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Els sotasignats,

Dr. Jordi Agusti Ballester, investigador ICREA i professor del
Departament d’Historia i Historia de I’Art de la Universitat Rovira i
Virgili, i

el Dr. Jordi Clarimén Echavarria, cap de la Unitat de Genetica de
Malalties Neurodegeneratives de I'Institut de Recerca de I'Hospital
de la Santa Creu i Sant Pau de Barcelona,

fem constar

que el present treball, amb titol «Factors de risc genétics
implicats en el deteriorament cognitiu en malalties
neurodegeneratives», que presenta Nuria Setd Salvia per optar al
grau de doctora per la Universitat Rovira i Virgili, ha estat realitzat
sota la nostra direccid, i que tots els resultats obtinguts son fruit
dels experiments duts a terme per I'esmentada doctoranda.

| perqué se’n prengui coneixement i tingui els efectes que
correspongui, signem aquesta certificacio.

Dr. Jordi Agusti Ballester Dr. Jordi Clarimoén Echavarria

Tarragona, 29 de maigde 2012
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Llista d’abreviacions

A continuacid es llisten algunes de les abreviacions del treball per

fer més entenedora la comprehensio del treball

ACMSD
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ADNmt
ApoE
APP
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ATP13A2
AB
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CALHM1
CCDC62/HIP1R
CDCP2
CLw
CMA
CoOMT
DCLw
DFT
DFTP17
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EIF2B3
FBXO7
GAK

GBA
GBAP
GluR2
GSH

GWAs
HIVEP3
HLA_DRBS
LRRK2
MAPT
MCCC1/LAMP3

MCR1
MG

MPD
MPTP

Aminocarboximuconat semialdehid decarboxilassa
Autosomica dominant

Acid desoxiribonucleic del mitocondri
Apolipoproteina E

Proteina precursora d’amiloide

Autosomica recessiva

Atrofia del sistema multiple

Probable transpor cationic ATPasa 13A2

Péptid B-amiloide

Antigen 1 de cél-lula estromal de medul-la Ossia
Gen modulador de 'homeostasi del calci 1

Domini coiled-coil 62/ interaccié lligada a proteina 1
Domini CUB que conté proteina 2

Cossos de Lewy

Autofagia mediada per xaperones
Catecol-O-metiltransferassa
Demeéncia amb cossos de Lewy
Demencia Frontotemporal
Demencia frontotemporal
cromosoma 17

Bloc de desequilibri de lligament

Distonia recessiva lligada al cromosoma X

Factor d'iniciacié de traduccio elF2B subunitat gamma
F-box proteina 7

Ciclina G associada a kinassa

B-Glucocerebrosidasa

Pseudogen de GBA

Receptor 2 de glutamat

Glutatio

Estudis d’associacio de genoma sencer

Virus d'inmunodeficiéncia tipus | unit a proteina 3mma
Complex de major histocompatibilitat classe Il, DR beta 1
Leucina d'alta repeticio Kinassa 2

Microtubuls associats a la proteina TAU

amb parkinsonisme lligada

al

Metilcrotonoil-CoA carboxilasa 1 (alfa) / lisosoma assoicat a

proteina 3 de membrana

Melanocortin 1 receptor (alfa-melanocid simulador d'hormona

recpetora)

Malaltia de Gaucher

Malaltia de Parkinson amb demencia
1-metil-4-fenil 1.2,3,6-tetrahidropirina
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Omi/HtrA2 HtrA serina peptidasa 2

PCR Reaccid en Cadena de la Polimerassa
PET Tomografia per emissid de positrons
PINK1 PTEN-induida implicada kinasa 1
PRKN Gen que codifica per la proteina Parkin
PSP Paralisi suprenuclear progressiva
RAB7L1 RAB7 (RAS oncogen tipus familia 1)
SKR Sindrome de Kufor-Rakeb

SLC41A1 Solut portador familiar 41, membre 1
SNP polimorfisme simples d’un nucleotid
STK39 Serina Treonina kinassa 39

SYT11 Sinaptotagmina XI

TH Tirosina hidroxilasa

UCHL-1 Ubiqiitina C-terminal hidrolasa L-1
uspP24 Especifica ubiqlitina pepridasa 24
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s Presentacio del treball de manera resumida,
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Presentacid

Els canvis evolutius en I'espécie humana, i en concret en la
morfologia, estructura i funcid del cervell, han permeées que els
humans hagin desenvolupat una capacitat d’aprenentatge i
memoria sense precedents. Les capacitats propies dels éssers
humans, com el llenguatge, la tecnologia litica, la transmissid
cultural i socialitzacié, els coneixements adquirits o Ila
transformacié de I’entorn han estat fruit de I'Us del cervell, el qual
ha seguit una trajectoria evolutiva diferenciada de la resta
d’animals.

En un marc multidisciplinari de [I'evolucié humana,
I'arqueologia, la genetica i la medicina sén disciplines que
convergeixen en la recerca cientifica de I'evolucid cerebral. Les
noves tecnologies contribueixen a un coneixement emergent en la
comunitat cientifica, i cada cop més assolint dimensions
excepcionals en la seqlienciaci6 genomica. Un exemple n’és
I’estudi de la deficiencia en la parla, on el gen FOXP2 s’ha analitzat
en pacients amb dificultats de comunicacio lingtistica i ha ajudat a
comprendre, una mica més, I'evolucié del llenguatge en la nostra
especie.

Per entendre els canvis que s’han produit en el cervell
huma durant l'evolucio, aquest treball dona un enfocament
partint de l'evolucid del cervell fins a la vulnerabilitat a patir
malalties neurodegeneratives que afecten, principalment, la
capacitat de memoria. L'objectiu d’aquest treball ha estat aportar
coneixements en la capacitat cognitiva humana, concretament en
la cerca de factors de risc genétics implicats en processos de
deteriorament cognitiu i pérdua de memoria. Els dos gens d’estudi
en aquest treball sén el gen de microtubols associats a proteina
TAU (MAPT) i el gen de la B-glucocerebrosidasa (GBA). Existeixen
nombrosos estudis que associen el gen MAPT amb la formacio de
xarxes neuronals i memoria. D’altra banda, el gen GBA esta
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Presentacio

associat a la malaltia de Gaucher, desordre lipidic que afecta
puntualment el deteriorament cognitiu.

Per dur a terme el treball, inicialment es van recollir
mostres de pacients acuradament diagnosticats en malalties
neurodegeneratives amb pérdua de capacitat cognitiva a I’'Hospital
de la Santa Creu i Sant Pau de Barcelona, I'Hospital de Vic i el Banc
de Teixits de I'Hospital Clinic de Barcelona. També es van recollir
mostres d’individus sans per realitzar I'estudi. De cada mostra es
va dur a terme l'extraccié del material genetic a partir de sang
periférica i teixit cerebral en un procediment de protocol
actualment descrit. Les mostres van ser processades per reaccio
en cadena de la polimerasa (PCR), en diferents cicles i
temperatures (en funcié de cada part experimental). Els resultats
van ser analitzats bioinformaticament amb diferents programaris.
Per tal d’enriquir evolutivament aquest estudi, s’ha completat
I’analisi de les variants del gen MAPT en hominids ancestrals
(Homo neanderthalensis i hominid de Denisova) i grans simis
mitjancant bases de dades disponibles a Internet.

Les analisis dels gens MAPT i GBA donen com a resultat
gue existeixen variacions genetiques significatives entre pacients
amb malalties neurodegeneratives amb demencia respecte a
individus sans. Els resultats també mostren que les variacions en
aquests dos gens impliquen un augment del risc de demeéncia en
pacients portadors de mutacions respecte al grup control. En
I'ambit evolutiu, la comparacié de la seqiéncia d’ADN del gen
MAPT entre humans anatomicament moderns, neandertals,
hominid de Denisova i grans simis ha aportat diferencies en la
seqliencia gendmica Uniques entre els tres hominids.

Els avencos tecnologics, com la seqlienciacié nuclear d’ADN
en diferents especies d’hominids, podran esclarir en un futur
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Presentacid

glestions cognitives referents als nostres avantpassats. Sera
glestié de temps i de I'aparicid de noves restes arqueologiques,
com als jaciments de la serra d’Atapuerca, en qué les mostres
d’Homo heidelbergensis o d’Homo antecessor també podran
donar informacié a nivell cognitiu. Tot i que els nostres resultats
referents a neandertals i Denisova encara sén preliminars, aquest
treball obre les portes a completar les caracteristiques dels
hominids del passat. Es podran relacionar no només les condicions
ambientals, socials, tecnologiques i culturals, sind també els canvis
genetics i les capacitats cognitives d’aquests hominids. Una petita
aportacié a la reconstruccié evolutiva de la nostra especie que
estudia el coneixement des de la seva mateixa naturalesa.
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INTRODUCCIO

[ A |

Part . Evolucio i cervell

El treball que es presenta a continuacido s’ha
contextualitzat en dos apartats. En el primer s’analitzen
els canvis que han tingut lloc en el cervell durant milions
d’anys d’evolucié (morfoldgics, moleculars i cel-lulars).
Aquests canvis han estat determinants en I'adquisicio de
les capacitats cognitives durant el llinatge huma que,
juntament amb les condicions ambientals que van tenir
lloc a finals del pliocé i durant el pleistocé, han potenciat

el seu desenvolupament
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Part I. Evolucid i cervell Introduccio

1.1. EvoLuciO | NOVES ESPECIES EN EL LLINATGE HUMA

L'estudi evolutiu en el llinatge huma continua aportant
restes fossils, fet que evidencia el desenvolupament de I'especie
humana. Un exemple és el cas descobert recentment d’un
hominid a la Sibéria. Les restes trobades a la cova de Denisova,
una falange I'any 2008 i un molar I'any 2010, han posat de
manifest el que podria ser una nova espéecie d’hominid: I’"hominid
de Denisova (Reich et al., 2010). En referéncia al material geneétic
d’aquest hominid, com també és el cas dels neandertals (Green et
al., 2010), ’ADN nuclear ha estat seqilienciat. Els estudis genétics
entre aquestes dues espécies indiquen que I’"hominid de Denisova
hauria divergit dels neandertals fa aproximadament 640.000 anys
(Reich et al., 2010) i el flux geneétic s’estima que procedeix dels
ancestres australians, de Nova Guinea i de Mamanwa.
Actualment, els cientifics estudien les possibles migracions
d’aquest hominid arreu dels continents (Rasmussen et al., 2011;
Reich et al., 2011).

Durant el procés evolutiu de |'especie humana s’han
produit nombrosos canvis (anatomics i moleculars) que han
caracteritzat la nostra espécie com la més evolucionada en I'ambit
cognitiu. A continuacid, es pretén contextualitzar els principals
canvis que han tingut lloc en el cervell huma.

1.2. ELCERVELL

El cervell és un organ molt complex, responsable de
coordinar el sistema nervids central i esta dotat, aproximadament,
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de cent mil milions de neurones en edat adulta. Les neurones
estan unides per connexions sinaptiques (axons) i transporten els
senyals dictats des del cervell a qualsevol part de I'organisme. El
cervell és lI'organ que s’encarrega de coordinar les funcions
sensorials, motores, vegetatives i cognitives d’un individu al llarg
de la seva vida. El cervell, com tot organ, és el resultat de milions
d’anys d’evolucid, juntament amb la influéncia de I’entorn (vegeu
figura 1). El conjunt de les funcions que han estat adquirides en el
present també parlen del passat, és a dir, el cervell esta constituit
per un conjunt de caracters ancestres i derivats. Ambdds tipus de
caracters reflecteixen les aportacions dels diferents entorns en
gueé els avantpassats van viure i evolucionar, i mostra les
capacitats de supervivencia i reproduccié de I'especie. Molts dels
canvis que ha sofert I'espécie humana, i concretament el cervell,
han fet possible I'adaptacié de I'entorn, generalment hostil, i han
contribuit en la seleccié natural de I'especie.

Cortex sensorial

Area motora
Lobul parietal

Cirvumval-lacié angular

Lobul frontal

N
Area de Wernicke

Area de Brocea @ - Lobul occipital

—~
T Cerebel

Lobul temporal

Pont / T
/ Medul-la espinal
Bulb raquidi

FIGURA 1. Parts del cervell huma anatomicament modern. Imatge modificada

d’E. Bufill, 2010.
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1.3. CANVIS EN L’ANATOMIA CRANIAL

Un dels canvis més rellevants en I"'anatomia cranial del
llinatge huma ha estat I'increment del volum absolut, amb un
augment de 1.335 centimetres cubics (cc) en els darrers 2,5
milions d’anys (Ma) (Falk, 1986; Holloway, 1996). Aquest fet és
extraordinariament important en comparacié amb la resta
d’espécies. El volum absolut representa la totalitat del mateix,
independentment de la seva estructura i capacitat funcional.
Tanmateix, el volum cranial dependra, també, de cada genoma i
de les condicions ambientals.

La capacitat cognitiva, en canvi, s’atribueix a una
reestructuracio funcional del cervell, practicament independent
dels canvis volumetrics. La mesura en relacié amb la capacitat
cognitiva és el volum cerebral relatiu. El volum relatiu és la
diferencia del volum del cervell que no creix proporcionalment al
volum corporal. El calcul d’aquest volum s’obté per mitja de
I'index d’encefalitzacié, que permet coneixer les proporcions
al-lometriques d’aquest organ (Arsuaga i Martinez, 1998). L’estudi
de lindex d’encefalitzacié6 en primats no humans, com els
ximpanzés, ha demostrat que sdn mamifers molt encefalitzats
amb indexs lleugerament superiors a 1. Durant I'evolucid, I'index
en els australopitecs, semblants a simis bipedes, és concordant i
major al d’un ximpanzé. L'existencia de pressions selectives i
ecologiques en l'Ultim periode del pliocé i comengcament del
pleistocé va promoure canvis en I'augment del volum cerebral
respecte a l'equivalent per pes corporal (Arsuaga i Martinez,
1998). On no hi ha dubte és que l'increment més rellevant del
volum relatiu es va produir en |'evolucié del genere Homo durant
el pleistoce, periode de 2 Ma on va tenir lloc la part més important
de I'evolucié humana (Ruff et al., 1997; Allman, 1999). El valor de

11
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I'index d’encefalitzacié ha anat creixent entre els hominids durant
aquest periode, majoritariament en el pleistoce superior, fins a
assolir, per ara, el valor més alt en ’'Homo sapiens, que és quasi 3
vegades més gran que el que s’esperava corresponent al seu pes
corporal (Holloway, 1996). Nombrosos estudis relacionen aquests
canvis de volum relatiu amb habilitats conductuals i interaccio
amb I'entorn (Aboitiz, 1994; Aboitiz, 1996; Brown et al., 2004). Per
explicar aquests canvis, s’han postulat diverses teories, algunes de
les quals sén: la hipotesi del teixit car (Aiello i Wheeler, 1995), la
teoria del consum d’aliments cuits (Wrangham, 2002) juntament
amb la complexitat social (Rilling i Insel, 1999) i la teoria del
consum d’acids grassos essencials (Broadhurst et al., 1998; Braun
et al., 2010), entre d’altres. Aquestes hipotesis poden ajudar a
explicar que podia haver influit en el canvi cerebral, pero el cert és
que l'activitat funcional i neuronal en relaci6 amb la demanda
metabolica en els éssers humans ha augmentat durant I'evolucié
(Uddin et al., 2004; Uddin et al., 2008). Juntament amb les teories
mencionades, no serien descartades altres pressions selectives
gue haurien influit en la reorganitzacié del cervell. El volum
cerebral assolit en la nostra espécie ha estat més que significatiu,
perd no sempre ha augmentat. Cal tenir en compte que en els
darrers 35.000 anys el volum cerebral no sembla haver
experimentat més augments, ans al contrari: S’"ha produit una
disminucio del 10 % del volum cerebral mitja de manera paral-lela
a la disminucio corporal (Holloway, 1996; Henneberg, 1998).

En resum, els canvis anatomics del crani no serien
suficients per explicar I'increment de les capacitats cognitives
adquirides en I'esser huma al llarg de I'evolucié. No obstant aixo,
les restes vinculades a hominids, com la industria litica, demostren
de manera indirecta I'’evidéncia d’un increment cognitiu al llarg de
I’evolucié humana.

12
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ﬂqlodytss ‘ég Australopithecus Homo habilis
(400¢m?) africanus (457 cm?) (552 cm?)

1.3.1. Anatomia del cortex prefrontal durant I’evolucio humana

El desenvolupament de la zona frontal del cortex (cortex
prefrontal o neocortex) és la part més recent i, per tant, de nova
evolucid en el cervell huma (figura 2). El cortex és la zona del
cervell que cobreix els dos hemisferis i forma part del sistema
limbic. Esta dotat de sis capes, i la primera és la més externa. El
paper actiu del cortex promou una connectivitat que és
fonamental per al bon funcionament de la memoria, i durant
I’evolucié aquesta part ha augmentat considerablement en els
primats.

Homo erectus
(1016 cm?)

Homo neanderthalensis Homo sapiens
(1512cm?) (1355 cm?)

FIGURA 2. Evolucié anatomica del cortex prefrontal en el llinatge huma. Figura
modificada de I'adaptacié de http://www.scientific-
art.com/portfolio%20palaeontology%20pages/skulls.htm i amb les dades del
treball de SB. Carroll, 2003.

Les connexions neuronals d’aquesta area cerebral tenen
relaci6 amb la percepcid sensorial, el raonament i pensament
conscient, les ordres motores i el llenguatge. Els grans simis i els
humans comparteixen part de la morfologia de les arees
neocorticals, tot i existir canvis volumeétrics i funcionals. Els éssers
humans tenen major volum de substancia blanca en el neocortex
prefrontal que la resta de primats, pero, en canvi, altres parts,
com el bulb olfactori, han disminuit. El neocortex també intervé en
moltes funcions complexes d’actes voluntaris. L'augment del
volum i la complexitat que ha adquirit aquesta zona hauria permés

13
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que l'ésser huma disposés d’'una major flexibilitat i control
operatiu que la resta dels primats (Striedter, 2005). Tanmateix, el
neocortex huma ha incrementat el nimero de connexions directes
a les neurones motores, encarregades del moviment mandibular,
els musculs de la cara, la llengua i les cordes vocals. S’ha produit,
també, un major augment de les circumval-lacions en les arees
d’associacid, cosa que ha implicat un increment del volum i de la
substancia blanca en relacido amb la gris (Rilling i Insel, 1999). Els
[obuls frontals, encarregats de les funcions d’intencié i execucid,
s’haurien expandit durant I'evolucié (Semendeferi et al., 2002). Cal
tenir en compte que el neocortex és una part del cervell que
curiosament madura més tard en els éssers humans, és a dir, que
existeixen modificacions en les connexions un cop l'individu ja ha
nascut (Nieuwenhuys, 1999).

1.4. CANVIS CEL'LULARS NEURONALS

Els canvis cel-lulars en neurones també han estat
significatius en I'espécie humana. Un exemple sén les neurones
mirall o especulars (Gallese et al., 1996). Aquestes neurones estan
relacionades amb el procés d’imitaci6 en accions d’altres
individus, comprensié de la conducta, observacié de I'expressio,
estat emocional i empatia. D’altra banda, les céel-lules fusiformes o
de Von Ecénomo, amb una concentracié major en humans que en
la resta de primats, tenen com a funcié el desenvolupament i la
resposta adaptativa en condicions canviants (Allman, 1999; Allman
et al., 2002). En els éssers humans, aquestes cél-lules no apareixen
fins després del naixement i maduren lentament fins a la seva
aparicio, aproximadament als 4 anys de vida (Seeley et al., 2006).
Les céel-lules fusiformes mantenen una relacid directa amb la

14
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grandaria cerebral i també mostren susceptibilitat a diversos
factors ambientals. Un altre tipus de cel-lules que ha variat durant
I’evolucid sén les neurones piramidals humanes, especialment les
gue pertanyen al lobul prefrontal, les quals presenten un major
nombre d’espines dendritiques respecte als primats no humans
(Elston et al., 2001), i en les arees cerebrals relacionades amb
funcions cognitives complexes presenten major neuroplasticitat
(Mesulam, 1999).

La neurogenesi, procés de formacié de noves neurones, no
només succeeix en els primers anys de vida, siné també durant la
vida adulta (Gould et al., 1999). Alguns dels aspectes rellevants del
cervell huma respecte als ximpanzés son les arees d’associacio, les
quals presenten una falta de maduresa (Braak i Braak, 1996;
Arendt et al., 1998; Braak et al., 2006). D’altra banda, s’ha suggerit
que hi ha zones del cervell huma que es mantindrien immadures al
llarg de tota la vida de l'individu. Per exemple, la mielinitzacié no
es completaria en tots els axons de determinades parts del cervell
(Braak et al., 2006).

1.5. CANVIS EN L’EXPRESSIO GENICA

S’han descrit nombrosos gens cerebrals que han
augmentat el nivell d’expressid durant I'evolucié de ['espécie
humana (Vallender et al., 2008). Els canvis en |'expressié haurien
tingut conseqiiencies funcionals importants, com la regulacio en
cis. La taxa metabolica cerebral també s’hauria vist incrementada
en l'especie humana i, en relacié amb la longevitat, podria haver
promogut adaptacions neuronals que haurien permes un
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funcionament perllongat del cervell en humans (Caceres et al.,
2003).

1.6. CANVIS RELACIONATS AMB L’APRENENTATGE | LA MEMORIA

Tots els vertebrats i molts invertebrats tenen, en diferents
graus, la capacitat d’aprenentatge (Morris, 1981; Morris, 1984;
MacDougall-Shackleton i Hulse, 1996; Matsuzawa, 2009). D’entre
ells, I'ésser huma és l'espécie que ha adquirit més avantatge i
complexitat. Es podria dir que I'aprenentatge és el canvi
relativament permanent de la conducta d’'un organisme com a
resultat d’'una experiencia. Aquest procés en un individu té lloc
gracies a les sinapsis. L'aprenentatge social és el responsable de la
transmissid d’habilitats i d’informacié adquirida, i generalment és
per imitacid. El fet de repetir un procediment reforca les
connexions sinaptiques involucrades en el procés, fent que cada
cop sigui més facil realitzar un tasca duta a terme anteriorment.
Durant I'aprenentatge és necessaria la consciéncia, és a dir, es
requereix una repeticido conscient d’'un procés, i en aquest punt
intervé la memoria. La memoria, en canvi, és el mecanisme que
utilitza el cervell per recuperar informacié processada d’una
experiéncia passada quan és necessari. El paper de la memoria ha
tingut una importantissima transcendéncia en el llinatge huma,
processant les diferents capacitats adquirides i combinant-les al
mateix temps quan eren requerides. La memoria és molt
complexa i té diferents processos d’emmagatzematge. A grans
trets, existeixen tres tipus de memoria: la memoria sensorial, la
memoria a curt termini i la memoria a llarg termini, on els
mecanismes de codificacié de la informacié i d’emmagatzematge
operen de maneres diferents en el cervell. Tant la memoria a curt
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termini com, sobretot, la memoria a llarg termini, requereixen
canvis en I'expressi6 genica per tal d’incrementar noves
connexions sinaptiques (Miniacci et al., 2008). Durant el
desenvolupament cerebral, les espines presenten més o menys
plasticitat en funcié de I'experiencia. Un exemple és I'estudi que
demostra que les espines dendritiques apareixen com a resposta a
un excés d’estimul en ratolins (Yankova et al., 2001; Knott et al.,
2002). Els processos estructurals, normalment associats amb el
desenvolupament cerebral com la sinaptogenesi, se segueixen
generant en el cervell dels mamifers adults (Holtmaat et al., 2005;
Kozorovitskiy et al., 2005). El procés d’aprenentatge indueix a la
remodelacid dels circuits, i produeix una major connectivitat amb
I'aparicié de noves unitats funcionals, com les conversions de
sinapsis actives (Bruel-Jungerman et al., 2007). No obstant aixo,
encara queden pendents moltes qlestions relacionades amb el
procés metabolic que té lloc en el cervell, i s’"han exposat diverses
teories sobre el mecanisme del creixement neuronal. En estat
prenatal, es podria descriure com una hipermorfosi, és a dir, una
extensid filetica de desenvolupament més enlla de ['estat
ancestral (Vrba, 1996). Durant el periode de la infancia i amb un
periode de formaci®é neuronal més lent, el cervell es
desenvoluparia en una atmosfera més rica de coneixements
(Childs, 1999), tot i que altres investigadors suggereixen que
aquest fet és fruit de la infantesa i no un proposit en si mateix
(Bogin, 1997). D’altra banda, estudis recents postulen una altra
teoria. La retencidé de les caracteristiques originalment juvenils
s’hauria perllongat en el cervell de I'esser huma adult, ja sigui per
causes genetiques i/o ambientals, allargant, aixi, el procés
d’aprenentatge (Arendt, 2001; Bufill et al., 2011). La retencié de
trets juvenils en les espines sinaptiques del cortex prefrontal de
I’ésser huma anatomicament modern ha estat estudiat i publicat
recentment (Petanjek et al., 2011). Aquest estudi déna suport a la
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teoria de la retencid de caracteristiques juvenils, concretament en
les cel-lules neuronals. La retencid afectaria un determinat
nombre de gens, els quals estarien implicats en el creixement i
desenvolupament cerebral. Lincrement de la intel-ligéncia i
longevitat durant l'evolucid podria ser una conseqiiencia de
I’adaptacié a un ninxol cognitiu que requereix un augment del
temps de desenvolupament, mantenint determinades neurones
d’arees corticals en estat immadur.

1.7. VULNERABILITAT NEURONAL

Les cel-lules neuronals requereixen un elevat metabolisme
aerobi, és a dir, un alt consum en dosis d’oxigen, ja que existeix
una activitat molt elevada en el cervell i les cel-lules neuronals no
disposen de mecanismes per retenir-lo. En I'estudi de cel-lules
neuronals durant I'evolucio, I'increment d’oxigen hauria tingut lloc
en les neurones que manifesten caracteristiques juvenils en I'edat
adulta, amb una elevada activitat sinaptica i plasticitat. No obstant
aix0, l'increment del metabolisme aerobi es podria relacionar amb
I'augment de la produccié de radicals lliures relacionats amb
I'estres oxidatiu i vinculat amb I'edat. L'increment dels radicals
lliures és un dels factors descrits en el desenvolupament de
malalties neurodegeneratives (Zawia et al., 2009). Els canvis
evolutius en relaci6 amb el metabolisme i la neuroplasticitat
cerebral humana podrien haver facilitat I'aparicié de malalties
neurodegeneratives, juntament amb un increment de la longevitat
humana (Forero et al., 2006).
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En els darrers anys, els estudis relacionats amb la disfuncio
cerebral han crescut exponencialment. El motiu es deu a 'aparicié
creixent de malalties neurodegeneratives que afecten un alt
percentatge de la poblacid, sobretot els individus majors de 65
anys. Tot i que avui en dia encara no se’n coneix la cura,
I'increment de I'esperanga de vida és més alta, 80 anys segons
estudis del CSIC publicats I’'any 2010 (Informe I+D+i CSIC, 2010), i
alhora esta sent un factor clau en el desenvolupament d’aquestes
malalties (Martinez-Lage i Robles Bayén, 2000). No obstant aixo,
cal tenir present que el cervell presenta diferents caracteristiques
guan es tracta d’envelliment o de malaltia neurodegenerativa. Tot i
gue ambdues condicions semblen anar de la ma, hi hauria
mecanismes que afectarien de manera diferent determinades
zones cerebrals.

2.1. DIFERENCIES ENTRE ENVELLIMENT | PATOLOGIA

El cervell es pot veure deteriorat per moltes causes, pero la
principal és la vellesa. L’envelliment es caracteritza per la péerdua
progressiva de les funcions assolides en edat adulta, i és dificil
determinar quan comenga aquest procés que, tot i ser natural,
comporta vulnerabilitat a patir malalties. Des del punt de vista de
la conducta, I'envelliment es caracteritza per la perdua de Ia
capacitat cognitiva, sensorial i motora (Jolles, 1986). Els canvis que
tenen lloc en el cervell durant aquest procés sén heterogenis, és a
dir, variacions en multiples factors (quimics i estructurals) que es
comencen a manifestar a partir dels 50-60 anys, i adquireixen una
major rellevancia a partir dels 70 anys. El perquée d’aquests canvis
es basa en el funcionament de l|‘organisme que cada cop
disminueix la divisi6 i regeneracido cel-lular, com també
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s'incrementa la taxa d’error en la reparacié del material genetic.
L’envelliment també depén d’altres factors, com I'estat del sistema
immunologic i endocri, el tipus d’alimentacid6 que ha tingut
I'individu o I'estres que hagi sofert.

En I'ambit macroscopic, les variacions en el cervell més
comunes durant la vellesa sén la disminucié del volum del cervell i
el decreixement del consum de glucosa. També hi ha una
disminucio en la fluidesa de les membranes dels sinaptosomes
(petites vesicules neuronals implicades en I'emmagatzematge i
I'alliberacié de neurotransmissors) i canvis en la composicié lipidica
de la mielina que redueix i ailla els axons, que afecten la velocitat
dels impulsos eléctrics. En I'ambit cel-lular, també existeixen
canvis, com en les cél-lules de glia i en els vasos sanguinis,
incrementant el risc de malalties cardiovasculars. Molecularment,
s’ha observat que a partir dels 40 anys existeix una reduccié
considerable de I'expressié de gens expressats en el cortex
relacionats amb la plasticitat sinaptica, transport i funcio
mitocondrial, pero també amb el consum metabolic (Lu et al.,
2004). Curiosament, aquesta disminucio d’expressié no sembla ser
compartida per altres primats. Existeixen diverses teories sobre
I'envelliment i com afecta aquest en I'ambit molecular. Una
d’aquestes teories recau sobre |'estrés oxidatiu. Estudis recents
suggereixen que aquest seria el causant del dany neuronal d’una
manera selectiva. Estudis en cultius neuronals demostren que el
dany per estres afecta la zona promotora dels gens que
s’expressen en aquestes arees i s'acumula durant I'envelliment (Lu
et al., 2004; Fraser et al., 2005). D’altra banda, la reserva cognitiva
també té un paper important en aquest procés. La reserva
cognitiva es defineix com la capacitat de fer un Us flexible i eficient
de la reserva cerebral disponible (Stern, 2002), i s’estima en funcid
de l'educacié rebuda de lindividu i del coeficient intel-lectual
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(Stern et al., 1992; Alexander et al, 1997). Tanmateix,
I'alfabetitzacid, el treball realitzat i la integracid social al llarg de Ia
vida també sén factors importants (Sterm et al., 1994; Fratiglioni et
al., 2000; Scarmeas et al., 2001; Wilson et al., 2002; Manly et al.,
2003; Richards i Sacker, 2003; Scarmeas et al., 2003; Staff et al.,
2004; Manly et al., 2005; Bennet, 2006). Tot i aixi, la pérdua
gradual d’aquestes aptituds durant |'envelliment acaba per
interferir en la vida quotidiana de I'individu.

El procés d’envelliment succeeix de manera progressiva i
gradual juntament amb [I'organisme. En canvi, és important
recalcar que I'aparicié de la patologia neurologica és un procés de
deteriorament motor i mental per acumulacié de danys en el teixit
cerebral. L'origen d’aquestes patologies pot esdevenir per la
vulnerabilitat originada pel mateix envelliment, pero també per
altres factors moleculars. Tot i que el deteriorament cognitiu és un
fet que va lligat amb I'edat, les malalties neurodegeneratives estan
sent cada cop més rellevants en la poblacid i, per tant, es dedica
més temps i esfor¢ al seu estudi (Buckner et al., 2005; Palop et al.,
2006). En l'actualitat, se sap que en l'escorga cerebral, les
neurones tendeixen a disminuir en el seu volum durant el procés
d’envelliment, perod no desapareixen completament, és a dir, que
hi ha una reduccié de la sinapsi (Fischbach, 1993). En canvi, en les
malalties neurodegeneratives, les connexions neuronals es
destrueixen i s’atrofien amb la pérdua de la sinapsi. La malaltia fa
gue l'individu sigui, de manera progressiva i irreversible, incapac de
realitzar tasques per si mateix, de recordar la seva identitat i
I’entorn, i afecta completament la vida de l'individu i dels que
I’envolten.
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2.1.1. Lademeéncia

La demencia es defineix com la degeneracid progressiva i
irreversible de les facultats mentals. El concepte de demeéncia es va
comengar a utilitzar fa prop de 2.000 anys, quan al segle 1 aC es va
emprar per expressar la bogeria d’individus. L'any 1672, per primer
cop, la demencia es va utilitzar de manera clinica per definir un
trastorn intel-lectual amb alteracions de la conducta. Cap als anys
vuitanta es comencga a diferenciar la deméncia com una alteracié
mental que afecta funcions neurologiques i psicologiques com la
comprensid i la memoria. En tot aquest temps, altres clinics han
anat perfeccionant el concepte de demeéncia i les seves
caracteristiques neurologiques, pero sense allunyar-se del tot de
les caracteristiques descrites en els seus inicis. Actualment, 24
milions de persones en tot el mén pateixen demeéncia (Ballard et
al., 2011). Els estudis epidemiologics situen la deméncia com una
dolenca que afecta més de I'1l1 % en les persones de més de 60
anys (World Health Report, 2003), i es preveu que I'any 2020 hi
haura més de 42 milions de persones amb demeéncia, amb un
creixement quasi duplicat I'any 2040 (Hardy, 2006).

Actualment, la malaltia neurodegenerativa amb demeéncia
més rellevant és la malaltia d’Alzheimer (MA). La incidéncia
geografica en els paisos desenvolupats posa de manifest que la
segona forma neurodegenerativa més important és la malaltia de
Parkinson (MP), desordre neurologic que, a diferencia de la
malaltia d’Alzheimer, no sempre presenta demeéncia.
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2.2. MALALTIA D’ALZHEIMER (MA)

La malaltia d’Alzheimer (MA) és el desordre
neurodegeneratiu més comu en la poblacié major de 65 anysi és la
forma de demencia més prevalent al mén. La MA actualment no té
cura i afecta, de manera progressiva, el sistema nervids, en el qual
provoca un desmillorament progressiu i irreversible.

2.2.1. Clinica de la MA

La clinica de la MA es caracteritza, principalment, per una
alteraciéo amnesica progressiva que afecta la capacitat de recordar
fets succeits recentment i dificulta I'aprenentatge de nova
informacié. Les arees cerebrals on afecta inicialment aquest
trastorn son les estructures medials del Iobul temporal i, a mesura
que la dolenga s’estén, afecta diferents zones del cervell que es
localitzen en el cortex i I'hipocamp, en qué afecta processos
cognitius com la funcié executiva, el llenguatge i les capacitats
visuoperceptives. La malaltia es caracteritza, també, per presentar
altres trastorns no cognitius, com alteracions psiquiatriques
(depressions, deliris, apatia, agressivitat, etc.) o alteracions del son,
entre d’altres.

2.2.2. Incidéncia i prevalenga de la MA

La incidéncia es defineix com la quantitat de casos de la
malaltia que apareixen en el transcurs d’un any. Les taxes
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d’incidencia no se solen veure influenciades per la longevitat de la
poblacié, perdo son més dificils d’obtenir a causa del requeriment
d’un gran nombre d’individus. La prevalenca és el nombre de casos
en la malaltia recollits en un moment determinat. En el cas de
pacients amb MA majors de 65 anys, la prevalenga varia en funcio
de la poblacié entre un 1 i un 5,8%. La prevalenca també
augmenta exponencialment amb I’edat, amb un 1 % per al rang de
65-74 anys, i aproximadament el 10 % en els majors de 85 anys.
Globalment, la prevalenga afecta més de 30 milions de persones en
tot el mdén, i es preveu que en els propers vint anys pugui
guadruplicar el seu valor.

2.2.3. Neuropatologia de la MA

En I'ambit molecular, la MA es caracteritza per I'acumulacié
d’agregats proteics, formant plaques senils i cabdells
neurofibril-lars. Les plaques senils es caracteritzen per agregats del
peptid B-amiloide (BA) (Masters et al., 1985; Miller et al., 1993), i
son el resultat del processament de la proteina precursora
d’amiloide (APP) per la B- i la Y- secretasa (Haass, 2004). Existeixen
evidencies que els monomers i oligomers de BA en determinades
concentracions podrien ser neurotoxics, i potenciar cascades
metaboliques que produirien la perdua neuronal i sinaptica (Hardy
i Selkoe, 2002; Walsh et al., 2007). Els cabdells neurofibril-lars es
caracteritzen per les acumulacions de proteina TAU
hiperfosforilada (Maccioni i Cambiazo, 1995; Selkoe, 1999) i en
pacients amb MA es manifesten en forma de neurites distrofiques
(Selkoe, 1999; Selkoe, 2001), juntament amb els diposits de BA en
neurones amb degeneracié neurofibril-lar, en neurones sense
formacio de fibril-les i en propagacions neuronals.
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Les lesions neuronals en el transcurs de la MA provoquen
anomalies en el conjunt de xarxes neuronals (figura 3) (Buckner et
al., 2005). Una de les hipotesis sobre la disfuncido neuronal en la
MA és la possible malformacié del plegament proteic en la
formacié de cabdells i plagues senils (Morales et al., 2011). No
obstant aix0, caldran més estudis per donar suport a aquesta
teoria.

Xarxa de memoria

Inactivitat £

Depbsits d'amiloide {3
Atrofia 4

Disrupcié metabolica iy

FIGURA 3. Els deposits de B-amiloide en el cervell colocalitzen amb les
xarxes funcionals implicades en la memoria. Figura modificada de Buckner,
2005.

2.2.4. MA en altres espécies animals

Els estudis neuronals d’altres espécies animals suggereixen
gue la MA podria no ser exclusivament humana. Per ara, existeixen
poqgues evidéncies que aquesta malaltia es desenvolupi en la seva
totalitat clinica en altres espécies. Un exemple és el cas d’'un
ximpanzé domestic, en el qual van identificar filaments helicoidals
de proteina TAU hiperfosforilada en el teixit cerebral del
neocortex. D’altra banda, també s’han identificat en macacos
(Poduri et al., 1994), orangutans (Gearing et al., 1997) i ximpanzés
(Gearing et al., 1994; Erwin et al., 2001; Rosen et al.,, 2008)
diverses anomalies, una de les quals son els deposits de BA pero
amb un nombre molt reduit de plaques senils. En I'estudi d’altres
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mamifers en procés d’envelliment, com els ossos, s’han identificat
alteracions en la proteina TAU i en els filaments helicoidals del
citoesquelet (Cork et al., 1988).

En animals domeéstics més petits també s’han estudiat els
canvis moleculars implicats en la MA. En el cas dels gossos amb
disfuncié cognitiva, s’han identificat deposits de BA i fosforilacié de
proteina TAU i ubiqiitina en el cortex parietal i I’hipocamp
(Gonzalez-Martinez et al., 2011; Yu et al., 2011), pero la péerdua
neuronal i la patologia cerebrovascular no esta encara
determinada (Head, 2011). Per tant, caldran més estudis que
demostrin una patologia completa de MA en altres especies.

2.2.5. Genética de la MA

En els darrers anys, s’han descrit un nombre de gens
relacionats amb la MA (Setd i Clarimdn, 2010 [vegeu annex 1]). En
casos familiars de la MA (aproximadament el 5% del total dels
pacients), s’han identificat tres gens: la presenilina 1 i 2 (PSENI,
PSEN2) i el gen de la proteina precursora d’amiloide (APP).
Respecte als casos esporadics, el principal factor de risc és la
isoforma €4 de I'apolipoproteina E (ApoE €4). Estudis d’associacié
genetica d’analisis del genoma sencer (GWAs) en malaltia
d’Alzheimer (Bertram, 2011) han identificat SNPs que tindrien un
paper important en el risc de patir la malaltia, com les variants dels
gens CLU (o APQJ), PICALM (Harold et al., 2009), MS4A4/MS4AG6E,
CD2AP, CD33, ABCA7 i EPHA1, entre d’altres (Hollingworth et al.,
2011; Naj et al., 2011).
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2.3. MALALTIA DE PARKINSON (MP)

La malaltia de Parkinson és la segona dolenca
neurodegenerativa més comuna, i afecta entre I'1 i el 2% de la
poblacié major de 65 anys. La majoria dels casos sén d’aparicid
esporadica (entre el 90 i el 95 %), mentre que els casos familiars
sén menys freqients (entre el 5 i el 10 %). La MP es caracteritza
per uns agregats intracel-lulars anomenats cossos de Lewy (CLw),
formats per la proteina a-sinucleina (Lewy, 1912), juntament amb
una degeneracié neuronal del sistema nervids central (SNC) que
comporta, entre altres efectes, la pérdua del neurotransmissor
dopamina en diferents zones del cervell, com el putamen, el locus
coeruleus, el nucli motor dorsal del nervi vague i el sistema limbic.

2.3.1. Clinica de la MP

La MP es caracteritza per tremolor en repos, rigidesa,
inestabilitat postural i bradicinesia. La bradicinésia, disminucio del
moviment, afecta tot tipus de moviment (voluntari i involuntari).
Una altra manifestacié clinica és la rigidesa muscular, definida com
una resisténcia constant en el conjunt de moviments passius, amb
molta dificultat per la relaxacié i que és present en la majoria dels
casos. El tremolor en repos es manifesta tant a les extremitats
(bracos i/o cames) com també al cap. Altres tremolors, com el
postural, d’accidé, re-emergent i ortostatic, també hi poden ser
presents. La resposta al farmac de Levodopa (L-dopa) o a agonistes
de la dopamina que ajuden a atenuar els moviments involuntaris
també és indicativa de la malaltia, ja que significa la manca del
neurotransmissor en l'organisme. La MP segueix 5 fases en el
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transcurs clinic (Hoehn i Yahr, 1967). En la primera fase, els
simptomes s’acostumen a iniciar en un costat del cos, i afecten de
manera asimetrica. En la segona fase, els simptomes ja afecten
ambdues parts. En la tercera fase, s’inicien els trastorns d’equilibri.
En la quarta, ja és necessaria I'ajuda per caminar i s’accentuen els
simptomes, i la cinquena i Ultima fase provoca la immobilitat
autonoma. En fases avancades de la malaltia, augmenten els
moviments involuntaris anormals (discinésia). A més dels
simptomes motors, també existeixen altres simptomes no motors
comuns que empitjoren encara més la qualitat de vida.
Manifestacions cliniques secundaries, com la pérdua d’autonomia,
el dolor sensorial, el deteriorament cognitiu, la demeéncia, els
simptomes neuropsiquiatrics, els trastorns de la bufeta,
I’estrenyiment cronic, la fatiga, I'ansietat, els trastorns del son, la
disminucio de la motivacid, la depressio, I'apatia i la lentitud en el
pensament també sén caracteristiques de la malaltia.

2.3.2. Incidéncia i prevalenga de la MP

L’estudi de la MP és importantissim a causa de I'increment
d’incidencia en la poblacié actual. L'augment de la longevitat en la
poblacié incrementa al mateix temps que aquesta malaltia. Gracies
als avencos tecnologics, es pot mesurar la incidéncia i els factors de
risc potencials amb un nombre elevat de pacients, i reforcar el
diagnostic amb imatges per tomografia d’emissié de positrons
(PET), tot i que el seu Us encara no és regular. Per ara, el diagnostic
de MP és principalment clinic i definitiu amb confirmacié
patologica.
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En el cas de la MP en paisos desenvolupats, la prevalenca
s’estima que és del 0,3 % de la poblacio general, i entre un 1iun 2
% en poblacié major de 65 anys. L'edat és, fins ara, el major factor
correlacionat amb la malaltia. Un estudi europeu demostra que la
prevalenca de la MP en individus d’entre 65 i 89 anys és del 0,6 al
3,5% (de Rijk et al., 2000). Els resultats indiquen, també, que
aquesta malaltia és poc freqient abans dels 50 anys (De Lau i
Breteler, 2006) i la seva aparicié augmenta després dels 60 anys
(Rajput et al., 1984; Wang et al., 1991; Mayeux et al., 1995;
Morens et al., 1996; Baldereschi et al., 2000; MacDonald et al.,
2000; Chen et al., 2001; Benito-Ledén et al., 2003; De Lau et al.,
2004). Els factors genetics i ambientals també tenen un paper
important en el desenvolupament de la malaltia, i afecten de
manera diferent segons la poblacié i I’eétnia (Mayeux et al., 1995;
Morens et al., 1996; Van Den Eeden et al., 2003). En la metanalisi
realitzada I'any 2003, en qué van participar 25 centres, es va
calcular la incidéncia de la MP (Twelves et al., 2003),i es va estimar
qgue en poblacié general hi havia de 16 a 19 nous casos per 100.000
individus a I'any. Pel que fa al sexe, la prevalenca de MP tampoc
esta clara. Alguns estudis de cervells post mortem assenyalen més
prevalenca en I’home (Mayeux et al., 1995; Morens et al., 1996;
Baldereschi et al., 2000; Van Den Eeden et al., 2003), tot i que s’ha
suggerit que hormones com els estrogens podrien tenir efecte
protector (Saunders-Pullman, 2003). D’altra banda, un estudi
realitzat 'any 2004 demostra que la incidéncia a desenvolupar la
malaltia en individus d’edats entre els 55 i els 85 anys és del 8,5 %
en homes i del 7,7 % en dones i, en el cas d’'individus d’entre 75 i
85 anys, la incidencia és del 6,8 % en homes i del 4,5 % en dones
per cada 1.000 individus a I’any. En el cas d’individus majors de 85
anys, la taxa augmenta de 12,1 % en homes i de 10,2 % en dones
(De Lau et al., 2004).
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2.3.3. Neuropatologia de la MP

Els simptomes motors de la MP es relacionen,
principalment, amb una pérdua de les vies dopaminérgiques en les
neurones del SNC, causada per una disminucié de la innervacié en
els nuclis caudat i putamen. Durant el transcurs de la malaltia, i
concretament en fases més avancades, el 50 % de les cel-lules
dopaminergiques del SNC es perden, juntament amb un 80 % de la
dopamina de I'estriat. La perdua de les cél-lules dopaminérgiques
també afecta altres sistemes de neurotransmissors, com la
disminucio de la tirosina hidroxilasa (TH) o també alteracions en el
nucli basal de Meynert, locus coeruleus, o nucli de Raphe. Els canvis
en el metabolisme de les rutes del glutamat i gabaérgiques també
son frequents en la malaltia. Per tant, la MP no és una malaltia
només de perdua de dopamina, sind que també és una malaltia
neurodegenerativa multisistemica, en que queden afectades
diverses vies neuronals i diversos neurotransmissors. El
parkinsonisme és el sindrome que inclou la combinacié de les
caracteristiques cliniques, aixi com altres malalties que també
tenen aquesta manifestacid clinica i perdua funcional en les
neurones dopaminergiques del SNC. Tot i que la forma més
comuna de parkinsonisme és la MP, també hi ha altres malalties
relacionades amb aquesta neuropatologia, com la demeéencia amb
cossos de Lewy (DCLw), la paralisi supranuclear progressiva (PSP),
la demencia frontotemporal amb parkinsonisme lligada al
cromosoma 17 (DFTP17), la forma autosomica recessiva de la
sindrome de Segawa, la distonia recessiva lligada al cromosoma X
(DYT3), I'atrofia multisistémica (ASM) o el parkinsonisme induit per
farmacs (Shy i Drager, 1960; Steele et al., 1964; Lee et al., 1976;
Langston et al., 1983; Foster et al., 1997; Hansen, 1997; Segawa,
1999; Wenning et al., 2003).
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Les lesions caracteristiques de la MP son els cossos de Lewy
(CLw), inclusions neuronals citoplasmatiques eosinofiles que
contenen agregats de proteina ubiqiitina. Aquestes inclusions
tenen forma fusiforme o filiforme de Lewy, juntament amb
inclusions neuronals en forma de cossos pal-lids (Gibb et al., 1991,
Takahashi et al., 1994). Els CLw es van descriure per primer cop
I'any 1912 per part de Fritz Heinrich Lewy (Lewy, 1912) i es troben,
normalment, en les neurones dopaminérgiques del SNC, pero
també s’han localitzat en pacients de Parkinson a I'hipotalem, al
nucli basal de Meynert, el locus coeruleus, nucli dorsal de Raphe,
nucli dorsal del nervi vague, al nucli intern medial de la medul-la
espinal, al nucli autonomic sacral i en el sistema limbic (Den Hartog
Jager i Bethlem, 1960; Ohama i lkuta, 1976; Oyanagi et al., 1990;
Braak et al., 1994; Kakita et al., 1994; Wakabayashi et al., 1995;
Wakabayashi i Takahashi, 1997). La diversitat de I'afectacio fa
pensar que la implicacié dels CLw es vincula tant en aspectes
motors com no motors de la MP.

2.3.4. Estres oxidatiu en la MP

lgual que en la MA, l'estres oxidatiu té també un paper
important en el desenvolupament de la MP. Diversos estudis
demostren la implicacié dels canvis mitocondrials en la patologia
de la malaltia (Fahn i Cohen, 1992; Schapira, 2011; Surmeier et al.,
2011). La disminucié dels nivells d’ATP en el mitocondri perjudica
els processos cel-lulars, i augmenten les especies oxigenoreactives
causants de I'estres oxidatiu. Existeixen proves d’estrés oxidatiu en
cervells post mortem de pacients amb MP, amb un alt nivell de
lipids marcadors de peroxidacid i proteines nitrades en el SNC i en
els CLw (llic et al., 1999; Agil et al., 2006). La perdua de les
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neurones en la substancia negra que té lloc en la MP s’atribueix a
un medi altament oxidant de les neurones dopaminergiques. La
falta de funcionament de la cadena respiratoria en els mitocondris
pot portar a modificacions proteiques i a la manca de glutatio
(GSH), un component antioxidant molecular. La reduccié dels
nivells de glutatid i de glutatid oxidasa sén marcadors de la perdua
de substancia negra funcional en els cervells amb MP.

2.4. MALALTIA DE PARKINSON AMB DEMENCIA (MPD)

Estudis transversals suggereixen que el 36 % dels pacients
amb MP presentaran deteriorament cognitiu als 2 anys d’inici de la
malaltia, percentatge que augmenta notablement assolits els 3
primers anys i mig (57 %). La progressio del deteriorament cognitiu
lleu fins a la demencia és un fet demostrat. Un exemple és Ia
metanalisi de 36 estudis i amb més de 7.500 pacients que
demostra que la prevalenca mitjana de la demeéncia en la MP és
d’entre el 24 i el 31% dels pacients. Estudis poblacionals
longitudinals amb 4 anys de seguiment indiquen que l'increment
de demencia és del 36 % als 4 anys i el risc és 6 vegades superior
respecte a la poblacido general (Aarsland et al., 2003; Hobson i
Meara, 2004; Aarsland et al., 2005a). Altres estudis longitudinals
clinicopatologics mostren un increment de la demeéncia en el 60 %
dels pacients després de 10 anys de seguiment i 83 % després de
20 anys (Buter et al., 2008; Hely et al., 2008).

Un dels aspectes més controvertits en la demeéncia de tipus
Parkinson és determinar quanta demeéncia tipus Alzheimer hi esta
associada. Actualment, s’han realitzat estudis comparatius de la
demeéncia entre les dues malalties (Stern et al., 1993; Noe et al.,
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2004) i sembla existir una etiologia parcialment diferent entre les
dues demeéncies (Aarslan et al.,, 2005b). Un estudi de Ballard i
col-laboradors, en el qual es van analitzar pacients amb MP amb i
sense demeéncia, va demostrar que els estadis de Braak i Braak, per
mesurar la patologia Alzheimer, no eren equivalents en pacients de
MA avangada en comparacid6 amb els pacients de MP amb
demeéncia. Els resultats també van remarcar la importancia de la
localitzacié dels diposits de Clw a les arees corticals i
frontosubcorticals de pacients de MP amb demeéncia (Ballard et al.,
2006; Apaydin et al., 2002; Pagonabarraga et al., 2008). En el cas
de MPD, lI'increment dels CLw, tot i estar difosos en el cervell, és 5
cops major que en el procés normal d’envelliment i, en canvi, en la
MA, els deposits de CLw apareixen en menor quantitat (Mattila et
al., 2000; Apaydin et al., 2002; Braak et al., 1996; Jellinger, 2003).
L'any 2009 es va realitzar un estudi longitudinal que posa de
manifest que determinats factors motors, clinics i genetics
influeixen en la disfuncié cognitiva de la MP. Uns exemples de
factors geneétics son la variacido de la catecol-O-metiltransferasa
(COMT Val158Met), enzim regulador de la dopamina, i el gen de
MAPT (Williams-Gray et al., 2009).

2.5. GENETICA DE LA MALALTIA DE PARKINSON

2.5.1. Factors genétics i ambientals

L'estudi de la genetica en la MP es podria considerar
relativament recent, ja que inicialment I'etiologia s’havia atribuit a
factors ambientals, com infeccions o neurotoxines (Duvoisin et al.,
1981; Ward et al., 1983; Eldridge i Ince, 1984; Ward et al., 1984).
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Un factor que va donar suport a aquesta teoria els anys vuitanta va
ser el consum de la droga 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropirina
(MPTP) amb efectes semblants al parkinsonisme (Langston et al.,
1983). Els compostos utilitzats com a pesticides i herbicides també
van ser suggerits com a font de la malaltia (Semchuk et al., 1992;
Seidler et al., 1996; Liou et al., 1997; Gorell et al., 1998; Uversky et
al., 2001; Petrovitch et al., 2002).

A finals dels anys noranta es van publicar els primers
estudis que donen suport a I'heretabilitat de la MP, incloent la
disfuncié dopaminergica en bessons monozigotics (Piccini et al.,
1997; Piccini et al.,, 1999). A partir d’aquests estudis, altres
investigacions han relacionat la historia familiar com un dels
factors de risc més rellevants en el desenvolupament de la malaltia
(Duvoisin i Johnson, 1992; De Michele et al., 1995; Marder et al.,
1996), on d’entre el 10 i el 24 % del pacients amb MP tenien
historia familiar positiva. Estudis posteriors que descriuen formes
mendelianes de la MP van reforcar la hipotesi que els factors
genetics tenen un paper important en la patologia (Waters i Miller,
1994; Payami et al., 1995; Planté-Bordeneuve et al., 1995; Wszolek
et al., 1995; Golbe et al., 1996; Maraganore et al., 1996; Morrison
et al., 1996).

2.5.2. Formes mendelianes de la MP

Actualment s’han descrit 18 loci en relacio amb la MP, ja
sigui en forma autosomica dominant (AD) o recessiva (AR) (vegeu
taula 1). D’entre aquests loci, 7 han estat classificats com formes
mendelianes que corresponen aproximadament al 5% dels casos
de MP (autosomic dominant). Tot i ser un percentatge molt baix,
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mecanismes moleculars de la MP.

aquestes formes contribueixen enormement a entendre els

Autosomic dominant/

’Z’:Z(s- Gen Cromosoma Autosomic recessiu Primers estudis
(AD/AR)
PARK1 SNCA 4921-q23 AD Polymeropoulous et al., 1996
PARK2 PRKN 6925.2-q27 AR Matsumine et al., 1997
PARK3 - 2p13 AD Gasser et al., 1998
PARK4 SNCA 4q14-16.3 AD Farrer et al., 1999
PARKS5 UCHL1 4pl4 AD Leroy et al., 1998
PARK6 PINK1 1p35-p36 AR Valente et al., 2001
PARK7 DJ-1 1p36.33-p36.12 AR Van Duijn et al., 2001
PARKS8 LRRK2 12911.23-q13.11 AD Funayama et al., 2002
PARK9 ATP13A2 1p36 AR Hampshire et al., 2001
PARK10 - 1p32 Idiopatic Hicks et al., 2002
PARK11 GIGYF2 2g36-q37 Inespecific Pankratz et al., 2003a
PARK12 - Xg21-925 Lligat al cromosoma X Pankratz et al., 2003b
PARK13  Omi/HtrA2 2pl12 Idiopatic Strauss et al., 2005
PARK14 PLA2G6 18qg11 AR Gao et al., 2009
PARK15 FBXO7 22q12-q13 AR Shojaee et al., 2008
PARK16 - 1932 Idiopatic Satake et al., 2009
PARK17 VPS35 16913 AD Wider et al., 2008
PARK18 EIF4G1 3g27.1 AD Chartier-Harlin et al., 2011
TAULA 1. Classificacid de loci en malaltia de Parkinson d’heréncia mendeliana.

Font: https.//www.pdgene.org/linkage.asp

- PARK1 i PARK4 (SNCA)

A principis dels anys noranta es va identificar una

familia amb MP on, com a minim, 60 membres de quatre

generacions n’estaven afectats. L'any 1996, a partir d’un

estudi de lligament, es va detectar una regié d’unié en el

cromosoma 4q21-q23 (Polymeropoulous, 1996). En veure

gue aquesta era la primera regio relacionada amb la MP, es

va designar com PARK1 i es va identificar el gen de la a-

sinucleina (SNCA), el qual codifica la proteina localitzada,

37



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

FACTORS DE RISC GENETICS IMPLICATS EN EL DETERIORAMENT COGNITIU EN MALALTIES NEURODEGENERATIVES.

Nuria Setd Salvia
Diposit Legal: T 1556-2014

Introduccid Part Il. Envelliment i malalties neurodegeneratives

38

entre altres llocs, en la membrana presinaptica. En analitzar
la sequiencia d’aquest gen, es va identificar a la posicié 209
la variable heterozigotica G>A de I'exd 4 (p.A53T).
Posteriorment, aquesta variable es va analitzar en una altra
familia d’origen grec on els afectats de MP també eren
portadors d’aquesta mutacié (Polymeropoulous et al.,
1997).

Posteriorment, les mutacions p.A30P i p.E46K del
gen SNCA també van ser identificades com a factors
autosomics dominants de la MP en pacients alemanys i
espanyols (Krliger et al., 1998; Zarranz et al., 2004). La a-
sinucleina s’expressa en el SNC i és el principal component
dels cossos de Lewy (Spillantini et al., 1997). Aquesta
proteina esta relacionada amb funcions com la plasticitat
sinaptica o la diferenciacié neuronal axonal. S’ha suggerit
que les mutacions en el gen de la SNCA acceleraria la
formacié de fibril-les, fet demostrat in vitro amb les
mutacions p.A53T i p.A30P (Conway et al, 1998). L'any
2003 es va descobrir la triplicacié genomica de SNCA en una
familia afectada autosomica dominant i amb una edat
d’inici primerenca (Singleton et al., 2003). Aquest augment
de copies es va definir com PARK4. Des d’aleshores, s’han
descobert families d’origen angloalemany (Spellman, 1962)
i suecoamerica (Farrer et al.,, 2004; Fuchs et al., 2007)
portadores de duplicacions i triplicacions de la regid
genomica que compren SNCA.

PARK2 (PRKN)

La forma més comuna de MP juvenil es troba en la
regio cromosomica 6g25.2-q27 i és de caracter autosomic
recessiu. L’estudi inicial d’aquesta regio es va centrar en la
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poblacié japonesa (Yamamura et al., 1973; Yamamura et al.,
1993; Takahashi et al., 1994; Ishikawa i Tsuji, 1996), i els
estudis apuntaven a una disfunci6 mitocondrial com a
possible relaci6 amb la malaltia (Mizuno et al., 1989;
Schapira et al., 1989; Hasegawa et al., 1990; Hattori et al.,
1991; Guidot et al., 1993). L’any 1998 es va estudiar una
petita deleci6 cromosomica (Kitada et al.,, 1998) en un
pacient japonés amb MP juvenil, previament descrit per
Matsumine el mateix any (Matsumine et al., 1998). L’analisi
va permetre aillar la proteina, molt semblant a la ubiquitina
en l|'extrem C-terminal. El gen es va definir com
PARK2/PRKN que codifica per la proteina Parkin, la qual
esta implicada en I'eliminacié de proteines residuals,
deposicid i degeneracié proteica. Les mutacions que s’han
identificat en aquest gen son basicament substitucions
puntuals, delecions o insercions i reordenaments
cromosomics. Els estudis assenyalen que una Unica mutacio
en aquest gen no seria suficient per desenvolupar la
malaltia; en canvi, si que n’implicaria un risc.

- PARKS (UCHL-1)

L'any 1998 se suggereix el gen de la ubiquitina C-
terminal hidrolasa L-1 (UCHL-1) com a possible locus PARK5
en identificar-se mutacions relacionades amb la MP (Leroy
et al., 1998). En estudiar aquest gen en 72 families
afectades de la malaltia, es va identificar una mutacié
heterozigotica (p.I93M) que no estava representada en cap
dels 250 individus sans. Aquests resultats van generar
controversia en no ser replicats en altres estudis (Harhangi
et al., 1999; Lincoln et al., 1999). Tot i que alguns treballs
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posteriors han demostrat I'associacié entre la mutacid i la
malaltia (Kabuta et al.,, 2008a, 2008b), la patogenicitat
d’aquest gen esta avui qlestionada.

PARKG6 (PINK1)

L’any 2001 es va identificar un segon locus per la MP
juvenil en el cromosoma 1p35-p36 i es va designar aquesta
regido com PARKG6. La vinculacio del locus a la malaltia va ser
confirmada, posteriorment, amb un estudi en families
europees amb MP juvenil sense variacions a PARK2
(Valente et al., 2002) i en families asiatiques (Hatano et al.,
2004). Durant I'any 2004 es va clonar el gen responsable
d’aquesta forma recessiva de MP (PINK1) (Valente et al.,
2004a). Tanmateix, s’han trobat mutacions
heterozigotiques en aquest gen que es podrien associar
com un factor de risc en la MP esporadica (Valente et al.,
2004b). Les mutacions de PINK1 representen entre un 1iun
7 % de MP juvenil en poblacié caucasica (Healy et al., 2004;
Rohé et al., 2004; Valente et al., 2004b), un 8,9 % en
poblacié japonesa (Li et al., 2005) i entre un 2 i un 3% en
casos de MP esporadica en poblacié xinesa (Tan et al.,
2005a; Tan et al., 2006).

PARK7 (DJ-1)

L'any 2001 es va identificar en wuna familia
consanguinia una regi® molt a prop del PARKE6,
concretament en el cromosoma 1p36 lligada a la MP.
Aquesta regid es va definir com PARK7 (Van Duijn et al.,
2001). Estudis posteriors en families procedents de tres
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paisos diferents (Italia, Uruguai i Holanda) van identificar
una regio de 5,6Mb en el mateix cromosoma on s’incloien
90 gens (Bonifati et al., 2002). Tot i no identificar mutacions
rellevants, es va descriure una delecido de 14,082pb en el
gen DJ-1 en una familia holandesa que posteriorment
també es va identificar en una familia italiana i en pacients
espanyols (Bonifati et al.,, 2003; Hague et al., 2003). En
I'ambit funcional, DJ-1 podria estar implicat en estres
oxidatiu (Taira et al., 2004), tot i que cal un major nombre
d’estudis per corroborar aquesta hipotesi.

- PARKS (LRRK2)

L’any 1997 es va detectar una familia japonesa amb
MP autosomica dominant (Hasegawa i Kowa, 1997) i cinc
anys després es va dur a terme un estudi de lligament on es
va identificar la regi6 cromosomica 12p12.23-q13.11
associada a la MP. Aquesta regid es va definir com PARKS,
la qual conté 116 gens (Funayama et al., 2002). Aquest
locus va ser confirmat I’any 2005 en estudiar una familia del
Pais Basc. Els resultats van mostrar una relaci6 amb MP
idiopatica autosomica dominant i es va clonar el gen LRRK2
(Paisan-Ruiz et al., 2005). Diverses mutacions han estat
descrites, sis de les quals han demostrat la patogenicitat
(p.11122V, p.R1441C, p.R1441G, p.Y1699C, p.G2019S i
p.12020T) (Mata et al., 2006). Concretament, la mutacio
p.G2019S és la més freqlient, trobada en un 2 % de mostres
patologiques de pacients nord-americans i anglesos
(Kachergus et al., 2005). La prevalenca d’aquesta mutacio
és d’entre el 5iel 6% en casos de MP familiarientre 'L i el
2 % en casos esporadics (Di Fonzo et al., 2005; Gilks et al.,
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2005; Skipper et al., 2005; Tan et al., 2005b), tot i que varia
en funcié de I'étnia de la poblacio.

PARK9 (ATP13A2)

Els anys noranta es va estudiar una familia d’origen
arab amb 5 membres afectats d’una sindrome neurologica
inusual (Najim al-Din et al., 1994). La clinica era de MP molt
aguda i I'edat d’inici era d’entre els 11 i els 16 anys, amb
una progressié rapida i amb efectes clinics secundaris de
demencia. A aquesta sindrome se la va anomenar sindrome
de Kufor-Rakeb (SKR), nom del lloc originari dels pacients.
L'any 2001 es va obtenir un lligament genetic en el
cromosoma 1936 (Hampshire et al., 2001) proper als loci
PARK7 i PARKS8. L’any 2006 es va estudiar una familia xilena
amb MP autosOmica recessiva i es van descriure dues
mutacions heterozigotiques en el gen ATP13A2. Igual que
en els pacients de SKR, es va identificar una duplicacié de
22pb que forma un coddé de terminacid (stop codon)
(Ramirez et al., 2006).

PARK11 (GIGYF2)

L'any 2002 es proposa un estudi genomic de
lligament entre germans americans per tal d’esclarir la
contribucié genetica en la MP (Pankratz et al., 2002).
Aquest estudi va identificar dos loci, un en el cromosoma X i
I'altre en el cromosoma 2, concretament a la regié 2q36-37
(Pankratz et al., 2003a). Tot i que aquests resultats no s’han
pogut duplicar en poblacié europea (Prestel et al., 2005), un
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estudi de GWAs ha identificat una regio d’associacié amb la
malaltia (Maraganore et al., 2005). Les variacions en el gen
GIGYF2 s’han relacionat amb la MP (Lautier et al., 2008), tot
i que altres estudis no han estat capacos de replicar en la
seva totalitat els resultats trobats per Lautier i
col-laboradors (Nichols et al., 2009; Tan et al., 2009;
Zimprich et al., 2009).

- PARK13 (Omi/HtrA2)

L'estudi de lligament realitzat per Gray i
col-laboradors va descriure una relacié del gen Omi/HtrA2
amb la presenilina-1 (Gray et al., 2000), préviament
relacionada amb [l'aparici6 primerenca de Ila MA
(Sherrintong et al., 1995) i posteriorment confirmada amb
la relacio de la B-amiloide i I'activitat de la serina proteasa
de Omi/HtrA2 (Park et al., 2004). La identificacié d’una
mutacié en la serina proteasa, la p.5276C (Jones et al.,
2003), en relaci6 amb un desordre neurodegeneratiu de
caracteristiques parkinsonianes en ratolins modificats
geneticament (Martins et al., 2004) va posar aquest gen en
el punt de mira. Un any més tard es van identificar dues
noves mutacions, que modificaven |’activitat de la proteasa
in vitro. Aquestes mutacions alhora podrien influir en la
disfuncio mitocondrial associada a alteracions
morfologiques, fent que les cel-lules fossin més susceptibles
a estrés. L'any 2005 es va demostrar que el gen Omi/HtrA2
estava associat amb la MP (Strauss et al., 2005).
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- PARK14 (PLA2G6)

El loci PARK14 va ser descobert I'any 2009 en un
estudi de lligament genétic que va utilitzar 5.800 SNPs en 280
families europees, cap d’elles amb descendéncia hispanica.
L’estudi de lligament va identificar dues regions d’associacio
localitzades en els cromosomes 325 i 18q11, les quals es va
vincular la MP en 120 families (Gao et al.,, 2009a, 2009b,
2009c¢). L’any 2009 es va realitzar un estudi de lligament on es
va identificar el gen PLA2G6 en families de distonia amb
parkinsonisme (Paisan-Ruiz et al., 2009). Estudis posteriors en
poblacié japonesa i xinesa van reafirmar el vincle de PLA2G6
amb la MP (Yoshino et al., 2010; Shi et al., 2011).

- PARK15 (FBXO7)

L'any 2008 es va fer un estudi de lligament en una
familia iraniana amb una sindrome parkinsoniana-piramidal
d’inici primerenc i amb una heréncia autosomica recessiva
(Shojaee et al., 2008). L'estudi va mostrar un lligament en el
cromosoma 22q. En els pacients que no presentaven
tremolor ni deteriorament cognitiu es va identificar una
variant homozigotica, la p.R378G en el gen FBXO7, el qual
esta implicat en la via de la degradacid proteica de la
ubiqlitina-proteosoma. Aquest estudi va ser confirmat en
un estudi d’'una familia holandesa, on es van identificar
mutacions homozigotiques i heterozigotiques d’aquest gen
en relacié amb la malaltia (Di Fonzo et al., 2009).
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- PARK17 (VPS35)

L'ds de la tecnologia de seqienciacid de segona
generacié en dos estudis independents, en els quals es va
analitzar una familia austriaca i de Suissa, ambdues amb
segregacid autosomica dominant de la MP i sense
mutacions en gens coneguts (Wider et al., 2008; Vilarifio-
Guell et al., 2011), va permetre la identificacio de la
mutacié p.D620N en el gen VPS35. Aquest gen (locus
PARK17) es localitza en el cromosoma 16q13.

- PARK18 (EIF4G1)

L’any 2011 es va estudiar una familia francesa amb
MP esporadica, amb una edat d’inici mitjana de 64 anys.
Tot i que els pacients mostraven resposta a L-dopa, la
resoluci6 d’imatge en teixit cerebral s’observaven
anomalies en les cél-lules dopaminergiques (Chartier-Harlin
et al., 2011). En l'estudi de lligament en la regi6 del
cromosoma 3g27.1 (PARK18) es van identificar mutacions
en el gen EIF4G1, les quals s’ha suggerit que podrien estar
implicades en la resposta a 'estres alterant els mecanismes
funcionals de mRNA.

D’altra banda, s’han definit altres localitzacions en el
genoma que es relacionen amb la MP, pero el gen en
gliestid encara no ha estat determinat. A continuacié
s’assenyalen aquests loci:
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PARK3

L'any 1998 es va identificar una regid del
cromosoma 2p13 en l'estudi de 6 families amb MP
autosomica dominant (Gasser et al.,, 1998). Una de les
caracteristiques cliniques comunes en aquest cas va ser la
presencia de demencia en els pacients afectats. L’analisi
més detallada dels marcadors genetics en la regid
cromosomica va mostrar un haplotip comu relacionat amb
la malaltia, el qual es va designar com PARK3. Estudis
posteriors van demostrar que es tractava d’una regié de 14
gens compresa en 2,5Mb (West et al., 2001). Un any més
tard es va replicar l'estudi, analitzant 103 families
afectades, i es van localitzar 4 regions vinculades a la
dolenga (Destefano et al., 2002). En una d’aquestes regions
del locus PARK3, concretament el gen SPR, s’han identificat
variants relacionades amb [I'edat d’inici de la MP
(Karamohamed et al., 2003; Pankratz et al., 2004). Tot i ser
un gen candidat, caldran més estudis que donin suport a
aquest gen en relacié amb la MP.

PARK10

L’any 2002 es va realitzar un estudi de lligament en
174 families i es van identificar variants genétiques
associades a I'edat d’inici de la MP (Li et al., 2002). El mateix
any, un altre estudi en pacients de la MP irlandesos va
assignar el locus PARK10, situat en el cromosoma 1p32
(Hicks et al., 2002) i 3 anys més tard es van identificar 4
gens candidats en dos estudis diferents: el EIF2B3, el USP24
(Oliveira et al., 2005), el CUB domini que conté proteina-2
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(CDCP2) i HIVEP3 (Maraganore et al., 2005). Les mutacions
localitzades en el gen CDCP2 han estat replicades en
algunes cohorts amb MP (Farrer et al., 2006; Goris et al.,
2006; Li et al., 2006). Els estudis preliminars mostren que
variants a HIVEP3 conferirien un major risc. Tot i que calen
més estudis per determinar el gen concret per aquest locus,
es coneix que la implicacid dels gens CDCP2 i HIVEP3 podria
estar relacionada amb I'edat d’inici de la malaltia (Li et al.,
2007).

- PARK16

Un estudi d’associacié genetica d’analisi del genoma
sencer en pacients japonesos amb MP (Satake et al., 2009)
va identificar dos /oci: un en el cromosoma 4q15, associat a
la SNCA en la regié de PARK4, i I'altre en el cromosoma
1932, anomenat PARK16. En el cromosoma 1g32 es va
identificar un SNP d’associacié proper als gens RAB7L1 i
SLC41A1. Aquesta analisi va ser replicada en poblacid
europea durant el mateix any (Simén-Sanchez et al., 2009),
reforcant PARK16 com a zona d’associacid i alhora
consolidant, també, el locus PARKS8. Altres estudis han
pogut replicar els resultats d’alguns dels SNPs relacionats
amb PARK16 i associats a la MP en poblacions con la xinesa,
taiwanesa i del nord d’Espanya (Tan et al., 2010; Vilarifio-
Guel et al., 2010; Mata et al., 2011).

2.5.3. Estudis d’associacio de genoma sencer (GWAs) en MP

Com s’ha comentat anteriorment, aproximadament el 90 %
dels casos de la MP sén d’origen esporadic, és a dir, intervenen
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tant factors genétics com ambientals. En els darrers anys, la cerca
de variants geneétiques lligades al risc de la MP s’ha dut a terme
gracies als estudis genétics d’associacio, és a dir, analitzant variants
comunes (amb una freqiéncia major del 5% en la poblacid) i
comparant les frequencies al-leliques entre pacients i controls.
Gracies a les noves tecnologies de genotipat en arrays a través
d’estudis en tot el genoma, es poden establir variants genetiques
amb associacio al risc de malaltia.

L'any 2005 es va realitzar el primer estudi d’associacio de
tot el genoma en la MP (Maraganore et al., 2005). L'estudi va
identificar 11 SNPs associats a la malaltia. Altres estudis posteriors
han intentat replicar els experiments, perdo no sempre els resultats
son concordants (Clarimén et al., 2006; Elbaz et al., 2006; Farrer et
al., 2006; Grois et al., 2006; Li et al., 2006). L'any 2011 es va
publicar una metanalisi de GWAs per intentar esclarir les variants
associades a la MP idiopatica, emprant més de 5.300 mostres de
pacients i més de 12.000 controls de 4 paisos diferents (vegeu

figura 4).
s0- SNCA
= MAPT
a 20
315
oo
8 10 E
5 L [
D uﬂ ™ B - E oo e da
0- T — T — T = T T T — T T T T —T T
0 1 2 3 4 5 1 7 1 9 10 11 12 13 14 15 16 17 181920 2122

Cromosomes

FIGURA 4. Manhattan plot dels SNPs identificats en relacié amb la malaltia de
Parkinson. Figura modificada de Nalls et al., 2011.

El treball conclou en la identificacié d’11 loci, confirmant els
gens SNCA, MAPT, HLA DRBS, BST1, GAK i LRRK2, i alhora
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identificant 5 loci nous: ACMDS, STK39, MCCC1/LAMP3, SYT11 i
CCDC62/HIP1R (Nalls et al., 2011; vegeu taula 2).

Gen Polimorfisme Etnicitat OR (95 %)

1 SNCA rs356220 totes 1.30(1.26-1.35)
2 MAPT MAPT_H1H2 caucasica 0.78(0.75-0.80)
3 GBA GBA_N370S totes  3.36 (2.63-4.29)

TAULA 2. Gens implicats en MP idiopatica segons estudis genétics d’associacio.
Dades procedents de https://www.pdgene.org.

L’estudi que es presenta a continuacid s’ha focalitzat en el
gen de MAPT i el gen de GBA en relacié amb el deteriorament
cognitiu en la MP. Per aquest motiu, aquests dos gens s’explicaran
en dues seccions independents.

2.6. ELGEN MAPT

Una de les regions del genoma més vinculades amb la MP
és el cromosoma 17, on es localitza el gen que codifica pels
microtubuls-associats a la proteina tau (MAPT) (Scott et al., 2001).
La proteina TAU té un paper decisiu en el desenvolupament
neuronal i en el bon manteniment de les connexions sinaptiques,
regulant la polimeritzacié de la tubulina per tal que es puguin
formar els microtubuls, com també estabilitzar la polaritat
neuronal. Una acumulacié de la proteina TAU hiperfosforil-lada
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produeix I'acumulacié de cabdells neurofibril-lars que afecten el
transport neuronal. Aquest tipus de formacions sén
caracteristiques de les taupaties; alguns exemples en sén la MA, la
paralisi supranuclear progressiva (PSP), la degeneracié corticobasal
(DC), la malaltia de Pick, les malalties prioniques i I'esclerosi lateral
amiotrofica amb complex de parkinsonisme i demencia (Conrad et
al., 1997; Bennett et al., 1998; Baker et al., 1999; Bonifati et al.,
1999; Conrad et al., 2002; Zhukareva et al., 2002). MAPT es
localitza en el cromosoma 17921 i consta de 134,002 bases i esta
format per 16 exons. El gen es troba en una regié cromosomica de
1,4Mb en desequilibri de lligament (DL) (vegeu figura 5).

MAPKSIP1
STH JIP1/1B1 ‘ LOC350430
. PSH2 \J ¥ [ARF ARF]
L -1_
FU25168 CRHR1 MAPT DKFZP727C091 4 T 4 InsF 4 NSF]  WNT3
Loc124981 |[NBR2 NBR2]
LOC350431
1 1 1 1 1 1 1 | -
43964400 44164400 44364400 44564400 44764400 44954400 45164400 45364400

FIGURA 5. Gen MAPT en desequilibri de lligament. Figura modificada de Hardy
etal., 2005.

El gen MAPT es troba en una regido genomica en la qual, a
causa d’una inversid, existeixen dos haplotips clarament
diferenciats (H1 i H2) (Baker et al., 1999), que es poden genotipar
facilment gracies a la presencia d’'una deleccié de 238pb situada a
I'intré 9 de I’"haplotip H2 (vegeu figura 6).
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FIGURA 6. A) Representacié gen MAPT a partir de figura modificada de Baker et
al., 1999. B) Haplotips de MAPT i variacié subhaplotipica. L'origen de la
divergéncia haplotipica continua sent un focus d’estudi. Figura modificada de
Pittman et al., 2005.

L’any 2000 es va identificar un polimorfisme (AO) associat a
la MP (Pastor et al., 2000), el qual es representava majoritariament
en pacients afectats. Aquests resultats van ser confirmats en una
metanalisi un any més tard (Globe et al., 2001). Durant aquest any
també es va associar 'haplotip H1, descobert pocs anys abans
(Baker et al., 1999) amb la MP esporadica (Martin et al., 2001;
Farrer et al., 2002; Healy et al., 2004b; Skipper et al., 2004; Zhang
et al.,, 2005; Williams-Gray et al., 2009). L'any 2004 es van
identificar una serie de variants bial-léliques en la regié promotora
de MAPT en desequilibri de lligament en parts dels haplotips H1 i
H2 (Kwok et al., 2004).

Els estudis dels subhaplotips de MAPT i la implicacidé en
malalties neurodegeneratives han associat I’'H1lc com a factor de
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risc en la MA (Myers et al., 2005). Com a explicacio, existeixen
evidencies que la proteina TAU forma agregats amb la a-sinucleina,
formant els CLw (Ishizawa et al.,, 2003) i la formacié d’aquests
agregats implica un major nivell de toxicitat en les cel-lules
cerebrals (Badiola et al., 2011).

D’altra banda, diferents estudis evolutius s’han centrat a
esclarir quan es va produir la separacido que doéna lloc als dos
haplotips principals de MAPT (Holzer et al., 2004; Cruts et al., 2005;
Stefansson et al., 2005; Zody et al., 2008). L’any 2010 es va publicar
un estudi on es va suggerir que la inversi6 de MAPT (H2) hauria
sorgit recentment (Donnelly et al., 2010), tot i que fins fa poc
s’havia publicat el contrari. L’any 2010 es va publicar que els
neandertals ja eren portadors de I’haplotip H1 (Green et al., 2010).
No obstant aix0, en altres especies hominides descobertes
recentment, com podria ser I'"hominid de Denisova a la Sibéria
(Reich et al., 2010), el gen de MAPT encara no ha estat estudiat.

2.7. EL GEN GBA: ASSOCIACIO AMB LA MALALTIA DE GAUCHER
(MG) 1 MP

La malaltia de Gaucher (MG) és un desordre lipidic provocat
per una deficiencia de I'enzim lisosomal B-glucocerebrosidasa. La
disfuncié d’aquest enzim ve donada per alteracions en el gen que
la codifica, és a dir, el gen GBA que es localitza en el cromosoma
1921 iconté 11 exons i 10 introns. A 16kb de I'extrem 3’ del gen es
troba el pseudogen de GBA (GBAP) amb un 96 % d’homologia pero
sense ser funcional (vegeu figura 7).

En la malaltia de Gaucher existeixen tres fenotips clinics
diferenciats. El tipus 1 és la forma més comuna i alhora menys
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severa de la MG, tot i que en ocasions existeixen casos amb
desordres cognitius (Capablo et al., 2008). El tipus 2 afecta de
manera molt progressiva, i provoca la mortalitat en els primers
anys de vida. I, finalment, el tipus 3 presenta diferents
caracteristiques cliniques, incloent també desordres neurologics.

1q21 GBA  15ip
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FIGURA 7. Estructura del gen GBA i GBAP. El gen i el pseudogen es diferencien
per quatre seqliéncies Alu i dues delecions en els cromosomes 4i9, de 5i 55 pb,
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respectivament.

Curiosament, existeixen nombrosos estudis que relacionen
la MG amb la clinica de parkinsonisme (Van Bogaert, 1939; Sack,
1980; Mckeran et al., 1985; Sun, 1986; Turpin et al., 1987,
Cormand et al., 1995; Tylki- Szymanska et al., 1996). El primer
estudi on es va relacionar clarament la coexistencia de MP i MG
tipus 1 va ser de I'any 1996 (Neudorfer et al., 1996). L’estudi va
mostrar que pacients amb MG d’aparicid primerenca evidenciaven
trets caracteristics de tremolor, bradicinésia, rigidesa i
deteriorament cognitiu.

L’analisi del gen GBA en 57 pacients amb diagnostic
anatomicopatologic de MP va apuntar una freqliencia inesperada
de mutacions de GBA en pacients afectats (Lwin Orvisky, 2004).
L’any 2009 es va publicar un estudi multicéntric en relacié amb les
mutacions de GBA en pacients amb MP (Sidransky et al., 2009). En
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aquest estudi van col-laborar un total de 16 centres, dels quals 5
eren americans, 6 europeus, 2 israelians i 3 asiatics, amb I'analisi
de gairebé 5.700 pacients (708 dels quals eren jueus ashkenazi) i
4,900 controls (387 dels quals eren jueus ashkenazi). Els resultats
van mostrar que el percentatge d’individus afectats en poblacio
jueva ashkenazi és més alt en comparacié amb els no jueus i,
alhora, es va trobar una relacio significativa entre el deteriorament
cognitiu dels pacients portadors de mutacions en comparar la
simptomatologia clinica (vegeu figura 8).

A) Pacients amb Parkinson jueus ashkenazi Pacients amb Parkinson no jueus
amb mutacions a GBA ashkenazi amb mutacions a GBA
L444P 33%
— N370S GBA
2% 7% ~N3705 22%
GBA
20% \ ~Altres 23%
~.84dupG 11% “R120W 12,5%
R RASEH 65% |\ N396T 2%
1 1444P 6% .
V394L IVS2 +1G-A D‘;OS?A,H N1885 3%
2% 2,5% !
B) 100 7 P<0.001 P<0.001 [[] No mutacions GBA P <0.001
— — [l Mutacions GBA 1
80 P=0.03
—
= 60
2
£
il *
3 40 P =0.007
-
—
20 4
[oJ B I — Simptomes clinics
Asimetria Bradicinésia Deteriorament Hipotensié Inestabilitat  Tremolor Rigidesa
simptomatica Coghnitiu ortostatica postural

FIGURA 8. A) Resultats de I'analisi multicéntrica del gen GBA en
pacients amb MP. B) Clinica de pacients portadors i no portadors de mutacions
amb GBA. Figura modificada de Sidransky et al., 2009.

Les alteracions en aquest gen s’han identificat en un 6,1 %
de pacients portuguesos amb MP (Bras et al., 2009), en un 4,2 % de
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pacients anglesos (Neumann et al., 2009), en un 4,7 % de pacients
grecs (Kalinderi et al., 2009), en un 6,7 % de pacients francesos
(Lesage et al., 2010) i en un 2,8 % de pacients italians (De Marco et
al., 2008). Paral-lelament, també s’han realitzat estudis de
sequlienciacié de GBA en pacients amb DCLw, i s’ha corroborat la
presencia de mutacions d’aquest gen en aquest tipus de pacients
(Nishioka et al 2010; Goker-Alpan et al 2010) i en relacié amb les
malalties relacionades amb el parkinsonisme.

El motiu de com afectarien les mutacions de GBA a la MP
encara no s’ha determinat. Una de les hipotesis recau sobre el
plegament erroni de les proteines no funcionals de la B-
glucocerebrosidasa, afectant les vies lisosomals i funcions del
proteosoma. Aquests estudis suggereixen que les mutacions en
GBA afectarien la preséencia d’a-sinucleina, en no poder ser
degradada per via lisosomal, i, per tant, s'incrementarien els nivells
de proteina (Lwin et al., 2004; DePaolo et al., 2009; Yap et al.,
2011).
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Objectius

Les malalties neurodegeneratives emparen un grup heterogeni
de patologies que tenen una alta incidéncia i prevalenca en la
poblacié humana. Els canvis evolutius que han tingut lloc en el
llinatge huma han permeés un avantatge cognitiu extraordinari
respecte a la resta d’animals, pero, alhora, aquesta capacitat
podria donar lloc a una vulnerabilitat a processos degeneratius
gue es produirien en edats avangades i que es manifestarien en
forma de demencia. Per tant, un dels objectius d’aquest treball
és identificar factors de risc genétics relacionats amb la
perdua de la capacitat cognitiva i I'aparicié de deméncia en
relaci6 amb les malalties neurodegeneratives que afecten

I’ésser huma.

En el cas de la malaltia de Parkinson, ens proposem de buscar
variables genétiques de risc en els gens de MAPT i GBA, i
s’analitzaran les possibles conseqiiéncies d’aquestes variables
en el risc de demeéencia com a fenomen comorbid a la MP.
Tanmateix, s’analitzaran els subhaplotips de MAPT en poblacié
espanyola, per tal d’esclarir si existeix alguna relacid amb les
variables subhaplotipiques i la MP i/o deméncia associada a la

MP.

Per tal d’ajudar a esclarir la controversia en la divergencia
temporal dels dos haplotips de MAPT, en aquest treball
s’estudiaran les variants genetiques conservades evolutivament

entre espécies del llinatge huma i grans simis. S’analitzara
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bioinformaticament el gen de MAPT de I’lhominid de Denisova
i s’intentara definir el subhaplotip corresponent als hominids

neandertals i de Denisova.
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MATERIALS i METODES

Apartat 4.1

«Using the Neanderthal and Denisova genetic
data to understand the common MAPT [7q2l
inversion in modern humanss (submitted)
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Apartat 4.1 Materials i métodes

4.1. MATERIALS | METODES. RESULTATS 1: USING THE
NEANDERTHAL AND DENISOVA GENETICDATA TO UNDERSTAND THE
comMmoN MAPT 17qQ21 INVERSION IN MODERN HUMANS

4.1.1. Analisi bioinformatica

Per aquest apartat es va utilitzar la base de dades UCSC
Genome Browser disponible a internet (http://genome.ucsc.edu/),
la qual emmagatzema les seqiiencies de referencia i altres treballs
comparatius entre genomes. La UCSC permet I'accés a les dades de
la versi6 NCBI36/hgl8 i GRCh37/hgl9 per alineacions de
seqiencies humanes i també de ximpanzés, versio
CGSC2.1/panTro2, i altres primats no humans. La seqliéncia del
genoma neandertal publicada recentment en aquesta base de
dades (Green et al., 2010) prové de |’extraccié de teixit ossi de tres
restes (Vi 33.16, Vi 33.25 i Vi 33.26) pertanyents a la cova de
Vindija, a Croacia. L'ADN genomic de I’'hominid de Denisova també
va ser seqlienciat recentment (Reich et al., 2010) i depositat en
aquesta base de dades.

La informacié genetica que es va seleccionar per a I'estudi
del gen MAPT en les dues espécies d’hominids va ser la que
comprenia de la regid 41,3257,544 a la 41,461,546 del genoma.

L’estudi dels 6 polimorfismes que defineixen el subhaplotip
de MAPT (Pittman et al., 2005) es va dur a terme gracies a la base
de dades de SNP (dbSNP) del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/), on es van localitzar les
posicions rs1467967, rs242557, rs3785883, rs2471738 i rs7521 per
a la versio NCBI36/hg18. En el cas de la delecié-insercio en I'intré 9
(del-ins9), es va analitzar la variant rs17652121 descrita per Baker i
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col-laboradors i que també es troba en desequilibri de lligament
(Baker et al., 1999).

Per tal de completar I'estudi, es va comparar la freqiiéncia
subhaplotipica dels dos hominids i grans simis entre 374 individus
sans d’edat avancada, per tal d’esclarir una possible relacioé entre
subhaplotip en controls sans.
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MATERIALS i METODES

Apartat 4.2

«Dementia risk in Parkinon disease:
Disentangling the role of MAPT haplotypes»
Arch Neurol, 2011 Mar;68(3):359-64
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Apartat 4.2 Materials i métodes

4.2. MATERIALS | METODES. RESULTATS 2: DEMENTIA RISK IN
PARKINSON DISEASE: DISENTANGLING THE ROLE OF MAPT
HAPLOTYPES

Tots els pacients que han participat en aquest estudi han
estat acuradament diagnosticats per neurolegs de la Unitat de
Memoria (pacients amb MA) i Trastorns de Moviment (pacients
amb MP i DCLw) procedents de I'Hospital de la Santa Creu i Sant
Pau de Barcelona (HSCSP). Tanmateix, les mostres
anatomicopatologiques (teixit cerebral de pacients amb DCLw) van
ser facilitades pel Banc de Teixits de I'Hospital Clinic de Barcelona.
El grup control que ha participat en aquest estudi ha estat avaluat
neuropsicologicament pels clinics i neuropsicolegs del mateix
hospital. Tots els pacients inclosos en aquest treball son d’origen
caucasicoeuropeu. Per a I'obtencié de les mostres analitzades en
aquest apartat, es va seguir el procediment seglient:

4.2.1. Extraccio d’ADN a partir de sang periférica

Per cada un dels pacients i controls es van obtenir 3
mil-lilitres de sang i es va utilitzar el kit «Qiagen kit protocol
isolation DNA from 1-3 ml whole blood» (Qiagen, Alemanya). En
cada una de les mostres es va mesurar la concentracido d’ADN i
puresa a l'aparell NanoDrop (Spectophotometer ND-1000) per
verificar-ne la qualitat i puresa. Posteriorment, es va
emmagatzemar a -20 °C, mentre que es va generar un estoc de
treball amb ADN diluit a 20ng/ul que es va conservar a 4 °C.
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4.2.2. Extraccio d’ADN a partir de teixit cerebral

Les mostres anatomicopatologiques de teixit cerebral de
pacients amb DCLw van ser processades seguint el protocol de kit
«Qiagen DNA Mini kit» (Qiagen, Alemanya). Per tal de dur a terme
I’extraccié d’ADN, es va partir d’'un pes aproximat d’entre 15 i
25 mg de teixit cerebral i es van mantenir les condicions de fred
durant tot el procés. En cada una de les mostres es va mesurar la
concentraci6 d’ADN i puresa a [I'aparell NanoDrop
(Spectophotometer ND-1000), verificant I'estat de les mostres.
Posteriorment, es va emmagatzemar a -20 °C, mentre que es va
generar un estoc de treball amb ADN diluit a 20ng/ul que es va
conservar a 4 °C.

4.2.3. Genotipat del gen MAPT

En el genotipat dels subhaplotips de MAPT es van analitzar
6 variables genetiques anteriorment descrites (Pittman et al.,
2005) i localitzades en diferents regions del gen (vegeu figura 9).

11467967 ST esirsasss  SHTITE gopinsd 157521

T - |5 e

1]
Exons # . 1 23 4 5678 9 10112 3

5|

FIGURA 9. Conjunt de SNPs per al genotipat dels subhaplotips de MAPT.
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4.2.3.1. Genotipat de la del-ins9 en I’haplotip del gen MAPT

El genotipat de la delecié-insercid en I'intrd 9 es va realitzar
mitjancant la reaccié en cadena de la polimerasa (PCR). La regio
del-ins9 defineix la diferencia entre haplotips H1 i H2 en 238
parells de bases. Per obtenir aquest resultat, es van dissenyar
primers especifics en dues direccions (forward i reverse), que
diferenciaven la delecié de la insercid. Les seqiiéncies dels primers
gue es van utilitzar son:

Tau H1-F 5'-GGAAGACGTTCTCACTGATCTG-3’
Tau H1-R 5'-AGGAGTCTGGCTTCAGTCTCTC-3'

Per dur a terme la PCR es va utilitzar 5ul d’ADN a una
concentracié de 20ng/ul, 1ul del primer Tau H1-F i 1ul del Tau H1-R
(ambdds a una concentracié de 10ng/ul) i 12,5ul de Taq polimerasa
(Roche, Alemanya), en un volum total de 25ul per mostra. Es va
utilitzar un programa de cicles de PCR on la temperatura
d’hibridacié va decreixent gradualment des de 65 °C fins a 55 °C,
amb decreixements de 2,5 °C per cicle de reaccid (20 cicles en
total) i amb un temps d’extensié d’1 minut i 35 segons per cada
cicle. Posteriorment, es va continuar la PCR a temperatura
constant de 55 °C (20 cicles) amb un temps d’extensid igual a
I’anterior. Es va utilitzar un control positiu i un control negatiu per
a l'experiment. El producte de la PCR va ser corregut en
electroforesi, dins d’un gel d’agarosa a I'1 % durant 25 minuts a 80
volts (vegeu figura 10).
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H2/H2 H1/H2 H1/H1

FIGURA 10. Resultat de genotipat de del-ins9.

4.2.3.2. Genotipat dels 5 SNPs en I’haplotip del gen MAPT

Per al genotipat de la resta d’SNPs es va utilitzar la reaccid
en cadena de la polimerasa a temps real (PCR RT). La PCR RT
permet detectar i mesurar de manera fidedigna els amplicons
generats durant la PCR. Per fer-ho, és necessaria una sonda, que
esta dissenyada per hibridar a la seqiiéncia d’ADN a analitzar i
detectar el canvi de nucledtid especific. La sonda conté
oligonucleotids amb un fluorofor a cada extrem (R i Q). Inicialment,
I’emissié dels dos fluorofors és neutralitzada entre ells, perd quan
un dels extrems s’uneix a I’ADN per complementarietat, I'altre
fluorofor queda separat de la sonda mitjancant 'accié 5 — 3’
exonucleasa de la Taq polimerasa, alliberant quimioluminescencia
al medi, que és detectada i quantificada en funcié de la quantitat
de producte amplificat.

Les sondes (Applied Biosystems, Paisos Baixos) utilitzades
per determinar els subhaplotips de MAPT van ser:

C_3202949 20 (rs1467967)

C_2560317_10 (rs242557)
C_2042906_20 (rs3785883)
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C_27500834_10 (rs2471738)
C_1016016_1 (rs7521)

Per a la PCR RT, es van utilitzar 2ul d’ADN per a cada
pacient i control a una concentracié de 20ng/ul. Per a la sonda, es
va utilitzar 0,125ul per pou i 2,5ul de Tagman PCR Master Mix
(Applied Biosystems, California, Estats Units) en un volum final de
5ul per pou. Per a cada placa de 384 mostres, es va analitzar un
control positiu i un de negatiu en cada sonda. Les mostres van ser
seqlienciades a 'aparell ABI PRISMs 7900HT dissenyat per Applied
Biosystems (vegeu figura 11).

Setup | Instrunert Results | ac summary Setup| Insrumt Resuts | ac surmary |

[y Al || e ] e N = EVI YN Bl

2 Allelic Discrimir Legerd
1000 Ext Pt X Undeterined

* Alike X

[ Ampitstion Pt

» Bolh
* Alele Y
mNTC

1000

1.000 &1

g
]

1000 E2

Allele ¥ (C_2042906T)

1000 B3

1.000 4

0 . n 1 n ® F) E3 )
cycle

Detector. a1 | potfornve.coce v Threshow| 02 01 [} 12 22
Allels X (C_2042906€)

FIGURA 11. Representacions a temps real de les mostres en el procés de la PCR.
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4.2.4. Andalisi estadistica

En Il'analisi de dades per comparacié de variables
genétiques i genotipiques, es va utilitzar el test Chi-quadrat (X?)
mitjancant el programa SPSS. Per a la reconstruccid i visualitzacio
dels blocs de desequilibri de lligament, es va fer servir el
programari Haploview creat al Harvard Broad Institute
(http://broad.mit.edu/mpg/haploview/). Per a la reconstruccio dels
haplotips a partir dels genotips, es va utilitzar el programari PHASE
(http://stephenslab.uchicago.edu/software.html#phase).
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«Glucocerebrosidase mutations confer a
greater risk of dementia during Parkinson’s
disease course» Mov Disord. 20I2
Mar;27(3):393-399
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4.3. MATERIALS | METODES. RESULTATS 3: GLUCOCEREBROSIDASE
MUTATIONS CONFER A GREATER RISK OF DEMENTIA DURING
PARKINSON’S DISEASE COURSE

Els pacients que han format part d’aquest estudi han estat
acuradament diagnosticats per neurolegs de la Unitat de Trastorns
de Moviment (pacients amb MP) procedents de I'Hospital de la
Santa Creu i Sant Pau de Barcelona (HSCSP). Les mostres
anatomicopatologiques (teixit cerebral de pacients amb DCLw) van
ser facilitades pel Banc de Teixits de I'Hospital Clinic de Barcelona.
El grup control va ser avaluat per clinics i per 'HSCSP de Barcelona i
I'Hospital de Vic. Tots els pacients inclosos en aquest treball son
d’origen caucasicoeuropeu.

Per a I'obtencié de les mostres d’ADN de pacients i grup
control, es va seguir el mateix procediment citat en I'apartat 4.1.1
(Extraccio d’ADN a partir de sang periférica) i, per al cas de mostres
anatomicopatologiques, es va seguir el procediment també citat en
I'apartat 4.1.2 (Extraccié d’ADN a partir de teixit cerebral).

4.3.1. Genotipat del gen GBA

Per a I'analisi del gen GBA (vegeu figura 12) en cada un dels
pacients i controls, es va partir, inicialment, de les condicions
establertes per Stone i Neumann i col-laboradors (Stone et al.,
2000; Neumann et al., 2009). Per seqiienciar el gen es va utilitzar la
tecnica de la PCR. A causa de l'alta homologia entre gen i
pseudogen, i per tal d’evitar errors en la seqlienciacid, es van
amplificar tres fraccions independents del gen funcional (de I'exd 1
al5,del5al7idel 8al'11) en 3 condicions de PCR diferents:
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FIGURA 12. Mutacions recombinants entre GBA i GBAP. Modificat de Hruska et
al., 2008.

- Per a la fraccid corresponent entre els exons 1 i 5, es van
utilitzar els primers:

GBA 1-5 forward: 5'-CTAAAGTTGTCACCCATACAT-3’
GBA 1-5 reverse: 5'-AGCAGACCTACCCTACAGTTT-3'

Per dur a terme la PCR (exons 1-5), es va fer servir 1l
d’ADN de cada pacient i control a una concentracié de 20ng/ul,
0,75ul del primer GBA 1-5 forward i 0,75ul del reverse (ambdés a
una concentracié de 10ng/ul), i 12,5ul de Taq polimerasa (Roche,
Alemanya), en un volum total de 25ul per mostra. El programa
utilitzat de cicles de PCR va ser a temperatura decreixent
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gradualment des de 64,5 °C fins a 62 °C (-0,1 °C per cicle) en un
total de 25 cicles i amb un temps d’extensié de 4 minuts i 30
segons per cada cicle. Posteriorment, es va continuar la PCR a
temperatura constant de 62 °C (17 cicles) amb el mateix temps
d’extensid per cada cicle. El producte de la PCR es va cérrer en un
gel d’agarosa a I'1,5 % durant 15 minuts a 100 volts (vegeu figura
13).

o

Marcador

FIGURA 13. Gel d’agarosa per amplicons aleatoris producte de la PCR GBA exons

1al5.

- Per a la fraccié corresponent entre els exons 5 i 7 es van

utilitzar els primers:

GBA 5-7 forward: 5'-GACCTCAAATGATATACCTG-3’
GBA 5-7 reverse: 5'-AGTTTGGGAGCCAGTCATT-3'

Per dur a terme la PCR (exons 5-7) es va fer servir 1ul d’ADN
de cada pacient i control a una concentracié de 15ng/ul, 1ul del
primer GBA 5-7 forward i 1ul del reverse (ambdds a una
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concentracié de 10ng/ul), 2,5ul de solucié Buffer 10X, 0,5ul dNTP
(nucleotids), 5ul de solucid Buffer 5XQsh i 0,25ul de TopTaq
polimerasa (Qiagen, California, Estats Units), en un volum total de
25ul per mostra. El programa utilitzat de cicles de PCR va ser a
temperatura constant de 58,5 °C en un total de 37 cicles i amb un
temps d’extensio de 4 minuts i 30 segons per cada cicle. El
producte de la PCR es va correr en un gel d’agarosa a I'1,5 % en 20
minuts a 100 volts (vegeu figura 14).

Marcador

FIGURA 14. Revelat del gel d’agarosa per amplicons aleatoris de la PCR GBA

exons 5 al 7.

- Per a la fraccié de GBA corresponent als exons 8 11 es van
utilitzar els primers:

GBA 8-11 forward: 5-TGTGTGCAAGGTCCAGGATCA-3’
GBA 8-11 reverse: 5'-ACCACCTAGAGGGAAAGTG-3’
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Per dur a terme la PCR (exons 8-11) es va fer servir 1pl
d’ADN a una concentracié de 20ng/ul per cada pacient i control,
0,75ul del primer GBA 8-11 forward i 0,75ul del reverse (ambdds a
una concentracio de 10ng/ul), i 12,5ul de Taq polimerasa (Roche,
Alemanya) en un volum total de 25ul per mostra. El programa de
cicles de PCR va ser a temperatura decreixent gradualment des de
66 °C fins a 63,5 °C (-0,1 °C per cicle) en un total de 25 cicles i amb
un temps d’extensid de 4 minuts i 30 segons per cada cicle.
Posteriorment, es va continuar la PCR a temperatura constant de
63,5 °C (17 cicles) amb el mateix temps d’extensié per cicle. El
producte de la PCR es va correr en un gel d’agarosa a I’1,5 % en 25

minuts a 80 volts (vegeu figura 15).

Marcador

FIGURA 15. Revelat del gel d’agarosa per amplicons aleatoris de la PCR GBA

exons 8 al'11.
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Posteriorment, totes les mostres van ser purificades en 80ul
d’aigua desionitzada mitjancant el buit en plagques Milipore™ i,
posteriorment, es va recollir en una agitacié de 10 minuts en 25l
d’aigua desionitzada a 600 rpm.

Per cada mostra es van seqiienciar els 11 exons de GBA
mitjancant un PCR de seqlienciacid. Per fer-ho es van utilitzar els
seglients primers:

Exé 1-forward: 5'-GACGCTCCTAGTCATCAC-3’
Exd 2-forward: 5'-CACCCAAAGGCAGCTAAG-3’
Exo 2-reverse: 5'-CAAAGGACTATGAGGCAG-3’
Exd 3-forward: 5'-ACCGTGTTCAGTCTCTCC-3’

Exd 3-reverse: 5'-GGAATAAGGGTATCAGTACC-3’
Ex6 4-forward: 5'-GGTCCTCCTAGAGGTAAATG-3’
Ex6 4-reverse: 5'-AAGTTTCAATGGCTCTATG-3’
Ex6 5-forward: 5-AGTGATAAGCAGAGTCCC-3’
Exd 5-reverse: 5-TTTGGCCCTGACTCAGAAC-3’
Exé 6-forward: 5'-CCTGCTGTTTTGTCCTGG-3’

Exo 6-reverse: 5'-GATCAGCATGGCTAAATG-3’
Ex6 7-forward: 5'-GGATTACAGGTGTGAGCC-3’
Exd 7-reverse: 5'-GATGCTGGATTTGAAGGTC-3'
Ex6 8-forward: 5'-TCTAGTTGCATTCTTCCC-3’

Exo 8-reverse: 5'-TTGGTGAAACTAGTAAGAGG-3'
Ex6 9-forward: 5'-CTTACCTACACTCTCTGGG-3'
Ex6 9-reverse: 5'-TCCACCCTGAACAAATTC-3’

Ex6 10/11-forward: 5'-CCTCTGCAGGAGTTATGG-3’
Exd 10/11-reverse: 5'-TGTGAGCTGACTCTGTCC-3’
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Per dur a terme la PCR de seqiienciacio de tots els exons, es
va fer servir 4ul de producte purificat, 0,75ul del primer forward o
reverse, 2ul de reactiu Buffer 5X i 0,7ul de reactiu Big Dye
Terminator (Applied Biosystems, Fosters City, California, Estats
Units) en un volum total de 10ul per analisi. EI programa utilitzat
en la PCR de seqlienciacié va ser: 94 °C, 1 minut; 94 °C, 30 segons;
50 °C, 15 segons; 60 °C, 4 minuts. Aquest procés es va dur a terme

en 25 cicles.

I
=

G

L1666 0T 6 T 1T 6 A GT G4 AT &L LCCE I 6 CCT 6
AGC CTGGGEGCOCTGTTGAGTGGEATACCTCTC TG COCCTE

I T C CaG G G C T T C4
R T e o T GGCCTTCA

FIGURA 16. Exemple del grafic en I'analisi de mostres seqlienciades amb el
programari Sequencher. Figura extreta de les dades de Setd-Salvia et al., 2011.

El producte de la PCR de seqiienciacio va ser purificat en
80ul d’aigua desionitzada mitjancant el buit en plaques Milipore™.
Posteriorment, es van afegir novament 60ul d’aigua i es va tornar a
filtrar al buit. Es van afegir 20ul d’aigua desionitzada a cada mostra
i es va aplicar una agitacié de 10 minuts a 600 rpm. Les mostres es
van seqlenciar en el seqlenciador ABI 3730xI (Applied
Biosystems). Per analitzar les seqléncies, es va utilitzar el
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programari Sequencher (Genecodes, Ann Arbor, Michigan, Estats
Units) (vegeu figura 16).

4.3.2. Analisi bioinformatica: PolyPhen-2

Per estudiar la funcionalitat de les noves mutacions no
descrites anteriorment, es va utilitzar I'eina bioinformatica
PolyPhen-2 (Adzhubei et al., 2010)
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/). Amb aquesta eina es va
predir in silico 'impacte de la substitucié en I'aminoacid i, per tant,
en l'estructura i funcié proteica per mitja de dades comparatives

fisiques i evolutives.
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«Using the Neanderthal and Denisova genetic
data to understand the common MAPT |72l
inversion in modern humanss (submitted)
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Using the Neanderthal and Denisova genetic data to understand
the common MAPT 17g21 inversion in modern humans
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Introduction

The polymorphic ~970Kb inversion on human chromosome
17921 constitutes a great example of the evolutionary pattern and
genomic architecture of chromosomal rearrangements. This
inversion encompasses several genes, including the microtubule
associated protein Tau (MAPT) (OMIM ID: 157140), and is
characterized by an unusual and strong linkage disequilibrium
region that extends ~1.6Mb (Baker et al., 1999), which in turn
differentiates two major haplotype clades: H1 (direct orientation)
and H2 (inverted orientation), with no recombination between the
H1 and H2 alleles. The H1 haplotype is the most frequent variant
and is present in all human populations, whereas the H2 is mainly
found in Southwest Asian and Southern European populations,
with frequencies ranging from 21% to 32% (Evans et al., 2004;
Donnelly et al., 2010). Interestingly, the H1 haplotype is
unequivocally associated with several neurodegenerative
disorders, such as Parkinson's disease, progressive supranuclear
palsy, corticobasal degeneration, and frontotemporal dementia
(Simén-Sanchez et al., 2009; Hoglinger et al., 2011; Dickson et al.,
2011). Due to the peculiarities of this unique genomic region,
several studies have focused on the reconstruction of its
evolutionary history. In this sense, genetic analyses in human and
non-human primates suggest that H2 is the ancestral state, and
recurrent inversion events have occurred independently in
chimpanzees and humans (Zody et al., 2008; Donnelly et al., 2010).
However, whether the H1 haplotype is the ancestral orientation in
the Homo lineage and H2 arose either by a recent inversion in
modern humans from Africa, or by introduction to humans from
other hominids, is still a matter of controversy (Figure 1). High
throughput sequencing of nuclear DNA from Neanderthal
specimens has recently leaded to the conclusion that Neanderthals
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carried the more common H1 haplotype (Green et al., 2010). Also
recently, DNA from a bone excavated in Denisova Cave in the Altaic
Mountains (Southern Siberia) has been sequenced. This Denisova
individual belongs to a hominin group that shares common
ancestor with Neanderthals (644,000 years ago) and also lived
during the Late Pleistocene (Reich et al., 2010). Whether Denisova
also carried the H1 haplotype was not specifically evaluated in the
study by Reich et al (2010). We have used DNA sequence data from
these two hominid fossils, to help elucidate the evolution pattern
of this singular polymorphic inversion. We have also employed our
data from a previous analysis of the MAPT region in a European
population, (Setd-Salvia et al., 2011) to unravel the frequency in
modern humans of the MAPT subhaplotype carried by both
ancient hominins.

Materials and Methods

All bam files from the Neanderthal and Denisova assemblies
samples (all-sample-consensus, Vi.33.26, Vi.33.25, Vi.33.16) were

downloaded from the UCSC ftp site
(ftp://hgdownload.cse.ucsc.edu/gbdb/hg18/neandertal/seqgAlis/,
ftp://hgdownload.cse.ucsc.edu/gbdb/hg18/denisova/) and

obtained both hominid alleles for the entire MAPT sequence of
both Neanderthal and Denisova through the Unified Genotyper
program from the GATK package
(http://www.broadinstitute.org/gsa/wiki/index.php/The_Genome_
Analysis_Toolkit) version 1.0.4641M, using default parameters.
This region comprised the 134,002 genomic segment in
chromosome 17 (from position 41,327,544 to position 41,461,546
of the human genome hgl18 assembly). The biallelic polymorphisms
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rs1467967, rs242557, rs3785883, rs2471738, and rs7521, where
used to define the different subhaplotypes, as described earlier
(Pittman et al., 2005; Myers et al., 2005; Myers et al., 2007). To
analyze the 238bp insertion/deletion polymorphism in intron 9
(del-In9), we used the genetic variant rs17652121, which is in
complete linkage disequilibrium and can be used as a surrogate
marker for the inversion status (Baker et al., 1999). Data regarding
the frequency of MAPT subhaplotypes in European individuals was
retrieved from our previous data (Setd-Salvia et al., 2011). Briefly,
these data resulted from the genotyping of the six polymorphisms
in a series of 374 unrelated Spanish individuals from European
ancestry.

Results

Up to 50.8% and 87% of the 134,002bp region including the
MAPT gene has been reliably sequenced in Homo neanderthalensis
and Denisova hominin, respectively. These sequences include the
sites of the 6 polymorphisms that distinguish H1 from H2 clades
(Pittman et al., 2005; Myers et al., 2005; Myers et al., 2007).
Specific alleles of this genomic region in different human linages
and non-human primates are shown in Table 1. Our analysis
indicates that the haplotype in Denisova hominin falls within the
H1 clade. Detailed analysis of its composition disclosed that both
hominins harbored the H1j subhaplotype. This specific haplotype
represents ~ 1.7% of all possible subhaplotypes in individuals of
European ancestry (Table 1). In order to gain better knowledge of
the genetic differences between species, the 134,002bp genetic
region comprising the MAPT gene was compared between
Humans, Neanderthals, Denisova and other non-human primates
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(Table 2). A total of 70 intronic variants were found, 32 were
exclusive to the Denisova hominin, 7 were exclusive to Homo
neanderthalensis and 29 were exclusive to Homo sapiens. There is
only one intronic variant shared between the three hominins and
differing to the rest of the primates (locus 41361649).

(data from UCSC database)

rs1467967 rs242557 rs3785883 rs2471738  (del/ing) rs7521 . MONP European
haplotype frequency*
Rhesus A G C C del G H2 -
Orangutan A G o C del G H2 )
Gorilla A G G C del G H2 -
Chimpanzee A G G C del G H2 -
Denisova A G G C ins G H1j -
Neanderthal A G G C ins G H1j -
Human A G G C del G H2 0,2726
G G G C ins A H1lb 0,1186
A A G T ins G Hlc 0,0746
A A G C ins A Hld 0,0793
A G G C ins A Hle 0,0799
G G A C ins A H1f 0,0194
G A A C ins A Hlg 0,0057
A G A C ins A H1lh 0,0429
G A G C ins A H1i 0,034
A G G C ins G H1j 0,0175
A A A C ins G H1k 0,0137
A G A C ins G H1l 0,0319
G A G C ins G Hlm -
G G A C ins G Hln 0,0049
A A A C ins A Hlo 0,0190
G G G T ins G Hlp -
A A G T ins A Hlq 0,0079
A G G T ins G Hir 0,0165
G G G C ins G H1ls 0,0155
A G A T ins G H1t 0,0177
A A G C ins G H1lu 0,0250
G G A T ins G Hlv 0,0159
G G G C del G Hilw 0,0036
G A A T ins G H1x 0,0112

TABLE 1. MAPT diversity in Neanderthal, Denisova, great apes and Homo
sapiens. (* data from Seto-Salvia et al.,2011)
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Location dbSNP Human Neanderthal Denisova Chimpanzee Orangutan Macaque
41328711 rs3744457 C - T T T T
41329294  rs4792891 T - G G G G
41330390 rs7224541 G - A G G G
41332031 rs11079726 A G G G G G
41332480  rs9303523 T C C C C C
41335605 - G - T G G G
41335768 rs930119 A G G G G G
41336236 - A - T A - A
41342162 - T - C T T T
41342491 - C - T C C C
41346738 - C - T C C T
41346752 - G - C G G G
41347275 - G - T G G G
41347343 rs62056842 T - G T T T
41347381  rs9915721 A - G G G G
41348771  rs9899833 G - A A - C
41349951 - T C T T T T
41351747 - A T A A A
41351968  rs8080903 T - C C C C
41352389  rs1560313 A - G G G A
41355112 - A - C A A A
41358099  rs9904290 A G G G G G
41358460  rs2055797 A - T A A A
41361649 rs1001945 C C C G G G
41363929 rs8078967 T - C C C C
41365392 - G - A G G G
41369240 - C - G C C C
41374593 rs2435205 G - A A A A
41375573 rs242557 A - G G G G
41375997 - G - C G G G
41380709 - G - A G G G
41381748 rs242559 A - C C - C
41382191 rs242560 A - G G G G
41385632 - G - A G G G
41387681 - C - T C C C
41391156 - A - G A A A
41391300 - T C T T T -
41391869 - G - T G G -
41392246 rs62063276 T G G G A -
41392426 - C - T C C -
41395201 rs242554 T - C C C T
41405165 - C - A C C C
41406664  rs9896485 C G G G G G
41407240 rs10514889 A G G G G G
41410532 rs754593 A - G G G G
41410869 - A G A A A A
41417319 - G - A G G G
41418440  rs6503453 G - A A A A
41421578 rs919463 A - G G G G
41422301  rs2435212 A G G G G G
41423219  rs2258689 C - T T T T
41423684  rs2435213 T G G G G G
41427734 - C - T C C C
41430007 - C - T C C C
41432926 - C - T C C C
41435218 - C T C C C C
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Location dbSNP Human Neanderthal Denisova Chimpanzee Orangutan Macaque

41436191  rs2471739 T T T
41436673  rs2435202
41439134  rs2435203
41442104  rs4792897
41445598 -
41445599

41447700

41449536

41450397

41454594

41454707

41456634

41459277

41459318

(@]
—

G

T O4H4> > 40

>O044>>-0044000 >
>O0>>000A2>2>>4H0
>O4ArT0-4600 40> 40
>O0O4A> 0400 440> 40

>0494> 00

TABLE 2. MAPT sequence comparison between great apes and human linages

Discussion

The Homo sapiens and Homo neanderthalensis lineages
diverged about 800,000 years ago (Reich et al., 2010). The most
recent remains from Denisova, a phalanx found in 2008 and a
molar found in 2010 (Reich et al., 2010), are dated between 50,000
and 30,000 years ago. Therefore, there is no doubt that at least
these three species lived during the same time period. Whether
there was any MAPT gene flow between hominin species is still
unknown (Figure 1) (Holzer et al.,, 2004; Stefansson et al., 2005;
Cruts et al., 2005; Hardy et al., 2005; Zody et al., 2008; Donnelly et
al., 2010). Given that the H2 haplotype is typically found in
geographic regions in which Neanderthals were distributed, it has
been suggested that Homo neanderthalensis passed the H2
haplotype to humans (Hardy et al., 2005). However, this theory has
been challenged since nuclear DNA from Neanderthals show the
H1 haplotype (Green et al., 2010). Our analysis of the publicly
released genomic sequence comprising the MAPT region in
Denisova also indicates the presence of the H1 hapltoype in this
hominin. Also, a more detailed analysis shows that both hominins
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carried the H1j subhaplotype. The present data also support the
discussion by Martindn-Torres and colleagues (Martindn-Torres et
al., 2011) in which the assumption regarding Denisova migration
out of Africa as a distinct hominin dispersion, independent from
Neanderthals, was questioned. These results also argue against the
introduction of the H2 haplotype into European populations
through a gene flow from any of these two species. However, since
data from both Neanderthals and Denisova are scarce, we cannot
discard the existence of H2 chromosome carriers (either
heterozygous or homozygous) co-inhabiting during the same
period.

The sequences of Denisova and Neanderthal have yet to be
completed in the MAPT gene so more variations may also exist.

H1/H2 H1 H1 H1/H2 H2
Human Neanderthal Denisova Chimpanzee Macaque
Green et al., 2010

Hardy et al., 2005
(45,000 - 18,000),

~ 644,000 yrs

~ 800,000 yrs

Zody et al., 2008
Zody et al., 2008 (1-2 Myrs)
(2,3 Myrs)

Cruts et al., 2005
(3-3,6 Myrs)

Stefansson et al., 2005
(3 Myrs)

Holzer et al., 2004

FIGURE 1. Evolutionary model of MAPT inversions between great apes and
humans. Gray lines indicate the chronological period suggested for the presence
of H2 haplotype
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Conclusion

Our results show the subhaplotype H1j was shared by
Neanderthals and Denisova. However the variants between
Humans, Neanderthals, Denisova and non-human primates in the
MAPT gene and as well as previous data (Donnelly et al., 2010)
suggest that the H2 haplotype inversion arose relatively recently in
modern humans, and that this emergence was independent of
other hominin inversions.
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Dementia Risk in Parkinson Disease

Disentangling the Role of MAPT Haplotypes

Niiria Seto-Salvia, BS; Jordi Clarimén, PhD; Javier Pagonabarraga, MD, PhD; Berta Pascual-Sedano, MD, PhD;
Antonia Campolongo, BS; Onofre Combarros, MD, PhD; Jose Ignacio Mateo, MD, PhD; Daniel Regana, BS;
Merce Martinez-Corral, MD; Marta Marquié, MD; Daniel Alcolea, MD; Marc Sudarez-Calvet, MD;

Laura Molina-Porcel, MD; Oriol Dols, BS; Teresa Gomez-Isla, MD, PhD; Rafael Blesa, MD, PhD;

Alberto Lleo, MD, PhD; Jaime Kulisevsky, MD, PhD

Background: Dementia in Parkinson disease (PD) causes
nursing home placement, caregiver distress, higher health
care burden, and increased mortality.

Objective: To determine whether the microtubule-
associated protein tau (MAPT) H1 haplotype and MAPT
subhaplotypes play a role in the risk of PD and Parkin-
son disease—dementia (PDD) complex.

Design: Case-control genetic analysis.

Setting: Movement Disorders and Memory Units, Hos-
pital de Sant Pau, Barcelona, Spain.

Participants: Two hundred two patients with PD (48
of whom developed dementia >2 years after disease on-
set), 41 patients with Lewy body dementia (LBD, patho-
logically confirmed in 17), 164 patients with Alzheimer
disease (AD), and 374 controls.

Methods: The MAPT haplotype was determined by test-
ing for a 238-base pair deletion between exons 9 and 10,
which is characteristic of the H2 haplotype. Haploview
was used to visualize linkage disequilibrium relation-

ships between all genetic variants (5 single-nucleotide
polymorphisms and the del-In9 variant) within and sur-
rounding the MAPT region.

Resvlts: The H1 haplotype was significantly overrepre-
sented in PD patients compared with controls (P=.001).
Stratifying the PD sample by the presence of dementia
revealed a stronger association in PDD patients (sex- and
age-adjusted odds ratio, 3.73; P=.002) than in PD pa-
tients without dementia (sex- and age-adjusted odds ra-
tio, 1.89; P=.04). Examination of specific subhaplo-
types showed that a rare version of the H1 haplotype
(named H1p) was overrepresented in PDD patients com-
pared with controls (2.3% vs 0.1%; P=.003). No posi-
tive signals for any of the MAPT variants or HI subhap-
lotypes were found in AD or LBD.

Conclusions: Our data confirm that MAPT H1 is asso-
ciated with PD and has a strong influence on the risk of
dementia in PD patients. Our results also suggest that none
of the MAPT subhaplotypes play a significant role in other
neurodegenerative diseases, such as LBD or AD.

Arch Neurol. 2011;68(3):359-364

NE OF THE MOST COM-
mon nonmotor symp-
toms in Parkinson
disease (PD) is the co-
occurrence of dementia,

locus with PD in the population with Eu-
ropean origin.® However, these results were
not replicated in an independent genome-
wide association study performed in an
Asian population.” With up to 21 studies

Author Affiliations are listed at
the end of this article.
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with a mean prevalence of 30%.! Demen-
tia in PD is an important cause for nurs-
ing home placement,? caregiver distress,?
higher health care burden,* and in-
creased mortality.” The combination of de-
mentia and parkinsonism is also a key fea-
ture that characterizes dementia with Lewy
bodies (LBD), the second most common
cause of neurodegenerative dementia in the
elderly after Alzheimer disease (AD). A re-
cent genome-wide association study has
provided unequivocal evidence for a ge-
netic association of the microtubule-
associated protein tau (MAPT) (Gen-
Bank NG_007398.1 and OMIM 157140)

performed to date, MAPT seems to be un-
doubtedly associated with PD risk (http:
/fwww.pdgene.org). In particular, the
MAPT H1 variant, an extended haplotype
that results from a common genomic in-
version of approximately 800 kb in chro-
mosome 17q21 containing the MAPT gene,
has been found to be related to PD risk &1
Interestingly, the HI variant has also been
associated with cognitive decline in a lon-
gitudinal study of PD with a 31/2-year fol-
low-up.® In a subsequent study by some
of the same authors, the MAPT H1 allele
was the strongest independent predictor
of dementia among PD patients, with an
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odds ratio (OR) of 12.1 during 5 years of follow-up." Re-
search addressing the effect of MAPT in other neurode-
generative disorders, such as AD, has yielded inconclu-
sive results.'®'® A fine-mapping study of the MAPT H1/H2
clades described the Hlc subhaplotype, a version of the
H1 haplotype, to be the specific variant associated with
AD risk.'"® However, this association has been inconsis-
tently found in subsequent studies.”**! The specific MAPT
subhaplotype linked to PD, Parkinson disease—
dementia (PDD) complex, or LBD remains unknown.

Therefore, in this study, we sought to determine whether
MAPT H1/H2 is associated with PD and whether it influ-
ences the occurrence of dementia during the PD clinical
course. We also checked whether variability in the H1 back-
ground, ie, specific variants of the HI clade, could lead to
PD and PDD. To assess the role of the MAPT gene in other
neurodegenerative diseases, we explored MAPT genetic vari-
ability in LBD and AD patients from a well-defined clini-
cal and pathologic series from the north of Spain.

- EEZTTEE

SUBJECTS

A total of 390 unrelated patients were prospectively recruited from
the outpatient Movement Disorders and Memory Units at the
Hospital de Sant Pau, Barcelona. All patients were examined by
neurologists with expertise in neurodegenerative diseases.

A total of 202 patients fulfilled the diagnostic criteria de-
scribed by Hughes et al*? for idiopathic PD and were prospec-
tively recruited from among outpatients regularly attending the
Movement Disorders Unit. Motor symptoms and disease se-
verity were assessed in accordance with the Unified Parkin-
son’s Disease Rating Scale (UPDRS)*® and the Hoehn and Yahr
scale.? Of the total group of PD patients, 48 fulfilled current
diagnostic criteria for probable PDD.” Diagnosis of dementia
was based on a score of 1 or more on the Clinical Dementia
Rating scale” and fulfillment of the 294.1 criteria for PDD in
the Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders
(Fourth Edition, Text Revision). Patients with PD without any
cognitive decline were classified as the PDnD group (n=154).

Twenty-four patients with current consensus diagnostic cri-
teria for LBD were included.” In accordance with published
research criteria, we used the 1-year rule to distinguish be-
tween PDD and LBD.* We also included 17 patients with neu-
ropathologically confirmed LBD. Brain tissue was provided by
the Neurological Tissue Bank, Hospital Clinic de Barcelona at
the University of Barcelona. Neuropathologic staging of Lewy
body-related pathology was performed in accordance with pro-
posed diagnostic criteria for LBD*” and PD-related pathol-
ogy.”® We assessed AD-related pathology according to Ala-
fuzoff et al*® and Braak et al*® for neurofibrillary pathology,
according to the Consortium to Establish a Registry for Alz-
heimer’s Disease criteria for neuritic plaque density,” and ac-
cording to the National Institute of Aging/Reagan Institute Con-
sensus recommendations for the postmortem diagnosis of AD.
We used consensus recommendations to estimate the likeli-
hood that AD lesions underlie dementia.*? In order to include
only those patients whose death was most likely due to LBD,
we assessed Lewy bodies and AD pathology in accordance with
McKeith et al’s recommendations.*”

A total of 164 patients fulfilled clinical diagnostic criteria for
possible or probable AD according to the National Institute of Neu-
rological and Communicative Disorders and Stroke and the Alz-
heimer Disease and Related Disorders Association criteria for AD.>

We recruited 374 unrelated controls from the Department
of Neurology at Hospital Universitario Marqués de Valdecilla
(santander, Spain). All had complete neurologic and medical
examination findings that showed they were free of signifi-
cantillness. They also had Mini-Mental State Examination scores
of 28 or higher (corrected for age), verified by at least 1 an-
nual follow-up assessment. Although we did not perform a for-
mal screening process regarding patients’ descent from the data
available concerning their origin (name and place of birth), it
was deduced that all were of European ancestry.

All participants or their families provided written in-
formed consent, and the study was approved by the respective
ethics committees.

GENOTYPING

The MAPT haplotype was determined by testing for the pres-
ence of a 238-hase pair deletion between exons 9 and 10, which
is characteristic of the H2 haplotype ** Genotyping of the sur-
rounding tagging single-nucleotide polymorphisms (SNPs)
rs1467967, 1s242557, 153785883, 152471738, and 157521, within
the 17q21 region, was conducted by Tagman Assays-on-
Demand on the ABI PRISMs 7T900HT Sequence Detection Sys-
tem (Applied Biosystems, Foster City, California), followed by
analysis with SDS 7500 software, version 2.0.1 (Applied Bio-
systems, Carlshad, California).

STATISTICAL ANALYSIS

Hardy-Weinberg equilibrium was assessed by the x? test. Hap-
loview was used to visualize linkage disequilibrium relation-
ships between all genetic variants (5 SNPs and the del-In9 vari-
ant) within and surrounding the MAPT region.”” Linkage
disequilibrium blocks were constructed following the D" method
by Gabriel et al,*® also implemented in Haploview. Genotype
and allele frequencies were estimated by direct counting and
were compared between patients and controls by means of x*
analysis with 1 degree of freedom. Multiple logistic regression
models were used to adjust for covariants, such as age and sex.
Data were analyzed using the Statistical Package for the Social
Sciences, version 17.0.0 (SPSS Inc, Chicago, Illinois). Haplo-
types were reconstructed and population frequencies were es-
timated using the program PHASE, version 2.1 (Matthew Ste-
phens Lab, Chicago, Illinois).* Global differences in haplotype
frequencies between controls and cases were assessed using 1000
permutations for each comparison. Individual haplotype fre-
quency differences were assessed by haplotype trend regres-
sion analysis.® with 10 000 permutations. Haplotype-specific
score statistics adjusted for age and sex were assessed with the
R package Haplo.score,* with 10 000 simulations for each em-
pirical P value. The t test was performed to compare means be-
tween groups.

o EmEw ]

A total of 390 patients (comprising PD, AD, and LBD pa-
tients) and 374 controls were recruited (Table 1 for
sample details). Of the 202 PD patients, 48 developed de-
mentia (PDD subgroup) and 154 remained free of de-
mentia (PDnD subgroup). The mean (SD) interval from
PD onset to dementia was 11.3 (7.1) years, ranging from
2 to 30 years. Therefore, none of the PDD patients in-
cluded in our series developed dementia within 2 years
of PD onset. The mean (SD) age of dementia onset was
74.3(7.0) years. Comparison of clinical characteristics
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Table 1. Demographic and Clinical Characteristics of Patients and Controls
Controls PD PDnD POD LBD AD
Characteristic (n=374) (n=202) (n=154) (n=48) (n=24)2 (n=164)
Male sex, No. (%) 119 (31.8) 109 (53.9) 79 (51.3) 30 (62.5) 15 (62.5) 50 (30.5)

Age, mean (SD) [range], y?
Disease duration,
mean (SD) [range], y

81.3 (6.9) [65-99] 58.1(10.8) [40-84] 56.6 (10.3) [40-84] 63.0 (11.2) [40-84] 745 (7.2) [61-89] 77.0 (5.5) [65-89]
NA

11.8 (6.4) [1-31]

112 (59) [1-27]

135 (7.4) [3-31]

5.0 (1.7) [3-10]

31 (2.4) [1-18]

UPDRS-III score, mean (SD)%4 NA 295 (13.1) 27.1(12.7) 37.2 (113) NA NA
Hoehn and Yahr scale NA 2,66 (0.94) 24(0.86) 34 (0.85) NA NA
score, mean (SD)®
Abbreviations: AD, Alzheimer disease; LBD, Lewy body dementia; NA, not applicable; PD, Parkinson disease; PDD, Parkinson disease-dementia;
PDnD, Parkinson disease without any cognitive decline; UPDRS, Unified Parkinson’s Disease Rating Scale.

4geventeen LBD patients with neuropathologically confirmed diagnosis were not included.

D Age at onset for disease series and current age for controls.

CUPDRS and Hoehn and Yahr scores at last assessment.

9UPDRS-Il is related to the motor part of the UPDRS.

Tahle 2. Single-Locus Association

Major Allele Frequency
Location Major PD (P Value) PDnD (P Value) PDD (P Value) LBD (P Value) AD (P Value) :

Variant inMAPT  Allele  CO OR (95% Cl) OR (95% CI) OR (95% Cl) OR (95% CI) OR (95% CI)

rs1467967 5’ Exond A 736 66.3 (.01) 68.2 (.08) 60.0 (.007) 75.9 (.70) 71.3 (44)
0.71(0.54-092)  0.77 (0.57-1.03)  0.54 (0.34-0.85) 1.13(0.60-2.11)  0.89(0.66-1.19)

15242557 5" Exon{ G 68.0 63.8(.17) 61.8 (.06) 72.1 (.50) 63.0 (.44) 66.0 (.53)
0.83(0.63-1.08)  0.76 (0.57-1.01) 1.21(0.70-2.11) 0.80(0.45-1.42)  0.91(0.68-1.21)

rs3785883  Intron 3 G 789 82.0(.22) 84.7 (.04) 721 (15) 784 (.91) 80.8 (.49)
1.21(0.89-166)  1.48(1.04-212)  069(0.42-1.14)  1.01(0.95-1.08)  1.12(0.81-1.56)

12471738 Intron 9 6 82.3 79.0 (.18) 79.5 (.29) 77.3 (15) 78.8 (.43) 85.4 (.22)
0.81(0.60-1.10)  0.84 (0.60-1.17)  0.73(0.43-1.24)  0.80 (0.45-1.41)  1.25(0.88-1.80)

del-In9 Intron 9 Hi 68.7 77.5 (.002) 75.2 (.04) 85.6 (.001) 70.3 (.79) 70.8 (.50)
157(1.18-2.08)  1.38(1.02-1.86)  2.69(1.47-4.95) 107 (0.64-1.81)  1.10(0.83-1.47)

rs7521 3" Exon 14 G 56.9 54.6 (.46) 57.2 (.93) 45.3 (.04) 61.8 (.41) 58.7 (.59)
0.91(0.71-1.16)  1.01(0.77-1.32)  0.63(0.40-0.98)  1.23(0.75-1.99)  1.08 (0.82-1.40)

Abbreviations: AD, Alzheimer disease; Cl, confidence interval; CO, controls; LBD, Lewy body dementia; MAPT, microtubule-associated protein tau; OR, odds

ratio; PD, Parkinson disease; PDD, Parkinson disease-dementia; PDnD, Parkinson disease without any cognitive decline.

between PDnD and PDD patients revealed that disease
duration was longer in PDD patients (13.5 years in PDD
patients vs 11.2 years in PDnD patients; P=.03). Also,
age of onset was later in PDD patients compared with
PDnD patients (63.0 vs 56.6 years; P<<.001). Finally, total
UPDRS motor score and Hoehn and Yahr scale scores were
higher in PDD patients compared with scores in PDnD
patients (37.2 vs 27.1 for the UPDRS; P<<.001; and 3.4
vs 2.4 for the Hoehn and Yahr scale; P<<.001). No dif-
ferences in sex were found between PD patients with and
those without dementia.

Genotype frequencies did not differ significantly from
the predictions of the Hardy-Weinberg equilibrium in con-
trols. Single-locus analysis of the genetic variants ana-
lyzed within the MAPT region disclosed a highly signifi-
cant overrepresentation of the H1 allele in the entire PD
group (comprising both PDD and PDnD) compared with
controls (P=.002) (Table 2). Interestingly, although this
association remained significant in both subgroups of PD
patients, the effect was greater in PDD patients than in
PDnD patients (OR,2.69;95% confidence interval [CI],
1.47-4.95; P=.001 in the PDD subgroup; and OR,1.38;
95% CI, 1.02-1.86; P=.04 in the PDnD subgroup). Be-

cause PDD patients were not age- and sex-matched with
controls, we performed a logistic regression analysis ad-
justing the H1 risk for these 2 variables. Again, al-
though the H1-adjusted effect persisted in the overall PD
group (OR,2.47; 95% CI, 1.44-4.22; P=.001), the risk-
adjusted H1 for the PDD subgroup was twice that for the
PDnD subgroup (OR,3.73; 95% CI, 1.64-8.46; P=.002
in the PDD subgroup; and OR,1.89; 95% CI, 1.03-3.47;
P=.04 in the PDnD subgroup).

When we focused on other SNPs surrounding the
H1/H2 allele, a protective effect was detected for the
rs1467967-A allele on both the PD risk (P=.01) and the
PDD risk (P=.007) (Table 2). This polymorphism did not
have any effect on the PDnD group. Only 1 SNP
(rs3785883) was marginally significant in the PDnD group
compared with controls (P=.04). None of the 6 variants
analyzed within the MAPT region had any role in either
LBD or AD risk.

To refine the association found between PD and the
MAPT del-In9 variation and to assess whether any of the
H1 subclades could be influencing LBD or AD risk, we
performed a haplotype association study comparing MAPT
subhaplotype frequencies between the different groups
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Table 3. Association of MAPT Haplotypes

) Haplotype Frequencies

S I 1
Haplotype ID Variants? co PD PDnD PDD LBD AD
H2a AGGCdelG 27.2 2050 228 12.5¢ 27.4 26.0
Hib GGGCinsA 1.9 154 14.6 186 85 133
Hic AAGTinsG 74 101 11.3 6.3 1.2 6.9
Hid AAGCinsA 7.8 84 8.5 7.3 6.1 74
Hie AGGCinsA 79 84 8.3 9.3 5.6 8.0
Hip GGGTinsG 0.1 09 02 23¢ 0.2 0.1
e e .01 .002 .01 .56 A7

Abbreviations: AD, Alzheimer disease; CO, controls; LBD, Lewy body dementia; MAPT, microtubule-associated protein tau; PD, Parkinson disease;
PDD, Parkinson disease—dementia; PDnD, Parkinson disease without any cognitive decline.

aThe allele for each particular single-nucleotide polymorphism is shown in the following order: rs1467967, rs242557, rs3785883, rs2471738, del-Ing, and
rs7521. Numbers on the last line indicate P values that result from haplotype frequency comparisons between each group of patients and controls. PHASE,
version 2.1 (Matthew Stephens Lab, Chicago, lllinois) was used to reconstruct haplotypes and compare haplotype frequencies. Logistic haplotype trend regression
was performed for each particular haplotype frequency comparison, and only those that differed significantly from controls are indicated as P<.05 (°) and
P01 (°). Haplotype IDs were assigned using nomenclature previously proposed by Myers et al."® Of all uncommon H1 subhaplotypes (frequencies <5%), only

the H1p variant is presented.
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Figure. Linkage disequilibrium plot across the microtubule-associated
protein tau (MAPT) gene in control individuals from Spain. The gene
structure of MAPTis shown (top), with vertical bars representing exons.
Relative positions of the tagging single-nucleotide polymarphisms (SNPs)
are shawn below, with the genomic length between flanking SNPs in base
pairs (bp) indicated. Numbers within the diamonds are D" values for the
respective SNP pairs.

of patients and controls (Table 3). Linkage disequilib-
rium analysis between the aforementioned polymor-
phisms produced a D plot that was very similar to the
pattern already described for other populations with Eu-
ropean origin (Figure).'®? Significant overall differ-
ences were found in haplotype frequencies between the
2 subgroups of PD patients and controls (overall PD,
P=.01;PDnD, P=.002; and PDD, P=.01) (Table 3). Hap-
lotype H2a, which derives from the del-In9 variant and
defines the H2 haplotype, was significantly underrepre-
sented in both PD and PDD groups compared with the
controls. However, the most striking difference was found
within the PDD group (27.2% in controls vs 20.5% in

overall PD and 12.5% in PDD). These data suggest that
MAPT haplotype differences between the total PD group
and the controls were due mainly to the lower H2a fre-
quency in the PDD subgroup. The haplotype-specific score
adjusted for age and sex related to H2a for the PDD group
was —2.86 (simulated P=.004; data not shown). This nega-
tive score strongly indicates a protective effect of the H2a
haplotype on PDD. None of the other common subhap-
lotypes (haplotypes H1b to Hle, with frequencies >5%)
differed between PD patients and controls. Surpris-
ingly, detailed analyses of uncommon haplotypes (hap-
lotypes H1f to H1w) showed an overrepresentation of the
H1p haplotype in the PDD group compared with its rep-
resentation in controls (2.3% vs 0.1%:; P=.003).

We did not find any association between MAPT sub-
haplotypes in either AD or LBD. The MAPT association
remained negative when the LBD sample was stratified
into pathologic and clinical diagnoses (data not
shown).

B cortieNT [

This study supports previous evidence that the MAPT H1
haplotype is associated with PD and furthers our under-
standing of its role in PDD. Our data augment the find-
ings of recent studies indicating that the MAPT geno-
type has a clear effect on the development of dementia
among PD patients.’” The mechanism linking MAPT vari-
ants and dementia in PD remains unknown. However,
several lines of evidence support the biologic basis of this
association. First, mutations in MAPT lead to frontotem-
poral dementia with parkinsonism linked to chromo-
some 17%*: second, atypical parkinsonian syndromes,
such as progressive supranuclear palsy and corticobasal
degeneration, both accompanied with a progressive cog-
nitive decline leading to dementia, have been consis-
tently associated with the MAPT H1 haplotype®**#; third,
tau and a-synuclein, the pathologic hallmark of PD, can
interact and fibrillize synergistically in vitro®; and fourth,
tau and «-synuclein are known to colocalize in brains
with Lewy body pathology.*
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To our knowledge, our study represents the first com-
prehensive analysis of MAPT subhaplotypes and their role
in PD, PDD, and LBD. We found a striking protective effect
between the H2a subhaplotype and the risk of PDD. In-
terestingly, when we investigated uncommon subhap-
lotypes, we found that up to 2% of PDD chromosomes
had the H1p haplotype, whereas only 0.1% of control
chromosomes carried this variant. This is pivotal be-
cause it refines the MAPT association and delineates the
specific variant that could be related to the disease. There
is a clinical and pathologic overlap between PDD and LBD,
and current criteria use the timing of the onset of cog-
nitive symptoms in relation to motor symptoms to dif-
ferentiate the 2 entities: 1 year or less defines LBD and
more than 1 year defines PDD.?*# Therefore, the ques-
tion arises as to whether PD, LBD, and PDD are differ-
ent stages along the continuum of a single disorder with
a common biologic substrate or whether they represent
separate clinical entities with different genetic back-
grounds. Our data suggest that LBD and PDD could be
related to distinct genetic factors because we found no
hints of association between MAPT and LBD. Although
to our knowledge this is the first study to assess the role
of MAPT in LBD risk, our negative results should be in-
terpreted with caution in view of the low sample size.

We were unable to replicate previous associations be-
tween the Hlc subhaplotype and the risk of AD.'® One
explanation for these conflicting data may be related to
differences in participants’ origin (the cohort in the study
by Myers et al'® were from the United Kingdom and the
United States). However, samples in both studies share
European ancestry and haplotype frequencies (9% for the
H1c haplotype in the Myers et al cohort and 7.4% in our
cohort). Itis therefore unlikely that the discrepancies be-
tween the 2 studies can be attributed to geographic factors.

One limitation of our study is that controls were not
age- and sex-matched with our PD and LBD cohorts. How-
ever, in view of their age and good cognitive status, we
presume our control cohort has genetic protective fac-
tors that prevented the development of neurodegenera-
tive disorders. Another limitation is lack of definite neu-
ropathologic diagnoses in most of our samples. However,
because all patients were evaluated by neurologists highly
specialized in movement disorders or dementia, a low rate
of misdiagnosis could be expected.

Of the 6 variants analyzed in the present study,
11467967 was the second most important genetic variant
associated with PDD after the H1 polymorphism. Interest-
ingly, it is located at the most 5’ region of the gene, rela-
tively close to the transcription regulation region. Al-
though it is unlikely that this association is due to a direct
functional consequence of this SNP, the most plausible ex-
planation would be that this polymorphism may be in link-
age disequilibrium with another functional variant within
the 5" genomic region of the MAPT gene. Therefore, re-
gardless of the exact mechanism underlying the associa-
tion between this variant and PDD, genetic variability in
the expression of tau protein likely increases the risk of de-
veloping dementia in PD. Determining precisely which ele-
ment of the MAPT locus is responsible for the association
will be difficult because of the strong and extensive link-
age disequilibrium across this genomic region.

The present analyses also replicate previous clinical
data that reported higher age and more severe symp-
toms to be major risk factors for the development of de-
mentia related to PD.¥

In summary, our data confirm that the MAPT H1 hap-
lotype plays a significant role in PD patients’ predispo-
sition to developing dementia and strongly suggest that
the rs1467967 variant and the H1p subhaplotype could
contribute to PDD. This genetic finding, combined with
appropriate clinical assessments such as specific neuro-
psychologic tests,* may have implications in the early
identification of subgroups of PD patients with a high risk
of dementia. This knowledge would therefore be an in-
valuable help in the selection of patients who could ben-
efit from future therapeutic trials aimed at improving or
slowing the progression of cognitive impairment in PD.
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of Dementia during Parkinson’s Disease Course
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ABSTRACT: Mutations in the glucocerebrosidase
gene are associated with Parkinson’s disease and Lewy
body dementia. However, whether these alterations
have any effect on the clinical course of Parkinson’s
disease is not clear. The glucocerebrosidase coding
region was fully sequenced in 225 Parkinson’s disease
patients, 17 pathologically confirmed Lewy body de-
mentia patients, and 186 controls from Spain. Twenty-
two Parkinson’s disease patients (9.8%) and 2 Lewy
body dementia patients (11.8%) carried mutations in
the glucocerebrosidase gene, compared with only 1
control (0.5%); P =.016 and P = .021 for Parkinson’s
disease and Lewy body dementia, respectively. The
N370S and the L444P mutations represented 50% of
the alterations. Two novel variants, L144V and S488T,
and 7 previously described alterations were also found.

Alterations in glucocerebrosidase were associated with
a significant risk of dementia during the clinical course
of Parkinson'’s disease (age at onset, years of evolution,
and sex-adjusted odds ratio, 5.8; P = .001). Mutation
carriers did not show worse motor symptoms, had
good response to L-dopa, and tended to present the in-
termediate parkinsonian phenotype. Our findings sug-
gest that mutations in the glucocerebrosidase gene not
only increase the risk of both Parkinson’s disease and
Lewy body dementia but also strongly influence the
course of Parkinson’s disease with respect to the
appearance of dementia. © 2011 Movement Disorder
Society

Key Words: Parkinson's disease; Lewy body disease;
dementia; glucocerebrosidase; genetics

*Correspondence to: Dr. Jordi Clarimén, and Jaime Kulisevsky,
Neurology Department, Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, Sant
Antoni M. Claret 167, 08025 Barcelona, Spain; jclarimon@santpau.cat,
jkulisevsky@santpau.cat

Funding agencies: This work was supported by a research grant from
CIBERNED and by the Fondo de Investigaciones Sanitarias (PI09/00098 and
PI07/1150). Also, this work has been developed in the framework of the
Spanish MICINN (CGL2009-12703-C03-02, SAF2010-17589, and SAF2011-
25431), and the Catalan AGAUR (2009SGR-188 and 2009SGR-971).

Relevant conflicts of interest/financial disclosures: Nothing to report.
Full financial disclosures and author roles may be found in the online
version of this article.

Received: 21 July 2011; Revised: 18 October 2011; Accepted: 24 Oc-
tober 2011

Published online 15 December 2011 in Wiley Online Library
(wileyonlinelibrary.com). DOI: 10.1002/mds.24045

Dementia is one of the most important aggravating
nonmotor symptoms in Parkinson’s disease (PD) and
occurs in 30% of PD paticnts.1 Among the known
genetic risk factors related to PD, mutations in the
glucocerebrosidase gene (GBA), encoding the enzyme
B-glucocerebrosidase, are major contributors to the
individual risk of developing the disease. Since the first
description of the relationship between alterations in
the GBA gene and PD,? several studies worldwide
have replicated this finding. Most analyses have
focused on the most common pathogenic mutations in
GBA, such as N370S and 1444P variants,>'
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although others have performed an intensive screening
of the entire GBA gene.'>'® Interestingly, mutations
in GBA have also been found in autopsy Lewy body
dementia (LBD) specimens, thus hinting at a link
between GBA, parkinsonism, and dementia,'*'%2°
However, the role of this gene in the occurrence of de-
mentia during the course of PD (Parkinson’s disease—
dementia complex [PDD]) has not been extensively
addressed. A recent study performed in the United
Kingdom observed cognitive decline or dementia in
48% of PD patients carrying GBA alterations, thus
suggesting that mutations in GBA might increase the
risk of developing cognitive impairment in individuals
suffering from PD.'6

The present study conducted a comprehensive analy-
sis of GBA in a sample of PD patients, postmortem
brain tissue from partients with Lewy body dementia,
and controls. The study explored the possible influen-
ces of GBA mutations in the clinical course of PD,
including cognitive decline and dementia.

Patients and Methods
Subjects

All participants were white Europeans. A total of
225 PD patients were prospectively recruited from
among outpatients regularly attending the Movement
Disorders Clinic at the Hospital de la Santa Creu i Sant
Pau, Barcelona, Spain. One hundred and four (46.2%)
were women, and the mean age of disease onset was
56.3 = 12.3 years. Average age at blood sampling was
68.5 = 10.6 years, and average time of clinical evolu-
tion from first symptoms was 12.2 = 6.7 years. All PD
patients fulfilled the diagnostic criteria described by
Hughes et al (1992) for idiopathic PD.*' Motor symp-
toms and disease severity were assessed according to
the Unified Parkinson’s Disease Rating Scale (UPDRS)22
and Hochn & Yahr scores.?®> Average UPDRS and
Hoehn & Yahr scores at the moment of blood with-
drawal were 30 = 14 and 2.66 = 0.97, respectively.
Previously described methods to classify PD patients in
terms of motor phenotype were used.?* Sixty-one
patients (27.1%) were classified as “tremor dominant,”
65 (28.9%) as “intermediate,” and 98 (43.6%) as
“postural instability and gait disturbance.”” The diagno-
sis of dementia was based on a score > 1 on the Clini-
cal Dementia Rating scale (CDR)® and fulfillment of
the 294.1 criteria for PD with dementia on the Diag-
nostic and Statistical Manual of Mental Disorders, re-
vised Fourth Edition (DSM IV-TR). From among the
total group of PD patients, 59 (26.2%) fulfilled current
diagnostic criteria for probable PD dementia.?® The av-
erage number of years from PD onset to dementia was
11.7 = 7.5, ranging from 2 to 30 years.

The Lewy body (LB) series comprised a total of 17
brain tissue specimens that were provided by the

Neurological Tissue Bank, University of Barcelona,
Hospital Clinic de Barcelona, Spain. Nine (52.9%)
were men, and age at death was 77.2 = 8 years. All
the brains came from patients who had a clinical diag-
nosis of Lewy body dementia. Neuropathological stag-
ing of LB-related pathology was performed according
to proposed diagnostic criteria for LBD,?” and only
those patients with a high likelihood that dementia
was because of LB pathology, in accordance with
McKeith’s recommendations, were included.

One hundred and eighty-six control individuals were
collected from 2 sources. Eighty-five unrelated control
subjects were recruited from the Memory Unit at Hos-
pital de la Santa Creu i Sant Pau, and 101 were
recruited from the Hospital General de Vic, both cen-
ters in the province of Barcelona, Spain. Average age
at examination was 74.8 * 6.4 years, and the male-
to-female ratio was 2.6:1. All participants underwent
a thorough neurological examination and complete
neuropsychological assessment to rule out any possible
neurological illness. Written informed consent was
obtained from all participants. The institutional review
board approved the study.

Genetic Analysis

Mutation screening was performed through DNA
amplification of the coding region and flanking
intronic sequences using previously described primers
specifically designed to avoid amplification of the
neighboring GBA pseudogene.?® In some cases, an al-
ternative set of sequencing primers was designed
(primer sequences provided on request). The following
reagents were used for the PCR in a total reaction vol-
ume of 25:12.5 pL FastStart PCR Master (Roche,
Mannheim, Germany), 0.75 pL of 10 mM forward
and reverse primers, 10 pL of deionized warter and 1
uL of genomic DNA template (20 ng/uLl). PCR prod-
ucts were run on a 1.5% agarose gel with ethidium
bromide and size-checked to rule out amplification of
the GBA pseudogene. Cycle sequencing was per-
formed using a Dye Terminator Sequencing Kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA) and run on an
ABI 37301 genetic analyzer. All mutations were con-
firmed by reamplification of the individual patient
DNA and sequenced both in the forward and the
reverse directions. A reanalysis of the RecNcil muta-
tion was performed independently in another labora-
tory that specializes in genetic diagnosis of Gaucher
disease using different PCR conditions as previously
described.?” Sequence chromatograms were analyzed
using Sequencher software (Genecodes, Ann Arbor,
MI), and a c¢cDNA reference sequence for GBA was
taken from GenBank (NM_001005749). The bioinfor-
matics tool PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvar-
d.edu/pph2/) was used to predict the functionality of
novel mutations.” HumDiv-trained PolyPhen-2 scores
were used.
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( GBA AND ITS ROLE IN PD, LBD, AND PDD

TABLE 1. GBA mutations in PD patients, LBD brains, and healthy controls

Allele cDNA Protein Exon PD patients, n (%) LBD brains, n (%) Controls, n (%)
M123T c.485 T>C p-Met162Thr 5 1(4.5%)
L144® c.547 T>G p.Leu183val 5 1(4.5%)
6202R c.721 G=A p.Gly241Arg 6 1 (4.5%)
1260T c.896 T>C p.lle299Thr 7 1(4.5%)
T369M €.1223 C>T p.Thr408Met 8 2 (9%) 1(0.5%)
N3705 c.1226 A>G p.Asn409Ser 9 5 (22.7%) 1 (5.8%)
W393R c1294 T>A p.Trp432Arg 9 1(4.5%)
D409H .1342 G>C p.Asp448His 9 2 (9%)
L444pP €.1448 T>C p.Leud83Pro 10 6 (27.2%)
RecNcil c.1497 G>C p.Val499val 10 1 (4.5%) 1 (5.8%)
¢.1483 G>C p.Ala495Pro
.1448 T>C p.Leud83Pro
54881 c1579 T>A p.Ser527Thr " 1(4.5%)
Total 22 (9.8%) 2 (11.8%) 1(0.5%)

“Novel GBA mutations

Statistical Analysis

Differences in mutation frequencies between patients
and controls were assessed by means of the chi-square
test. Continuous variables were compared between PD
mutation carriers and non-carriers through the ¢ test.
UPDRS scores were examined through ANCOVA
analysis using years of disease duration as a covariate
in the model. The same statistical analysis was used to
evaluate the influence of GBA mutations in the inter-
val prior to the development of dementia, adjusting
for age at onset, sex, and years of evolution. Logistic
regression was applied to examine the effect of GBA
mutations on PD risk on dementia occurring during
the clinical course of PD. Data were analyzed using
Statistical Package for the Social Sciences, version
18.0.0 (SPSS Inc., Chicago, IL).

Results

Our screening disclosed a frequency of GBA muta-
tions of 9.8% (22 of 225) in patients with PD and
11.8% (2 of 17) in patients with LBD (Table 1).
These frequencies were significantly higher than the
0.5% prevalence in the control series (age- and sex-
adjusted P = .016 and P = .021 for PD and LBD
comparison, respectively). Variants were previously
reported single-base substitutions (M123T, G202R,
1260T, T369M, W393R, N370S, D409H, and
1.444P) or the complex mutant allele RecNcil. Two
novel mutations, L144V and $S488T, were also found
in 2 PD patients. The possible pathogenicity of these
2 new mutations was assessed with the Polyphen-2
tool. The L144V was predicted as possibly damaging,
with a sensitivity of 0.84 and specificity of 0.88, and
the S488T was considered probably damaging, with
a sensitivity of 0.65 and specificity of 0.95. The most
frequent mutation was the L1444P, representing

27.2% of mutated alleles in PD patients. The second
most prevalent mutation was the N370S, contributing
to 22.7% and 50% of the mutated alleles in PD and
LBD patients, respectively. One PD patient was
homozygous for the N370S. Clinical characteristics
of the 22 PD patients with GBA mutations are
described in Table 2.

To assess whether GBA mutations could alter the
clinical course of PD, a comparison of clinical features
was performed between mutation carriers and noncar-
riers (Table 3). Average age at disease onset of GBA
mutation carriers was 54.2 * 6.66, and this did not
differ from non-GBA mutation PD patients (56.5 =
12.7, P = .402). To evaluate motor alterations,
UPDRS and Hoehn & Yahr scores were compared
between mutation carriers and noncarriers, adjusting
by years of evolution and age of onset. No differences
in either of the scores were found between mutation
carriers and noncarriers (P > .05 in both compari-
sons). To analyze the association between GBA altera-
tions and cognitive decline, we compared the
occurrence of dementia according to GBA mutation
status. Dementia was significantly more common in
GBA mutation carriers (11 of 22, 50%) than in non-
carriers (48 of 203, 24%); chi-square test, P = .008.
The OR of dementia because of a GBA mutation
adjusted by age of onset, years of clinical evolution,
and sex was 5.8 (95% CI, 1.98-17.2; P = .001).
Years from disease onset to dementia did not differ
between PD mutation carriers and noncarriers (age at
onset, years of evolution, and sex-adjusted P = .593).
The female-to-male ratio of the PD mutation carriers
was 2.7:1, and this was significantly higher than in the
overall PD series (0.85:1) Pearson’s chi-square test,
5.64; P = .017. The study of family history of disease
disclosed that 50% of PD patients carrying a mutation
had at least 1 first-degree family member with disease,
whereas among the noncarriers it was 38.9%.

Movement Disorders, Vol. 27, No. 3, 2012 395

113



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

FACTORS DE RISC GENETICS IMPLICATS EN EL DETERIORAMENT COGNITIU EN MALALTIES NEURODEGENERATIVES.
Nuria Setd Salvia

Diposit Legal: T 1556-2014

Resultats Apartat 5.3
SETO -SALVIA ET AL. }
TABLE 2. Clinical description of PD patients with GBA mutations
Age at Years of  Family history L-Dopa Cognitive Other nonmotor
Patient Genotype Sex  onset (y) First symptom evolution of PD response  symptoms symptoms
P1 M123T/wt F 65 Rest tremor 11 No Yes Dementia  Hallucinations,
marked apathy
P2 L144Viwt F 64 Impairment of gait 14 No Yes Dementia  Hallucinations
P3 G202R/wt F 61 Left-sided rigid-akinetic 16 Yes Yes Dementia  Behavior disorder,
syndrome hyperactivity
P4 1260T/wt F 60 Rest tremor 11 Yes Yes Dementia  Mild hallucinations
P5 T369M/wt M 47 Clumsiness and reduced 17 No Yes
movement
P6 T369M/wt F 44 Rest tremor 30 Yes Yes Dementia
P7 N370S/ N370S M 61 Motor slowness and loss 5 Yes Yes Mcl
of dexterity
P8 N370S8/wt F 63 Left-sided rigid-akinetic 3 No Yes Depression, very mild
syndrome hallucinations
P9 N370S/wt F 48 Left-sided rigid-akinetic 25 Yes Yes
syndrome
P10 N370S/wt F 46 Rest tremor, global 12 Yes Yes Hyperactivity, impulse
hypokinesia control disorder
P11 N370S/wt F 49 Rest tremor 16 No Yes Mild hallucinations
P12 W393R/wt F 60 Rest fremor 7 Yes Yes
P13 D409H/wt M 50 Right-sided rigid-akinetic 5 No Yes Dementia ~ Mild hallucinations
syndrome
P14 D409H/wt F 56 NA 12 No Yes Mcl Insomnia, paranoia
P15 L444P/wt F 56 Cervical pain, right-sided 13 No Yes Dementia  Hallucinations,
rigid-akinetic syndrome restlessness, anxiety,
sleep disturbances
P16 L444P/wt F 56 Right-sided rigid-akinetic 17 Yes Yes Fluctuating anxiety
syndrome
P17 L444P/wt M 48 Right-sided rigid-akinetic 15 No Yes Dementia ~ Complex visual
syndrome hallucinations
P18 L444P/wt F 57 Tremor, depression, anxiety, 12 No Yes Dementia  Hallucinations
global hypokinesia
P19 L444P/wt F 48 Left-sided rigid-akinetic 15 Yes Yes Depression
syndrome
P20 L444P/wt F 46 Rest tremor, rigidity, 26 Yes Yes Dementia  Hallucinations
hypokinesia
P21 RecNed/ wt M 51 A 10 No Yes Hypersexuality and
behavioral
disinhibition
P22 S488T/wt M 56 Global hypokinesia, 14 Yes Yes Dementia  Hallucinations, anxiety

anteflexion,
and mild tremor

MGI, mild cognitive impairment; NA, nonavailable data.

However, this difference was not significant (P =
.313). The intermediate parkinsonian phenotype was
overrepresented in GBA mutation carriers compared
with noncarriers (54.5% vs 26.2%, respectively; P =
.019). GBA mutations did not have any effect on
response to L-dopa.

Discussion

The present study, showing that half of the GBA
mutation carriers developed dementia during the clini-
cal course of PD, strongly reinforces recent data
reported by Neumann et al (2009), in which the same
proportion developed symptoms of cognitive decline

during PD.'® Thus, this outcome suggests for the first
time that the individual risk of dementia in PD
patients with GBA mutations is increased 6-fold in
carriers compared with noncarriers.

The frequency of GBA mutations in Spanish PD
patients was almost 10%. To date, only 3 European
countries have performed the same in-depth analysis
of this locus in white, non-Ashkenazi Jewish individu-
als with PD. GBA alterations have been found in
6.1% of Portuguese,'” 4.2% of British,'® and 4.7% of
Greek'® PD patients. The frequencies of the present
analysis are therefore the highest among non-Ashke-
nazi Jewish European PD populations. Eleven muta-
tions were disclosed, 2 of them being novel variants
(L144V and $488T). In silico predictions of these 2
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L
TABLE 3. Clinical comparison between GBA mutation carriers and noncarriers
Years of Type of
evolution Parkinson’s:
Years of BR\before BR\Tremoric, n (%)  Positive family
Age at onset, evolution, Female, Dementia, dementia, BR\Rigid-akinetic, n (%) history of PD, UPDRS, H&Y
mean = SD mean = SD n (%) n (%) BR\mean = SD BR\Intermediate, n (%) n (%) mean = SD mean * SD
PD patients with 542 = 66 141 + 65 16 11 (50%)° 129 + 69 3 (13.6%) 11 (50%) 28.7 = 133 2.5 + 0.82
GBA mutations (72.7%)* 7 (31.8%)
(n=22 12 (54.5%)°
PD patients without 56.5 + 12.7 12.0 * 6.7 88 48 (23.6%) 113+ 76 58 (28.7%) 79 (39%) 30.1 £ 141 2.67 + 0.98
GBA mutations (43.3%) 91 (45.0%)
(n = 203) 53 (26.2%)
P < 01;
P <.05.

new mutations suggested a significant impact on the
structure and function of the GBA protein. Also, a
mutation at residue 488 (S488P) has been previously
described in a patient suffering from type 2 Gaucher
disease (GD),>! thus making this amino acid exchange
a very plausible pathogenic mutation. The T369M al-
lele was the only variant found in the control series.
This nonsynonymous change was also encountered in
2 PD patients (PS5 and P6). Because of the discrepan-
cies in the literature regarding the pathological conse-
quences of this particular nonsynonymous change, a
reevaluation of the data omitting the T369M allele
was performed without any significant alteration in
the final outcome (data not shown). We did nor find
any clinical sign resembling Gaucher disease in the
patient homozygous for the N370S mutation (patient
P7). These data agree with previous analyses reporting
a lack of Gaucher symptoms in PD patients carrying 2
copies of this allele.*"32 As expected, the most fre-
quent mutations in Spanish patients are N370S and
L444P. One explanation for this could be the long
Jewish presence in the Iberian Peninsula, leaving a
remarkably high admixture that has contributed to the
present genetic diversity in the Spanish population.®
However, it is important to note that 50% of muta-
tions would have been missed had we screened the
common N370S and 1444P mutations. This is not
surprising because these 2 mutations represent 66 % of
alleles in Spanish GD patients, and a striking number
of other, less prevalent mutations have been reported
to account for the remaining GD patients in sz1irL34
All these data clearly strengthen the need for a thor-
ough examination of GBA in PD patients with non-
Ashkenazi Jewish ancestry.

Previous analyses have described a significant associ-
ation between GBA mutations and an earlier PD
onset. > 131735 1y the present study, patients with
GBA alterations were younger at the onset of disease
than noncarriers (54 vs 57 years, respectively),
although this difference was not statistically signifi-
cant. A possible explanation could be a lack of power
to detect the effect of GBA in age of onset (only 22

mutation carriers were used in this comparison).
Another explanation could be a differential age-related
effect of GBA alterations. Yet when PD patients with
late onset of disease were selected (older than 50
years, n = 147), those patients carrying mutations in
GBA had a younger disease onset compared with non-
carriers (58.9 and 63.7 years, respectively; P = .05).

There was an overrepresentation of women among
PD patients carrying a mutation. This is the opposite
of the male-to-female ratio reported in Neumann et al
(2009),¢ in which they described an excess of men
carrying GBA mutations. However, our study agrees
with the analysis by Mata et al (2008),” where men
were more frequently encountered in nonmutation PD
carriers than in carriers (75% vs 67%, respectively).
Similarly, Gan-Or et al (2008)° found 42% of women
among GBA mutation carriers compared with 38% in
the entire PD cohort. Although these 2 reports did not
reach statistical significance, they suggest that the dis-
crepancy between our data and data from Neumann
et al (2009)' should be taken with caution and war-
rants further analyses to better disentangle the role of
sex susceptibility to GBA mutations.

There was no significant difference in the frequency
of family history of PD between patients with GBA
mutations and patients who did not carry mutations.
Also, the frequency of mutation carriers among spo-
radic PD cases reached 8% (11 of 137). These data
agree with previous analyses®>!* and suggest reduced
penetrance in first-degree relatives. Parkinson’s disease
patients with GBA mutations showed a good response
to L-dopa, did not have worse motor alterations dur-
ing the clinical course, and tended to present with the
more classical phenotype, mainly represented by the
intermediate parkinsonian phenotype.

The study also disclosed that almost 12% of LBD
brains carried a mutated allele. This frequency is in
accordance with previous data indicating that GBA
mutations are associated with diffuse Lewy body pa-
thology.'*!*2° Because the extension of Lewy body—
type degeneration into the cerebral cortex and limbic
structures is the most consistently reported underlying
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pathology of dementia associated with PD,**™** GBA
alterations could contribute to the spread of LB
throughout neocortical regions, thus leading to either
LBD or PD-dementia complex. Novel data indicating
that GBA is an important component of a-synuclein-
positive pathological inclusions in PD and LBD
patients with GBA mutations reinforces this
hypothesis.*!

In summary, the findings reinforce the role of GBA
in PD and LBD risk and strongly suggest that muta-
tions in this gene exert a large effect on susceptibility
to dementia in PD. It is not yet known how defective
GBA could lead to PD, PDD, and LBD. However,
recent data showing the pathogenic relevance of lyso-
somal proteolytic dysfunction in PD**™* could pro-
vide insight into the link between altered
macroautophagy (the primary mechanism through
which a-synuclein is degraded), GBA, and synucleino-
pathies. ®
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6.1. MAPTIEVOLUCIO EN EL LLINATGE HUMA

Una de les principals qliestions evolutives que recau sobre
el gen MAPT és quan va apareixer la inversido genomica de la regio
del cromosoma que linclou. Els antecedents suggerien que la
inversié es va produir en una baixa freqiiéncia a I'Africa, I’Asia
Central i Oriental i America, mentre que les freqliencies més
elevades de portadors d’H2 es van obtenir a la regié del Caucas
(Evans et al., 2004). Aquestes dades van suggerir que H2 podria
tenir un origen exclusivament europeu; és per aix0 que es va
proposar ’Homo neanderthalensis com un dels primers portadors
d’aquesta inversié (Hardy et al., 2005). Durant el mateix any, els
estudis de Stefansson donaven suport a aquesta teoria, en estimar
que la frequéncia haplotipica de la inversid6 era d’'un 20% en
poblacié europea, 6 % en poblacié africana i menys d’'un 1% en
asiatica oriental (Stefansson et al.,, 2005). Les estimacions en
aquest estudi van suggerir que I'aparicio de la inversié va esdevenir
fa 3 milions d’anys en un hominid arcaic. No obstant aix0, estudis
posteriors han donat evidéncies que aquest és un tema que genera
controversia. Com s’ha citat en la figura de I'apartat 5.1, es van
realitzar diferents estudis en primats no humans per determinar
I'origen de la inversié. L'any 2008 es va realitzar un estudi on
s'estimava que les especies ximpanzé i orangutan eren
polimorfiques en aquesta regid. L'any 2008 es va suggerir que la
inversid s’hauria produit fa aproximadament 2,3 milions d’anys en
un primat ancestral, i que hauria perdurat per pressions selectives
per un o més efectes fundadors (Zody et al., 2008). Posteriorment,
els estudis de Donnelly I'any 2010 van modificar aquesta teoria. Es
va determinar per estimacions moleculars sobre la base de les
variacions de SNPs que formen part del desequilibri de lligament
que la inversié s’hauria originat a I’Africa o al sud-est asiatic en un
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rang d’entre 13.600 i 108.400 anys, una data molt més recent que
la suggerida anteriorment (Donnelly et al., 2010).

Els resultats que es presenten en el treball contribueixen a
esclarir el marc temporal de la inversid. Seguint la metodologia del
treball de Pittman i col-laboradors (Pittman et al., 2005), els
nostres resultats indiquen que els dos hominids comparteixen el
mateix subhaplotip H1j. Tot i que els resultats sén preliminars i
caldran més estudis que confirmin aquesta hipotesi, a hores d’ara
es poden discutir alguns punts.

Per una banda, si els hominids antecessors analitzats son
portadors de |'haplotip H1j, significa que la inversid de H2 ha estat
més recent del que s’havia suggerit anteriorment, i es dona suport
al treball publicat per Donnelly i col-laboradors. Tanmateix, en ser
hominids portadors de H1, s’inclourien en el grup d’individus que
poden presentar susceptibilitat al desenvolupament de taupaties,
tal i com altres treballs han proposat (Canu et al., 2009). Cal tenir
en compte que la mortalitat dels hominids ancestres era molt
superior a la de I'home actual. No obstant aixo, tot i que no es
pugui afirmar que un individu ancestral visqués suficient per
desenvolupar un desordre neurodegeneratiu, aquest fet es pot
relacionar amb la teoria de pleiotropia antagonica de I’envelliment,
proposada els anys cinquanta (Williams, 1957). La teoria es basa en
el fet que I'éxit de I'evolucid recau en la reproduccid i transmissio
dels gens a les generacions descendents, més que no pas en la
longevitat de l'individu. A causa del gran nombre d’individus que
en l'actualitat sén portadors de I"haplotip H1, caldria considerar la
possibilitat que aquest gen fos pleiotropic. Williams també va
proposar que I'envelliment podria estar provocat per la combinacio
de gens pleiotropics, els quals tindrien efectes beneficiosos als
inicis de la vida, pero serien perjudicials durant I'envelliment.
Estudis recents han publicat la relacié de la pleiotropia antagonica
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amb els gens implicats en I'aprenentatge i la memoria (Bufill et al.,
2011; Petanjek et al., 2011). Si es considera MAPT com un gen
pleiotropic, I'haplotip H1 hauria pogut estar seleccionat
positivament, ja que hauria conferit avantatges en els periodes
inicials de la vida, per exemple amb un augment de la transcripcid
en H1, conferint una possible reestructuracié morfologica de les
connexions sinaptiques. Per contra, en els darrers anys de vida
hauria proporcionat un efecte nociu, amb la susceptibilitat a
malalties neurodegeneratives.

Per altra banda, el fet que ambdés hominids comparteixen
subhaplotip fa pensar de manera inevitable en la similitud entre les
dues especies hominides. Les nostres dades donen suport a la
teoria publicada en el treball de Martindon-Torres i col-laboradors
(Martindn-Torres et al., 2010). La controvérsia s’origina amb les
dades publicades a partir d’ADN mitocondrial (Krause et al., 2010),
on els resultats suggereixen que les divergencies entre les dues
espécies s’haurien produit fa 1 milié d’anys i es proposa una onada
migratoria independent per Denisova, sapiens i neandertals. Tot i
gue aquesta teoria no es pot descartar, Martindn-Torres posa en
dubte aquesta questid a causa d’una falta de concordanga entre les
dades proporcionades per les restes arqueologiques, entre elles les
d’Homo heidelbergelensis, antecessors als neandertals. Estudis
posteriors del grup de Svante Paabo i col-laboradors, per mitja
d’ADN nuclear de neandertals i de I'hominid de Denisova, han
aproximat una separacio entre ambdues espécies fa 644.000 anys
(Reich et al., 2010). La falta de més restes d’hominid de Denisova
limita a hores d’ara aquesta qliestid, i ens suggereix que cal ser
cautelosos en les interpretacions dels resultats, ja que es podria
tractar de la mateixa subespécie. Per ara, els nostres resultats
concorden amb els darrers treballs publicats, i caldran més estudis
per contrastar la similitud entre ambdues espécies.
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Respecte al plantejament exposat per Donnelly i
col-laboradors, on H2 hauria aparegut recentment, reforcaria la
teoria que en una segona onada migratoria, fa aproximadament
500.000 anys, posterior a la dels neandertals, els Homo sapiens
emergents de I’Africa i amb tecnologia de Mode 2 podrien ser els
portadors de I'haplotip H2 al continent europeu vorejant la costa
del Mediterrani per accedir al continent, ja fos a través de I'estret
de Gibraltar, el canal de Sicilia o el corredor de Palestina.
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Apartat 6.2 Discussié

6.2. Risc DE DEMENCIA EN IMP | REPRESENTACIO DELS HAPLOTIPS DE MAPT

Tot i que existeix un nombre important d’estudis que
demostren I'associacié entre I'haplotip H1 del gen MAPT i la MP,
cap estudi havia avaluat el subhaplotip de risc en la MP i no
s’havien descrit variacions en el gen MAPT en relaci6 a la demencia
en la MP. En el nostre treball, els resultats indiquen que existeix
una relacié significativa entre I’haplotip H1, concretament el
subhaplotip Hlp, i el risc de desenvolupar deteriorament cognitiu
en malalts de Parkinson en poblacid espanyola. Tot i que les
freqliencies subhaplotipiques poden variar en funcié de Ia
poblacié, es podria discutir la funcionalitat de H1 a nivell
molecular. Caffery i col-laboradors van suggerir que I'haplotip H1
s’expressa més en les transcripcions de RNA respecte a |I'haplotip
H2 degut a efectes del promotor d’H1 (Caffery et al., 2006). També
s’ha proposat que els canvis en la transcripcié de MAPT podrien
afectar una part de la morfologia cerebral, concretament en la
materia gris. Un estudi de comparacié d’aquesta materia entre
individus homozigotics i heterozigotics en la del-ins9 mostra que
els portadors de H1 tenen un 19 % menys de materia gris en
diferents regions cerebrals (el nucli caudat dret, la circumval-lacié
frontal medial dreta i els lobuls temporals, principalment). Les
dades preliminars conclouen que I’haplotip H1 s’associaria a una
morfologia particular del cervell, i augmentaria la susceptibilitat al
desenvolupament de taupaties esporadiques (Canu et al., 2009).

Respecte a la deméncia amb cossos de Lewy, el nostre
treball és un dels primers a reportar les variacions
subhaplotipiques de MAPT en relaci6 amb aquest tipus de
demeéncia. No obstant aix0, cal ser prudents, i no podem afirmar
que les dades obtingudes mostrin una clara associacio, ja que el
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nombre d’individus utilitzats amb diagnostic anatomicopatologic és
baix.

Una de les gliestions encara per resoldre és el possible
efecte protector al risc a malalties neurodegeneratives en
portadors de I’haplotip H2. Per ara, s’han descrit diferéncies
hipometaboliques de la regid frontal en individus portadors de H2;
aixd no obstant, els resultats no mostren implicacié directa amb
beneficis en trastorns neurodegeneratius (Laws et al., 2007). Per
tant, calen més estudis en relacid amb I'haplotip H2 i un possible
efecte protector.
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6.3. GBA I DEMENCIA. UN PLANTEJAMENT CLINIC | EVOLUTIU

L'evident similitud en algunes caracteristiques cliniques
entre pacients amb malaltia de Gaucher i malaltia de Parkinson ha
situat el gen GBA en el punt de mira dels principals focus en
I'estudi de la MP esporadica. En els darrers anys, s’ha publicat la
relacid entre les variacions en el gen i pacients de la MP en
diferents poblacions arreu del moén (Sidransky et al., 2009). No
obstant aix0, la poblacié espanyola en relaci6 amb aquesta
associacié encara no havia estat estudiada, com tampoc la seva
associacié amb la demeéncia en MP.

En el treball que presentem, els resutats indiquen que les
mutacions en el gen GBA incrementen el risc de patir deméncia
practicament 6 cops respecte a pacients no portadors. Aquestes
dades donen suport al treball publicat I'lany 2009 en un estudi de el
les variancions del gen GBA en pacients britanics amb MP
(Neumann et al., 2009). El percentatge de portadors de mutacions
de GBA en MP obtingut en el nostre treball és el més elevat, en
comparacié a l'estudi d’altres poblacions. Els resultats indiquen
gue en el nostre entorn, el 10% dels pacients amb MP sén
portadors de mutacions en GBA i aquest percentatge és del 12 %
en pacients amb DCLw.

La funcié de GBA esta implicada en diferents processos
metabolics. Un dels més importants és la relaci6 amb Ia
degradacié de la a-sinucleina. L'enzim de la glucoserebrosidasa
intervé en I'autofagia mediada per xaperones (CMA), que
s’encarrega de |'eliminacio de I'a-sinucleina en els lisosomes. La
disfuncié enzimatica produeix un increment dels nivells d’a-
sinucleina, la qual es relaciona amb diferents malalties
neurologiques (sinucleinopaties) (Bras et al., 2008). Aquesta teoria
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hauria estat demostrada en cultius neuronals i models animals,
qgue haurien desenvolupat la neurodegeneracié (Cullen et al.,
2011; Mazzulli et al., 2011). L'increment de I'a-sinucleina produeix
una inhibici6 de [l'activitat lisosomal en el pacients de PD
esporadica per formacié d’oligomers (Yap et al., 2011; Shachar et
al., 2011). Per altra banda, gens implicats en la MP, com el gen
LRRK2 (Tong et al., 2010) o el gen Parkin (Ron et al., 2010), que
codifica la ubiqitina ligasa E3, estarien vinculats a la perdua de
funcié de I'enzim B-glucocerebrosidasa.

S’ha postulat que el mal plegament proteic de I'enzim
induiria a I'estrés i alteraria la composici6 de membrana de les
vesicules sinaptiques, alterant-ne alhora la funcionalitat (Urban et
al., 2008; Ron et al., 2010). L'estudi de GBA en relacié a la funcié
mitocondrial també esta sent un punt emergent d’estudi degut a
que la disfuncié enzimatica afectaria els nivells de sintesis de I'ATP,
formant radicals lliures (Schapira, 2011; Schapira i Gegg, 2011).

D’altra banda, i en referencia a quiestions evolutives, el gen
GBA presenta un interessant punt de discussié. El gen i el
pseudogen comparteixen la mateixa seqiiéncia exonica, exeptuant
dues delecions de 5 i 55pb en els exons 4 i 9, respectivament. Per
tant, es podria discutir el paper del pseudogen durant I'evolucid.
S’ha suggerit que I'aparicié de GBAP ha estat per una duplicacié en
tandem que ha tingut lloc en algun moment de I'evolucid, pero
sense duplicar la regid promotora, fet que ha inhabilitat la seva
funcionalitat, perd permetent generar dos transcrits (Sorge et al.,
1990; Imai et al., 1993). S’ha descrit que un 13 % del pseudogen
s’hauria recombinat amb el gen funcional, generant aixi les
mutacions recombinants associades a la malaltia de Gaucher (Hong
et al., 1990; Latham et al., 1991; Martinez-Arias et al., 2001),
malaltia de Parkinson i també en demencia amb cossos de Lewy
(Seto-Salvia et al., 2012).
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En referencia a l'aparicio del GBAP, s’estima que fa
aproximadament 200.000 anys. La seqiiencia completa del gen i
pseudogen va ser descrita a finals dels anys vuitanta (Horowitz et
al., 1989). La comparacio entre espécies conclou que entre humans
i Ximpanzés existeix un elevat grau de similitud entre pseudogens,
a diferencia del gen funcional. També estima que la data de
duplicacié estaria als voltants de fa 23,4 i 26,9 milions d’anys, i que
la cohesid6 entre gen i pseudogéen hauria tingut lloc,
aproximadament, fa entre 199.000 i 91.000 anys (Martinez-Arias et
al., 2001). Aquestes dades caldria prendre-les amb precaucié, ja
gue en aquests tipus d’estudis cal tenir present que diferents
regions del genoma poden tenir diferents mecanismes evolutius.
Poc temps després, es va sequienciar GBAP en goril-les, ximpanzés,
orangutans i micos. Els resultats van indicar que, en orangutans, el
pseudogen podria ser funcional, pel fet que no presenta la delecid
de 55pb a I'exd 9 i la similitud entre humans i orangutans s’ha
descrit en un 97,8% d’homologia.

Per tant, i després de totes aquestes evidencies, queda
encara molt a coneixer sobre els mecanismes de GBA i com
aquests haurien afectat els mecanismes cognitius i evolutius.
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Les conclusions d’aquest treballs son:
Sobre I'estudi evolutiu del gen de MAPT:

= |’estudi de MAPT en I’hominid de Denisova descriu que era
portador de I"haplotip H1.

= Els dos hominids, Homo neanderthalensis i hominid de
Denisova, sén portadors del subhaplotip H1j.

» L'aparicio de la inversio de MAPT (H2) hauria sorgit després
de I'aparicié d’aquests hominids.

Sobre I'estudi genetic de MAPT en relacid amb el risc de
MP, demeéncia associada a MP i d’altres demeéncies
neurodegeneratives:

= |’'haplotip H1 de MAPT esta associat a la malaltia de
Parkinson; en canvi, no s’han identificat diferéncies
significatives amb el grup control, pacients amb malaltia
d’Alzheimer i demeéencia amb cossos de Lewy.

= El genotip H1/H1 de MAPT és un factor de prediccioé de risc
de demencia en pacients amb MP.

= El subhaplotip Hlp esta associat a demencia en malaltia de
Parkinson.

Sobre I'estudi genetic de GBA en relacié amb el risc de MP,
demencia associada a MP i DCLw:
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= Els resultats confirmen que mutacions en el gen GBA
incrementen el risc de patir la malaltia de Parkinson, amb i
sense demencia, aixi com deméncia amb cossos de Lewy.

= Practicament el 50 % dels pacients amb malaltia de
Parkinson portadors de mutacions en GBA desenvoluparan
deteriorament cognitiu o demencia durant el transcurs de
la malaltia. Els portadors de mutacions en GBA presenten
un risc 6 vegades superior de desenvolupar demencia.

= Sinomés s’haguessin analitzat les mutacions més frequents
de GBA (N370S i L444P) en pacients amb malaltia de
Parkinson en poblacié espanyola, s’hauria perdut el 50 %
dels al-lels associats a la malaltia i no s’haurien identificat
dues noves mutacions.
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Genética en la enfermedad de Alzheimer

Nria Setd-Salvia, Jordi Clarimén

Introduccién y desarrollo. La enfermedad de Alzheimer (EA), la causa mas frecuente de demencia, es una enfermedad
compleja en la que factores ambientales y genéticos interactian para dar lugar al fenotipo final. Existen tres genes que
se han asociado a formas preseniles autosomicas dominantes de la enfermedad: el gen que codifica para la proteina
precursora del péptido beta-amiloide (4PP) y los genes de las presenilinas (PSENTy PSEN2). Un cuarto gen, el gen de la
apolipoproteina E (APOE), es el Ginico gen mayor de susceptibilidad para las formas, tanto esporddicas como familiares,
tardias, de EA. Aunque se han realizado miles de estudios genéticos, se conoce poco sobre |3 arquitectura genética de Ia
EA. Aun asi, en los ultimos tres afos ha habido un salto cualitativo extraordinario gracias a la utilizacion de las novedosas
tecnologfas de genotipado masivo, las cuales han permitido un andlisis exhaustivo del genoma.

Conclusién. Esta revision resume el conocimiento actual de las causas genéticas relacionadas con la EA.
Palabras clave. Amiloide. APOE. Enfermedad de Alzheimer. Estudios de asociacién. Genética. Presenilina.

Introduccion

La enfermedad de Alzheimer (EA), con una inci-
dencia que incrementa exponencialmente desde los
2,8 pacientes cada 1.000 personas al ano (entre 65
y 69 anos) hasta alcanzar la cifra de 56,1 pacientes
cada 1.000 personas al ano (en la poblacion con més
de 90 anos), es la causa mds frecuente de demencia
degenerativa primaria [1]. Estimaciones recientes
indican que la prevalencia global de la enfermedad
es de unos 35 millones de personas en el mundo, y
las predicciones apuntan a que en el ano 2030 exis-
tirdn mas de 115 millones de casos con EA [2]. Por
consiguiente, es tarea imprescindible establecer las
causas etiopatoldgicas de la EA, ya que sélo asi se
podra luchar contra esta pandemia del siglo xx1.
Aunque el factor de riesgo mas importante rela-
cionado con la EA es el envejecimiento, el segundo
factor de riesgo es la historia familiar de enferme-
dad. Aproximadamente el 40% de los individuos
afectos presenta historia familiar de EA, y los estu-
dios epidemioldgicos senalan que el riesgo de pade-
cer EA en un individuo con un familiar de primer
grado afecto es de dos a tres veces superior al de
la poblacién general [3,4]. Asimismo, estudios lle-
vados a cabo con gemelos indican que la concor-
dancia de enfermedad en gemelos monocigdticos
(comparten el 100% de su genoma) es del 40-50%,
mientras que en los dicigéticos (comparten el 50%
del genoma) baja al 10-50% [5]. Por ultimo, los ana-
lisis de heredabilidad en la EA, es decir, la propor-

cion de la variacion fenotipica atribuible a factores
genéticos, muestran que ésta estaria en el rango
del 60-80% [6]. En conclusién, no hay duda sobre
la existencia de factores genéticos de riesgo para la
EA, los cuales son responsables no sélo de formas
genéticamente puras de la EA (ver mads adelante),
sino también de aquellas formas esporadicas, tar-
dias, de la enfermedad.

Una de las maneras en las que se puede dividir
la EA es atendiendo a su edad de inicio: anterior
a los 60 anos (formas tempranas) o posterior a la
séptima década (formas tardias). Aunque minori-
tarias, el estudio genético de las formas tempranas
(representan tan solo el 1-6% de los enfermos) ha
sido de inestimable valor para establecer alguna de
las causas biolégicas asociadas ala EA, y gran parte
de la investigacion neurobiolgica de la EA se basa
en estos hallazgos.

Formas tempranas de EA

Aproximadamente en el 60% de las formas tempra-
nas de EA existe una historia familiar de enferme-
dad, y en el 13% la agregacion familiar sigue un pa-
tron de herencia de tipo autosémico dominante (la
mitad de la descendencia tiene la enfermedad). El
estudio de estas familias ha dado lugar al descubri-
miento de tres genes causales: el gen que codifica
para la proteina precursora del péptido B-amiloide
(APP), el gen de la presenilina 1 (PSEN1) y el gen de
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la presenilina 2 (PSEN2) [7] (Tabla I). A continua-
cién se describe de forma detallada cada uno de es-
tos genes. Aun asi, para un andlisis mds exhaustivo
y actualizado de las mutaciones relacionadas con
la EA, recomendamos visitar varias de las bases de
datos que se encuentran disponibles: http://www.
molgen.ua.ac.be/ADMutations/ o http://www.alzforum.
org/res/com/mut/.

Gen APP

En el afio 1987, el estudio genético de familias con
segregacion autosémica dominante de la enferme-
dad permitié el primer ligamiento genético en el
brazo largo del cromosoma 21 [8]. El hecho de que
en la misma region cromosomica se localizara el
gen que codifica la proteina mayoritariamente pre-
sente en las placas seniles de cerebros enfermos (el
péptido p-amiloide) dio lugar al descubrimiento, en
1991, de las primeras mutaciones en APP las cua-
les se relacionaban inequivocamente con la EA fa-
miliar [9,10]. Hasta el momento se han descrito 30
mutaciones en 83 familias, lo que representa el 10%
de estas formas genéticas tempranas de EA (http://
www.molgen.ua.ac.be/ADMutations). Cabe remar-
car que estas mutaciones se encuentran ubicadas
en regiones criticas para el procesamiento fisiolo-
gico de la proteina precursora del amiloide y, por
consiguiente, alteraciones dentro de estos dominios
afectardn significativamente el metabolismo nor-
mal de APP. La proteina APP es una glucoproteina
transmembrana de tipo I formada por 770 ami-
nodcidos, que es procesada por distintas proteasas
(llamadas a,  y y secretasas). El corte de APP por
la a-secretasa (entre los aminoacidos 687 y 688, co-
rrespondientes a los residuos 16 y 17 del péptido
AP) provoca la liberacion del extremo extracelular,
el cual es soluble y se llama sAPPa, dejando un frag-
mento menor anclado en la membrana (C83). Este
fragmento es procesado por la y-secretasa (entre
los aminoacidos 712, 714 o 715, correspondientes
a los residuos 40, 42 o 43 del péptido AB). A esta
via se la llama no amioloidogénica, porque conlleva
la formacién de péptidos que no se agregan y, por
consiguiente, no son patolégicos. Por otro lado,
existe una via menos comun, donde participan la
B-secretasa y la y-secretasa. La B-secretasa corta
la proteina en los residuos 671 y 672, liberando un
fragmento soluble llamado sAPPS. En la membrana
permanece anclado un fragmento de proteina (C99)
que procesa la y-secretasa, cortando por los mis-
mos residuos 712, 714 o 715, y generando asi tres
posibles péptidos, mayoritariamente de 40 amino-
dcidos, pero también, y en menor proporcion, de 42
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Tabla I. Genética de las formas de enfermedad de Alzheimer familiares con segregacion autosémica do-

minante.

Locus Gen Cromosoma

(simbolo)

Proporcién

Edad de inicio
(media + DE)

AD3 PSENT 14q24.3 20-70%

44 + 8 afos

AD1 APP 21921 10-15%

49 7 afios

AD4 PSEN2 1031-g42 <1%

59 7 afos

DE: desviacion estandar.

o0 43 aminodcidos. Estos péptidos, llamados Ap40,
AB42 0 AB43, son capaces de formar agregados que
constituyen las fibras insolubles que se encuentran
en los depdsitos de amiloide. Asi pues, una parte de
las mutaciones de APP se encuentra en residuos in-
volucrados en el procesamiento de la proteina. No
obstante, existen otras mutaciones (como la drtica o
la Iowa), que se encuentran en la region central del
péptido B-amiloide y provocan un incremento de la
agregacion del péptido, lo cual conlleva al acimulo
precoz de oligémeros [11].

Por otro lado, las alteraciones de la dosis génica
de APP podrian dar lugar al 8% de los casos fami-
liares tempranos de EA [12]. Asi, se ha descrito la
duplicacion de un segmento del cromosoma 21 que
contiene el gen APP en distintas familias con for-
mas autosomicas dominantes de la enfermedad.

Genes de las presenilinas: PSEN1y PSEN2

En 1995 se cloné el gen responsable del 50% de los
casos familiares de la EA [13]. Este gen se llamé
$182 y poco después se bautizé como presenilina 1
(PSEN1). Actualmente se han descrito 177 muta-
ciones distintas en PSEN1, las cuales causan EA a
edades tan tempranas como los 23 anos, aunque en
la mayoria de los casos la enfermedad se presenta
entre la cuarta y quinta décadas de vida [14]. Pocos
meses después de su descubrimiento, y gracias al
proyecto internacional de secuenciacién del geno-
ma humano, se encontré en el cromosoma 1 una se-
cuencia genética muy similar a PSENT [15]. El and-
lisis de este gen permitid descubrir el tercer locus
relacionado con formas familiares de la enfermedad.
Este gen, inicialmente llamado E5-1, pero rebautiza-
do como presenilina 2 (PSEN2), es responsable de
una proporcién muy pequefia de los casos de EA
autosomicos dominantes (menos del 1%) y, a fecha
de hoy, tan sélo se han descrito 14 mutaciones.
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El hecho de que las mutaciones en APP. PSEN1
y PSEN2 causen el mismo fenotipo ya hizo sospe-
char la existencia de una relacion en el mecanismo
molecular. De hecho, actualmente se conoce que
las presenilinas son un cofactor del complejo multi-
proteico de la y-secretasa.

Recientemente hemos propuesto un algoritmo
de clasificacion de las mutaciones ligadas a formas
genéticas de EA, que permite clasificar cualquier
mutacién en posible, probable o definitivamente
patogénica [16]. Este algoritmo podria ser una he-
rramienta de interés en el consejo genético de la
EA, pues permite establecer de una forma mas cer-
tera las posibles consecuencias que una mutacion
concreta pudiera tener en el individuo portador.

Formas tardias de EA

Como hemos mencionado con anterioridad, aproxi-
madamente en el 95% de los casos de EA la enfer-
medad aparece a edades avanzadas. A diferencia de
alguna de las formas tempranas, los genes implica-
dos en la EA tardia no son determinantes, aunque
si confieren una susceptibilidad al individuo, que
a su vez es modulada por otros genes con efectos
protectores o potenciadores de riesgo, asi como
por factores ambientales no bien establecidos.
Esta complejidad, unida a la heterogeneidad géni-
ca que existe en la EA, hace dificil el abordaje de
las causas genéticas asociadas a la forma comun de
la enfermedad. Hasta la fecha, el Gnico gen que se
ha relacionado de forma consistente con la EA de
aparicion tardia es el gen que codifica para la apoli-
poproteina E (APOE), aunque cabe destacar que en
los ultimos afios, y gracias a las nuevas tecnologias
de genotipado, ha habido un cambio cualitativo im-
portante en el estudio de la EA.

Gen APOE

El gen APOE, situado en el cromosoma 19, codifica
para tres isoformas proteicas comunes (€2, €3 y €4)
diferenciadas entre si por la presencia de los ami-
nodcidos cisteina o arginina en las posiciones 112y
158 de la APOE. La variante £2 tiene una frecuen-
cia aproximada del 6% en la poblacion caucisica, €3
se encuentra en el 78% y e4 tiene una presencia del
16%. Cuando se comparan las frecuencias de cada
una de las isoformas entre pacientes y controles
apareados por edad, existe, de forma consistente,
un incremento del alelo €4 en pacientes con EA tar-
dia respecto a controles sanos de edades avanzadas
[17-21] (Tabla II). Esto significa que un individuo por-

Tabla Il. Frecuencias alélicas de APOE en |a poblacién general espafiola,
poblacion afecta de enfermedad de Alzheimer de origen caucasico y fre-
cuencia de portadores de uno o dos alelos 4 (modificade de [20,21])

Alelo APOE pﬂb'ZﬁfQ}ﬁTf”' Pr:::?zi:n
€2 5% 2%
€ 85% 60%
ed 10% 37%
ed+? 16% 58%

APOE: apolipoproteina E; EA: enfermedad de Alzheimer. 2 Frecuencia de los
individues portadores de, al menos, un alelo £4. Nota: las frecuencias alé-
licas hacen referencia al porcentaje de cromosomas que son portadores de
una variante (alelo) concreta. Asi, si escogiéramos 50 individuos caucasicos
al azar, tendriamos 100 cromosomas 19, v de estos cromosomas, 10 serian
portadores del alelo €4. De la misma manera, de estos 50 individuos espe-
rariamas que ocho (16%) fueran portadores de uno o dos alelos £4.

tador de una copia del alelo €4 tiene un riesgo de
contraer la enfermedad de entre 1,1-5,6 veces ma-
yor respecto a la poblacion general, mientras que
el riesgo para un homocigoto €4 (dos copias) es de
entre 2,2-33,1 veces.

Es importante remarcar que entre el 40-50% de
los pacientes con EA no posee ningtn alelo APOE-
€4, lo que apunta hacia la mas que probable existen-
cia de otros genes relacionados con la enfermedad.
Aun asi, desde 1993, fecha en la que se describié
la primera asociacién entre APOE y EA, no se ha
encontrado ningtin otro gen con el mismo efecto, y
todos los estudios indican que muy probablemente
existan otras variantes genéticas que contribuyen a
la EA, aunque con impactos menores.

Otros genes

Desde el 2007 ha habido una auténtica revolucion
en el estudio genético de la EA. Esto ha sido posible
gracias a las novedosas tecnologias de genotipado
de alto rendimiento (high-throughput genotyping).
Estas tecnologias permiten analizar en poco tiempo
y con gran fiabilidad una informacion genética ex-
traordinaria. Gracias, pues, a estas nuevas técnicas
han aparecido los primeros estudios de asociacion
del genoma entero (genome-wide association studies)
en la EA. Estos analisis se caracterizan por:
— Presentar un elevado nimero de pacientes y con-
troles (a menudo, mas de un millar de individuos
por grupo, con lo que resulta posible alcanzar su-
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ficiente poder estadistico y hallar genes de efecto
menor.

— Replicar las asociaciones en muestras indepen-
dientes dentro del mismo estudio.

— Utilizar tecnologia que permite genotipar miles
de variantes genéticas bialélicas (de un tnico nu-
cledtido) en cada una de las muestras.

El primer estudio de asociacion utilizando este tipo de
tecnologia se realizé en una muestra relativamente
pequena de 405 pacientes con EA y 195 controles,
todos con confirmacion neuropatologica [22]. Se
genotiparon medio millén de variantes genéticas
y se compararon las frecuencias de cada una entre
casos y controles. La tinica variante genética que se
encontro significativamente incrementada fue una
region del cromosoma 19, donde se encuentra el
gen APOE. Estos resultados indicaron de forma in-
discutible que con una muestra relativamente limi-
tada, pero bien estudiada y clasificada, se puede de-
tectar la implicacion de APOE en la EA, y que muy
probablemente no exista en todo el genoma ningtn
locus con un efecto igual al de APOE.

Desde entonces han aparecido ocho estudios que
utilizan estrategias similares de genotipado masivo
e inclusién de grandes muestras, cuyos resultados
indican que muy probablemente exista una hetero-
geneidad genética importante en la EA [23-30]. De
estos estudios, cabe destacar los andlisis liderados
por dos laboratorios europeos independientes, los
cuales se han convertido, con mas de 14.000 mues-
tras, en los mds potentes hasta la fecha [29,30].
Ambos estudios demostraron una asociacién entre
el gen CLU localizado en el cromosoma 8 y que co-
difica para la apolipoproteina ] (APO]), y una dis-
minucion de ~15% del riesgo de padecer EA. Otros
genes, como PICALM (en el cromosoma 11) y CR1
(en el cromosoma 1) también se sugirieron como
posibles factores genéticos asociados a la enferme-
dad. El hecho de que APOJ se exprese en el sistema
nervioso central y sea, junto con APOE, la apoli-
poproteina que mds abunda en el cerebro, que se
encuentre presente en las placas amiloides tipicas
de los cerebros de pacientes con EA, que el tejido
cerebral de pacientes con EA expresen mas APO]
que cerebros de individuos controles sanos, y que
se haya postulado una posible relacion entre APOJ
y el aclaramiento del péptido AP, hace de éste un
gen candidato interesante para posteriores estudios
genéticos y fisioldgicos.

Cabe esperar que en los proximos afos aparez-
can estudios similares en otras poblaciones e inclu-
so con mayor numero de muestras. Esto, unido a
las nuevas tecnologias de secuenciacion a gran es-
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cala, a los estudios de epigenética y a los andlisis de
expresion, serdn herramientas imprescindibles para
poder caracterizar con mayor precision la arquitec-
tura genética de la EA. El conocimiento de las bases
moleculares de la enfermedad sera indispensable
para el desarrollo de nuevas propuestas terapéu-
ticas, que, juntamente con otras aproximaciones,
como la potenciacion de la neurogénesis en el cere-
bro adulto [31], seran cruciales para la lucha contra
la EA y otras enfermedades neurodegenerativas.
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Introduction and development. Alzheimer’s disease (AD), the leading cause of dementia, is a complex disorder in which
genetic and environmental factors interact. Three genes —the amyloid precursor protein (4PP) and the presenilin 1and 2
(PSENT and PSEN2)— have been linked to atusosomal dominant forms of AD. Besides, a fourth gene —the apolipoprotein E
gene (APOE)- seems to be the only major genetic factor related to late-onset sporadic and familial AD cases. Although
more than a thousand studies have been performed to date, little is known about other genetic factors leading to this
devastating dementia. Nevertheless, the last three years have witnessed a surge in genetic research of AD due to the
implementation of novel technologies enabling large-scale genetic analyses.

Conclusion. This review provides a summary of current knowledge about AD in the genetic field.
Key words. Alzheimer. Amyloid. APOE. Genetics. Genome-wide association studies. Presenilins.
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