat que la població humana ha patit una recent expansió, el moment

en el qual es va iniciar aquesta selecció equilibradora podria haver influït sobre el patró

mutacional de la malaltia: si la selecció equilibradora hagués estat present abans de

l'expansió poblacional, esperaríem trobar un patró de la diversitat genètica simple (és a

dir, poques mutacions molt freqüents i moltes de molt poc freqüents), mentre que si la

selecció a favor de l'heterozigot s'hagués donat durant l'expansió de les poblacions,

llavors esperaríem trobar un patró de mutacions complex (moltes mutacions

equifrequents), ja que la selecció equilibradora només hauria incrementat les

freqüències absolutes però la diversitat genètica seria la prèviament modificada per la

selecció purificadora (vegeu figura 30)

221



DISCUSSIÓ

N

Time
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Figura 30. La selecció a favor de l'heterozigot (entesa com que els individus portadors d'un al.Ici
"sa" i un al.lel causant de malaltia són més resistents que els individus portadors de dos al.lels
causants de malaltia o cap) en un principi només incrementa la freqüència d'aquells al.lels que en el
moment de l'esdeveniment estan presents a la població (a les figures a i b l'increment de la
freqüència es representa com un increment en la grandària dels pastissos), però depenent de quan
es produeix pot donar patrons de mutacions molt diferents. Inicialment, com que la grandària
demogràfica era petita, en equilibri deriva-mutació-selecció el nombre d'al.lels que es podrien
mantenir eren pocs i, per això, tant en la situació a com b es parteix d'un únic al.lel (en verd) que
copsa tota la diversitat genètica dintre de la malaltia. En a) l'event de selecció a favor de
l'heterozigot (fletxa de color blau) es produeix abans de l'expansió de les poblacions i, per tant,
s'incrementa la freqüència absoluta de l'únic al.lel que en aquell moment hi ha. Quan es produeix
l'expansió de les poblacions apareixen noves mutacions, però respecte a l'antiga tenen una
freqüència absoluta petita i el patró de mutació només en representen una petita fracció. El patró
és simple. En b) el coeficient de selecció en contra de les variants associades a la malaltia fa que el
reemplaçament sigui ràpid i la incidència molt petita. Quan es produeix l'expansió demogràfica
apareixen noves variants. Com que les variants antigues ja estaven a una baixa freqüència absoluta,
el resultat és un patró complex. Quan en aquesta situació es produeix el fenomen de selecció a favor
de l'heterozigot s'incrementa la freqüència absoluta de les variants que ja hi eren present i, per
tant, es manté el patró complex.

Una conseqüència d'aquesta situació és que en el cas de la fenilcetonúria hom

esperaria uns nivells de diversitat genètica molt més grans dels que li correspondrien per

la seva incidència. De fet, quan mirem els nivells de diversitat genètica amb la

incidència d'altres malalties mendelianes (vegeu taula), l'heterozigositat de la

fenilcetonúria és més elevada de l'esperat, però la diferència no és estadísticament

significativa (vegeu capítol II); probablement si les estimes d'incidència de les malalties

fossin més acurades i es realitzés l'anàlisi amb més malalties mendelianes, aquesta

diferència seria estadísticament significativa. A aquest resultat s'hi afegeix el fet que no
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hi ha cap mutació que domini el patró mutacional de la fenilcetonúria i que

geogràficament es defineixen grups de poblacions genèticament homogènies mitjançant

SAMOVA (vegeu material i mètodes), cosa que indica que les mutacions no han tingut

prou temps per expandir-se (ja sigui per grans migracions o per petits moviments) i, per

tant, que en conjunt no arriben al nivell d'antiguitat de la mutació SOSFdel que domina

el patró de les mutacions de la fibrosi quística.

En el cas de la ß-talassemia, l'anàlisi espacial de la diversitat genètica es va dur

a terme després de definir cinc grups de poblacions que maximitzesin la diferenciació

genètica entre ells mitjançant l'algoritme de SAMOVA. Aquest primer pas va ser

totalment necessari ja que la distribució de les mutacions a l'espai semblava indicar que

l'origen de la ß-talassemia no havia estat pas únic a totes les poblacions del món

d'acord amb estudis previs ((Weatherall 2001); vegeu figura 22). SAMOVA definí tres

grans grups continentals (vegeu capítol III): Mediterrani i pròxim orient, sud d'Àsia i

sud-est d'Àsia, més dos grups compresos per un petit nombre de poblacions (Sardenya i

rodalies i Indonèsia); el percentatge de variació explicat entre els diferents grups fou de

més del 30%, un valor molt gran si el comparem amb l'observat normalment en els

marcadors neutres (vegeu apartat "races, gens i malaltia genètica"). Aquests tres grans

grups continentals no s'han d'interpretar pas com una evidència a favor de la presència

de barreres reproductores entre individus de diferents grups, si no més bé com una

prova de l'origen recent de la ß-talassemia, posterior a la diàspora africana, cosa que

faria que les mutacions estiguessin geogràficament ben localitzades i, per tant, que les

distàncies genètiques entre poblacions allunyades fossin més grans que pels marcadors

neutres, normalment amb un origen més antic.

L'anàlisi de la variabilitat genètica dels tres grups continentals revelà que, en el

cas del grup que comprenia la regió del mediterrani i el pròxim orient la distribució

geogràfica de la diversitat mostrà un patró parcialment clinal amb valors més elevats a

la zona del Creixent Fèrtil i més petits a mesura que ens allunyàvem. A partir del model

de Reich i Lander, aquesta diferència de diversitat genètica es podria explicar tant per

factors demogràfics com selectius. La ß-talassernia, a l'igual que passa amb altres

hemoglobinopaties (vegeu introducció "ß-talassemia"), podria estar conferint una major

resistència en els individus heterozigots a la infecció per malària, una malaltia produïda

per diverses espècies de protozous del gènere Plasmodium (la forma més greu està

produïda per Plasmodium falciparum) que es transmet amb una major o menor eficàcia
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depenent de l'espècie de mosquit vector (Miller et al. 2002). L'origen de la interacció

entre els humans i el Plasmodium falciparum sembla ser molt antic, trobant-se en la

separació del gènere Homo amb el de Pan (gènere del ximpanzé) (Rich and Ayala

2000). Les dades moleculars semblen apuntar que el protozou Plasmodium falciparum

s'hauria expandit recentment a partir d'una única població africana del protozou

(Conway et al. 2000); aquesta ràpida expansió s'hauria vist afavorida per un increment

en la densitat de les poblacions humanes i un hàbitat més propici per al creixement dels

mosquits, degut en gran part al descobriment i desenvolupament de l'agricultura durant

el Neolític. Com ja hem comentat (vegeu l'apartat de història del continent europeu),

l'agricultura comportà un creixement demogràfic sense precedents en la història de les

poblacions humanes i la creació d'assentaments estables densament poblats, així com

una modificació dràstica de l'habitat per tal d'adaptar-lo als conreus i als animals

domesticats, cosa que resultà òptim per la propagació del paràsit i el creixement de les

espècies antropofíliques dels mosquits vectors (Rich and Ayala 2000). Donat que

l'agricultura s'estengué al continent europeu a partir de la regió del Creixent Fèrtil, és

d'esperar que la malària es donés primer en aquesta regió i, per tant, també la selecció a

favor de l'heterozigot de la ß-talassemia. Segons el model de Reich i Lander, hom

esperaria trobar uns nivells de diversitat genètica més elevats en aquells llocs on la

selecció deletèria hagués estat més forta (i/o on hagués durat més), precisament a les

regions més allunyades del Creixent Fèrtil; és a dir, que si només hagués estat actuant la

selecció, hom esperaria trobar un patró amb un sentit contrari al trobat. Donat que

l'increment demogràfic primer es donà a la regió del Creixent Fèrtil, sembla més

plausible que aquesta gradació de la diversitat genètica sigui deguda més a motius

demogràfics que a motius selectius. L'absència de patrons clinals de la diversitat

genètica en els altres dos grups podria deure's a una història demogràfica més complexa

(vegeu, per exemple (Cavalli-Sforza et al. 1994)), però no podem pas descartar que els

factors confusors com els que s'han apuntat abans també estiguin actuant en el cas de la

ß-talassemia, malgrat que la seva elevada incidència fa que aquesta possibilitat sigui

menys probable.

224



DISCUSSIÓ

4.2 Malalties complexes: la malaltia coronària

4.2.1 Distribució geogràfica de les diferents variants

En el treball de la malaltia coronària (capítols IV i V) hem analitzat el patró de

distribució geogràfic de variants associades a la malaltia coronària en gens que estan

implicats en els diferents processos fisiopatològics involucrats en el desenvolupament

de la malaltia (vegeu introducció). Dels set gens analitzats espacialment al continent

europeu, nord d'Àfrica i Pròxim Orient, en cinc vàrem obtenir patrons clinals o

parcialment clinals: la variant 4 de l'APOE, la variant D de l'ACE, la variant 222V de

MTHFR, la variant Leiden del F5 i la variant 20210A de la protrombina, precisament

aquells gens amb un major nombre de poblacions (>40; vegeu capítol IV). Aquest

nombre elevat de poblacions ens va permetre calcular una matriu de distàncies

genètiques entre els parells de poblacions comuns als cinc gens; la seva representació

gràfica mostrà que les poblacions es distribuïren seguint un patró sud-est/nord-oest,

semblant al que s'ha observat en molts altres loci nuclears (Barbujani and Goldstein

2004). Aquesta primera impressió es confirmà quan comparàrem la matriu de distàncies

dels cinc loci conjunts amb una matriu de distàncies genètiques calculada per a les

mateixes poblacions amb marcadors clàssics (vegeu capítol IV). Tots aquests resultats

semblen indicar que, a nivell espacial, els polimorfïsmes estudiats es comporten com a

marcadors clàssics, típicament considerats neutres (però vegeu apartats anteriors);

malgrat que aquest resultat es pot interpretar pels mateixos processos demogràfics que

han modelat la diversitat genètica a Europa, no exclou pas la possibilitat que altres

processos selectius hagin donat lloc a les distribucions espacials observades; donat que

els gens estudiats estan implicats en la regulació i homeostasi de processos fisiologies

essencials per a la vida, no és d'estranyar que s'hagin proposat explicacions selectives

per a molts d'ells (vegeu capítol IV). D'altra banda, alguns d'ells, com el polimorfisme

I/D del gen ACE, s'han emprat tradicionalment com a marcadors neutres (vegeu, per

exemple, Romualdi i col·laboradors (Romualdi et al. 2002) o la base de dades

ALFRED) i d'altres, corn la mutació Leiden del F5, s'han associat a determinats

processos demogràfics com el neolític (Blood Cells Mol Dis. 2001 Mar-Apr;27(2):362-

7). Per a aquests cinc gens vàrem obtenir dades a nivell mundial, cosa que ens permeté
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estudiar la seva diferenciació a nivell continental; els nivells de diferenciació genètica

observats són molt baixos i sembláis als obtinguts per a un elevat nombre de SNPs

(Akey et al. 2002), cosa que sembla indicar que d'haver-hi fenòmens selectius aquests

no actuen diferencialment a nivell continental.

Donat que la distribució de la incidència de CHD a Europa és també clinal amb

un patró nord-sud (article Lancet), es podria explicar la seva distribució a partir de la

dels al.lels associats a CHD. Una hipòtesi proposada inicialment per Lutz (Lutz 1995)

postula que la diferència d'incidència de CHD a Europa es deu principalment al canvi

de dieta dels caçadors-recolectors cap a la dieta dels agricultors produïda durant el

neolític. D'acord amb un model de difusió dèmica mixt, en el qual les poblacions

d'agricultors del neolític s'haurien mesclat parcialment a mesura que ens allunyem del

Creixent Fèrtil (vegeu introducció; (Dupanloup et al. 2004)), en el nord-oest d'Europa

s'hi trobaria una fracció més elevada d'al.lels "preneolítics"; l'elevada incidència de

CHD en aquesta regió es deuria, principalment, que aquests al.lels estarien adaptats a la

dieta típica dels caçadors-recolectors (és a dir, serien al.lels estalviadors (vegeu

introducció)) que, en trobar-se en un canvi brusc de dieta cap a la dels agricultors,

conferirien una major susceptibilitat a patir CHD. Ara bé, cal tenir present que, a part de

la presència de patrons clinals en la mateixa direcció espacial que la incidència de CHD,

l'increment de la freqüència de l'al.lel de susceptibilitat també ha d'ésser en el mateix

sentit que el de la incidència de CHD.

4.2.2 Anàlisi de la covariació en l'espai de CHD i els polimorfismes
de susceptibilitat

Per tal de veure si la incidència de la malaltia coronària variava amb els canvis

de la freqüència dels genotips de susceptibilitat, vàrem estudiar com correlacionaven

ambdós factors en les mateixes poblacions. Hom esperaria que si els polimorfismes de

susceptibilitat tenen un pes elevat en el desenvolupament de la malaltia es trobés una

correlació positiva i estadísticament significativa, mentre que en el cas que el

polimorfisme només confereixi un petit increment a l'hora de patir la malaltia coronària

s'obtindria una correlació propera a O i no estadísticament significativa. Donat que els

al.lels estudiats confereixen un risc modest a patir la malaltia, aquesta és la situació que

hom esperaria més probable. En principi, no s'esperaria trobar correlacions negatives
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