TEMA 7

Deteccio de lligament en humans

1. Analisi de lligament en pedigris
2. Puntuacio LOD
3. Hibrids en cel-lules somatiques d’home-ratoli

4. Resolucio de problemes



1. Analisi de lligament en pedigris

L'analisi de lligament en humans s'enfronta amb el problema que no es poden
realitzar encreuaments dirigits. Es per aixo que s'ha utilitzat I'analisi de
genealogies per determinar si existeix lligament entre gens (co-segregacio).

Una de les primeres demostracions es va realitzar per al locus de la sindrome
ungla-rotula i el que determina el grup sanguini ABO:

This person has

nail-patella syndrome (Nn).

with nail-patella syndrome
have either blood type B or
blood type O, indicating that
genes for the syndrome and
for blood type are linked.

[ All children in generation |l 1
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These outcomes resulted
from crossover events.
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Nail-patella syndrome
does not develop in
children of generation I
with blood type A.

Sindrome ungla-rotula: dominant; ungles dels
peus deformades i rotules absents o rudimentaries



En el cas de la familia anterior, podriem fer una primera estimacio sobre el lligament

entre els dos loci.
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En el cas de la familia anterior, podriem fer una primera estimacio sobre el lligament

entre els dos loci.

De 13 descendents directes,
nomes 2 serien recombinants. Per
tant, D = 2/13 x 100 = 15,4 u.m.
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Pero també podria passar que, per mer atzar, tots els individus afectats en una familia
haguessen heretat el mateix al-lel del marcador (en el nostre cas, del grup sanguini) i
tots els no afectats I'altre al-lel, encara que el marcador no estiga lligat al gen

responsable.

Per discenir entre les dues possibilitats es requereix una analisi estadistica (calcul de la
puntuacié LOD) que ens diga com de més probable és el lligament respecte de la

segregacio independent.



2. Puntuacié LOD

La puntuacio LOD (de I'angles Log of Odds, LOD, score) €s un
estadistic que ens indica quantes vegades és meés probable que el
resultat obtingut en el pedigri es dega a lligament que al mer atzar.

Probabilitat del resultat observat per auna FR =8

Z = puntuacio LOD = log,
Probabilitat del resultat observat per a una FR = 0,5

Qualsevol z > 0 suggereix que hi ha lligament. Siz < 0 indica que 6 s’ha
subestimat. En general, es considera una evidencia ferma de lligament si z = 3,
lque nonhihasiz<-2

) 0 +3

- \ L -
Evidencia de ? Evidencia
no lligament de lligament

(1/100) ' (1.000/1)



Vejam com s’aplicaria a la familia amb la sindrome ungla-rotula, per a la

gual hem proposat que hi havia dos recombinants d’un total de 13
descendents.
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Per calcular la puntuacié LOD necessitem partir d'un valor de 6. Com que no ho
sabem a priori, haurem de fer els calculs suposant diferents valors per 0 i

buscar el que proporciona una z més alta (la maxima probabilitat que hi hagi
lligament).



Comencem per 8 = 0,15, el valor : B® A AR or 1A

obtingut mitjancant I'estimacio An|fn g'f"’ or 174

T i i H
grollera de dividir el nombre de p il [
recombinants entre el total (2/13). | ey 0 .0 .06 ® aﬁ 9@10@

BPhnl s tn IBa Pl "n IPa in Pn
La probabilitat d’aparicié de et il o B Rl D s R
: n el =
cadascun dels genotips dels 8] 3
N 1 2 3 4 5
descendents sera: "n |An i B
i N i n i n| i n in
En el cas de lligament: oo ool e
Prec = 0,15/2 =0,075 Es divideix per 2 perqué_per a cha entrecreuament hi
ha dos gametes recombinants diferents. El mateix
_ _ passa amb els gametes no recombinants.

Porec = (1-0,15)/2=0,425
Si no hi ha lligament: P =1/4=0,25

PperaunaFR=6 (0,075)? - (0,425)1*

Z = log,, =1logyg = log,,30,84 = 1,49
P peraunaFR =0,5 (0,25)13 l

evidéncia baixa de
lligament




Lod score

Per veure si podriem obtenir el valor meés alt de z, deuriem provar
diferents valors de 0:

; 0 0,06 0,0 0,15 0,20 0,25 0,30
Z 1,07 1,41 1,49 1,45 1,33 1,16
4k -
' /N 1 lod T
A J.f "'\L I unit
T, valor més alt
3l IIIII"._ \
En general, quan es poden identificar els recombinants, la freqiiéncia
x‘\\ﬁ de recombinants observada és la que ens donara la z maxima.
1 AY

ol 4, . Lafigura mostra diferents casos hipotetics:
_ Q-2 03 04---03 s .
/Eﬂ’_ Corba 1: evidencia de lligament (Z > 3) sense

recombinants.
Corba 2: evidéencia de lligament (Z > 3) amb una FR

i meés probable de 0,23 (interval de confianca = valor
al |, Lod max. -1).

Corba 3: exclusio de lligament (Z < -2) per a FR per
all sota de 0,12; ambigua per a FR majors.

| Corba 4: ambigua per a totes les FR.



Per al nostre exemple, encara que se suggereix lligament, no podriem
acceptar els resultats (Z = 1,49) com una evidencia ferma.

No obstant aixo, si que podriem afegir més families que segreguen per

a aquest mateix caracter i sumar els valors Z per veure si es poguera
arribar a un valor >3.

En el suposit de families amb les mateixes caracteristiques:
Perauna Z=1,5 necessitariem dues families.
Per auna Z =1 necessitariem tres families.

Per a una Z = 0,5 necessitariem sis families.

Hi ha malalties molt rares per a les quals no es pot trobar el nombre
suficient de families per determinar amb certesa si hi ha o no lligament.



3. Hibrids en cel-lules somatiques d’home-ratoli

Es una técnica que s’ha fet servir des de Human Mousa
1970 per assignar gens humans als seus ~ fibroblast  tumorcell
respectius autosomes.

Human fibroblasts and
mouse tumor cells are
mixed in the presence
of polyethylene glycol,
which facilitates fusion
of their membranes,...

Consisteix en hibridar cel-lules humanes amb

cel-lules de ratoli o hamster. 1 T
. ) called heterokaryons.
Unicament els cromosomes humans es perden I

fins que la linia cel-lular s’estabilitza.

Heterokaryon

Les diferents linies cel-lulars es fan servir en conjunt
per veure quines proteines humanes s’expressen |
relacionar el resultat amb els cromosomes

humans presents. Hybrnd cell with
fused nucleus

(11 M

chromosomes are
lost in different
A B C D E cell lines.

Cell lines

Human and mouse nuclei
in some hybrid cells fuse.

Figure 7-21
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Per fer servir aguesta tecnica es requereix:

1. Poder seleccionar unicament les cel-lules hibrides.
2. ldentificar els cromosomes humans de cada linia cel-lular.
3. Ser capacos d’identificar el gen a traves del seu producte proteic.



Per fer servir aguesta tecnica es requereix:

1. Poder seleccionar unicament les cel-lules hibrides.

Per establir un panell d'hibrids somatics que porten, en conjunt, tots els cromosomes
humans, primer haurem d’haver eliminat les cél-lules de ratoli i les cel-lules humanes que
no hagen hibridat. Per a aixo s'utilitza un medi selectiu que només permet créixer les
cel-lules hibrides:

Huma I‘||-.-"|| HT"

Q,- "'. - |
-'=-=--—-——:=="'-""' —~—
- e = %
Mouse cells, H™T __ﬂ_d—r’”’f Mixture of human Colonies of HTTT
.-F’”‘#—_ - ey .-_."'%] -~ and mouse cells hytrid cells (all other
h .-"-_.,;...%-;I-"- cells fail to grow)

- Les cel-lules humanes son deficitaries en I'enzim hipoxantina guanina fosforibosiltransferasa (H).
- Les cel-lules de ratoli son deficitaries en I'enzim timidina kinasa (T").



Per fer servir aguesta tecnica es requereix:

2. ldentificar els cromosomes humans de cada linia cel-lular.

La identitat dels cromosomes humans es pot determinar de diferents maneres:
- bandeig cromosomic
- analisi de marcadors especifics de cromosomes per PCR



Per fer servir aguesta tecnica es requereix:

3. Ser capacos d’identificar el gen a traves del seu producte proteic.

La identificacio de la presencia d'un gen concret en una de les linies cel-lulars hibrides
es realitza normalment mitjancant la identificacio de la proteina humana en un patro
d'isoenzims separats per electroforesi.

Per obtenir el patro d'isoenzims a partir d'un extracte cel-lular, el gel es revela amb un
substrat especific per a aquest enzim.

Linies celul-lars hibrides

Ratoli Huma 1 2 3 4 5

Isoenzim
humaen la
LCH 4

A




Exemple: d’acord amb els resultats obtinguts en la taula, assignar
el gen en questio a algun cromosoma.

Human chromosomes present

£ 2
Cell line Ge';jp“’:t““ 1 3456 7 8 910111213141516 17 18 19 20 2122 X
A m + + +
B + + + + + + + + +
C - + + + +
D + + + + +
: \:/ U : :
5 F + + + + J

Figure 7-22
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Solucio: El gen es troba en el cromosoma 4.
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