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FUNDAMENTO: Se analiza la distribucion del
genotipo A(TA),TAA asociado al sindrome
de Gilbert en la poblacién espafola.
PACIENTES Y METODO: Se han analizado 100
donantes de sangre utilizando la técnica de
la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) para analizar el nimero de repeticio-
nes del par de bases TA en el promotor del
gen de la enzima UDP-glucuronosiltransfe-
rasa (UGT-1).

ResuLTADOS: En poblacién espaiiola, la fre-
cuencia del genotipo homocigoto mutado
(717) es del 9%. El 51% de los individuos
analizados resultaron heterocigotos (6/7).
ConcLuslonEs: El porcentaje de alelos muta-
dos detectados en la poblacién analizada,
similar al hallado en otras poblaciones cau-
casicas, plantea la inclusion del analisis
genotipico del gen UGT-1 en el protocolo
diagnéstico de hiperbilirrubinemias no con-
jugadas, cronicas, de intensidad moderada,
en ausencia de hemélisis y de enfermedad
hepatica.
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Variability in the UGT-1 gene
promoter and Gilbert’'s syndrome

BackGRoUND: We have examined the varia-
tion in the promoter region in the gene en-
coding UGT-1, associated with Gilbert’s
syndrome, in Spanish population.

PATIENTS AND METHOD: Blood DNA was obtai-
ned from 100 blood donors. Polymerase
chain reaction (PCR) was used to examine
the A(TA)nTAA motif in the promoter region
of the UGT-1 gene.

ResuLTs: The frequency of the abnormal 7/7
genotype in Spanish population was 9%.
The heterozygous 6/7 genotype was identi-
fied in 51% of the subjects.

Concusions: The frequency of the abnormal
allele, similar in different caucasian popu-
lations, raise the question whether it would
be worthwhile and cost-effective to introdu-
ce molecular screening for Gilbert’s syndro-
me in the study of mild, chronic unconju-
gated hyperbilirubinemia, in the absence of
haemolysis or evidence of hepatic injury.
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El sindrome de Gilbert se caracteriza por
la presencia de una hiperbilirrubinemia
no conjugada, en ausencia de alteracién
hepéatica o hemdlisis'. En el metabolismo
de la conjugacion de la bilirrubina, la en-
zima UGT-1 (UDP-glucuronosiltransfe-
rasa) EC2.4.1.17 tiene un papel funda-
mental y existe una relacion entre la
actividad de dicha enzima y las concen-
traciones de bilirrubina®.

La localizacion del gen que codifica para
la enzima UGT-1 en el brazo largo del
cromosoma 2 (2q 37) y su posterior iden-
tificacion ha permitido analizar la relacion
entre las mutaciones en el gen UGT-1y
su expresion fenotipica, que causa el sin-
drome de Gilbert.

Aunque se han identificado distintos tipos
de mutaciones en las regiones codifican-
tes del gen, en la mayoria de los pacien-
tes con sindrome de Gilbert se ha docu-
mentado la existencia de variantes en el
promotor de dicho gen. La caja «TATA»
del promotor del gen UGT-1 tiene la es-
tructura [A(TA),TAAI, mientras que en los
individuos con sindrome de Gilbert, existe
un par de bases adicionales, por tanto
presentan 7 repeticiones TA [A(TA),TAA]
en lugar de las 6 habituales. La presencia
de este par de bases adicionales produce
una reduccion de la actividad enzimatica
de la UGT-1, disminuyendo su capacidad
de glucuronizacién hasta un 30%°.

El objetivo de este trabajo ha sido analizar
la distribucién del genotipo A(TA),TAA en
la poblacién espafiola y valorar la utilidad
de este estudio molecular en el diagnosti-
co de las hiperbilirrubinemias indirectas.

Pacientes y método

Se han analizado las muestras de ADN genémico de
100 donantes voluntarios de sangre, provenientes del
Banco de Sangre de nuestro centro. EI ADN se obtu-
vo a partir de los leucocitos de la sangre periférica
por procedimientos convencionales. EI ADN de cada
paciente fue utilizado para amplificar mediante reac-
cion en cadena de la polimerasa (PCR) la region del
promotor del gen de la UGT-1A que flanquea la caja
TATA donde se encuentra el polimorfismo (GenBank
M84125), utilizando los cebadores descritos por Mo-
naghan et al* que amplifican una regién de 98 pares
de bases correspondiente a un alelo (A[TAI,TAA)
y de 100 pares de bases correspondiente a un alelo
(A[TAL TAA).

La amplificacion se realizé en un volumen final de 50
ul que contenfan 1,5 mmol/l de Cl,Mg, 0,2 mmol/l de
dNTP’s, cebadores a 10 pmol, tampén x10y 5 U de
Taq polimerasa en un termociclador MINICYCLER™
(MJ Research, Inc., 590 Lincoln Street, Waltham,
MA, 02451, EE.UU.) con las siguientes condiciones:
desnaturalizacién a 95 °C durante 5 min seguida de
30ciclosa95°Cde30s,a58°Cded40sya72°C
de 40 s, con una extension final a 72 °C durante
2 min. Los productos de PCR se separaron mediante
una electroforesis en un gel de poliacrilamida al 12%
(38:2 acrilamida: bisacrilamida) en tampoén Tris-Bo-
rato-EDTA (TBE).

La identificacion definitiva de los distintos patrones
electroforéticos obtenidos se efectué mediante se-
cuenciacion automética.

Resultados

En la figura 1 se expone el patrén de se-
paracion electroforética de los distintos
alelos de la regién promotora del gen
UGT-1. Los resultados obtenidos en la
poblacion estudiada se resumen en la ta-
bla 1. De los 100 sujetos analizados, 9
(9%) resultaron homocigotos para el alelo
A(TA),TAA mutado (7/7). Un 51% resulté
ser heterocigoto (6/7), mientras que el
40% restante present6 los 2 alelos nor-
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Fig. 1. Separacion en gel de poliacrilamida de los fragmentos de ADN de 98 pares de bases (alelo con 6 repe-
ticiones TA) y de 100 pares de bases (alelo con 7 repeticiones TA). En la parte superior se indican los genoti-
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males A(TA);TAA (6/6). En la tabla 1 se
exponen, ademas, las frecuencias halla-
das en otras poblaciones caucasicas ana-
lizadas.

Discusion

Ante un paciente con episodios de hiper-
bilirrubinemia indirecta, habitualmente se
efectla el diagnéstico de sindrome de
Gilbert después de excluir la existencia
de una hepatopatia o de un sindrome he-
molitico. A menudo se somete al pacien-
te a pruebas de estimulacion, como el
test del ayuno prolongado, que incre-
mentan la produccion de bilirrubina. Es-
tas pruebas, ademas de ser incomodas
para el paciente, son poco especificas.
Por otra parte, los individuos con sindro-
me de Gilbert presentan unos valores de
bilirrubina variables, incluso dentro de la
normalidad tedrica, y que se incrementan
por diferentes factores, como ejercicio fi-
sico, ayuno, estrés, enfermedad, mens-
truacion, etc.l.

Distintas mutaciones en el gen UGT-1 se
han asociado a los sindromes heredita-
rios de hiperbilirrubinemia no conjugada:
los sindromes de Crigler-Najjar y de Gil-
bert®. La forma mas moderada de sindro-
me de Gilbert tiene un patrén de heren-
cia autosémica recesiva y esta asociado a
la insercion del dinucleétido TA en el pro-
motor del gen UGT-I°. Asi, aunque en el
contexto clinico la clasificacion de los sin-
dromes de Crigler-Najjar y Gilbert mantie-
ne su utilidad, desde el punto de vista
genético ambos sindromes representan
los 2 extremos de una alteracion que
afecta al mismo locus.

El estudio genotipico de la regidon promo-
tora del gen UGT-1 facilita la identifica-
cion de individuos con variantes alélicas
asociadas a hiperbilirrubinemias no con-
jugadas y confirma el diagnéstico de sin-
drome de Gilbert que en la actualidad se
realiza por exclusion de otros procesos
patolégicos.

El estudio genotipico del gen UGT-1 en
pacientes con un proceso hemolitico (ta-

TABLA'1

Genotipo del gen UGT-1 en distintas
poblaciones

Poblacién
Genotipo | Espafia EE.UU.? | Holanda® | Escocia®
n (%) n (%) n (%) n (%)
6/6 40 (40) |24 (33,8)|19(34,5)| -(40)
6/7 51 (51) [39(54,9)[28(50,9) | —(48)
717 9(9) 8(11,2)| 8(14,5)| -(12)
Total 100 71 55 -

2Beutler E et al'’. PBosma PJ et al®. °“Monaghan G et al*.

lasemias, déficit de G6PD, esferocitosis,
etc.) ha demostrado que el estado homo-
cigoto para el alelo de 7 repeticiones
puede explicar la gran variabilidad de las
concentraciones de bilirrubina que pre-
sentan estos enfermos®®. Monaghan et
al°, tras el estudio del promotor del gen
UGT-1 en recién nacidos, han demostra-
do una asociacién entre una icteria neo-
natal prolongada y la presencia del geno-
tipo 7/7.

En un interesante estudio, Beutler et al'©
analizan la distribucion del nimero de re-
peticiones TA en tres poblaciones: euro-
pea, asiatica y africana. Aunque la fre-
cuencia mas elevada del alelo (TA),
(0,426) aparece en individuos de origen
africano, en la poblacién caucéasica es
también considerable (0,387), mientras
que resulta significativamente méas baja
en asiaticos (0,160). Estos autores atribu-
yen al numero de repeticiones TA la ca-
pacidad de ajustar la bilirrubina sérica a
unas concentraciones suficientemente
elevadas para que aquella proteja contra
el dafio oxidativo sin provocar quernictero
en el recién nacido.

Los valores obtenidos en este estudio
para cada uno de los genotipos son simi-
lares a los de otros estudios realizados en
la poblacion caucasica (tabla 1): apro-
ximadamente un 10% de sujetos son
homocigotos mutados (7/7) y un 50%
son portadores heterocigos de un alelo
de 7 repeticiones. Estos resultados nos
permiten plantear la idoneidad del escru-

tinio molecular para el sindrome de Gil-
bert como una prueba adicional, tanto en
el protocolo diagndéstico de hiperbilirrubi-
nemias no conjugadas, cronicas, de in-
tensidad moderada, en ausencia de en-
fermedad hepética en el adulto, como en
recién nacidos con ictericia neonatal pro-
longada.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Chowdhury JR, Wolkoff AW, Chowdhury NR,
Arias IM. Hereditary jaundice and disorders of
bilirubin metabolism. En: Sriver CR, Beaudet AL,
Sly WS, Valle D, editores. The metabolic and
molecular basis of inherited diseases. Nueva
York: McGraw-Hill, 1995; 2161-2208

2. Bosma PJ, Seppen J, Goldhoorn B. Bilirubin
UDP-glucuronosyltransferase 1 is the only rele-
vant bilirubin glucuronidating isoform in man. J
Biol Chem 1994; 269: 17960-17964.

3. Bosma PJ, Chowdhury JR, Bakker C, Gantla S,
de Boer A, Oostra B et al. The genetic basis of
the reduced expression of bilirubin UDP- glucu-
ronosyltransferase 1 in Gilbert’s syndrome. N
Engl J Med 1995; 333: 1171-1175.

4. Monaghan G, Ryan M, Seddon R, Hume R, Bur-
chell B. Genetic variation in bilirubin UDP-gluco-
ronosyltransferase gen promoter and Gilbert’s
syndrome. Lancet 1996; 347: 578-581.

5. Sampietro M, lolascon A. Molecular pathology of
Crigler-Najjar type | and Il and Gilbert’s Syndro-
me. Haematologica 1999; 84: 150-157.

6. Galanello R, Cipollina MD, Dessi C, Giagu N, Lai
E, Cao A. Co-inherited Gilbert’s syndrome: a fac-
tor determining hyperbilirubinemia in homozy-
gous beta-thalassaemia. Haematologica 1999;
84: 103-105.

7. Sampietro M, Lupica L, Perrero L, Comino A,
Martinez F, Cappellini D et al. The expression of
uridine  diphosphate  glucoronosyltransferase
gene is a major determinant of bilirrubin level in
heterozygous B-thalassaemia and in glucose-6-
phosphate dehydrogenese deficiency. Br J Hae-
matol 1997; 99: 437-439.

8. Miraglia del Giudice E, Perrotta S, Nobili B,
Specchia C, d’'Urzo G, lolascon A. Coinheritance
of Gilbert Syndrome increases the risk for deve-
loping gallstones in patients with hereditary sp-
herocytosis. Blood 1999; 94: 2259-2262.

9. Monaghan G, MclLellan A, McGeehan A, Li Volti
S, Mollica F, Salemi | et al. Gilbert’s syndrome is
a contributory factor in prolonged uncongugated
hyperbilirubinemia of the newborn. J Pediatr
1999; 134: 441-446.

10. Beutler E, Gelbart T, Demina A. Racial variability
in the UDP-glucuronosyltransferase 1 (UGT-
1A1) promoter: a balanced polymorphism for re-
gulation of bilirubin metabolism? Proc Natl Acad
Sci USA 1998; 95: 8170-8174.

541



