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Abreviaturas

1. ABREVIATURAS

A2M a-2-macroglobulina

ABC1 “ATP-binding cassette transporter”

AD enfermedad de Alzheimer

AICD fragmento del dominio intracelular del amililoide

APLPs “amyloid beta precursor-like protein”

ApoE apolipoproteina E

APP proteina precursora de amiloide

AP proteina  amiloide

AP40 proteina B amiloide, fragmento de 40 residuos

AP42 proteina B amiloide, fragmento de 42 residuos

BACE]1 enzima conversora de 3 amiloide (“B-site of APP cleaving enzyme)
C99 fragmento remanente después de la escision de BACEI sobre APP
CBP proteina de union a CREB

CDH1 componentes de las uniones adherentes basadasa en cadherina
CK-1a axina/casein quinasa

CREB factor de transcripcion de cAMP “phosphorylation of cAMP response

element-binding protein”
CTF fragmento carboxi terminal de la presenilina

CTNNAI1 componentes de las uniones adherentes basadas en B-Catenina y o-

Catenina)
EOAD enfermedad de Alzheimer de comienzo temprano
FAD enfermedad de Alzheimer familiar

FL presenilina completa sin sufrir endoprotedlisis “full lenth”
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FTD demencia frontotemporal
GSK3a quinasa de la sintetasa del glucogeno 3a

GSK3p quinasa de la sintetasa del glucégeno 3540

HL-6 gran bucle citoplasmatico del dominio transmembrana 6 de presenilina

HCHWA-D hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis “hereditary cerebral

hemorrhage with amyloidosis”
HWE equilibrio de Hardy-Weinberg
IC intervalo de confianza
Ide enzimas que degradan la insulina
JICD dominio intracelular de Jagged-2
KPI serin proteasas tipo Kunitz
LEF1 factor promotor linfoide
LOAD enfermedad de Alzheimer de comienzo tardio
LRP1 proteina relacionada con el receptor de lipoproteina de baja densidad.
LXRs receptores hepaticos X
Nep neprilisina
NICD fragmento del dominio intracelular de la proteina NOTCH
NTF fragmento amino terminal de presenilina
OGT “C-linked N-acetylglucosaminyltransferase”
OR “odds ratio”
PHF pares de filamentos helicoidales
PS presenilina

PS-1 presenilina 1
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PS-2 presenilina 2

RE reticulo endoplasmatico

SPP peptidasa del péptido sefial

TM transmembrana

Wnht sefializacion wingless

a-APPs fragmentos de ectodominio soluble después de escision a secretasa

B-APPs fragmentos de ectodominio soluble después de escision B secretasa
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2. INTRODUCCION

2.1. ANTECEDENTES HISTORICOS

La enfermedad de Alzheimer (AD) es una de las pocas cuestiones que surgen
como interesantes para la comunidad cientifica en el siglo pasado. A ello han
contribuido el dramético incremento en la expectativa de vida que permite a un gran
nimero de individuos alcanzar la edad en la que aparecen este tipo de desérdenes

degenerativos, siendo la AD el deterioro cognitivo mas prevalente[1].

Un psiquiatra aleman, Alois Alzheimer, describio el sindrome en 1906 como un
cuadro progresivo de deterioro cognitivo, cambios en la personalidad, pérdida
acentuada de memoria, confusion y desorientacion crecientes. La AD parecia una
rara demencia que se producia en el periodo presenil (comienzo de la enfermedad
por debajo de los 65 afios) pero indistinguible de aquella que se produce en la edad

senil, donde los casos se acrecientan con la edad.

El estudio de la enfermedad avanzé poco hasta el advenimiento de la
microscopia electronica, momento en el que se describen los cambios
ultraestructurales subyacentes a las dos lesiones clasicas de la AD: placas seniles o

neuriticas y ovillos neuro-fibrilares.

La primera clave neuroquimica clara surgi6 de las neuronas liberadoras de
acetilcolina. Estas neuronas sufrian una degeneracion progresiva y a menudo grave.
El primer intento de tratamiento farmacoldgico surgi6é paralelamente para intentar
mejorar los niveles de acetilcolina en la hendidura sindptica, principalmente

mediante la inhibicidn de las enzimas degradativas.

En las décadas de los setenta y ochenta, se identificaron los déficits de otros
sistemas neurotransmisores en los tejidos cerebrales de pacientes de AD, lo que
parecia explicar la falta de un beneficio clinico robusto de la mayoria de los

pacientes tratados con farmacos anticolinérgicos.

La patologia bioquimica ha permitido posteriormente, mediante el uso de

analisis composicionales e inmuno-citoquimicos, definir la composicion subunitaria
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de placas y ovillos; mientras que la genética molecular ha validado el papel critico
de las subunidades protéicas en los mecanismos fundamentales de la AD
esclareciendo las relaciones genotipo-fenotipo para cada alteracion genética ligada a
las formas familiares de AD. Todo ello se ha visto reforzado a través del desarrollo

de modelos celulares y animales de los mecanismos presuntivos en la AD.
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2.2. EPIDEMIOLOGIA

2.2.1. Prevalencia

La prevalencia de la AD presenta disparidad de valores entre diferentes estudios
oscilando entre el 0,5 y el 24,6%[2], al igual que ocurre con los estudios
observacionales aplicados a la demencia en general. En estos estudios encontramos,
como causantes de estas discrepancias, diferentes errores entre los que se
encuentran: la inclusion o adhesion de sujetos al estudio, la exclusion de los casos
leves, la intercurrencia de otras patologias en el mismo sujeto, no utilizar las mismas
pruebas para la seleccion de casos y en los estudios de incidencia la omision de los

sujetos fallecidos[3].

El conjunto de estudios europeos recogidos por EURODEM (the European
Community Concerted Action on the Epidemiology and Prevention of Dementia
Group) calculaba tasas de prevalencia basandose Unicamente en los casos
diagnosticados de AD y excluia los casos de demencia en estadio inicial todavia por
diagnosticar, ofreciendo cifras de prevalencia estratificada por grupos de edad:
0,02% entre los 30 y los 59 afios, 0,3% entre los 60 y los 69 afios, 3,2% entre los 70
y los 79 afios, y 10,8% entre los 80 y los 89 afios[4]. Del mismo grupo existe otro
trabajo en el que se aprecia un aumento en la tasa de prevalencia entorno al 2% para
la poblacion entre 65 y 69 afios y del 22% para la franja de los 85 a los 89 afios[5].

La prevalencia global para la ultima revision europea fue del 4.4 %[6].

En nuestro pais encontramos tres trabajos importantes[7-9] con prevalencias del

4.3, 5.7 y 4.7% respectivamente.

2.2.2. Incidencia

Se considera en términos generales que la incidencia de la AD aumenta
exponencialmente con la edad y a partir de los 65 afnos se multiplica por 3 cada 10
afos[10], considerandose del 1% en la franja de los 70 a 79 anos y del 3% entre los

80 y 84 afios[11].
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En el grupo de estudio europeo EURODEM se detectaron diferencias en la tasa
de incidencia respecto al género a partir de los 85 afios, siendo la tasa de incidencia a

los 90 afios del 81.7 por cada mil mujeres y de 24.0 por cada mil hombres[12]

En un estudio publicado recientemente en nuestro pais[13] se realizd una
segunda revision para 3891 participantes, diagnosticandose AD de debut en 117
sujetos, 71.4% de todas las demencias observadas. La tasa de incidencia anual para
la franja de edad por encima de los 65 afios fue de 7.4 personas por cada mil

habitantes.

2.2.3. Factores de riesgo

El factor de riesgo mas importante en la AD es la edad. Se observa que el riesgo

se duplica cada 5 afios[14].

En cuanto al resto de factores como el género (femenino)[15;16], poseer un
familiar afecto de primer grado[17], o el nivel cultural, existen discrepancias en la
literatura dependiendo del tipo de estudio (transversal/longitudinal) empleado a la
hora de confirmar estos factores de riesgo o protectores en otros casos[18], debido
probablemente a la confluciencia de otros factores que no se han tenido en cuenta en

dichos estudios.

2.2.4. Mortalidad

La esperanza de vida de los pacientes con EA es cada vez mayor (5.9 afios[19]),
incluyendo a los que tienen un inicio precoz, que aunque tienen una esperanza de
vida mayor mueren antes que las demencias de inicio tardio[20]. El riesgo relativo a
morir de un paciente diagnosticado entre los 65 afios y los 74 es de 5,4% a los cinco

afios y por encima de los 75 afios de edad el riesgo es de un 20,5%[11].
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2.3. FENOTIPO NEUROPATOLOGICO DE LA ENFERMEDAD DE
ALZHEIMER

La enfermedad de Alzheimer se caracteriza por la pérdida de neuronas y
sinapsis en la corteza cerebral y en ciertas regiones subcorticales. Esta pérdida
resulta en una atrofia de las regiones afectadas, incluyendo una degeneracion en el
l6bulo temporal, parietal, partes de la corteza frontal y la circunvolucion
cingulada[21]. A nivel microscopico se observan dos tipos de estructura: las placas y

los ovillos neurofibrilares

2.3.1. Placas neuriticas

Son focos microscopicos de depodsitos amiloideos extracelulares y dafio
dendritico y axonal asociado, que generalmente se encuentran en un elevado numero
en el cortex limbico y de asociacion[22]. Tales placas contienen depositos
extracelulares de § amiloide (AP) de forma filamentosa, formando masas estrelladas
de fibrillas amiloideas. Generalmente se encuentran rodeadas por astrocitos
reactivos que ostentan abundantes filamentos de la glia. Estas lesiones
probablemente se desarrollan muy gradualmente sobre un periodo substancial de
tiempo, quizé afios. La mayoria de la AP fibrilar encontrada en las placas neuriticas
son especies acabadas en el aminoacido 42 (AP42), ligeramente mas largas, mas
hidrofébicas y que se encuentran particularmente propensas a la agregacion[23]. Las
especies de AP acabadas en el aminoacido 40 (AB40), normalmente mas abundantes

que las de AP42, se colocalizan con éstas en las placas neuriticas.

2.3.2. Placas difusas, preamiloideas

Muestran una inmuno-reactividad AP relativamente ligera y amorfa, con un

patrén granular fino, sin un centro compacto claramente fibrilar.


http://es.wikipedia.org/wiki/Sinapsis
http://es.wikipedia.org/wiki/Corteza_cerebral
http://es.wikipedia.org/wiki/Atrofia
http://es.wikipedia.org/wiki/L%C3%B3bulo_temporal
http://es.wikipedia.org/wiki/L%C3%B3bulo_parietal
http://es.wikipedia.org/wiki/L%C3%B3bulo_frontal
http://es.wikipedia.org/wiki/Circunvoluciones
http://es.wikipedia.org/wiki/Circunvoluciones
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Se encuentran virtualmente en todas aquellas regiones del cerebro claramente
implicadas en la sintomatologia tipica de la AD (tdlamo, caudado, putamen,

cerebelo), con muy poca o no detectable distrofia neuritica.

Los estudios inmuno-histoquimicos en pacientes con sindrome de Down[24]
sirvieron para confirmar la hipotesis de que las placas difusas representaban lesiones
inmaduras precursoras de las placas neuriticas maduras. Tales individuos a menudo
presentan depositos difusos a edades tan tempranas como la adolescencia pero no
muestran placas neuriticas-gliales hasta dos décadas después, momento en el que

presentan por primera vez abundantes ovillos neuro-fibrilares.

2.3.3. Ovillos neurofibrilares

Los ovillos neurofibrilares consisten en amplias madejas de fibras anormales
que ocupan la mayoria del citoplasma perinuclear. La microscopia electronica revela
que la mayoria de estas fibras consiste en pares de filamentos de aproximadamente
10 nm estructurados en hélices (filamentos helicoidales apareados o PHF). Los
analisis inmuno-histoquimicos y bioquimicos de los ovillos neuro-fibrilares
sugirieron que estan compuestos de una proteina (Tau) asociada al microtubulo[25].
La proteina Tau es una fosfoproteina cerebral que se une a la tubulina de los
microtubulos promoviendo su ensamblaje y estabilidad. En la AD la proteina Tau
desarrolla una excesiva fosforilacion irreversible induciendo su agregacion en
filamentos, perdiendo su capacidad para aglutinar a los microtibulos[26] . La
glicosilacion de Tau, probablemente[27] a través de la acetilglucosaminiltransferasa

(OGT)), lleva a la formacion de pares de filamentos estructurados en hélices[28].

Las dos lesiones clasicas de la AD, las placas neuriticas y los ovillos
neurofibrilares, pueden ocurrir independientemente uno de otro. Han sido descritos
ovillos compuestos de agregados de Tau, que son bioquimicamente similares a
aquellos que se presentan en la AD, en mas de una docena de enfermedades

neurodegenerativas. En casi todos estos casos no se han encontrado depositos de AP
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y placas neuriticas. Por el contrario, los depdsitos de AP se pueden ver en cerebros

de humanos ancianos sin deterioro cognitivo en total ausencia de ovillos.

También existen algunos casos infrecuentes de AD los cuales son pobres en
ovillos, esto es, s6lo unos pocos ovillos neurofibrilares se encuentran en el neocortex

a pesar de las abundantes placas de AB[29].

2.3.4. Neuritas corticales distroficas

Muchas de las neuritas dilatadas y tortuosas encontradas dentro e
inmediatamente rodeando a las placas amiloideas contienen PHF que son estructural,
bioquimica e inmunocitoquimicamente indistinguibles de aquellos que comprenden
los ovillos neurofibrilares, aunque estas placas a menudo contienen numerosas

neuritas distréficas que no son inmunoreactivas para la proteina Tau.

2.3.5. Placas tipo “cotton wool”

Son grandes placas con forma de bola, carentes de nucleo amiloideo denso, que
presenta una mayor respuesta inflamatoria. Este tipo de placas se encuentra asociada
a angiopatia amiloidea grave y leucoencefalopatia, asi como paraparesis

espastica[30].

2.3.6. Microangiopatia Amiloidea

La proteina AP fue aislada originalmente a partir de las arteriolas y vénulas
meningeas cargadas de proteina amiloide, de los cerebros de pacientes de AD o
sindrome de Down[31;32] . Los péptidos AP, que se presentan como filamentos en
las membranas del basamen de los microvasos, aparecen en base a la
inmunoreactividad principalmente como especies AP40, aunque algunas evidencias
apuntan a que las especies depositadas inicialmente en los vasos destinados a

desarrollar angiopatia amiloidea podrian ser AB42[33] . La extension de la angiopatia
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amiloidea varia ampliamente en la AD, incluso para un niumero similar de placas

amiloidéas asociadas a la a la enfermedad.

Los vasos amiloiddticos, compuestos por depdsitos de AP, son esencialmente
indistinguibles de aquellos que se presentan en la AD. Estos depdsitos vasculares
pueden aparecer en ausencia de depositos de AP en el parénquima cerebral de sujetos
ancianos con HCHWA-D (hereditary cerebral hemorrhage with amyloidosis, Dutch
type: CEREBRAL AMYLOID ANGIOPATHY, APP-RELATED, sin AD)[34].
Aunque los depdsitos amiloideos en el parénquima pueden observarse en este tipo de
pacientes, la degeneracion neurofibrilar de neuronas es infrecuente y no se
correlaciona con la severidad de la deposicion de AP tanto microvascular como del

parénquima.
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2.4. PROTEINA PRECURSORA DE p-AMILOIDE (APP)

En 1997 Robakis et al.[35] aislaron los clones correspondientes al gen de la APP
de una genoteca de cDNA en humanos. La proteina de 412 residuos deducida de esta
forma contiene una secuencia de 28 aminoacidos que se corresponde con la proteina
AP localizada cerca del extremo amino terminal. Esto sugiere que A sufre escision
postraduccional a partir de su precursor de mayor tamafio lo que se confirmé
mediante analisis de RNA en cerebros de individuos normales, pacientes con AD y

con sindrome de Down[36].

La APP comprende un grupo heterogéneo de polipéptidos expresados
ubicuamente y que migran entre 110 y 140 kDa sobre geles electroforéticos[37]. Esta
heterogeneidad se deriva tanto del splicing alternativo[38], (dando lugar a 3 formas
principales de 695, 751 y 770 residuos) como de una amplia variedad de
modificaciones postraduccionales[39], incluyendo los azucares unidos a los extremos
N- y C- terminales, sulfonacion y fosforilacion. Las formas escindidas de la APP que
contienen 751 o 770 amino acidos se encuentran ampliamente expresadas en las
células no neuronales y neuronas[38] . Sin embargo son las neuronas las que
expresan mayores niveles de isoforma de residuo 695. La diferencia entre las formas
residuales 751/770 y la 695 consiste en la presencia de un exén que codifica por una
secuencia de 56 amino acidos, en los dos primeros, que es homologa de inhibidores
de serin proteasas tipo Kunitz (KPI)[40;41] , lo que indica una funcién potencial de
estas isoformas de APP de mayor tamafio. De hecho, las formas de APP que
contienen KPI (751/770) encontradas en las plaquetas humanas funcionan como
inhibidores del factor Xla, el cual es una serin proteasa en la cascada de la
coagulacion[42] . La APP se encuentra muy conservada en la evolucion y se expresa
en todos los mamiferos en los que se ha buscado. APP es miembro de una gran
familia de genes, la familia de las proteinas parecidas a la precursora de amiloide
(APLPs)[43;44], que presenta una homologia sustancial, tanto dentro del gran
ectodominio y particularmente dentro de la cola citoplasmatica, pero que presenta

una gran divergencia en la region Ap.
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2.4.1. Funcion. Procesamiento postraduccional

La APP es un polipéptido transmembrana sencillo que se traduce e inserta
dentro del reticulo endoplasmatico via su péptido sefial y después
postraduccionalmente se modifica a través de una via secretoria. La incorporacion de
azucares unidos al extremo N- y C- terminal ocurre rapidamente después de la
biosintesis. Su vida media es relativamente breve, de 45 a 60 minutos en la mayoria

de las estirpes celulares examinadas[45].

La APP sufre procesamiento proteolitico postraduccional mediante las
secretasas a-, B- y y-. La a secretasa genera una proteina amiloide soluble, mientras
que la P secretasa genera derivados de APP con caracteristicas amiloidogénicas.

Estas dos vias de procesamiento de la APP son mutuamente excluyentes[46].

La primera escision proteolitica constitutiva identificada, producida mediante
una actividad designada como a-secretasa, se produce en el aminoacido 12 del
extremo N- terminal sobre el dominio transmembrana sencillo de la APP[47;48] y se
identifica con la Catepsina B[49]. Este procesamiento resulta en la liberacion de
grandes fragmentos de ectodominio soluble (a-APPs) dentro del lumen o el espacio
extracelular y la retencion del residuo-83 fragmento carboxi terminal (CTF) en la
membrana. Alternativamente, algunas moléculas de APP que no estdn sujetas a la
escision proteolitica a-secretasa pueden ser escindidas mediante una actividad f-
secretasa identificada y caracterizada como BACE1[50;51]. BACE]1 principalmente
corta 16 residuos del fragmento N-terminal hacia el sitio de escision a, generando un
derivado ectodominio ligeramente inferior (B-APPs)[52] y retiene un residuo-99

CTF (C99) en la membrana que comienza en el residuo 1 de la region .

Una porcion sustancial de la a-APPs estd generada mediante la o-secretasa
actuando sobre la APP insertada en la membrana plasmatica[53]. Con respecto a la
escision B-secretasa parece ocurrir mas tarde a nivel de membrana axonal[54], en la
secuencia del procesamiento secretorio de la APP, respecto a la a-secretasa[55] . El
sitio de escisidn y-secretasa se sitila centrado dentro del dominio transmembrana[56]
y se realiza en parte durante la internalizacion y el procesamiento endosomal de la

APP[57].
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Existen datos conflictivos acerca de si la mayoria de la AP se genera
tempranamente en el trafico secretorio de la APP (esto es, en el reticulo
endoplasmatico, compartimento intermedio, Golgi temprano) o principalmente
después de que APP alcance la superficie celular. Los experimentos de electroforesis
de campo pulsante han demostrado que la mayoria de los fragmentos C88 y C99
(sustratos inmediatos de la y secretasa) son generados de las moléculas que han
sufrido glicosilacion ligada al extremo N- y C- terminal completa, esto es, dentro o

posterior a su paso por el aparato de Golgi[45].

En las neuronas, la APP695 puede ser transportada anterogradamente por el
rapido componente del transporte axonal[58]. La APP estd presente, aunque no
especificamente, en las vesiculas de las terminales axonales y en las vesiculas
sinapticas. Las terminales axonales de la APP podrian ser el principal lugar para la
generacion de AP. La APP que se recicla en el endosoma y puede sufrir escision
secuencial B- y y-secretasa en varios sitios neuronales subsidiarios para liberar el
péptido APB. Aunque la APP se expresa con particular abundancia en las neuronas,
otras células cerebrales también pueden expresar y liberar cantidades variables de
AP, incluyendo los astrocitos, la microglia y las células endoteliales y del musculo
liso y todo ello puede contribuir al pool de secrecion de la AP que eventualmente
daria lugar a deposicion extracelular. AP puede atravesar la barrera hematoencefalica
en pequenas cantidades utilizando un mecanismo compatible con una endocitosis

mediada por receptores[59].

Algunos investigadores han supuesto que la APP podria jugar un papel
importante en el crecimiento celular y la respuesta metabdlica a suero y a factores de
crecimiento, bajo ciertas condiciones fisioldgicas y patologicas[60]. La deleccion del
gen de la APP en ratones no resulta en una apreciable morbi-mortalidad; en la
gliosis cerebral y los cambios en el comportamiento locomotor (que se manifiestan
mas tarde en la vida adulta[61] y en las neuronas cultivadas a partir del nacimiento)
se observa una disminucion de la viabilidad y retardado el desarrollo axonal[62].
Esta falta de consecuencias vitales de la deleccion de la APP podria tener su origen

en el hecho de que los mamiferos expresan también proteinas intimamente
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homologas[43]. Una forma secretada de APP, como se comentd anteriormente,
podria actuar como inhibidor plaquetario del factor de coagulacion, XI, actuando
como un anticoagulante cerebral[63]. Se la ha relacionado con mecanismos de
reduccion del cobre[64] y se le ha atribuido una funcion inhibitoria in vitro de la
actividad hemo oxigenasa, de un 25 a un 35%, mediante su union a HMOX1 y
HMOX2 en el reticulo endoplasmatico (RE)[65]. Se ha postulado que la
acumulacion (relacionada con un cambio en el marco de lectura, y el aumento en un
aminodcido hacia el extremo C-terminal) de proteinas como APP y la ubiquitina-B

contribuye a la aparicion de varias formas de demencia[66].

2.4.2. Mutaciones missense en la APP: una causa muy rara de AD familiar

La primera mutacion especifica que causaba AD identificada fue la prevalencia
de las mutaciones missense en la APP[67]. A pesar de la extensa vigilancia genética
se han confirmado en muy pocas familias a lo largo del planeta. Las mutaciones se
encuentran situadas estratégicamente cerca de sus puntos de escision. Las familias
portadoras de mutaciones APP missense que causan AD generalmente tienen la edad

de comienzo antes de los 65 afios, generalmente a los cincuenta.

Existe otra via por la cual las alteraciones del gen de la APP pueden predisponer
al desarrollo de la AD. La sobrexpresion de una APP estructuralmente normal debida
a una elevada dotacion genética en la trisomia del 21 (sindrome de Down) casi
invariablemente da lugar a la aparicion prematura de neuropatologia de AD clésica
(placas neuriticas y ovillos neurofibrilares) durante la segunda mitad de la edad
adulta. Un incremento a lo largo de la vida en la expresion de la APP debida a la
duplicacién de la totalidad del cromosoma 21 o, en el caso de la translocacion en el
sindrome de Down, cuya porcion 21q contiene el gen de la APP resultando en la
sobreproduccion de péptidos AP40 y AP42 desde el momento del nacimiento. Se
supone que este hecho es el responsable de la aparicion de muchas de las placas
difusas compuestas de AP42, que pueden aparecer a la temprana edad de 12
afnos[24]. Los sujetos con sindrome de Down a menudo presentan placas difusas

compuestas solamente de AB42. A veces sobre estas placas ocurre una acumulacién
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de péptidos AP40 asociada a microgliosis, astrocitosis y distrofia neuritica

envolvente, que comienza a finales de los veinte y los treinta afios[68].

2.4.3. Mutaciones de la APP: causan un aumento de Ap

Las mutaciones de la APP parecen actuar mediante un mecanismo citotoxico de
incremento de la produccion del fragmento AP42, el cual tendria la virtud de formar
placa aun en ausencia de AB40[69]. En general todas las mutaciones missense de la
APP, tanto en el sitio de escision B-secretasa como y-secretasa, aumentan la cantidad
de AP total (como en el caso de la doble mutacion en el sitio de escision -secretasa,
K670N/M671L, mutacion sueca[70]) o especificamente la AB42 (para todas las
mutaciones en el sitio de escision y-secretasa de la APP). También puede resultar en
un aumento en la cantidad total de Ap como resultado de un efecto dosis dependiente
del gen de la APP (como se observa en los pacientes con sindrome de Down o en las
duplicaciones del gen de la APP que causan AD[71;72]). Mdas aun, en los
polimorfismos del promotor de la APP ligados a la AD también se ha visto un

aumento en la expresion de la APP[73;74].

No siempre se produce un aumento de AP. Se ha demostrado que algunas
mutaciones de la APP, como la mutacion austriaca T7141[75] y la mutacién francesa

V715M[76], también producen una disminucion de la produccion de AB40.

Se sabe que las mutaciones en el sitio a-secretasa de la APP alteran la secuencia
primaria de la AP y por consiguiente las propiedades fibrilogénicas de la AB[77], sin
embargo la mayoria de estas mutaciones presenta un fenotipo adicional de
amiloidosis que se diferencia claramente de la AD en la cual predominan las placas
de AP. Estas presentan resistencia a la digestion proteolitica y se depositan alrededor
de los vasos sanguineos danando las paredes de los vasos dando lugar a angiopatia

amiloidea[78-80].
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2.5. LAS PRESENILINAS

El descubrimiento de las mutaciones genéticas en el gen de la APP que causan
AD de comienzo temprano (EOQOAD) sugeria fuertemente que la AP era una pieza
patoldgica clave: estas mutaciones se encontraban dentro de la region que codificaba
por la AP o inmediatamente adyacente a las zonas de escision - y y-secretasas[81].
Asi mismo, cerca del extremo N-terminal de la region AP de la APP incrementan la
extension de la escision por la B-secretasa, resultando en un aumento de los niveles
de AP[82]. Aquellas cerca del sitio de escision y-secretasa, sin embargo, tiene unos
efectos bastante mas sutiles, cambiando las proporciones de las formas con 40- hacia

42- residuos de AB[83].

Otra clave principal de la patogénesis de la AD provino del descubrimiento de
dos genes relacionados, Presenilina-1 (PS-1) en el brazo largo del cromosoma 14[84-
86] y Presenilina-2 (PS-2) en el cromosoma 1[87], también asociados con la
EOAD[87-89]. Las dos proteinas presentan una elevada homologia (67% de
identidad a nivel de amino 4cidos) asi como elevadas similitudes en la estructura
intron-exon (figuras 1. y 2.). La evidencia de la especificad de funcion de ambas
Presenilinas deriva de la presencia de regiones no homologas en estas moléculas: la
region hidrofilica terminal y el gran bucle citoplasméatico (HL-6) entre los dominios
transmembrana seis y siete del modelo transmembrana. Estas dos regiones se
encuentran localizadas en el mismo lado de la membrana y son divergentes, pero el

bucle HL-6 de PS-2 es mas pequefio que el correspondiente en PS-1[90].
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Figura 1. Representacion de los aminoécidos integrantes de la topologia de los

9 dominios transmembrana de PS-1, incluyendo los limites de los exones y algunas

de las mutaciones documentadas asociadas a AD, version de K. Dillen y W.

Annaert[91].
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Figura 2. Representacion grafica de la PS-2, algunas de las mutaciones
documentadas asociadas a AD y las nueve estructuras correctas de los

correspondientes dominios transmembrana[92].

2.5.1. Una aspartil proteasa embebida en la membrana

Los experimentos de topologia de membrana sobre la Presenilina dieron lugar a
algunos resultados conflictivos, que sugerian seis, siete, ¢ incluso ocho dominios
transmembrana y con el extremo C-terminal pudiendo ser tanto luminar/extracelular
como citosolico[93].

Sin embargo, la mayor parte de los estudios favorecia la existencia de ocho
dominios transmembrana, incluyendo el término N-terminal, gran bucle

citoplasmatico y el extremo C-terminal, todos ellos ubicados en la parte

citosolica[94;95]. Més recientemente, esta topologia ha sido actualizada y refinada,
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con nueve dominios transmembrana[96;97] y el extremo C-terminal en la parte

luminar/extracelular pero plegada hacia el interior de la proteina o de sus partes.

Una clave bioquimica acerca de la funcion de las Presenilinas provino de la
observacion de que la proteina se endoproteolizaba en dos partes, un fragmento N-
terminal (NTF) y uno C-terminal (CTF) que permanecen asociados, tienen una larga
vida biolodgica juntos y estan fuertemente regulados por factores celulares[98]. Estos
hallazgos sugirieron que los dimeros NTF-CTF son la forma madura, cualesquiera

que sea su funcion.

Mientras tanto, el disefio de inhibidores peptidomiméticos (figura 3.), basados
en el sustrato para la y-secretasa, sugirid que la enzima era una aspartil proteasa. Una
parte que mimetiza el estado de transicion podria bloquear el procesamiento de la
APP a nivel de la y-secretasa en la célula[99;100]. Dada la evidencia de que la y-
secretasa es una aspartil proteasa y que la Presenilina es critica para la actividad -
secretasa, se busco en la Presenilina la presencia de dos aspartatos que podrian
formar parte de la nueva proteasa. Se identificaron dos aspartatos transmembrana
completamente conservados, uno en el dominio NTF y otro en el CTF y se encontro
que eran esenciales e independientes tanto para la endoprotedlisis como para la
escision proteolitica de la APP[101;102]. Este descubrimiento sugiri6 que la
Presenilina era de hecho una nueva aspartil proteasa y una enzima activada por
autoproteolisis. Después de la maduraciéon a NTF y CTF, el sitio activo de la y-
secretasa se propuso que se encontraria entre las dos subunidades, cada una de las
cuales contribuiria con uno de los aspartatos al sitio catalitico. La hipotesis fue
respaldada mediante el uso de reactivos de afinidad disefiados a partir de anélogos de
estado de transicion inhibidores de la y-secretasa, los cuales se unen directamente a
los fragmentos NTF y CTF[103;104]. Los reactivos marcados, dirigidos contra el
sitio activo de la y-secretasa, marcan a su vez la Presenilina heterodimérica,

identificando esta interfaz como el sitio catalitico de la proteasa.
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Figura 3. Inhibidores peptidomiméticos de la Presenilina.

La Presenilina por si sola, claramente no constituia el conjunto de la y-
secretasa. Consistente con la necesidad de factores celulares limitantes para
acotar la endoproteolisis de la Presenilina, se descubrido que la proteina y sus
fragmentos se incluyian en complejos de peso molecular mayor[105;106]. Mas
aun, la Presenilina por si sola no se puede escindirse a si misma y una Presenilina
mutante que no requiere endoproteolisis para sostener la actividad y-secretasa en
las células no muestra actividad proteolitica por si misma (es decir, son

necesarios factores celulares limitantes).

El apoyo fundamental para el papel proteasa de la Presenilina vino del
descubrimiento de la peptidasa del péptido sefial (SPP). Esta enzima, que escinde
péptidos sefial remanentes en la membrana después de su liberacion mediante la
peptidasa sefal, fue descubierta utilizando marcado de afinidad mediante
inhibidores analogos de estado de transicion. La proteina responsable era
claramente similar a la Presenilina, incluyendo dos fragmentos transmembrana
conservados, cada uno de los cuales conteniendo un aspartato[107]. A diferencia
de la Presenilina, SPP si sufre aparentemente actividad proteolitica sobre si

misma, sin necesidad de factores celulares limitantes o endoprotedlisis. Asi, si
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una proteina del estilo de la SPP es una proteasa, la Presenilina seria

probablemente la componente catalitica proteasica de la y-secretasa.

Ademas de su papel como y-secretasa, se ha desmostrado que la Presenilina
posee otras funciones, independientes de la actividad y-secretasa[108;109]. Los
efectos patogénicos de las mutaciones missense inherentes a la AD se asocian a
una funcidon proteolitica de la Presenilina alterada. Las mutaciones de la
Presenilina asociadas a la enfermedad tienden a inhibir la funcién proteolitica
global[110], produciendo incluso menor cantidad de AP en algunos casos,
mientras incrementan la relacion del residuo AP42 frente al AP40[111]. Este
aumento de la proporcion de la fraccion AB42, mas dispuesta para la agregacion,

se cree desencadenante del proceso patoldgico.

La vy-secretasa escinde mas alld del dominio transmembrana, en el
denominado sitio g[112], para liberar el dominio intracelular de la APP (AICD).
Se ha visto que las mutaciones de la Presenilina asociadas a la AD modulan
también la posicion de corte de esta escision & De forma sorprendente, la
proteolisis de las posiciones y y € estd afectada por las mutaciones en la APP y
las Presenilinas que causan AD, lo que da lugar a un aumento en el cociente
AB42/AB40 junto con un incremento en un residuo de la AICD (51 residuos)
respecto al producto de 50 residuos aminoacidos[113]. Estas dos posibilidades
proteoliticas parecen, por consiguiente, ser interdependientes: un cambio en el
sitio de escision de uno de ellos se correlaciona con un cambio en el sitio de
escision del otro. Debe mencionarse la existencia de un estudio donde se refiere
que mutaciones artificiales en Lys166 de la PS-1 aumentan la produccion de
APA42 sin afectar los niveles de AICD[114] y otro expone que la inhibicion de la
endocitosis altera la formacion de AICD sin cambios concomitantes en el

cociente AB42/AB40[115].

Una brillante teoria de Thara[116] y colaboradores propone que la escision €

podria ocurrir incluso antes de la escision en el sitio vy.

Desde el punto de escision & progresivamente, cada tres aminoacidos, se

producirian escisiones ( hasta llegar al sitio de escision y (figuras 4.y 5.).
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Figura 4. Modelo de Thara de proteolisis progresiva del dominio transmembrana
de la APP mediante la y-secretasa, comenzando en el sitio de escision € y
escindiendo cada tres residuos. Este modelo explica como la reduccion de la funcion
proteolitica debida a las mutaciones de la presenilina harian descender los niveles de
produccion de AP pero aumentarian la ratio AB42 frente a AB40 y las formas mas
largas de péptido AB. Las mutaciones de la presenilina causantes de AD cambian el
sitio de escision inicial € para producir mayor cantidad de AB48, que podria dar lugar

a AB42[117].
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Figura 5. El modelo helicoidal de Ihara muestra el procesamiento de

fragmentos largos AP hasta llegar a los fragmentos AB40 y 42[116].

Parece probable, al margen de cuales sean los mecanismos de formacion de
AICD, que los cambios en extremo N-terminal de los dominios intracelulares
liberados de la APP, especialmente los implicados en la sefializacion intracelular,

podrian contribuir en los procesos de la enfermedad.
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2.5.2. Colaboradores de las Presenilinas

Con las Presenilinas identificadas como las componentes -cataliticas, la
investigacion para identificar otros miembros de lo que se podria llegar a conocer

como complejo y-secretasa habia dado comienzo.

La primera en ser descubierta fue la nicastrina, una proteina que interactuaba
con la Presenilina que se encontrd por coaislamiento bajo purificacion de
inmunoafinidad[106]. La nicastrina es una proteina integral de membrana tipo I de
120 a 140 kDa que se encuentra altamente glicosilada, siendo la casi totalidad de la
proteina luminar/extracelular. Los experimentos de RNAi knockdown demostraron
que la nicastrina era esencial para la escision y-secretasa. Utilizando un inhibidor
andlogo de estado de transicion inmovilizado, la copurificacion de la nicastrina
sugeria que la nicastrina era de hecho un miembro fidedigno del complejo v-
secretasa[118]. La nicastrina se encuentra primariamente como dos bandas en los
geles electroforéticos SDS-PAGE, estando la banda superior compuesta por la forma
altamente glicosilada que se asocia especialmente a las subunidades NTF y CTF de
la Presenilina y a la y-secretasa activa[119;120]. Como ocurria con la Presenilina, los
knockout de nicastrina de diferentes especies resultaron en fenotipos letales,

parecidos a aquellos que presentaban defiencias en Notch[121].

Sin embargo, la sobrexpresion de la Presenilina y la nicastrina no resulta en un
incremento de la endoprotedlisis de la Presenilina o de la actividad y-secretasa, lo
que implicaria que existirian otras proteinas asociadas que aun no habian sido
descubiertas. Los estudios genéticos en Caenorbitis elegans para identificar nuevos
modificadores Notch revelaron dos nuevos genes, Aph-1 y Pen-2, las cuales
codifican proteinas de siete y dos dominios transmembrana predichos,
respectivamente[122]. Los experimentos RNAi knockout de estos genes, como con
la nicastrina y Presenilina, bloquean la escision y-secretasa de la APP y de Notch.
Los estudios de seguimiento demostraron que la sobrexpresion de las cuatro
proteinas a la vez (Presenilina, nicastrina, Aph-1, Pen-2) resulté en el incremento de
los niveles de NTF y CTF, nicastrina madura y actividad y-secretasa[123]. Un

estudio incluso demostrd esto mismo en S. cerevisiae[124], el genoma del cual no
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codifica por ninguna de estas cuatro proteinas. La expresion de todas las proteinas
(Presenilina, nicastrina, Aph-1, Pen-2) era necesaria para estos efectos. Ademas, la
coinmunoprecipitacion de cualquiera de las cinco proteinas (considerando NTF y
CTF separadamente) disminuia el resto, indicando que interactiian con cada uno de
los otros. La purificacion parcial de la y-secretasa a través de varios pasos resultd en
el aislamiento de las cinco proteinas[123]. Otros grupos citan esta misma
purificacion hasta llegar a la homogeneidad de la proteina[125], aportando una
prueba definitiva de que estas proteinas forman un complejo sencillo y que son

componentes esenciales de la y-secretasa.

A pesar de la total identificacion, purificacion y determinacion de la estructura
de baja resolucion, la estiquiometria del complejo proteasa permanece sin resolver;
mientras que el core catalitico del complejo activo proteasa contiene una molécula de

Presenilina por complejo[126].

Otra complicacion es que aparentemente existen seis variantes del complejo y-
secretasa, debido a las diferentes combinaciones de las dos Presenilinas y las tres
Aph-1 diferentes. Existen diferencias bioquimicas entre estos complejos, de hecho,
los complejos que estan constituidos por PS-2 muestran menor actividad proteolitica

que los que contienen PS-1[127].

El ensamblado del complejo y-secretasa comienza en el reticulo citoplasmatico,
justo después del traslado e insercién en la membrana; la nicastrina y Aph-1 se
ensamblan en un subcomplejo, con la nicastrina todavia inmadura y sin
glicosilar[128]. La Presenilina y Pen-2 se unen al complejo con posterioridad. Antes
de unirse al subcomplejo nicastrina-Aph-1, los knockdown de Pen-2 todavia dan
lugar al subcomplejo nicastrina-Aph-1 en la cual la Presenilina permanece como
holoproteina[129]. La adicion de Pen-2 da lugar a la formacion de los fragmentos

NTF-CTF, la maduracion de la nicastrina y la activacion de la y-secretasa.

El dominio transmembrana (TM) de la nicastrina se requiere para el ensamblado
del complejo. La sustitucion entre diferentes dominios transmembrana impide la
incorporaciéon de nicastrina, siendo su region N-terminal especialmente

importante[130]. La funcidon del gran ectodominio citoplasmatico parece jugar un

-26 -



Introduccion

papel esencial en el reconocimiento del sustrato[131]. El papel bioquimico especifico
de la pequena proteina en forma de horquilla Pen-2 es desconocido, pero la Aph-1 de
siete dominios transmembrana parece ser una proteina de andamiaje sobre el que se
sostiene el resto del complejo[132]. Las topologias del posible ensamblado y

activacion de estas moléculas se muestran en la figura 6.
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Figura 6. Representacion grafica del acoplamiento y activacion secuencial del
complejo y-secretas. La holoproteina naciente se degrada rapidamente mientras que
una fraccion de la presenilina se estabiliza a la forma de complejo HMW mediante el
acoplamiento del subcomplejo formado por APH-1 y NCT. PEN-2 brinda el ltimo
paso de la maduracion de complejo y-secretasa, facilitando la endoprotedlisis de la
presenilina y confiriéndole la actividad y-secretasa. Los tubos representan los
dominios transmembrana probables (TMD) de cada proteina y las estrellas dentro de
los dominios 6° y 7° de la presenilina simbolizan residuos apartato activos (vacio) e

inactivo (negro) relacionados con las actividades y-secretasa[133].
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La evidencia cientifica sugiere especificamente que el extremo C-terminal de la
Presenilina podria interactuar con el dominio transmembrana de la nicastrina
penetrando dentro de la membrana[134]. La deleccion del aminoacido del extremo
carboxilico de la PS-1 bloqueaba completamente el ensamblado y-secretasa liberando
PS-1 del RE, lo que sugiere que la PS-1 que no se incorpora al complejo es retenida
activamente por el RE. Aparte del sitio de unién a nicastrina, se identifico un
alargamiento hidrofébico de aminoacidos en el extemo C-terminal, capaz de retener
a PS-1. La deleccion de esta secuencia de retencion daba lugar a la liberacion de la
PS-1 del reticulo y, al mismo tiempo, a la formacion de un complejo y-secretasa no
funcional, sugiriendo que al menos en parte el fragmento de retencion se requeria

para la funcionalidad.

Se demostré que PS-1 se unia a la fosfolipasa D1 (PLD1) via la region del gran
bucle citoplasmatico y la capturaba para la red Golgi/trans-Golgi (TGN). La
sobrexpresion de PLD1 en celulas de neuroblastoma de raton (N2a) hacia descender
la generacion de AP mediada por la y-secretasa, mientras que la regulacion negativa
de la expresion de PLD1 aumentaba la produccion de AB[135]. La asociacion de
PLD1 producia la ruptura del complejo y-secretasa, independientemente de la
actividad catalitica de PLD1. La sobrexpresion de PLDI cataliticamente activa
promovia la generacion de vesiculas conteniendo AP a partir de la TGN[136].
Aunque en la actividad enzimatica PLDI en las células N2a (con mutaciones FAD
en PS-1) estaba disminuida, la sobrexpresion del tipo silvestre (cataliticamente
activo) en estas c€lulas hizo aumentar la liberacion a nivel de superficie celular de
AP en las terminaciones axonales y rescato el crecimiento axonal y la ramificacion
neuritica. Estos hallazgos mostraban que la PLDI regula el trafico intracelular de

AP, a través de un proceso que difiere de su efecto sobre la actividad y-secretasa.

2.5.3. Reconocimiento de sustrato

Debido a su presumible contenido en agua y a que utiliza residuos hidrofilicos,
el sitio activo embebido en la membrana podria estar apartado del ambiente

hidrofobico que conforman las colas lipidicas del entorno. El sitio activo podia

-29 .



Introduccion

imaginarse como parte de un poro o canal que podria permitir la entrada de agua. El
sustrato pasa a través de la membrana y no puede entrar a través de tal poro
directamente; se requeriria una apertura lateral anclada en la superficie externa de la
proteasa para llevar al sustrato dentro del sitio activo[102]. La evidencia inicial de tal
mecanismo se produjo a través del aislamiento del complejo y-secretasa utilizando
inhibidores anédlogos de estado de transicion inmovilizados[118]. Se hizo posible
copurificar un sustrato endogeno junto al complejo y-secretasa, mientras que por otra
parte se bloqueaba el sitio activo de la proteasa mediante inhibidores analogos de
estado de transicion inmovilizados, lo que sugeria la existencia de un sitio de unién a
sustrato separado del sitio activo. El sustrato se une a este tipo especial de sitio
externo, denominado sitio de anclaje, el cual podia ser purificado sin estar sujeto a

proteolisis.

Los péptidos disefiados basados en el dominio transmembrana de la APP
limitados a la conformacion helicoidal inhiben potentemente la vy-secretasa,
aparentemente a través de su interaccion con este sitio de anclaje[137]. La
conversion de estos péptidos helicoidales inhibidores a reactivos marcadores de
afinidad dio lugar a la localizacion del sitio de anclaje del sustrato en limite NTF-
CTF de la Presenilina[138]. Los inhibidores andlogos del estado de transicion
también se une directamente a la interfaz NTF-CTF, pero en un sitio diferente de
estos inhibidores peptidicos helicoidales. Estos hallazgos sugieren una via de
transporte para los sustratos de la y-secretasa desde el sitio de anclaje al sitio activo:
una vez unida a la superficie exterior de la Presenilina en el limite NTF-CTF, el
sustrato puede pasar, tanto en parte o como un todo, a través de estas dos
subunidades de la Presenilina hasta acceder al sitio activo interno. La extension en
solo tres residuos de un inhibidor peptidico helicoidal de 10 residuos resulta en un
potente inhibidor[139] aparentemente capaz de unirse tanto al sitio de anclaje como
al sitio activo[138], lo que sugiere que estos dos sitios de union de sustrato se

encuentran relativamente cercanos el uno del otro.

La expresion de PS-1 en células de insectos que también expresaban el

fragmento C-terminal de la APP humana (C99) aumentaba la produccion de AP y
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concomitantemente los niveles intracelulares de C99[140]. Utilizando experimentos
de electroforesis en campo pulsante, se demostré que la acumulacion de C99 resulto
ser consecuencia de un aumento en la vida media de C99. La inhibicién de la
actividad y-secretasa no altera la habilidad de la PS-1 para aumentar los niveles
intracelulares de C99, lo que sugiere que la union PS-1 a C99 no da lugar
necesariamente a su procesamiento inmediato. PS-1 deberia contener un sitio de

anclaje y el procesamiento de C99 estaria regulado espacio-temporalmente.

Hasta hace poco, toda la accion parecia recaer en la Presenilina. Sin embargo,
un estudio citado subraya que la nicastrina también juega un papel critico en el

reconocimiento de sustrato[131].

2.5.4. Papel en la produccion de AP

Algunos trabajos en ratones transgénicos probaron que la sobrexpresion de la
PS-1 mutante mostraba un aumento selectivo de AP42 en cerebro[141]. Estos
resultados indicaban que las mutaciones de la Presenilina probablemente causarian
AD a través de una ganancia nociva de funcion que aumenta la cantidad de AP
depositada en cerebro. Otros, sin embargo, encontraron[142] que no existia
diferencia entre la deposicion de amiloide entre la especie silvestre de raton y
aquellos transgénicos s6lo con pérdida de un alelo funcional PS-1. Se hizo evidente,
que los ratones portadores de la mutacion A246E mostraban niveles aumentados de

AP42[143], lo que apoyaba también la hipotesis de ganancia de funcion.

Aparecieron algunas lineas de evidencia que apoyaban poderosamente la
conclusion de que la deposicion cerebral progresiva de la proteina AP era el suceso
desencadenante en la patogénesis de la FAD[144]. Se comprob¢ la hipdtesis de que
las mutaciones FAD promovian la deposicion de proteina AP particularmente la
forma amiloidogénica de 42 residuos[23]. Las lineas celulares transfectadas por PS-1
y PS-2 mutantes resultaban sufrir un incremento altamente significativo de Ap42. La
mutacion del Volga en PS-2 (N1411[89;145]) daba lugar a un aumento de 6 a 8 veces

en la produccion total de AP42; ninguna de las mutaciones de PS-1 daba lugar a un
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aumento tan espectacular, lo que sugeria una diferencia intrinseca en los efectos de
las mutaciones de PS-1 y PS-2. Los ratones transgénicos portadores de mutaciones
en el gen de la PS-1 sobreproducian AB42 en el cerebro, haciéndose detectable desde
segundo al cuarto mes de vida. Los datos combinados in vitro e in vivo claramente
demostraban que las mutaciones ligadas a FAD alteraban directa o indirectamente los
niveles de y-secretasa, pero no los de las a o B secretasas, resultando en un aumento

de la produccién de AB42 lo que derivaria en amiloidosis cerebral y AD[144].

Los medios acondicionados a partir de fibroblastos o plasma de miembros
afectados de mutaciones ligadas a PS-1/PS-2 mostraban un aumento significativo de
la relacion AB42/AB40 respecto a individuos no afectados de dichas familias[146].
Este cociente crecia uniformente en medios acondicionados de linea de células N2a
(neuroblastoma estable de raton), transfectadas con 3 variantes de PS-1 asociadas a
FAD, respecto a las células que expresan niveles de PS-1 similares a los del tipo
silvestre[147]. De modo similar, el cociente se encontraba elevado en cerebros de
ratones transgénicos jovenes y que o expresaban APP quimera o bien coexpresaban
una variante de PS-1 asociada a FAD comparado con cerebros de ratones
transgénicos que bien expresaban s6lo APP o bien coexpresaban PS-1 tipo silvestre
junto con APP. Estos resultados apoyaban la idea de que las mutaciones de la PS-1
causaban AD aumentando la concentracion extracelular de peptidos AP42,

promoviendo la deposicion de Ap.

Algunas mutaciones puntuales en el gen de la PS-1 resultan en un aumento
selectivo en la produccion de AP42 amiloidogénico mediante procesamiento
proteolitico de la APP. A partir del estudio del posible papel de la PS-1 en el
procesamiento normal de la APP[148] en cultivos de neurona derivados de
embriones de raton deficientes en PS-1, se encontrd que las esciones a y f secretasa
del dominio extracelular de la APP no se afectaba por la ausencia de PS-1, aunque si
se evitaba la escision y secretasa del dominio transmembrana de la APP, lo que daba
lugar a la acumulacion del fragmento C terminal de la APP (C99) y a una
disminucion de 5 veces en AB. Los experimentos de electroforesis de campo pulsante

indicaron que la deficiencia de PS-1 especificamente disminuia el recambio de
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fragmentos de APP asociados a la membrana. Asi la PS-1 parecia facilitar la
actividad proteolitica que escinde el dominio membrana de la APP totalmente. Estos
resultados indicaban que algunas las mutaciones de la PS-1, con manifestaciones

clinicas, producia ganancia de funcion.

Siendo la acumulacién de AP en el cortex cerebral un suceso constante y
temprano en la patogénesis de la AD, el hito en la generacion de la molécula a partir
de la APP es su proteolisis final por la y-secretasa. La causa mas frecuente de FAD
es la mutacion de los genes PS-1 y PS-2, que alteran la actividad y-secretasa. La
deleccion de PS-1 en ratones reduce ampliamente la actividad y-secretasa, indicando
que la Presenilina media las proteodlisis. Como ya se indicd, las mutaciones
alternativas en los residuos aspartato de los dos dominios transmembrana
conservados, Asp257(TM6) y Asp385(TM7), reducian sustancialmente la
produccion de AP e incrementaban las cantidades del fragmento C terminal de la
APP (C99), sustratos de la y-secretasa[101]. Se observaron estos efectos en 3 lineas
celulares diferentes asi como en células libres de los microsomas. Cada una de las
mutaciones aspartico por alanina también evitaba la endoproteolisis normal de la PS-
1 en el bucle citoplasmatico entre TM6 y TM7. En una variante funcional de un
mutante PS-1 (portadora de una deleccion del exon 9) que se asocia a FAD y no
requiere esta escision interna, la introduccion de una mutacidon asp385 todavia
inhibia la actividad y-secretasa. Estos resultados indicaron que los dos residuos
aspartato transmembrana eran criticos tanto para la actividad endoproteolitica sobre

PS-1 como para la actividad y-secretasa.

Una forma peculiar de AP privada de los 10 primeros residuos aminoécidos se
acumula en pacientes de portadores de la mutacion S170F de PS-1. La sobrexpresion
de esta especie truncada no so6lo indicaba que la escision por parte de la y-secretasa
estaba afectada por la mutacion, sino que también lo estaba la escision [-

secretasa[ 149].

La Quinasa de la sintetasa del glucégeno 3a (GSK3a) resulta ser necesaria para
una producciéon maxima de AB40 y AP42, generadas a partir de la y-secretasa[150].

In Vitro, el litio, un inhibidor de esta enzima, bloquea la producciéon de AP
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interfiriendo en la actividad y-secretasa. En ratones que expresan mutaciones en APP
y PS-1 asociadas a la AD, el litio reducia los niveles de AP. Esta misma enzima

también fosforila la proteina Tau.

Para analizar los efectos de las diferentes mutaciones sobre APP y otros
sustratos en la produccion de AP se emplearon células deficientes en Presenilina,
observandose que unas mutaciones disminuian la cantidad de AP40 (pérdida de
funcidon) mientras que otras aumentaban los niveles de AP42 (ganancia de

funcion)[111].

De un conjunto de 9 mutaciones clinicas de la Presenilina, todas las mutaciones
aumentaban significativamente la relacion AP42/AP40 in Vitro disminuyendo
significativamente los niveles de AB40 con acumulacion del fragmento C terminal
de la APP (C99), un signo del descenso de actividad de la Presenilina. Se observo
un aumento significativo de la cantidad de APB42 solo en la mitad de las mutaciones
estudiadas y que la edad de comienzo de la FAD asociada a PS-1 se correlacionaba
inversamente con el cociente AP42/AB40 y niveles absolutos de AP42, pero
directamente con los niveles de AB40. Estos datos en conjunto sugieren que AB40
podria tener un papel protector quiza secuestrando la fraccion mas toxica AP42 y
facilitando su aclaramiento[151]. En la misma linea otro estudio[152] informa de
que una reduccidn en la produccion de AP40 acelera la formacion de placas en un
modelo de animales transgénicos para la APP de FAD. Se ha visto que el bucle
citoplasmatico entre TM6 y TM7, a través de la creacion de ratones knockin con una
deleccion en el exon 10 de PS-1, juega un papel regulador en el procesamiento de la
y-secretasa disminuyendo la produccion de AP40, sin aumentar la de AB42, siendo
¢ésta la causa probable del aumento de la deposicion acelerada de placas en estos

animales.

El modelo expuesto con anterioridad de protedlisis progresiva de la APP
mediante la y-secretasa[116] apunta hacia un mecanismo bioquimico mediante el
cual una proteasa menos eficiente (pérdida de funcion del producto menos toxico)
puede dar lugar a un aumento del cociente AB42/AB40 (ganancia de funcioén hacia

un producto téxico).
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Aunque no se han encontrado mutaciones asociadas a AD en cualquiera de los
otros sustratos encontrados para el complejo y-secretasa, aparte de la APP, a
continuacion se describen dos de estos sustratos en atencidon a su relacion con el

complejo y-secretasa y sus efectos sobre la produccion de AP respecto a la AD.

2.5.5. Papel en la via de seiializacion Notch

La sefializacion a través de las proteinas receptoras de Notch, implicadas en
decisiones sobre el destino celular, cruciales para la célula durante su desarrollo,
requiere la escision inducida sobre Notch. Esta escision ocurre dentro del dominio
transmembrana predicho, liberando el dominio intracelular de Notch (NICD) y
recuerda la escision de la APP mediada por la y-secretasa. Las deficiencias en la PS-
1, que inhiben el procesamiento de la APP mediante la y-secretasa en células de
mamifero, y las interacciones genéticas entre Notch y los homdlogos de PS-1 en C.
elegans (SEL-12) indican que las Presenilinas prodrian modular la via de
sefalizacion Notch[153]. Las deficiencias de PS-1 en células de mamiferos también
reducen la liberacion proteolitica de NICD de estructuras de Notch truncadas, de
este modo se identificd el paso bioquimico especifico de la via de sefializacion
Notch que dependia de PS-1[154]. Mas aun, varios inhibidores de la y-secretasa
bloquean el mismo paso en el procesamiento de Notch, indicando que las
actividades relacionadas con la proteasa son responsables de la escision dentro del

dominio transmembrana predicho de Notch y APP.

A través de mutaciones inactivantes (null) en el gen de Presenilina en Drosofila
se logr6 eliminar la sefial de transduccion de Notch y evitar que su dominio
intracelular penetrase en el ntcleo[155]. Mdas aun, se proporciono la evidencia de
que se requeria la Presenilina para la liberacion proteolitica del dominio intracelular
a partir de las membranas que siguen la activacion de Notch por el ligando. En
Drosofila se probaron los requerimientos de sustrato[156] para el procesamiento
dependiente de Presenilina de Notch y otros tipos de proteinas transmembrana tipo |
en vivo. Se encontré que la escision dependiente de Presenilina de Notch no

dependia criticamente del reconocimiento de secuencias particulares en estas
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proteinas, pero en su lugar si dependia del tamafio del dominio extracelular: cuanto
menor era el tamafio, mayor la eficiencia de la escision (vs S170F). Por lo tanto,
Notch, AP y quizd otras proteinas podrian ser el objetivo para la escision
transmembrana mediada por Presenilina mediante un procesamiento aguas arriba

que separaria el dominio extracelular del resto de la proteina.

Ciertas mutaciones del gen de la Presenilina en Drosofila mostraban pérdida de
funcion causante de fenotipos Notch-like tales como defectos neurogenicos durante
la embriogénesis (pérdida de inhibicion lateral dentro del cluster de células
proneurales y la ausencia de formacion de alas marginales)[157]. La Presenilina era
requerida para la produccion proteolitica normal de los fragmentos Notch carboxi
terminales necesarios para la maduracion del receptor y sefalizacion vy
genéticamente actia aguas arriba tanto sobre las formas ancladas en la membrana asi

como la forma nuclear activa de Notch.

Se observd que Mesp2, controlando 2 vias de sefializacion Notch, iniciaba el
establecimiento de polaridad retrocaudal. Inicialmente, Mesp2 activaba la cascada
de sefializacion Notch, independiente de PS-1, para suprimir la expresion de DII1 en
la mitad rostral de las somitas[158]. Por consiguiente, la activacion de la via de
sefializacion Notch dependiente de Mesp2 y PS-1 podria regular de distintos modos
la expresion de DII1, lo que resulta en el establecimiento de la polaridad rostro-

caudal en somitas.

Otros ligandos de Notch: Delta-1 y Jagged-2, también estarian sujetos a
procesamiento intermembranoso por la y-secretasa, dependiente de Presenilina, lo
que resulta en la produccion de derivados intracelulares solubles[159]. El dominio
intracelular de Delta-1 (DICD), que se generaba mediante la escision y-secretasa,
seria transportado hasta el nicleo donde jugaria probablemente algun papel en la
transcripcion. El dominio intracelular de Jagged-2 (JICD) podria jugar un papel

similar.
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2.5.6. Interaccion con Cadherinas y p-Catenina

La B-Catenina es una proteina multifuncional que forma complejos de adhesion
con E-Cadherina, a-Catenina y actina. Asi mismo juega un papel principal en la

sefializacion wingless (Wnt) en embriologia a través de su translocacion nuclear.

PS-1 forma complejos con B-Catenina in vivo; parece funcionar como un
andamiaje sobre el que rapidamente se acopla la fosforilacion de B-Catenina a través
de dos actividades quinasa secuenciales axina/casein quinasa (CK-la) e
independientes de la via regulada por Wnt (figura 7a.)[108]. La deficiencia de
Presenilina resultaba en un incremento de la estabilidad de B-Catenina in vitro e in
vivo a través de la desconexion de los pasos de fosforilacion de B-Catenina, tanto en
presencia como en ausencia de estimulacion Wnt. Estos hallazgos subrayan un
aspecto de la regulacion de la B-Catenina en ausencia de la via reguladora Wnt y
constituye una funcion de la Presenilina distinta de la protedlisis intramembranosa
(figura). La fosforilacion de las serinas 353 y 357 por la quinasa de la sintetasa del
glucogeno 3B (GSK3P)[160](figura 7b.) induce un cambio estructural en el bucle
citoplasmatico entre TM6 y TM7, que se puede mimetizar mediante sustitucion (in
vitro y en células cultivadas) de los sitios fosforilados por aminoacidos cargados
negativamente. Los cambios estructurales de la PS-1 reducen su interaccion con f3-
Catenina dando lugar a un descenso de su fosforilacion, ubiquitinacion de la B-
Catenina lo que se traduce en una estabilizacion y el consiguiente aumento de los
niveles nucleares de la misma: aumentando la sefializacion nuclear y la transcripcion
de los genes diana. Los mutantes que mimetizan la fosforilacion de PS-1 aumentan
la proliferacion celular (pero no la diferenciacion, veasé¢ mas adelante) respecto al

tipo silvestre.
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Figura 7a. La via Wnt/B-catenina regula las decisiones de destino de las células
durante el desarrollo de vertebrados e invertebrados. El ligando-Wnt es una
glucoproteina que une a los receptores Frizzled y desencadena una cascada que
resulta en el desplazamiento de la quinasa GSK-3f del complejo multifuncional (-
APC/Axin/GSK-3

http://www.cellsignal.com/reference/pathway/Wnt_beta_Catenin.html.
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Figura 7b. Modelo de fosforilacion dependiente de la via de sefalizacion de la
B-catenina: PS1, B-catenina y GSK3 forman un complejo que ayuda a la
fosforilacion de la B-catenina y su subsiguiente degracion mediante el proteosoma
(1). El bucle hidrofilico de PS1 puede fosforilarse mediante GSK3f después de la
liberacion de B-catenina induciendo un cambio estructural que impide la union de la
B-catenina libre (2). Esto da lugar a la estabilizacion de la B-catenina y a un aumento
de la sefalizacion nuclear via regulacion de la transcripcion mediada por Tcf/Lef.
PS1 puede desfosforilarse (3) restableciéndose el complejo ternario y dando lugar a

la unién de la B-catenina libre (4)[160].
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El potencial neurogénico de las células progenitoras gliales del cortex cerebral
(GPCs) de sujetos con AD sufre una interrupcion de la sefializacion de la B-
Catenina dependiente de GSK-3p. Esta interrupcion esta inducida por AP y produce
un aumento de la fosforilacion de la B-Catenina en células GPCs de controles sanos
sometidos a tratamiento con APB. El aumento fue similar al observado en células

GPCs de pacientes AD que habian sido expuestas a elevados niveles GSK-38[161].

En células Madin-Darby de rifion canino (MDCK) se encontr6é que la PS-1 se
acumulaba en los contactos intercelulares donde se colocalizaba con ciertos
componentes de las uniones adherentes basadas en la Cadherina (CDH1), -
Catenina y o-Catenina (CTNNAL1), todos ellos componentes de las uniones de
adherencia celular[162]. En células MDCK confluyentes, PS-1 formaba complejos
con E-Cadherina de la superficie celular; La disolucion de los contactos célula-
célula dependientes de Ca(2+) redujo la superficie de PS-1 y los niveles del
complejo PS-1/E-Cadherina. La sobrexpresion de PS-1 en células de riién humano
permitia la adhesion célula-célula. La PS-1 se concentraba en los contactos
intercelulares en el tejido epitelial; en el cerebro, formaba complejos con E- y N-
Cadherina y se concentraba en las adhesiones sindpticas. El hecho de que PS-1 sea
constituyente del complejo Cadherina/Catenina hace al complejo diana potencial

para las mutaciones de PS-1 asociadas a AD.

La PS-1 interactiia con la B-Catenina y promueve su recambio a través de un
mecanismo independiente. De acuerdo con esto PS-1 es importante en el control de
la proliferacion de células epidérmicas in vivo. Los ratones knockout de PS-1, cuya
funcion fue rescatada a través de PS-1 humana transgénica, desarrollaban cancer de
piel espontaneamente[163]. En queratinocitos PS-1 null (mutacion inactivante) se vio
una mayor sefializacion citosélica mediada por B-Catenina y P-Catenina/factor
promotor linfoide (LEF1). Este efecto podria ser reversible mediante la reinsercion
del tipo silvestre PS-1; aunque no lo seria para la funcion de la PS-1 mutante: activa
en el procesamiento de Notch, pero defectuosa para la union a B-Catenina. La PS-1
habia pasado de ser una simple proteina asociada a AD, a un sitio multifuncional en

el corazon de un nimero creciente de mecanismos celulares de sefializacion[164].
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En cultivos de celulas neuronales de roedor, la PS-1 promovia la escision € de la
N-Cadherina, resultando en la produccion de fragmentos citosolicos solubles (N-
cad/CTF2). Estos fragmentos se unen a la proteina de union (CBP) del factor de
transcripcion de cAMP (CREB) en el citosol y promovia su degradacion a través del
sistema proteasoma-ubiquitina y de esta forma se hacia descender la transcripcion
mediada por CREB[165]. En cultivos de células humanas, los mutantes de PS-1
parecian estar asociados a FAD inhibendo la escision € (las proteinas mutantes serian
incapaces de suprimir la transcripcion mediada por CREB). Los mutantes de PS-1
asociados a FAD podrian dar lugar a una ganancia en la funcion de transcripcion o al

menos a una “desregulacion transcripcional”.

Al incluir mutaciones PS-1 (L286V) en celulas precursoras neuronales de ratas
se producia el sobrecrecimiento y no la diferenciacion neuronal causando un
aumento en la sefalizacion y transcripcion mediada por B-Catenina/TCF (T cell
factor). La inhibicion molecular de la transcripcion mediada por el sistema -
Catenina/CBP corregia estos efectos[166](figura 8). Las células mutantes L2886V
contenian elevados niveles de N-Cadherina full length (FL) y esencialmente N-
Cadherina no procesada, lo que reflejaba un descenso de la escision e-secretasa
mediada por PS-1. El descenso de los niveles de N-Cadherina procesada se asocio a
un incremento de los niveles de CBP y no al aumento de p300 (una proteina similar
que forma parte del complejo transcripcional) (figura 8.). Los hallazgos sugirieron
que CBP y p300 jugaban roles distintos y unicos en la regulacion celular. La carencia
de procesamiento de la N-Cadherina en las células mutantes de PS-1 daba lugar a un
aumento de la transcripcion mediada por el sistema B-Catenina/CBP a costa del
sistema de transcripcion mediado por B-Catenina/p300, con el resultado de bloqueo
de la diferenciacion neuronal. Este incremento en la transcripcion podria hacer
descender la velocidad a la cual los precursores de las células neuronales se
diferencian en neuronas en cerebros con AD, lo que podria exacerbar el descenso en

la plasticidad neuronal de la enfermedad.

-4] -



Introduccion

pcatenin  Cytoplasm

1 Nucleus

B-catenin
ICF
1CG-001 p300
o B-catenin : p-catenin

Proliferation l

/ Differentiation

1G4 p300
p-Catenin ...>d0wn;l?gg;te p-catenin upregulate
. Ccin :

T i - TCF Jra jun

Figura 8. Modelo disyuntivo del funcionamiento del complejo coactivator de la
transcripcion TCF/B-catenina y su papel en la iniciacion de la diferenciacion frente a

la proliferacion celular[166].
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2.5.7. La Hipétesis de la Presenilina

La investigacion sobre la AD ha sido impulsada enormemente gracias a la
identificacion de las mutaciones causales en los genes que codifican por la APP y las
Presenilinas (PS-1 y PS-2). Las mutaciones missense, heredadas de manera
dominante, en la APP aumentan la produccion de AP y cuenta por aproximadamente
el 10% de las mutaciones identificadas en AD de origen familiar (FAD). Las
Presenilinas son portadores de aproximadamente el 90% de las mutaciones de FAD
identificadas y muchas de estas mutaciones aumentan la produccion relativa de
APB42. La popular hipdtesis amiloidea postula que la acumulacion de péptidos AP,
particularmente el mas hidrofobico y dispuesto a agregacion APB42, desencadena una
cascada patogénica, dando lugar a neurodegeneracion en la AD[167]. Sin embargo
la acumulacion de amiloide no es un hecho obligado de la demencia o
neurodegeneracion ya que han sido descritas demencias neurodegenerativas que
carecen de patologia amiloidea (por ejemplo la demencia frontotemporal, FTD). De
acuerdo con esto, la distribucion regional de las placas amiloideas se correlaciona
pobremente con el patrén y la gravedad de la demencia en la AD, mientras que la
pérdida de sinapsis se correlaciona bien con estas manifestaciones clinicas[168]. Por
otra parte, los modelos de ratones sobrexpresando la APP humana mutante han
reproducido la sobreproduccion de péptidos AP y la progresiva deposicion

amiloidea, pero han fracasado a la hora de reproducir la neurodegeneracion[169].

La hipdtesis de la Presenilina postula una cascada de eventos similar a la
hipotesis amiloidéa que dan lugar a neurodegeneracion y demencia en la AD. Las
mutaciones patogénicas en la Presenilina afectan parcialmente las actividades de la
y-secretasa dependientes e independientes de Presenilina a través de un efecto
dominante negativo (la insercion de un gen defectuoso interfiere con la accion del

alelo normal).

Los elevados niveles de AP, particularmente de AP42, que resultan de las
mutaciones patogénicas en la APP, Presenilina o en asociacion con AD esporadica,
podrian resultar de la inhibicion de la funcién de la Presenilina, mimetizando los

efectos de las mutaciones de la Presenilina. Debido a que la produccion de AB42
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aumenta a expensas de una pérdida parcial de actividad de la Presenilina y por ende
de la y-secretasa, la inhibicion mediada por AP42 podria crear un circulo vicioso

dando lugar a una afectacion progresiva de la funcion de la Presenilina.

La pérdida de actividad de la Presenilina tiene como consecuencia disfunciones
sindpticas, como el déficit en la plasticidad sinaptica y las alteraciones en los
procesos de sefializacion molecular, incluyendo la afectaciéon de las funciones
mediadas por el receptor NMDA y la reduccion de la expresion génica dependientes
de CREB/CBP. La pérdida de funcion de la Presenilina finalmente da lugar a
neurodegeneracion edad dependiente y progresiva, caracterizada por una pérdida de

sinapsis, dendritas y neuronas; astrogliosis; e hiperfosforilacion Tau.

Esta teoria tiene su origen en recientes estudios con ratones de knockout
espacialmente restringida en los cuales las Presenilinas son inactivadas
selectivamente en el cortex cerebral del adulto[170]. Estos ratones desarrollan, en
relacion con la edad, una neurodegeneracién progresiva caracterizada por la
impronta de la neuropatologia de la AD, incluyendo la pérdida sinaptica, muerte
celular neuronal, astrogliosis e hiperfosforilacion Tau. En estos ratones de mutacion
restringida, la inactivacion de las Presenilinas ocurre en cuarta semana después del
nacimiento y la neurodegeneracion se hace evidente a los cuatro meses de edad. A la
edad de nueve meses, el 24% de las neuronas corticales y el 25% del volumen
cortical se han perdido. La neurodegeneracién viene precedida por pérdida de
memoria, entorpecimiento de la plasticidad sinaptica, reduccion de la respuesta
sindptica mediada por receptores del NMDA y una reduccién de los elementos de
respuesta a cAMP, que dependen de la expresion gen dependiente de CREB/CBP, lo
que sugiere que estos defectos moleculares median la neurodegeneracion
subsiguiente. Sobre los modelos murinos de la AD, el de los ratones con knockout de
Presenilina son los nicos derivados de la manipulacion genética de los genes de AD
que reproducen las caricteristicas centrales de la AD: neurodegeneracion y

demencia.

El hecho de que la pérdida de funcién de Presenilina en cerebros de raton

semeje las manifestaciones esenciales de la AD brindd la posibilidad de que las
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mutaciones de PS asociadas a FAD pudieran causar la enfermedad por medio de la
pérdida parcial de funciones esenciales de la Presenilina. De hecho, la evidencia
experimental sustancial apoya al punto de vista de que las mutaciones patogénicas
de la Presenilina produzcan un deterioro de las actividades mediadas por Presenilina.
Estos hallazgos proporcionaron el impulso inicial para replantear como la

Presenilina y la APP podrian estar involucradas en la AD.

2.5.7.1. Las mutaciones de la Presenilina ligadas a FAD afectan a las

actividades de la Presenilina y-secretasa dependiente e independiente

Un hecho inusual de la y-secretasa es la relajacion de su especificidad de
secuencia, como una evidencia de su falta de una fuerte similaridad de secuencia en
sus sustratos y su tendencia a escindir algunos sustratos en una serie de residuos
intermembranosos vecinos. Las Presenilinas ademas poseen actividades y-secretasa
independientes, como la regulacion negativa de la sefalizacion Wnt, mediada por

GSK3, através de la desestabilizacion de la B-Catenina.

Las mutaciones por pérdida de funcién en mutaciones en SEL-12 que exhiben
cerca de un 50% de identidad en la secuencia con PS-1 y PS-2, reducen la actividad
de LIN-12 (de la via de sefalizacion Notch) y confieren un fenotipo de puesta de
huevos defectuosos (Egg laying, Egl). La expresion transgénica del tipo silvestre de
las Presenilinas humanas rescatan el fenotipo causado por una mutacion de SEL-12,
fuertemente hipomorfica, hasta niveles comparables al tipo silvestre de SEL-
12[153;171]. Por el contrario, seis mutaciones asociadas a FAD redujeron
gradualmente la habilidad de PS-1 para sustituir funcionalmente a SEL-12. La
habilidad de los mutantes de Presenilina para suprimir el fenotipo Egl es dosis
dependiente[172]. Algunos estudios en Drosophila también recogen que las
mutaciones asociadas a FAD reducen la habilidad que presenta la Presenilina de las
moscas para complementar los fenotipos relacionados con Notch en los individuos

PS -/-[173].
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Aunque la investigacion inicial de las mutaciones en sistemas de mamiferos se
ha centrado en el aumento en la produccion de AB42, un gran numero de mutaciones
patogénicas causan deterioro en otras actividades de la Presenilina. Con respecto al
sitio de escision de la APP por y-secretasa, las mutaciones de la Presenilina
tipicamente incrementan la produccion de AB42 (y/o AP43), pero pueden también
afectar al sitio de escision predominante de la y-secretasa que da lugar a una AP de
40 residuos y la mas distal, la escision en €, dando lugar a 49 residuos, lo que resulta

en una reduccion significativa en la generacion de AB40 y AICD, respectivamente.

Paralelamente, la afectacion de la escision S3 de Notch dependiente de vy-
secretasa y la consiguiente produccion de NICD han sido documentadas
suficientemente con una variedad de mutaciones de la Presenilina. El primer estudio
en un sistema vertebrado para demostrar la reduccion de la actividad Presenilina
mediante mutaciones patogénicas analizaba los efectos de la generacion de NICD en
seis mutaciones en PS-1 asociadas a FAD distribuidas a lo largo de la secuencia
codificante (Y115H, 1143T, M146V, G209V, G384A y C410Y)[110]. La totalidad
de las seis mutaciones causaron la reduccion de la liberacion proteolitica de NICD
desde un 40 a un 90% relativo al tipo silvestre de PS-1. Subsiguiente estudios
confirmaron que la reduccion en la generacion de NICD conferida por estas
mutaciones, e identificaron un nimero de mutaciones adicionales ligadas a FAD
tanto en PS-1 (V96F, L166P, L166R, G206A, Aexon9 y L392V) como PS-2 (T122P
y N1411) que reducian sustancialmente la produccion de NICD[114;174-176].

La gran mayoria de mutaciones de PS-1 que afectaban a la produccion de NICD
también lo hacian sobre AICD, lo que indicaba una afectacion general sobre las
funciones dependientes de y-secretasa que no se limitaba a un solo
sustrato[ 114;174;176-178]. Esta correspondencia de los efectos de las mutaciones
sobre la liberacion de NICD y AICD podria reflejar similaridades mecanicistas entre
las escisiones S3 y & de Notch y APP, respectivamente, las cuales ocurren a
posiciones intermembrana similares cerca de la cara citoplasmatica de la membrana

plasmatica.
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De manera reciproca, la mayoria de las mutaciones que interfieren con la

generacion normal de AICD también reducen la generacion de NICD.

Quiza lo mas sorprendente es que numerosas mutaciones en la PS-1 (N135D,
L166P, M233T, P264L, G384A y C410Y) y PS-2 (T122P, N1411, M239V y M239I)
puedan causar reducciones significativas en la produccion de AP40, a menudo a
pesar del aumento concomitante en la produccion de
AP42[111;114;151;176;177;179;180]. El efecto diferenciador de las mutaciones de
la Presenilina sobre las posiciones de escision alternativa en el dominio
transmembrana de la APP no parece representar un simple cambio en la preferencia
o especificidad de sustrato: ya que el grado de elevacion en los niveles de AP42,
para algunas mutaciones, no se correlaciona con el grado de disminucion en los
niveles de AP40 o AICD[176]. Asi, un efecto concertado de muchas de las
mutaciones de la Presenilina asociadas a FAD sobre la actividad y-secretasa parecen
ser: el aumento de la escision que sigue al residuo 42 de la AP y la inhibicion de

otras posibles posiciones de escision en el dominio transmembrana de la APP.

Las mutaciones de la Presenilina asociados a FAD también afectan a la
protedlisis dependiente de y-secretasa de otros sustratos (ademas de Notch y APP).
La N-Cadherina sufre escision y- y e-secretasa dependiente de Presenilina, analoga a
la de APP. Una serie de mutaciones asociadas a FAD (Y115H, M146L, A246E,
E280A, E280G, G384A y Aexon9) suprimen esta escision[181].

Las mutaciones asociadas a FAD se han relacionado como causantes de una
afectacion variable pero general de la actividad Presenilinasa. Uno de los primeros
documentos que describian la endoproteélisis de PS-1 observaba la inhibicion de
esta actividad en dos mutaciones asociadas a FAD (M146V y A246E)[143]. En una
revision de 29 familias con distintas mutaciones de PS-1 asociadas a FAD, se
observo una reduccion de la endoprotedlisis en todos los casos, con mayores
afectaciones (>80%) en las mutaciones VI96F, E280G y C410Y[182]. La
endoprotedlisis disminuida de la PS-1 también fue observada en ratones portadores
de una mutacion missense dirigida en la linea germinal P264L[183]. El significado

funcional de una actividad presenilasa deficiente no estd claro ya que los mutantes
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de PS-1 (Aexon9), refractarios a la endoprotedlisis, todavia muestran actividad y-
secretasa. Si PS-1 sufre endoproteolisis autocatalitica es un hecho por

resolver[184;185].

La Presenilina posee actividad independiente de la y-secretasa, como la
regulacion negativa de la via de senalizacion Wnt a través de la interaccion y
desestabilizacion de la B-Catenina. Sorpredentemente, se ha visto que las mutaciones
asociadas a FAD (M146L, Aexon9, C263R, and P246L) afectan a esta actividad lo
que resulta en un aumento de la estabilidad de la B-Catenina y de la sefializacion

dependiente de B-Catenina[186;187].

Recientemente, se ha visto que la holoproteina Presenilina funciona como un
canal de fuga pasiva del calcio en el RE independiente de la actividad y-secretasa y
que dos mutaciones asociadas a FAD (PS-1 M146V y PS-2 N141L) afectan a esta
funcion[188]. Colectivamente, estas observaciones sugieren fuertemente que las
mutaciones patogénicas causan una afectacion general de la funciéon de la
Presenilina: tanto de las actividades dependientes de y-secretasa como de las
independientes. Dado el gran nimero de mutaciones patogénicas que no se localizan
en ningn dominio en particular, el impacto funcional nocivo de las mutaciones
patogénicas podria reflejar una desestabilizacion general de la estructura de la

Presenilina.

La habilidad de la PS-1 portadora de la mutacion A246E asociada a FAD para
rescatar los defectos fenotipicos de ratones PS-1-/- se ha tomado como evidencia de
que los mutantes poseen una actividad biologica normal y que las mutaciones
patogénicas de PS-1 no acthan a través de un mecanismo de perdida de
funcion[142;143]. Sin embargo, los ratones PS-1+/- con solo un alelo funcional de
PS-1 son fenotipicamente normales, lo que indica que el 50% del total de PS-1 es
suficiente para rescatar el fenotipo PS-1-/- de raton[189]. Por consiguiente, incluso
si la mutacion A246E causaba una reduccion del 50% de la actividad, la expresion a
un nivel igual a la expresion de la PS-1 normal podria resultar en un rescate
fenotipico; mayores niveles de sobrexpresion podrian compensar mayores

disminuciones en la actividad. Consistente con este punto de vista, se observo que el
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analisis de los niveles de expresion transgénica en embriones revelaba que el grado
de rescate fenotipico se correlacionaba con la extension de la sobrexpresion de PS-1
mutante[143]. Mds aun, la mutacion A246E exhibe una habilidad reducida para
rescatar los fenotipos causados por la deficiencia del homodlogo de Presenilina en C.
elegans y Drosophila, lo que refuerza el argumento de que esta mutacion de hecho

no compromete la actividad biologica de PS-1[171;173].

Asi, los estudios de las mutaciones patogénicas de la Presenilina han revelado
que un gran numero de mutaciones confieren una pérdida parcial de funcion. De
hecho, tales andlisis han demostrado que la afectacion de la actividad de Presenilina
en las mutaciones patogénicas es la regla en lugar de la excepcidon. A causa de que
estos estudios tipicamente implican la sobrexpresion de la proteina mutante de
Presenilina, las reducciones observadas en actividades dependientes de Presenilina
es probable que representen subestimaciones; en los casos en los que las actividades
dependientes de Presenilina no estuvieran aparentemente afectadas por las
mutaciones, la sobrexpresion podria haber enmascarado la pérdida parcial de
actividad, como se observo en los estudios anteriormente descritos para C. elegans.
En concreto, existe un trabajo en el que se hace uso de esta sobrexpresion de
proteina mutante para demostrar categéricamente que el defecto de actividad
Presenilinasa en la mutacion Aexon9 es independiente de la funcion patologica y
biologica de PS-1[184]. La comparacion de los efectos de las mutaciones
patogénicas de la Presenilina con aquellas mutaciones inactivantes o null mutation
ha confirmado que las reducciones de las actividades dependientes e independientes
de y-secretasa representan una pérdida parcial de funcion. La tnica discrepancia es
el aumento relativo en la produccion de AP42 causado por las mutaciones
patogénicas, las cuales han sido generalmente interpretadas como de ganancia de
funcion ya que la inactivacion genética de la Presenilina afecta a todas las escisiones
mediadas por la y-secretasa del dominio transmembrana de la APP. Algunos anélisis
de una serie de mutaciones de Presenilina asociados a FAD en cultivos de células
humanas y Drosophila han demostrado posteriormente que el grado de reduccion de
la actividad de la Presenilina dependiente se correlaciona bien con la

correspondiente gravedad clinica, como indicaba la edad de inicio[151;173]. Estas
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observaciones permitieron un apoyo adicional para ver que la afectacion de la
funciéon de la Presenilina juega un papel importante en la patogénesis de la

enfermedad.

2.5.7.2. Los inhibidores de la y-secretasa mimetizan los efectos de las

mutaciones patogénicas de Presenilina

Los compuestos peptido-miméticos de varias clases estructurales actian como
pequenas moléculas inhibidoras de la y-secretasa[190]. Estos compuestos, muchos
de los cuales estan basados en la secuencia del APP como sustrato, actuan rodeando
al sitio de escision de la AB42, ocupando el sitio activo de la enzima y funcionando
como un analogo de intermedio de estado de transicion en la catalisis de la aspartil

proteasa.

Una fascinante propiedad compartida por los inhibidores de la y-secretasa es su
paraddjica habilidad para aumentar la produccion de AB42 mientras bloquean otra
escision dependiente de y-secretasa mimetizando de esta manera los efectos de las
mutaciones de la Presenilina[99;191-196]. Se ha observado que bastan dosis de
moderadas a bajas de cualquier inhibidor de la y-secretasa (utilizados generalmente
para aumentar la produccion de AP42) mientras que dosis mayores producen la
inhibicion esperada para la produccion de AB42. A diferencia de este efecto bifasico
sobre la AP42, los inhibidores de la y-secretasa causan una inhibicidon progresiva
sobre la producciéon de AB40. El aumento de la produccién de AP42 a menudo
ocurre incluso a concentraciones subinhibitorias, en contra de la teoria de que el
aumento de los niveles de AP42 simplemente es una consecuencia del aumento de la
disponibilidad del sustrato debido a una reduccién en la generacion de Af40.
Ademas, la observacion de este fenomeno tanto en sistemas de cultivos celulares
como en membranas parcialmente purificadas hace improbable que el aumento de la
produccion de AP42 sea resultado de los efectos inhibitorios de otros procesos
intracelulares[196]. Sorprendentemente, el grado de aumento de la produccion de
AP42 debido a los inhibidores de la y-secretasa se correlaciona fuertemente con sus

potencias de inhibicion[197], lo que sugiere que el incremento de la generacion de
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AP42 esta mecanisticamente relacionado con la inhibicion dirigida contra el sitio

activo.

El hecho de que los inhibidores de la y-secretasa puedan mimetizar los efectos
de las mutaciones patogénicas de la Presenilina (aumento de la produccion de Ap42
con inhibicion de otras actividades y-secretasa) apoya la hipdtesis de que las
mutaciones patogénicas causan una perdida parcial de funcidon de la Presenilina,
equivalente a los efectos de bajas a moderadas dosis de inhibidores de y-secretasa.
Asi, la elevada produccion de APB42 causada por las mutaciones de la Presenilina
podria representar un sintoma de enfermedad o de otro modo afectacion de la y-
secretasa. El efecto divergente sobre la produccion de AP42 relativo a las otras
escisiones de sustratos ejercida por los inhibidores de la y-secretasa y las mutaciones
de la Presenilina no se puede reconciliar fAcilmente con la una estructura enzimatica
monomeérica y sugiere por el contrario una enzima multimérica sujeta a regulacion
alostérica. Este punto de vista es consistente con la evidencia para la dimerizacién
de la Presenilina y los efectos dominantes negativos de las mutaciones de la
Presenilina[176]. Sorprendentemente, el sustrato o los analogos del estado de
transicion pueden tener efectos bifasicos sobre la actividad de los enzimas
alostéricos, similares a los efectos de la y-secretasa sobre la produccion de AB42.
Este fendémeno esta perfectamente documentado con el modelo clasico de enzima
alostérico de la aspartato transcarbamilasa: los analogos del L-aspartato (&cidos
dicarboxilicos tales como el maleato) se comportan como activadores a bajas

concentraciones y como inhibidores a mayores concentraciones[198;199].

2.5.7.3. Las mutaciones de la Presenilina pueden causar demencia

neurodegenerativa en ausencia de acumulacion Ap

Tres mutaciones de la Presenilina (L113P, G183V y insR352) han sido
identificadas familias con FTD, una demencia neurodegenerativa comun en ausencia
de patologia amiloidea[200-202]. La ausencia de acumulacion AP en FTD implica
que estas mutaciones de PS-1 podrian conferir una mayor pérdida de funcion que

aquellas que causan FAD, equivalente a mayores dosis de inhibidor de y-secretasa.
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De hecho, una de estas mutaciones de la PS-1 asociadas a FTD (insR352) afecta
fuertemente a la actividad y-secretasa de forma dominante negativa. Las dos
mutaciones restantes ocurren en el limite exon-intrén, probablemente dando lugar a
un aumento de tanto de los transcritos que codifican por la proteina tamafo
completo full-length de PS-1 (sin endoprotedlisis) que son portadores de la mutacion
missense asi como el transcritos con splicing aberrante que codifican por fragmentos
de Presenilina truncados. Asi, las mutaciones de la Presenilina pueden causar
demencia y neurodegeneracion en humanos sin aumentar la produccion de AP,
seguramente por imposicion de una reduccion generalizada en la actividad de la
Presenilina. M4as aun, las mutaciones de la Presenilina también se producen en
familias en la cual EOAD esta asociada con cuerpos de Lewy en la corteza cerebral,
conteniendo agregados de a-sinucleina[203-205]. Colectivamente, estas
observaciones llevan a sugerir que los agregados de proteina variable (en
composicidon) que se asocian con las mutaciones de Presenilina no juegan un papel
esencial en el mecanismo patogénico que da lugar a neurodegeneracion y

dememencia.

Recientemente se ha creado un modelo que contempla tanto funciones
dependientes como independientes de la Presenilina en la y-secretasa[206]. Se ha
visto que la ausencia de bucle hidrofilico lleva a la deteccion prematura de proteinas
relacionadas con el ciclo celular (ciclinas A, B y D) en los primeros estadios de la
AD (lo que se denomina “eventos del ciclo celular”)[207;208] y a la acumulacién de
p53 citoplasmatica, lo que lleva a una probable sensibilizacion neuronal frente a
dafio tanto exdgeno como endogeno llevando a una muerte celular inducida por

estrés[209].

2.5.7.4. La distribucion difusa de las mutaciones de Presenilina es mas

compatible con una pérdida de funcion

Frente a las mutaciones patogénicas de la APP, que se concentran alrededor de
los sitios de escision proteolitica, las mutaciones de la Presenilina se encuentran

dispersas a lo largo de los dominios extracelular, citosélico y transmembrana de la
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proteina, teniendo lugar en alrededor del 20% de los residuos aminoacidos (figura
Presenilina) Esto sugiere que las alteraciones ‘“aleatorias” de un unico residuo
aminodcido en la Presenilina es suficiente para causar AD, subrayando la
importancia de la funciéon normal de la Presenilina en la patogénesis de la AD. El
gran numero (>150) y la distribucioén difusa de las mutaciones de la Presenilina se
compatibiliza més con una pérdida de funciéon de la proteina, como la que podria
estar causada por una desestabilizaciéon de la estructura proteica plegada. La
ausencia de mutaciones patologicas que podrian resultar en la pérdida completa de
proteina funcional (non-sense and frame-shift mutations) lo que sugiere que es poco
probable que las mutaciones de la Presenilina actiien simplemente como mutaciones
de pérdida de funcion. En lugar de esto, estas observaciones colectivamente sugieren
que las mutaciones patogénicas de la Presenilina podrian actuar a través de un
mecanismo dominante negativo, en el cual la proteina Presenilina mutante con una
actividad y/o estabilidad reducida interfiere con la funcion de la proteina de tipo
silvestre. Tales mecanismos podrian ser consistentes con la herencia dominante de

las mutaciones de Presenilina, se discute mas adelante.

2.5.8. Polimorfismo del intron 8

Las mutaciones en el gen de la PS-1 explican la mayoria de los FAD. Se ha
propuesto la asociacion del polimorfismo intrénico situado 3’ respecto del exon 8

del gen de la PS-1 con la AD[210], con referencia de cluster SNP: rs165932[211].

Los estudios iniciales comenzaron hace mas de 10 afnos[210;212]. Mas tarde se
realizaron estudios clinicos[213-248] y anatomopatoldgicos[228;229;248-252] que
no fueron capaces de confirmar estos resultados, incluso algunos autores
describieron cambios anatomopatologicos relacionados con el polimorfismo
intrénico[253], mientras que otros no encontraron esta relacion[250]. Se han
publicado algunos metanélisis sobre el genotipo 1/1[236;245] o sobre las frecuencias
alélicas[254], analizando tanto el establecimiento de EOAD como del LOAD,
aunque s6lo se ha encontrado una relacion significativa para el LOAD[236]. Mas

aun, algunos estudios clinicos han sugerido que el genotipo 2/2 podria estar
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relacionado con la enfermedad[218;219;226]. La homocigosidad del alelo 2 se
encontraba asociado a un incremento del riesgo de AD de tres veces y de 4.5 en los
pacientes que no eran portadores del alelo ApoE 4. Lo mismo ocurre en otras

poblaciones europeas[238].

Hasta la fecha se han formulado algunas hipodtesis para explicar esta asociacion:
una mala seleccion de pacientes, el trasfondo genético de las diferencias étnicas
entre las poblaciones a analizar, la existencia de un desequilibrio de ligamiento entre

el intrén 8 y otro segmento codificante del resto de la PS-1 u otros genes[210].

El exon 8 del gen de PS-1 se escinde alternativamente en algunos tejidos y una
mutacion en sitio del aceptor de escision en el mismo introén se ha asociado con FAD

por la pérdida del exon 9[255].
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2.6. Apolipoproteina E (ApoE)

La ApoE es una de las principales apolipoproteinas constituyentes de los
quilomicrones, esencial para el calatabolismo de las lipoproteinas ricas en
triglicéridos. El gen ApoE se encuentra en el cromosoma 19 formando un cluster
con ApoCl y ApoC2. Presenta pleomorfismo alélico donde las 3 principales
isoformas de apolipoproteina E humana: ApoE2, -E3 y -E4 estan codificadas por
tres alelos diferentes (€2, €3 y &4). Las tres isoformas difieren en secuencia de
aminoacidos en dos sitios diferentes, el residuo 112 (llamado sitio A) y el residuo
158 (llamado sitio B). En los sitios A y B ApoE2, E3 y E4 contienen [C/C], [C/R] y
[R/R] respectivamente[256;257]. Las 3 formas poseen 0, 1+ y 2+ cargas que
responden de sus diferencias electroforéticas. ApoE3 es la isoforma mas frecuente

(tipo silvestre). Hasta la fecha se han caracterizado hasta 30 variantes de ApoE[258].

La participacion de la lipoproteina ApoE4 en neuropatologia estad bien
documentada[259;260] siendo el factor de riesgo genético conocido més importante
para AD en muchas poblaciones[261-264]. Del 40 al 80% de los pacientes con AD
poseen al menos un alelo ApoE4[265;266]. Asi mismo, la ApoE4 est4 asociada con
un comienzo temprano, progresion <y gravedad del traumatismo
craneoencefalico[267-269], choque[270], complicaciones después de cirugia de
bypass arteriocoronario[271], enfermedad de Parkinson[272], esclerosis lateral
amiotrofica[273], esclerosis multiple[274;275], neuropatia diabética[276], apnea del
suefio[277] y desérdenes de cuerpos de Lewy[278].

A lo largo de la vida y con el aumento de edad, las neuronas requieren ser

remodeladas y reparadas para mantener las conexiones dendritico sinapticas.

A través de su funcion de transporte de lipidos, la ApoE es un factor importante
en estos procesos. La ApoE3 y la ApoE2 son efectivas para mantener y reparar las
células neuronales[279], pero ApoE4 lo es mucho menos. Las agresiones o agentes
nocivos podrian incluir el stress oxidativo, la isquemia, el exceso de produccion de
AP, las mutaciones SODI, la inflamacion y los procesos de envejecimiento en si
mismos. El deterioro cognitivo en individuos normales portadores del alelo ApoE4

empeora con la edad, sugiriendo un efecto desfavorable global sobre el SNC[280].
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La ApoE4 también se asocia con un declive en la utilizacion de la glucosa por parte
del SNC en sujetos normales y pacientes con AD[281;282]. Tanto en individuos de
65 a 75 afios como en sujetos jovenes, el alelo de ApoE4 se asocidé con una menor
utilizacion de la glucosa respecto al alelo ApoE3 e implicaba al hipocampo y cortex,
las mismas areas que se encontraban afectadas en AD[282;283]. De acuerdo con
estas observaciones el efecto de la ApoE sobre el metabolismo mitocondrial se

considera un objetivo critico para el deterioro cognitivo en la AD[284].

2.6.1. Apoe y AD

2.6.1.1. Neuropatologia de 1a ApoE4 en el contexto de la Ap

La ApoE juega un papel esencial a la hora de regular los niveles de péptido AP
cerebrales, asi como su deposicion y aclararamiento[285;286]. De este modo, los
procesos que regulan la expresion y estado funcional de ApoE podrian afectar a su
capacidad para influir sobre la homeostasis de AB. La ApoE es la principal
lipoproteina del cerebro siendo sintetizada y secretada principalmente por los
astrocitos, pero también por la microglia[287] dentro de particulas lipidicas de tipo
alta densidad (HDL) unilaminares[288]. Aunque la ApoE4 se encuentra fuertemente
ligada a la patologia de AD, su modo de actuacion resulta desconocido. Se han

propuesto algunos mecanismos[288-312].

A través de sus interacciones con el péptido AP, la ApoE4 podria aumentar la
deposicion de esta proteina en placas y disminuir su aclaramiento. La ApoE se une a
lipidos principalmente a través de la accion de la ATP-binding cassette transporter
(ABC1) (y otros transportadores relacionados, que actuan en una variedad de tipos
celulares para transferir tanto lipidos como colesterol a ApoE)[313;314] y de esta
forma ApoE actua en el intercambio de lipidos a través del cerebro. El estado
lipidico es un pardmetro funcional importante, que gobierna su conformacién[315],
la estabilidad intrinseca[313;314] y las interacciones con los receptores de

membrana[316;317]. ApoE se une a AP y este punto también estd influido por el
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estado lipidico de ApoE[318]. Los estudios con ratones transgénicos para APP han
demostrado los efectos especificos de isoforma de ApoE sobre la propension del
deposito de AP a ser depositado en el cerebro (E4 >E3 > E2), la naturaleza de los
depositos y una influencia relacionada con la dosificacion del gen sobre la magnitud
de estos efectos[319]. El estado lipidico de ApoE constituye también un
determinante significativo de que su interaccion con AP da lugar a la liberacion de
péptidos del cerebro o, alternativamente, a la formacion de fibrillas y a su deposicion
en placas[318;320-322]. Tres estudios independientes han informado que la
inactivacion del gen de ABCAL en ratones transgénicos que expresan APP resultaba
en la reduccion de niveles de ApoE. Estos ratones exhiben una elevacion
aparentemente paraddjica de los niveles de péptido AP doblando la carga de placas
AP sin efecto significativo sobre la generacion de AP[323-325]. Las formas
lipidadas de la ApoE actian para aumentar el aclaramiento de los péptidos AP del
cerebro. Los receptores hepaticos X (LXRs) son factores de transcripcion activados
mediante ligando que inducen la expresion de ApoE, ABCAI y otros genes del

metabolismo lipidico[326].

La LOAD esporadica es la forma mas comun de la enfermedad y el unico factor
genético establecido es poseer uno o mas alelos ApoE €4[327;328]. La ApoE esta
implicada como un regulador critico respecto a la propension de AP a depositarse
dentro del cerebro. La expresion de APP en ratones con ausencia del gen apoe
murino tiene como resultado una incapacidad para desarrollar placas amiloideas
compactas pero exhiben niveles elevados de péptido AP dentro del cerebro[329].
Sorprendentemente, cuando se obliga la expresion de isoformas de ApoE en estos
animales, se produce un retraso en el comienzo de la deposicion de placas y una
reduccion significativa en la carga de placa con manifestacion isoforma especifica
(E2 > E3 > E4) y gen dosis dependiente[330]. Estos datos sugieren que ApoE
influye sobre la deposicion de AP y promueve el aclaramiento de AP, con la
isoforma ApoE4 la menos efectiva de las tres para facilitar el recambio de estos
péptidos del cerebro. La afectacion edad-dependiente de los mecanismos de
homeostasis de AP se han propuesto como determinantes criticos para el riesgo de la

enfermedad. Los péptidos AP se generan normalmente a niveles altos en el cerebro y
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son aclarados a una velocidad equivalente tanto en humanos como en ratones[331].
Asi, incluso reducciones modestas en el aclaramiento de AP soluble podrian resultar
en una elevacion de los niveles de péptidos AP y finalmente su deposicion dentro del
cerebro. El aclaramiento de los péptidos AP del cerebro se lleva a cabo a través de
su degradacion proteolitica dentro del cerebro y con su eliminacién a través de la
barrera hematoenzimatica[332]. ApoE promueve el aclaramiento de AP del cerebro
principalmente a través de mecanismos proteoliticos intrinsecos. La importancia

fisiologica de la proteolisis intrinseca de AP se ha demostrado in vivo.

El cerebro posee un aclaramiento intrinseco robusto de AB[332]. Los péptidos
AP se degradan proteoliticamente dentro del cerebro principalmente mediante la
neprilisina (Nep)[333] y enzimas que degradan la insulina (Ide)[334]. Los ratones
en los que se han inactivado genéticamente Nep o Ide exhiben mayores niveles de
AB y un aumento de la deposicion de placas en el cerebro[333;335;336].La
inactivacion genética de estos genes[335;337] o la administracion de inhibidores de
estas proteinasas dentro del cerebro resultan en una elevacion sustancial de los
niveles de AP en el cerebro y la induccion de la deposicion de placa[338]. Por otra
parte, la sobrexpresion de Ide o neprilisina hacen descender los niveles de AP y
reducen la formacion de placa[339;340]. Se ha argumentado que la via
predominante de aclaramiento de AP del cerebro es a través de degradacion
proteolitica ya que este péptido no se exporta eficientemente a través de la red de
vascularizacion[341]. La microglia, macrofagos residentes en el cerebro, juegan un
papel esencial en el aclaramiento de AP a través de su habilidad para atrapar y
degradar formas fibrilares y solubles de AP[342]. Tanto la microglia como los
astrocitos secretan proteinasas, incluyendo Ide, que median la degradacion de

péptidos AP en el entorno extracelular[343].

A pesar de los considerables esfuerzos realizados, los mecanismos celulares a
través de los cuales la ApoE influye en el aclaramiento de AP permanecen sin
resolver. Parece que la ApoE actua para facilitar la degradacion proteolitica de AP.
Sin embargo, la ApoE podria actuar a través de otras vias que podrian implicar o no

a Ap.
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2.6.1.2. Neuropatologia de ApoE4 independiente de AP: escision de ApoE

€n neuronas

La induccion de la sintesis de ApoE en neuronas se ha sugerido que protege a
las neuronas del dafio o promociona la reparacion intraneuronal y el mantenimiento
de las conexiones sinaptodendriticas[344;345]. Sin embargo, cuando es sintetizada
por las neuronas, la ApoE puede ser escindida mediante una proteasa y los
fragmentos son desfavorables para los procesos de mantenimiento y
reparacion[346;347]. Los cerebros de los pacientes de AD y los ratones trasngénicos
que expresan ApoE en las neuronas del SNC poseen fragmentos truncados del
extremo C-terminal (29 y 15-20 kDa) de ApoE. En ratones, la acumulacion de
fragmentos de ApoE4 hace pico en a los 6-7 meses de edad, coincidiendo con la
aparicion de cambios neurodegenerativos en el cerebro y déficits significativos de

aprendizaje y memoria[347].

La expresion de ApoE4 (1-272) en neuronas posee varios efectos:
neurotoxicidad[305;348], translocacion de los fragmentos dentro del citosol[349] y
acumulacion de los fragmentos en estructuras citoplasmaticas filamentosas (Tau

fosforilada y ovillos neurofibrilares) y en la mitocondria[349;350].
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2.7. a-2-MACROGLOBULINA (A2M)

La A2M, una glicoproteina sérica, es el principal inhibidor de proteinasas
plasmaticas con una gran especificidad[351]. A2M es, como la a-1-Antitripsina, o-
2-Antiplasmina y Antitrombina III, un inhibidor de proteasa. Inhibe a una gran

cantidad de proteasas, incluyendo a tripsina, trombina y colagenasa[352].

La secuencia codificante predice un polipéptido de 1.451 aminoacidos. La A2M
humana es un tetrdmero de 4 subunidades idénticas organizadas como pares de
dimeros, cada uno de los cuales consiste en 2 mondmeros ligados mediante puentes
disulfuro. La proteina posee una region atractora para proteasas plasmaticas
compuesta por enlaces peptidicos y un enlace ester-tiol el cual, una vez hidrolizado,

da lugar a un enlace covalente entre las proteasas y la A2M.

De la comparacion de secuencias de las subunidades de A2M humana con los
de las proteinas C3 y C4[353]concluyeron que estas 3 proteinas, que poseen un ester
tiol Peisteinil yglutamil activable, poseen un origen evolutivo comun. C5 también

presenta homologia de secuencia con A2M.

El gen de A2M se expande aproximadamente 48 kb y estd compuesta por 36
exones. Los rangos de tamafio de los intrones varian de 125 a 7.5 bp. El gen de A2M
esta presente en una Unica copia en el genoma haploide. El homdlogo en raton con

36 exones, codifica por una secuencia de DNA de 4.8 kb en cDNA[354].

2.7.1. Deficiencia de A2M

Se identifico deficiencia en A2M, mediante electroinmunoensayo[352], en un
hombre de 37 afios, su madre y una hija. Las personas deficientes eran,
aparentemente, heterocigotos. No existia ninguna desventaja clinica de esta

deficiencia.
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2.6.2. Asociacion con AD

A2M ha sido implicado con AD basidndose en su habilidad para mediar el
aclaramiento y degradacion de A a través de su receptor, el receptor de lipoproteina
de baja densidad (LRP)[355]. Se ha sugerido[356] que la LRP podria mediar la
endocitosis y degradacion del APP secretada lo que sugeria una relacion en la via

metabolica de las dos moléculas implicada en la AD.

In vivo se demostraba que LRP1 era necesario para el aclaramiento de AB40 y
AP42, via mecanismo de captacion celular mediado por receptor[357]. El analisis
post-mortem de tejidos cerebrales humanos demostro que la expresion de LRP
decrece normalmente con la edad y que la expresion de LRP en cerebros con AD fue
significativamente menor en pacientes con AD. Dentro del grupo AD, los mayores
niveles de LRP se correlacionaron con una edad de inicio para AD posterior y
exitus. La expresion reducida de LRP resultaba en un factor de riesgo para padecer
AD, posiblemente impidiendo el aclaramiento de AP soluble. Asi LRP y sus
ligandos, la ApoE y a-2-Macroglobulina, se encontraban todos geneticamente

asociados a AD.

Analizando una deleccion en el gen de A2M en la posicion 5° del sitio de
escision del exon 18[358] y se encontré que la transmision de la deleccion,
designada A2M-2, conferia aumento en el riesgo de padecer AD (Mantel-Haenzel
odds ratio=3.56, p=0.001). El test de desequilibrio de portadores (Sibship
disequilibrium test (SDT)) también reveld una asociacion significativa entre A2M y
AD. Estos valores fueron comparables a los obtenidos con el alelo de ApoE4 para la
misma muestra, pero al contrario que con ApoE4, A2M-2 no afectaba a la edad de
comienzo. La observacion que asociaba a A2M con AD no parecia contribuir al
ligamiento previamente publicado con AD respecto al cromosoma 12. Asi, la A2M,
el receptor de A2M (LRP1) y los genes de otros 2 ligandos de LRPs: ApoE y APP,
habian sido vinculados geneticamente a AD, sugiriendo que estas proteinas podrian
participar de la via neuropatoldgica comun que da lugar a la enfermedad. Se

encontrd asociacion entre el polimorfismo V1000I (rs669) y AD[359].
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En una muestra robusta de casos y controles no se encontré asociacion entre

AD y A2M-2, o genotipos que contengan A2M-2[360].

Utilizando los mismos métodos de asociacion basados en familias algunos
autores[361;362] no pudieron replicar la asociacion. Mas atn, fueron incapaces de
documentar cualquier efecto biologico del alelo A2M-2 sobre: el splicing del RNA
de A2M, la masa molecular de la proteina monomérica, los niveles de proteina en el
cerebro, o los portadores plasmaticos de A2M-2[363]. Concluyeron que, en la
anterior evidencia genética para una susceptibilidad del locus para AD en el
cromosoma 12, objeto del estudio, posiblemente se partirian de otras variaciones

genéticas distintas a la del alelo A2M-2 concurrentes en la misma via (LRP, ApoE).

En un editorial el editor de la revista Nature Genetics apuntaba a las
dificultades para evaluar los resultados de los estudios de asociacion[364] y dejaba
sin resolver temas fundamentales: el umbral de significacion para una verdadera
asociacion (especialmente a la luz de los test para multiples hipotesis agravado por
los errores inherentes a las asociaciones positivas), como analizar de la mejor
manera un conjunto de datos y qué constituiria una refutacion valida. Sugirieron que
se requeririan trabajos que informaran sobre asociaciones genéticas y que incluyeran
una estimacion del efecto del tamafio y que incluyese o bien una réplica en una
muestra independiente o datos fisiologicos significativos que diesen apoyo al papel

fucional del polimorfismo en cuestion.

De la resecuenciacion del locus de A2M result6 la identificacion de 7 nuevos
polimorfismos[365]. Utilizando una muestra completa de 1439 individuos de 437
familias, encontrd significacion para asociacion genética en la deleccion de 5-bp y
dos de los nuevos polimorfismos y la AD. Se detecto desequilibrio de ligamiento
sustancial a lo largo del gen como conjunto y el analisis de haplotipos también
mostraron asociacion significativa entre AD y los grupos de polimorfismos de A2M.
Algunos de estos polimorfismos y haplotipos permanecieron significativamente
asociados con AD incluso después de efectuar la correccion de multiplicidad de test.

Los datos apoyaban un papel potencial para A2M o un gen cercano en la AD.
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Un estudio chino[366] no encontrd asociacion en 6 polimorfismos de A2M (5-
prime UTR /G, rs226379; T/G, rs226380, intron 6 A/C; exon 24 A/G; intron 27
A/G; intron 4 T/C, 1s3759277) con AD en un studio de 216 casos de LOAD y 200
sujetos control de una poblacion China. La comparacion de frecuencias alélicas,
genotipicas y de haplotipo para los polimorfismos de A2M no revel6 diferencias

significativas entre pacientes y controles.

2.7.3. Polimorfismo [A2M, V10001 (rs669)] y susceptibilidad a padecer AD

Mediante secuenciacion gendmica directa de los dos exones que codifican por
la region atractora de proteasas y de la region que codifica el sitio ester-tiol en 30
individuos sanos y 30 pacientes con enfermedad pulmonar croénica, se descubrié una
secuencia polimorfica cerca del sitio ester-tiol del gen, cambiando V1000 (GTC) por
Ile (ATC); los dos alelos poseen frecuencias alélicas de 0.30 y 0.70,
respectivamente[367]. No se encontraron diferencias en los niveles de A2M para

estos dos alelos.

El inhibidor de proteinasa A2M se encuentra asociado a las placas seniles en la
AD. A2M ha sido implicada bioquimicamente en la uniéon y degradacion de proteina
AP. En la exploracion inicial de un conjunto de datos (90 controles y 171 casos de
AD),[359] observaron un aumento de la frecuencia de genotipo [G/G] de 0.07 en
controles y 0.12 en sujetos con AD. En otro conjunto de datos independientes de 359
controles y 566 pacientes de AD se realizé un estudio de cohortes y se obtuvieron
los mismo resultados (0.07 y 0.12). La odds ratio para AD asociada con el genotipo

[G/G] fue de 1.77 pero combinandolo con ApoE4 fue de 9.68.

En un estudio de 148 pacientes del sur de Italia con AD esporadica, encontraron
un aumento del genotipo [V/V] en comparacion con el grupo control, dando Iugar a
una odds ratio de 3.58 para el desarrollo de la enfermedad[368]. En combinacion
con el genotipo polimorfico del promotor de la mieloperoxidasa, -463G/G, la odds

ratio se incremetaba hasta 23.29. Los autores sugerian que el efecto sinérgico de los
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2 genotipo podria representar una ayuda para la deposicion de AP o un descenso de

su aclaramiento. Los hallazgos fueron independientes para el estatus ApoE4.
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3. OBJETO DEL ESTUDIO

1. Desarrollar un método automatizado para facilitar la busqueda de una
asociacion entre la enfermedad de Alzheimer de comienzo tardio (LOAD) y el
polimorfismo intrénico del extremo 3’ del exon 8 del gen de la Presenilina 1 (SNP

cluster report rs165932)(1).

2. Realizar un estudio basado en casos clinicos para determinar la prevalencia
del polimorfismo intrénico de PS-1 y su relacion con los polimorfismos de la ApoE
respecto a LOAD en un area rural del sureste de Espafia, cuya poblacion ha

permanecido relativamente estable (II).

Este estudio seria complementado con un metandlisis centrado en el genotipo

PS-1 [2/2] del citado polimorfismo (II).

3. Llevar a cabo un estudio del polimorfismo V10001 (SNP cluster report

rs669) en el gen de la a-2-Macroglobulina y la susceptibilidad de padecer LOAD.
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4. SUJETOS, MATERIAL Y METODOS

4.1. Descripcion general de los sujetos estudiados

El estudio de los sujetos se llevo a cabo durante el periodo 2001-2002; aunque
este periodo se prolongd hasta 2005 para la clasificacion definitiva de los pacientes
con diagnostico incierto. Todos los pacientes y controles fueron reclutados a través
de la seccion de neurologia del Hospital Comarcal del Noroeste, en Caravaca de la
Cruz (Murcia) que da cobertura sanitaria a una poblacion rural. Tanto pacientes
como controles referian ser descendientes de antepasados que habitaban la comarca
del Noroeste Murciano. Esta area no ha sido expuesta a la presion de la inmigracion
hasta hace pocos afios. El andlisis genético se llevd a cabo en el Hospital

Universitario Virgen de la Arrixaca, en Murcia.

Se realizd un censo previo para fijar la prevalencia de procesos demenciales.
Durante los doce meses previos al inicio del estudio se recogieron los datos de todos
los pacientes ambulatorios de la consulta de Neurologia, lo que abarcaba al total de

los pacientes en seguimiento (tanto casos incidentes como prevalentes).

Todos los pacientes cumplian con los criterios NINCDS-ADRDA[369] para
enfermedad de Alzheimer probable. Los pacientes con otros deterioros cognitivos
(alcohol, enfermedad tiroidea, déficit vitaminico, etc.) que pudieran confundirse con
enfermedad de Alzheimer fueron descartados. El grupo control consistio en
pacientes con enfermedad no demencial y sin antecedente familiares. Los grupos de
pacientes y controles, en el momento de ser incorporados en el estudio, no
presentaron diferencias en cuanto a edad y género. Se obtuvo de todos los pacientes
un documento de consentimiento informado para la participacion en este estudio y
para la toma de muestras de sangre. En torno al 25% de los pacientes tenian un
miembro de la familia afectado por la AD, de manera que asumimos que el riesgo
para el desarrollo de AD en estos casos seria mas estrechamente relacionada con la
edad que a un componente familiar, por lo tanto, estos casos no fueron excluidos de

la estudio.
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4.1.1. Subpoblaciones del presente estudio

4.1.1.1. Estudio ILa.

Los genotipos de la Apolipoproteina E y sus frecuencias alélicas, asi como el
SNP rs165932 para el polimorfismo intronico del extremo 3’ del exén 8 del gen de
la Presenilina 1, fueron determinados en 85 pacientes con LOAD y 86 controles. En
el momento de ser introducidos en el estudio tanto pacientes como controles no
presentaron diferencias en cuanto a edad (media+DS: LOAD 75.59+5.92, controles
73.69+7.34; t-test, P<0.05) o género (50.90% vs. 60.20% de mujeres con AD y

mujeres control respectivamente; y2 test, p=0.68).

4.1.1.2. Estudio ILb.

Para el meta-andlisis se siguieron las directrices de colaboracion de la
Cochrane[370].La busqueda se realiz6 a través de Pubmed utilizando las palabras
"Presenilin", "intronic", "Alzheimer", “late” y “onset” (Enero 2007). Para ampliar la
busqueda se realizd una revision de los articulos citados en los metanalisis
existentes. En un intento de controlar el sesgo de seleccion (grupos no comparables
debido a coémo se eligieron los pacientes o sujetos) los datos publicados se
agruparon en funcion de los grupos de AD con diagnostico de AD probable o
posible segun los criterios NINCDS-ADRDA[369] o CERADI[371]. Se excluyeron
el resto de demencias no AD. Los articulos seleccionados incluian las tres
frecuencias fenotipicas de los polimorfismos de PS-1[244], mientras que no
aportaban datos duplicados[213;244;247;252]. Como grupos control utilizamos los

que establecieron los autores (tabla 1).

A raiz de la revision de los articulos surgieron algunos problemas. Lo mas
evidente fue el punto de corte para la edad de inicio para LOAD establecido en 65
afios. Catorce de los estudios seleccionados, aproximadamente el 40%, incluia

pacientes clasificados como LOAD pero menores de 65 afios de edad. Decidimos no
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excluir estos articulos del metanalisis. Solamente se excluyeron los grupos de AD
cuando presentaban sujetos con AD mixta[246]. Finalmente, también fueron

excluidos aquellos articulos cuyos grupos control no se encontraban en equilibrio de

Hardy—Weinberg (HWE)[232;239] (tabla 1.).

Tabla 1. Estudios utilizados en el metanalisis (II)

Author Afo Edad (CutOff) Grupos analizados Estt;dﬁi(;)sd(esgt)iad: Mujeres (%) Criterio AD Esporadico/Familiar
Wragg 53 (71’3 +/-8'9) 208 LOAD 76'9 (8'8) 58% NINCDS-ADRDA
(USA) 185 Controles 58% Probable-Posible
1996 61 (71'8 +/-52) 29 LOAD (afroA) 772 (96) 72% Esporadico y familiar
50 Controles afroA 72'0 (7'8) 7%
60 (734 +/- 6'6) 32 LOADf 81'1 (7'3) 78%
Perez-Tur Comi di 147 LOAD (*) ? 70%
1996 omienzo media ? ?
(Francia) 78 Controles (*) 81(?) 67%
Kehoe 87 Cardiff AD 7640 (?)t;;,i"mie"m 5172% NINCDS-ADRDA 47% primer grado
(UK + USA) 114 London AD 8325 (?) ~ comienzo 7631% Probable 47% primer grado
76'3
1996 65
72 (81?) Controles 76'20 (?) 58'33%
191 US controles
Higuchi ZEOD + 78 Global AD 76 (?) ?
1996 65 Clinico Esporadico
(Japon) 186 Controles Pareados edad ??
Isoe 104 LOAD 782 (7'7) ? NINCSD-ADRDA
(Japon) 19 EOAD 64'0 (7°0) ? Probable
8 EOAD f 68'0 (7'1) ? DSM-1IV-R
1996 65 Esporadico y familiar
38 VD 734 (9'4) ?
21 Alcohol 68'0 (7°9) ?
101 Controles 628 (14'7) ?
Familia (n=151)
Scott 112 LOADf 751 (8'2) 65%
" Esporadico (n=458) o,
(USA) 298 LOADs (%) 736 (81) 62%
" Controles (n=317) o
220 Controles (*) >50 (7) 53%
1997 65 NINCDS-ADRDA Esporadico y familiar
36 EOADf
144 EOADs
295 Controles
Singleton 94 LOAD (*) 81’6 (0'6) ? Clinico previo
(UK) 79 Controles (*) 79’5 (0'8) ? Neuropatolégico
1997 65 ?
26 EOAD 63'1(1'3) ?
29 Controles 65'1 (0'5) ?
NINCDS-
Brookes 81 EOAD 588 (5'1) 58%
ADRDA/DSM-III-R
1997 ? 31 casos familiares
(UK) 152 Controles 58’0 (9'9) 38% Probable-Posible
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Author Afo Edad (CutOff) Grupos analizados Est:%ié)sd(esgv;ad: Mujeres (%) Criterio AD Esporadico/Familiar
Nishiwaki 100 LOAD (*) 79'3 (7°0) 70'30%
(Japon) 229 Controles (*) 817 (7'7) 20'00%
1997 65 NINCDS-ADRDA Esporadico
49 EOAD EOAD (n=57) 58'9 (4'9) 64'91%
57 Controles Controles (n=100) 57'2 68'00%
(40)
B NINCDS-ADRDA
?) ?
Matsushita 106 LOAD 76 (?) ? Probable
(Japon) 1997 ? 86 VD 78 (?) ? NINCDS-AIREN Esporadico?
186 Controles 75 (?) ?
Lendon 106 EOAD 68'1 (7'38) 56'00% NINCDS-ADRDA
(Australia) 1997 <65 or 70 171 Controles 54'9 (6'41) 57'00% Probable-Posible Esporadico y familiar
Histopatoldgico definitivo
Aldudo Aprox 58 114 LOAD 71(?) ? NINCDS-ADRDA
1997 Esporadico
(Espafia) (68 +/-5) 156 Controles 72(7) ? Probable
Tysoe 129 LOAD 82'06 (6'74) 64'34%
199 LOAD y . ,
(UK) (Desconocido) 83'58 (7'13) 62'81%
54 EOAD 6638 (7'36) 44'44%
1997 65 Histopatoldgico definitivo ?
Controles grupo uno 85’55 (7'11) 68'42%
Controles grupo dos 66’80 (15'01) 39'02%
(ambos agrupados,
n=215)
Sorbi 27 FAD PS-1 ? ?
(Italia) 10 FAD PS-2 ? ?
26 FAD APP ? ?
1997 65 Histopatoldgico y Clinico Esporadico y familiar
20 FAD Desconocido ? ?
72 LOAD Esporédico 602 (5°5) edad de ?
comienzo
80 Controles 80’8 (24'5) ?
Global AD comienzo
Ezquerra 79 LOAD 64'26 (?) ? NINCDS-ADRDA
(Espafia) 1997 65 95 EOAD ? Probable Esporadico y familiar
147 Controles Controles 66'40 (?)
Helisalmi 219 LOAD 78 (9) 67% NINCDS-ADRDA
1997 60?7 Esporadico
(Finlandia) 104 Controles 71 (10) 85% Probable
Korovaitseva 62 LOAD ? ? NINCDS-ADRDA
(Rusia) 66 Controles ? ? ?
1997 65 ?
60 EOAD ? ?
44 Controles ? ?
Cai 102 Clinica AD ? NINCDS-ADRDA
(China) 1997 60 20 Poblacién AD ? ? Probable-Posible Esporadico?
256 Controles >60
Yamada 36 AD 84’5 (7'7) CERAD protocolo
1gg7 | Globalrango 62 - Esporadico
(Japon) 101 Controles 85'1 (8'0) Neuropatolégico
Sodeyama 36 LOAD Mediana ?7'55 rango ? NINCDS-ADRDA
1998 ? Esporadico
Mediana 85’5 rango DSM-III-R y
(Japon) 86 Controles 65-101 ? Neuropatoldgico
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Estudio de edad:

Author Afo Edad (CutOff) Grupos analizados afios (SD) Mujeres (%) Criterio AD Esporadico/Familiar
Taddei 210 LOAD 80 (rango 65-95) 61% NINCDS-ADRDA
(Australia) 1998 65 ? 51 EOAD 60 (rango 34-73) 43% Probable ?
442 Controles 75 (rango 51-93) 50%
Hu 55 LOAD 76’28 (6'41) 49% NINCDS-ADRDA
1998 Elderly — 64? ?
(China) 93 Controles 79'76 (86'31) 35% Probable
Kowalska 63 Probable AD Edad media comienzo 2 NINCDS-ADRDA
(Polonia) 1998 ? 34 Posible AD Rango 69-86 ? Probable-Posible Esporadico
43 Controles Rango 78-94 ?
Wang 427 AD 753 (8'5) Comienzo 63%
68'6 (8'3)
1998 527 ? ?
(USA) 250 Controles 66'7 (7'8) 54%
Scacchi 85 LOAD (*) 86'1 (3'8) 76'5% NIN%%?\A-:TIIIJ_EDA/
1999 ? Esporadico
(Italia) 156 Controles (*) 83'8 (3'2) 58'3% Probable
Van Duijn 102 EOAD 63 (4'4) ? Esporadico
1999 65 NINCDS-ADRDA
(Holanda) 118 Controles 63 (44) ? (familiar excluido)
Liao 85 LOAD 81'44 (10'33) ? CERAD protocolo
1999 ? ?
, , Histopatoldgico
(USA) 18 Controles 73'28 (21'58) ? definitivo
Bagli 102 AD 744 (10'3) 68'00% ?
(Alemania) 1999 70 191 Controles 70'6 (11'4) 51'83% NINCDS-ADRDA PPsPP Esporadico
160 Depresion 68'0 (7'7) 66'00%
Yasuda 158 LOAD 75'7 (6'0) 52'54% NINCDS-ADRDA
(Japon) 158 Controles 75'7 (6'3) 52'54% Probable
1999 65 Esporadico
59 EOAD 62'1 (4'9) 67'72%
59 Controles 61’8 (4'8) 67'72%
Combarros 157 LOAD + 54 EOAD | AD (n=211) 75'0 (9'4) 67% NINCDS-ADRDA
1999 65 - ?
(Espaiia) 188 Controles C°“"°'(‘§S,1) 79%6 70% Probable
Edad comienzo 69'2
Wu 91 AD ©6) ?
(China) 1999 ? 50 VD Edad co(rgjg)nzo 674 2 DSM-Ill-R Esporadico
73 Controles 68’6 (6'3) ?
Tilley 177 LOAD 816 (8161)0'13”90 55- 62'15% CERAD protocol
1999 55 — Esporadico
(UK) 118 Controles 72'8 (8'7) rango 58-94 31'35% Histopatologico
definitivo
Rodriguez Martin 91 LOAD (*) 76'1(?) 69'23% NINCDS-ADRDA
(ltalia) 30 EOAD 64'6 (?) 50'00% Probable/Posible
2000 65 121 VD 83'5(?) 69'12% Modificado Hachinsky Desconocido
18 Mixta 76'9 () 50'00%
125 Controles (*) 796 (?) 63'43%
Romas 93 LOAD 791 (?) NINCDS-ADRDA
2000 55 Global 73% Familiar y pedigree
(Caribe) 45 Controles 731 (?) Probable-Posible
Cui 42 LOAD 744 (12'8) 50'92% NINCDS-ADRDA
2000 ? ?
(China) 108 Controles 744 (14'1) 47'62% Probable-Posible
Kim 59 LOAD + NINCDS-ADRDA
(Corea) 2000 65 +41 EOAD 70'4 (7'6) (Edades ? DSM-IV Esporadico
globales)
199 Controles 67°0 (7'5) ?
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4.1.1.3. Estudio del polimorfismo V1000I (rs669) en el gen de la a-2-

Macroglobulina.

Determinamos este genotipo y sus frecuencias alélicas para el polimorfismo

V1000I (rs669) del gen de la A2M en 95 controles y 75 pacientes con AD.

En el momento de ser introducidos en el estudio tanto pacientes como controles
no presentaron diferencias en cuanto a edad (mediaxDS: LOAD 75.73+4.88,
controles 71.72+7.48; t-test, P<0.05) o género (53.68% vs. 68.00% de mujeres con

AD y mujeres control respectivamente; x2 test, p=0.083).
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4.2. Analisis Genético

Se purifico DNA genémico a partir de 200 pL de sangre total utilizando High
Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Diagnostics GmbH).

4.2.1. Analisis de genotipado de las formas alélicas de ApoE

Se llevo a cabo mediante analisis de PCR en tiempo real con el sistema de PCR
LightCycler (Roche Diagnostics GmbH) y el kit ApoE Mutation Detection Kit

disponible comercialmente para LightCycler.

4.2.2. Determinacion de las formas alélicas del polimorfismo intronico del

extremo 3’ del exon 8 de PS-1
Se realizd como se describi6 previamente en I del modo siguiente:

El volumen de reaccion fue de 10 pL conteniendo 2 pLL de DNA (30-60 ng),
0.5 uM de cada uno de los cebadores (sentido 5’CAC CCA TTT ACA AGT TTA
GC3’, descrito por Wragg[210]; antisentido 5’GAT AAA TTC TAC ACT GAT
T3%), 1 uL de tampon de reaccion (LightCycler FastStart DNA master hybridization
probes 10xbuffer; Roche Diagnostics GmbH), 2 mM de MgCI2 y 0.25 uL de cada
sonda. La sonda de deteccion se marcé en su extremo 3’ con fluoresceina (5°GCT
TTT TCCAGC TCT CAT TTA CTC CTG3 fluoresceina). La sonda de anclaje (LC
Red 640 5°’AAG TAT TTG AGA AGG ATA TTG AAT T3’ extremo fosforilado) se
marco con LightCycler Red 640 en el extremo 5’ y se modifico en el extremo 3’

mediante fosforilacion para bloquear su extension.
Las condiciones de la PCR fueron las siguientes:
Preincubacion a 95° C, 10 segundos, desnaturalizacion a 95° C, 10 segundos;

45 ciclos de: desnaturalizacion a 95°, 10 segundos, 20° C/s; alineamiento/union
a cebador a 45° C, 10 segundos, 20° C/s; extension/elongacion de la cadena 72° C,

10 segundos, 20° C/s.
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El analisis de la curva de fusion se compone de 1 ciclo a 95° C, 0 segundos y

40° C durante 10 segundos, seguido de un aumento de la temperatura de 65° C a 0,1°

C/s.

La senal de fluorescencia (F) se monitoriza de modo continuo durante la rampa
de temperatura y después se representa frente a la temperatura (T). Esta curva se
transformo en las derivadas de las curvas de fusion[(dF/dT) vs T] (figura 9.) Las
condiciones de la PCR fueran las mismas que las del protocolo de Wragg[210],

excepto para el cebador antisentido, mencionado anteriormente.

0,3

o
N

Fluorescence -d(F2)/dT
o

o
©

46 48 50 52 54 56 58 60
Temperature (°C)

Figura 9. Derivada primera de la sefial de fluorescencia frente a las
temperaturas (°C) de fusion (-d(F2)/dT) de los distintos genotipos del polimorfismo
intronico de PS1 [1/1] (—---), [12] (—), y [2/2] (- - - - - ) respectivamente ().

4.2.3. Determinacion de las formas alélicas del polimorfismo V10001

(rs669) del gen de la a-2-Macroglobulina

Este andlisis se llevo a cabo siguiendo las especificaciones que se citan en el

articulo de Gibson[363] para el polimorfismo V10001 (rs669) y son las siguientes:
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La reaccion se llevo a cabo en 20 pLL de tampodn estandar que contenia 15 pmol
de cada cebador (sentido 5’CTCTGCCATGCAAAACACAC3’, antisentido
5’TGGAAATCCAGTTGAATAACATT3’), 0.5 U de Taq DNA polymerase (Roche
Diagnostics GmbH), 200 umol/L de cada desoxinucleotido y 200 ng de DNA de

cada sujeto.
Las condiciones de la reaccion de PCR fueron las siguientes:
Desnaturalizacion inicial, 94° C, 5 minutos.

35 ciclos de: alineamiento/union a cebador a 58° C, 20 segundos;
extension/elongacion de la cadena 72° C, 30 segundos; desnaturalizacion a 94° C, 30

segundos.

El fragmento amplificado de 217 pares de bases fue digerido durante la noche a
37° C con 2.5 U de Ndell (Roche Diagnostics GmbH). Los productos de PCR se
separaron en un gel de agarosa pura (3%) y tampon TBE (TRIS: 2-Amino-2-
hidroximetil-propano-1,3-diol, Borato, EDTA: Acido etilendiaminotetraacético) y
para la visualizacién de las bandas se hizo uso de bromuro de etidio (Bromuro de
2,7-diamino-10-etil-6-fenilfenantridinio). La presencia de dos bandas de 129 y 88
pares de bases, respectivamente, indicaba la presencia de la variante alélica 11000,

mientras que el producto no escindido seria indicativo de la variante V1000.

4.3. Calculos estadisticos

Los célculos estadisticos se llevaron a cabo mediante el programa SPSS para

Windows, version 11.5.1.
El nivel de significacion se establecio en p<<0.05 para todos los analisis.

Las distribuciones fenotipicas se estudiaron mediante los calculos de la odds
ratio (OR), utilizando para ello el test de ¥2 para tablas de 2 x 2, para un intervalo
de confianza (IC) del 95%.
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Las relaciones entre los diferentes polimorfismos de PS-1 y el alelo epsilon 4 de
la ApoE fueron analizadas utilizando tablas de contingencia bivariadas y por capas
aplicando el analisis de Mantel Haenszel para encontrar la OR. Para el modelo de
regresion logistica binaria, el nivel de significacion de cada variable se establecid

utilizando un valor a valor de significacion a priori del 10%.

Para el metanalisis se utilizd el programa de la Cochrane Collaboration's
Review Manager Program: RevMan version 4.2.8 para Windows, Oxford, 2005. Las
frecuencias fenotipicas estaban en consonancia con un equilibrio de HWE teniendo
en cuenta las recomendaciones concernientes a los errores propios del test de

%2[372], de modo que se utilizé el programa Arlequin[373].
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5. RESULTADOS

5.1. Automatizacion del analisis de las formas alélicas del polimorfismo

intronico del extremo 3’ del exon 8 de PS-1

El nuevo método de discriminacioén alélica arroja idénticos resultados a los

obtenidos mediante el método de RFLP ().

5.2. Estudios de epidemiologia genética

Las frecuencias genotipicas de los diferentes estudios se encontraban en
concordancia con un equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) tanto en pacientes como

en controles.

5.2.1. Estudio del alelo €4 del gen de la ApoE

Se encontro relacion entre la presencia de al menos un alelo ¢4 y LOAD (OR

4.01, 1.93-8.34, %2 test, p=0.0001).

5.2.2. Estudio del genotipo PS-1 [2/2] (JCC/CC]))

Se encontr6 una OR de 2.38 (1.07-5.29, %2 test, p=0.03) para el genotipo 2/2
(tabla 2.). No se encontraron diferencias significativas respecto a la edad de
comienzo de la demencia y los diferentes genotipos ([1/1]: 71.05+7.60; [1/2]:
73.18+£5.72; [2/2]: 72.95+6.16, ANOVA, p=0.48), ni siquiera cuando se agrupaban
(test t: [2/2] vs. [1/2+1/1], p=0.81).
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Tabla 2. Distribucion global de los genotipos de PS1 estratificados por la
casuistica del alelo apoE &4

(1) LOAD vs control x PS-1 [2/2] vs PS-1 ([1/1]+[1/2]): x*> = 4.71, df=1, p=0.030
(2) ApoE €4 OR y* =14.78, df=1, p=0.0001

(3) El genotipo PS-1 [2/2] aumenta el riesgo de padecer LOAD en los sujetos apoE
&4 negativos (y° = 3.94, df =1, p=0.047).

PS-1 GENOTIPO

[ | [21 | el Az 2]

N % [N % |N % | N % [N %

Global

LOAD |18)21.2|45|53.0(22(259| 63 | 74.1 [22]25.9(1)

Control [25(29.150|58.1|11|12.8| 75| 87.2 |11| 12.8

ApoE estratificado(2)

LOAD |10|20.8|25|52.1(13(27.1| 35| 73.9 [13|27.1(3)

ApoE &4-
Control [20|28.2(42(59.2| 9 |12.7| 62| 87.3 | 9 |13.7(3)

LOAD | 7 |20.0|20|57.1| 8 |229|27 | 77.1 | 8 | 229

ApoE g4+
Control | 4 [30.8| 7 [539]2 |154| 11 | 846 |2 | 154

5.2.3. Relacion entre el genotipo PS-1 [2/2] y el alelo ApoE &4

Al analizar la distribucion de genotipos estratificados por la existencia de al
menos un alelo ApoE €4, se encontrd una relacion significativa entre el genotipo PS-
1 [2/2] y el desarrollo de LOAD, en ausencia de alelo ApoE &4 (test ¥2=3.94;

p=0.047) (tabla 2.). Después de aplicar la correccion de Bonferroni, como
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correccion de test multiple, la significacion estadistica desaparecid (p=0.094), por
ello ApoE épsilon 4 y PS-1 [2/2] podrian considerarse como factores de riesgo

independiente para LOAD.

Lo anteriormente expuesto obligd a efectuar un analisis de regresion logistica
binaria, en el cual el hecho de ser paciente o control fue establecido con una variable
dependiente y los dos factores subsiguientes fueron establecidos con variables
independientes dicotomicas, a saber, tener o no un alelo €4 y la presencia o ausencia
del genotipo [2/2]. La OR ajustada fue de 4.03 (2.16-7.53) para ¢4 y 2.31 (1.14—
4.67) para el genotipo PS-1 [2/2]. La probabilidad estimada de encontrar el genotipo
[2/2] fue de 0.22; en caso del alelo 4 fue de 0.45; y la probabilidad conjunta de alelo
e4 y genotipo 2/2 fue de 0.62. Ambas variables fueron estadisticamente

significativas (test de Wald, €4: p=0.0002, y genotipo [2/2]: p=0.049).

5.2.4. Metanalisis de la literatura

Los estudios publicados frecuentemente se encuentran agrupados en grupos
étnicos ya que cuanto mayor sea la muestra, mayor la significacion estadistica.
Inicialmente se decidi6 concentrar los articulos en bloques continentales: Europa,
Estados Unidos de America, Asia, dos grupos adicionales més con individuos afro-
americanos y un estudio australiano (figura 10.). En este estudio se consideraron

conjuntamente los genotipos [1/1]y [1/2] vs. [2/2].

El test de heterogenicidad de y2, llevo a la eleccion de un modelo de efectos
aleatorios. Globalmente no se observo significacion estadistica entre el genotipo
[2/2] y el desarrollo de la enfermedad. Para el grupo Europeo, el genotipo [2/2] se
encontraba asociado a incremento de 1.19 veces en el riesgo de AD (IC=1.00-1.41).
En este particular grupo, si se hubiera seguido un modelo de efectos fijos, como
sugeria el test de heterogeneidad 2, se hubiera obtenido una OD de 1.18 (IC=1.02—
1.37). En el grupo USA se observo un efecto protector del genotipo PS-1 [2/2] frente
a la posibilidad de desarrollar AD (OR: 0.79, 0.64—0.98). Finalmente, el grupo

asiatico no mostr6 diferencias significativas (OR 0.79, 0.54—1.17).
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Revision Prasenilina y LOAD
Comparacién: 31 Polimedfismos 2/2
02F G

Estudio Casos Controles OR {fijos) Peso OR ifijos)
o subcategoria L N 95% CI % 5% C1 Ao

01 EURCPA
Kehoe
PerozTus
Aldudo
Brookes
Hedisalmi
Korovaitseva
Singlaton
Sorbi

Tysoe
Ezquera 1
Kowalska 16/%
Bagli 19/1
Rodriguez Martin 1
Scacehi

Tillery

Van Dugn
Dermaut

Estudio Actual
Subiotal {35% Cl)
Total casos: 541 (Casos), 391 (Controles)

Test de heterogenicidad: Chi® = 22.24, df = 17 (P = 0.18), I* = 23.6%
Test de efectos globales: 2 = 2.20 (P = 0.03)

_
—_—

—_—

02 USA
Wragg
Seott
Wang
Liaa 1 2
Romas 393 3fas
Subtotal (85% CI) 1433

Total casos: 218 (Casos), 192 (Controles)

Test de heterogenicidad: Chi® = 1.58, df = 4 (P = 0.81), P = 0%

Test de efectos globales: Z = 2,14 (P = 0.03)

03 ASIA

Higuehi 10/10¢
Isoe 12/131
Cai

Hu

Nishiwaki 2
Sodeyama

Wu

Yasuda

Cui

Kim

Chandak

Yamada

Jdia

Subtotal (5% CI)

Total casos: 170 (Casos), 324 (Controles)
Test de haterogenicidad: Chi* = 3883, df =12 (P = 0.0001), F=89.1%
Test de efectos globales: Z = 3.61 (P = 0.0003)

04 AFRO-AMERICANOS

Afro-Americans Wragg 2/2
Subotal (95% Cl) )
Total casos: 2 (Casos), 3 (Controles)

Test de heterogenicidad: no aplicable

Test de efectos giobales: Z = 0.16 (P = 0.87)

05 AUSTRALIA
Lendon 18/106 28/1M —_——
Subitotal (95% Cl) 108 171 e 7
Total casos: 19 (Casos), 29 (Controles)
Test de haterogenicidad: no aplicable
Test de efectos globales: Z = 0.21 (P =0.84)
Total (95% CI) € 58 L 1
Total casos: 951 {Casos), 9309 (Controles)
Test de heterogenicidad: Chi* = 79.92, df = 37 (P < 0,0001), I* = 53,7%
Test de efectos globales: 7 = 1.35 (P = 0.18)
01 02 05 1 2 5 10
Favorece 171,172 Favorece 212

Figura 10. Metandlisis para los efectos del genotipo PS-1 [2/2] y el riesgo de
padecer LOAD en los estudios ordenados respecto a los distintos continentes

(aplicando el modelo de efectos aleatorios).
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5.2.5. Estudio del alelo V del polimorfismo V1000I (rs669) del gen de la a-
2-Macroglobulina

Se encontré que la frecuencia del alelo V no revelaba diferencias entre
controles y pacientes con AD (AD vs. control: ¥2=0.18, p=0.78, OR=0.78 (0.24—
2.48)). Tampoco se encontraron diferencias significativas respecto a la edad de
comienzo de la demencia y los diferentes genotipos ([I/I]: 71.57+£2.29; [I/V]:
72.22+42.58; [V/V]: 74.20+£3.56, ANOVA, p=0.72), ni siquiera cuando se agrupaban
para alelo V (test t: sélo [I/I] vs. [I/V]+[V/V], p=0.56).

No se encontrd ningun efecto cuando se estratifico para la presencia (y2=0,001;
p=1,00) o ausencia (¥2=0,19; p=0.69) de alelo épsilon 4, o al aplicar un modelo de
regresion logistica (Wald = 2,18; p=0,14).
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6. DISCUSION

6.1. Genotipo [2/2] de PS-1

Los resultados de nuestro estudio atribuyen una mayor importancia a los
genotipos estudiados de PS-1 en la AD respecto a lo que previamente se conocia.
Mais aun, en nuestra muestra, se ha visto que la presencia del genotipo [2/2]
multiplica por un nimero superior a 2 el riesgo de padecer LOAD, un efecto
mantenido independientemente del alelo €4, alcanzando significacion estadistica a
pesar del pequefio tamafio muestral. Los resultados sugieren que el genotipo [2/2]
podria  desempenar algin papel, como ya se habia publicado

anteriormente[215;215;226] e incluso para la EOAD[219;238].

6.2. Relacion del genotipo [2/2] de PS-1 con el alelo €4

En nuestra muestra, el genotipo [2/2] se muestra como factor de riesgo
independiente para AD frente al alelo epsilon 4, lo que sugiere un efecto combinado
de estos dos genes a la hora de desarrollar LOAD. El pequefio tamafio de nuestra
muestra evidentemente limita la significacion de los resultados y el ajuste de
Bonferroni influye sobre la significacion estadistica de los resultados, aumentando la
probabilidad del error B. Sin embargo, el modelo de regresion logistica parece
suficientemente valido para considerar ambos genes independientes, pero actuando

como factores sinérgicos.

En Europa, el genotipo [2/2] de PS-1 es mas prevalente en pacientes con AD
que en los controles, especialmente en poblacion espafiola. Por el contrario este
genotipo se muestra como factor protector para las poblaciones norte americana y
asiatica.

Jia et al.[248] han expuesto que el alelo 1 en el gen PS-1 es un factor de

susceptibilidad en poblacion del norte de China. Este estudio y el nuestro analizan la
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asociacion del polimorfismo PS-1 descrito con la LOAD en poblaciones
geneticamente homogéneas. Parece existir un factor de riesgo a padecer AD, ligado
a etnicidad (es decir otros genes) y/o estilo de vida y que se relaciona con el

polimorfismo intronico de PS-1.

Sin embargo, todos los metanalisis publicados deberian tratarse con precaucion,
debido a la posibilidad de errores[374] y a la necesidad de contar con “subconjuntos
validos” de pacientes[375]. Por esta razon algunos autores han estudiado los casos
de LOAD y EOAD juntos. El punto de corte para el comienzo del LOAD de 65 afos
es unicamente una edad arbitraria heredada de clasificaciones clinicas pretéritas. Si
se hace una revision atenta de los rangos de edad publicados se observa que existen
limites de edad inferiores a 65 afios. El resultado de este criterio de edad de
comienzo es que se oculta un error en la seleccion de pacientes respecto a las
diferentes publicaciones existentes. Ocurre lo mismo con la distribucion de géneros
(este hecho se utiliza para verificar la homogeneidad en los estudios casos-control).
Manejamos articulos con prevalencias para hombres o mujeres, o sencillamente el
dato no existe y por lo tanto no se puede asumir que todos los articulos poseen la

misma fuerza en el analisis.

El concepto de AD familiar no se establece rigurosamente. En algunos casos,
solo se sugiere. Podria ser que estuviéramos estudiando AD esporddica con

miembros afectados o AD familiar.

Los estudios de alta calidad requieren la existencia de grupos control
compatibles con un HWE. Sin embargo, tratamos con enfermedades en un estadio
tardio de la vida, donde los polimorfismos genéticos podrian comportarse como
causantes de mortalidad. Por ello es improbable que exista un grupo control
representativo concurrente con un HWE ya que muchos de los individuos portadores

podrian haber desaparecido[376].

El agrupamiento de individuos basado en la etnicidad no se puede considerar
como un método adecuado para obtener muestras mayores. En un determinado pais,

podrian existir varias diferencias étnicas debido a ciertas realidades historicas, por lo
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que harian falta mas criterios para seleccionar subconjuntos de pacientes

validos[224].

Otro factor que deberia tener cierta influencia sobre los resultados del
metanalisis es la gran variacion entre la practica clinica diaria y lo que se acaba
confirmando en estudio anatomopatoldgico postmortem. Asi, una demencia basada
en el diagnostico clinico podria considerarse como otra forma de alcanzar una mayor
homogeneidad en los estudios seleccionados. Los criterios clinicos mas ampliamente
utilizados son los NINCDS-ADRDA[377]. Por otra parte cabe distinguir entre AD
probable y posible, a pesar de que muchos estudios han confirmado la existencia
entre una correlacion de estos criterios con hallazgos anatomopatologicos
establecidos[378]. Una AD posible puede enmascarar diversos tipos de demencia, lo
que aumentaria el nimero de casos estudiados y también disminuiria la veracidad de

la muestra.

El metandlisis mas reciente estd disponible en la red[254]. Desde el punto de
vista estadistico, el estudio de distribucion de las frecuencias alélicas tiende a
aumentar la cantidad total de variables analizadas influyendo sobre la significacion
estadistica. Mas aun, la existencia de enfermedades homocigoticas o heterocigéticas

pasaria desapercibida si s6lo se considera este criterio de analisis.

Finalmente, un error comun suele ser la reticencia de muchos investigadores a
publicar resultados que estén en desacuerdo con los publicados anteriormente o que
no se encuentren en revistas indexadas. Quiza, en estos trabajos no se han empleado
tamafios muestrales adecuados para alcanzar la significacion estadistica significativa
para el genotipo [2/2] ya que el disefio del estudio estaba orientado hacia la

prevalencia del genotipo [1/1].

6.3. Genotipo [V/V] del polimorfismo V10001 (rs669) del gen de la a-2-

Macroglobulina

Aunque no existe un metanalisis exhaustivo de este polimorfismo y teniendo en

cuento todo lo dicho anteriormente, en relacion con la AD, la mayoria de los
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estudios clinicos del alelo V del polimorfismo V1000I (rs669) del gen de la a-2-
Macroglobulina frente al riesgo de padecer AD no muestran riesgo asociado al

genotipo [V/V] (tabla 3., 21/32 estudios[379]).

Tabla 3. Extracto de la tabla que aparece en
http://www.alzgene.org/geneoverview.asp?geneid=52 de los estudios del genotipo
[V/V] del polimorfismo V10001 (rs669) del gen de la a-2-Macroglobulina. Aparecen
en primer lugar la etnia caucasica sin relleno, la asiatica en amarillo y otras étnias/

mezclas en verde[379].

Edad de
# Sujetos comienzo Edad # Sujetos Edad
Estudio Poblacion (% Mujeres) (rango) (rango) (% Mujeres) (rango) Resultados
76.7 + 74.8 +
112 5.4 89 5.2
Clarimon, 2003 Espafia -73% - 8 -52% &) Negativo
69.4 +
169 69.5 + 9.7 5.2 264 717 +7
Colacicco, 2007 Italia -63% e 8 -55% ) Negativo
70.7 + 66.9 +
271 9.6 280 10.6
Depboylu, 2006 Alemania -37% - (50-95) -31% (50-93)  Positivo
195 79.8 107 79
Gibson, 2000 UK -66% - (57-98) -58% (60-100)  Tiende
77.6 + 60.9 +
85 7.3 65 14.8
HigUChi, 2000 Desconocido -56%0 - (©) -46% -) Negativo
53 69+42 73+6.2 51 7247
Janka, 2002 Hungria -68% e 6 -73% 6 Negativo
745 +
456 76.5 + 6.6 358 4.4
Koster, 2000 Holanda -71% ) - -58% ©) Negativo
76.1 + 72.9 +
100 7.1 136 7.3
Mariani, 2006 Italia -74% - ®) ~74% ®) Negativo
772 +
219 75.1 775+6 237 6.1
Mcliroy, 2001 Irlanda -67% e &) -70% &) Negativo
89.1 + 88.1 +
Myllykangas, 114 87.2+4.4 2.7 204 2.7
1999 Finlandia -82% ©) ©) -80% ©) Positivo
745 +
179 66.7 + 6.3 98 25.1
Nacmias, 2001 Italia &) e - &) (19-106)  Negativo
79.2 + 68.3 +
100 7.3 49 9.2
Nicosia, 2001 Italy -75% - ®) -63% ®) Negativo
398 69.4 + 8.5 216
Poduslo, 2002 USA -67% (44-92) - &) - Negativo
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Estudio

Singleton, 1999

Styczynska,
2003

Wang, 2001

Wavrant-
DeVrieze, 1999

Wavrant-
DeVrieze, 1999

Wavrant-
DeVrieze, 1999

Wavrant-
DeVrieze, 1999

Zappia, 2004

Zill, 2000

Bian, 2005

Chen, 2004

Higuchi, 2000

Shibata, 2000

Tang, 2002

Crawford, 1999

Poduslo, 2002

Poduslo, 2002

Saunders, 2003

Romas, 2000

# Sujetos
Poblacion (% Mujeres)
213
UK -64%
100
Polonia -66%0
555
USA -68%
119
UK )
329
USA () ©)
136
USA (11) )
616
Francia “)
148
Italia -61%0
88
Alemania -57%
216
China (©)
158
China -53%
426
Japon -73%
111
Japoén “)
114
China -61%0
295
USA -56%
181
USA )
51
USA (NIMH) -63%
USA (NIMH) -
100
USA Caribe Q)

Edad de
comienzo

(rango)

71+ 4.6
©
71.3+6.1
©

74.7
©
69.4 + 9.4
©

69.4 +7.8
Q)
73.1+6.4
Q)

68.5 + 4.9
(59-81)

74.4 + 9.5
(42-90)
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(rango)
79.2 +
0.6

(57-98)
76.4 +
4.7

©
77.4 +
6.7

©

71.3 +
7.4

Q)
73+9
(@)

76.2 +9

)
69.6 +
10.4
O]
74.6 +
7.5

(39-91)

# Sujetos Edad
(% Mujeres) (rango)
78.9 +
116 10.8
-54% (57-100)
74.2 +
100 6.6
-58% )
75.7 +
446 4.9
-68% )
114
©) -
487
©) -
145
©) -
648
©) -
74.1 +
158 6.7
-54% )
118 47 + 12
-53% )
200
©) -
195 70+ 7.8
-45% )
382 74 + 5.6
-69% )
69.8 +
95 9.3
©) ©)
5.8 <F
190 15,5
-55% (33-95)
72.7 +
113 7.7
-62% ©)
146
©) -
20 774+ 6
-60% (66-87)
47
Q) -

Resultados

Tiende

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Positivo

Negativo

Negativo

Tiende

Negativo

Negativo

Positivo

Negativo

Tiende

Positivo

Positivo

Positivo


http://www.alzforum.org/pap/annotation.asp?powID=54822
http://www.alzforum.org/pap/annotation.asp?powID=28261
http://www.alzforum.org/pap/annotation.asp?powID=28261
http://www.alzforum.org/pap/annotation.asp?powID=2025
http://www.alzforum.org/pap/annotation.asp?powID=38595
http://www.alzforum.org/pap/annotation.asp?powID=38595
http://www.alzforum.org/pap/annotation.asp?powID=38595
http://www.alzforum.org/pap/annotation.asp?powID=38595
http://www.alzforum.org/pap/annotation.asp?powID=38595
http://www.alzforum.org/pap/annotation.asp?powID=38595
http://www.alzforum.org/pap/annotation.asp?powID=38595
http://www.alzforum.org/pap/annotation.asp?powID=38595
http://www.alzforum.org/pap/annotation.asp?powID=35261
http://www.alzforum.org/pap/annotation.asp?powID=54847
http://www.alzforum.org/pap/annotation.asp?powID=47145
http://www.alzforum.org/pap/annotation.asp?powID=33242
http://www.alzforum.org/pap/annotation.asp?powID=5003
http://www.alzforum.org/pap/annotation.asp?powID=38598
http://www.alzforum.org/pap/annotation.asp?powID=19551
http://www.alzforum.org/pap/annotation.asp?powID=7345
http://www.alzforum.org/pap/annotation.asp?powID=19389
http://www.alzforum.org/pap/annotation.asp?powID=19389
http://www.alzforum.org/pap/annotation.asp?powID=30759
http://www.alzforum.org/pap/annotation.asp?powID=54817
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Solamente se puede adivinar cierta relacion estratificando por grupos étnicos,
excluyendo a caucasicos y asidticos (3/5 estudios muestran riesgo asociado al
genotipo [V/V]) o seria mas propio decir que no se encuentra relacion estratificando
por continentes dado que dos estudios USA, que se consideran como caucasicos,
arrojan un resultado negativo; como se ha dicho anteriormente, haria falta un analisis

mas profundo.

Nuestro estudio se encuentra en la misma tendencia que la mayoria de los
caucasicos (18/23 no muestran riesgo asociado al genotipo [V/V]); a pesar del

limitado numero de casos.
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7. CONCLUSIONES

1. La nueva aproximacion automatizada para la determinacion del polimorfismo
intronico rs165932 ahorra tiempo y trabajo y permite un andlisis a gran escala.
Gracias a su robustez, velocidad y precision este ensayo es muy adecuado para la
determinacion del polimorfismo para cualquier cantidad de muestras, haciéndolo
muy util en el trabajo rutinario y para solventar la controversia sobre el citado

polimorfismo.

2. Las conclusiones que podrian extraerse de los resultados del metanalisis son
las siguientes: En Europa, el genotipo [2/2] de PS-1 es mds prevalente en pacientes
con LOAD que en los controles, especialmente en poblacion espafiola. Por el
contrario, este genotipo se muestra como factor protector para la poblacion norte

americana.

3. En cuanto a la relacion entre los polimorfismos de genotipo PS-1 [2/2] y del
alelo ApoE epsilon 4: se pueden considerar ambos genes como independientes para
el riesgo de padecer LOAD, pero actuando como factores sinérgicos (efecto

combinado de estos dos genes a la hora de desarrollar LOAD).

4. Los resultados obtenidos para el polimorfismo alélico ApoE &4 y el riesgo de

desarrollar LOAD son similares a los encontrados en la literatura.

5. Los resultados obtenidos para el polimorfismo alélico V1000I y el riesgo a
desarrollar LOAD son negativos (similares a los encontrados en la mayoria de

estudios en poblaciones europeas), asi como su relacion con el alelo ApoE &4.
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Abstract

Background: ldentification of all susceptibility loci for Alzheimer’s disease has been a major goal in resolving the pathogenesis of this
discase.

Methods: A PCR assay with f
analysis was developed.
Results: Allelic discrimination of intronic polymorphism of presenilin-1 gene and the restriction fragment length polymorphism method
yielded identical results, proving its usefulness for genotyping PS1 gene.

Conclusions: This method provides cxcellent robustness, speed, and accuracy, and is well suited for determination of the polymorphism in
both small and large numbers of samples. This assay could help to overcome the controversy regarding the association betwecn the PS1

ly labeled oli Jeotide hybrini probes with sut

fluorescent probe melting point

5165932 intronic polymorphism and Alzheimer’s disease.
© 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Alzheimer's disease; Presenilin-1; Polymorphism; Light-cycler™

Identification of all susceptibility loci for Alzheimer’s
disease (AD) has been a major goal in resolving the
pathogenesis of this disease. Presenilin-1 (P51), classically
associated with carly-onset Alzheimer’s disease (EOAD),
has been also related with the late-onset Alzheimer’s disease
(LOAD) [1] suggesting that PS1 is an independent genetic
factor. An association between an intrenic polymorphism of
the P81 gene and late-onset (age at onset >65) familial and
sporadic (no family history) AD has been reported [2]. This
intronic polymorphism has been greeted with controversy
regarding its applicability [3-7). The polymorphism, with
reference SNP cluster report $165932 [8], is located within

* Grant support; Fondo de Investigaciones Sanitaria projects 01/3025 and
02/1567.
* Corresponding author. Tel.: +34 968369441; fax: +34 369418,
E-mail address: MMANOTAS@tetra.es (M. Rodfiguez-Manotas).

0009-8981/§ - see front matter © 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.ccen.2005.06.017

the iatron 3’ to exon 8 of the PS1 gene, at chromosome 14
(14924.3).

Allele frequency of the polymorphism is in Hardy—
Weinberg equilibrium, with a probability of 0.150
(x2=2.535, df=1), an average estimated heterozygosity of
0.471 [9] and an average allele frequency of 0.621 and
0.379 for allele A and C, respectively.

Tn order to test an association between AD and the
intronic polymorphism of the PS1 gene, Wragg et al. [2]
amplified genomic DNA and then PCR products werc
digested with BamH L. Finally, the resulting DNA fragments
were resolved on a 3% agarose gel. Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP) analysis is time-consuming
and labor intensive. For that reason, we have developed a
rapid PCR with fluorescently labeled oligonucleotide
hybridization probes on the LightCycler™ instrument
(Roche Diagnostics) with subsequent fluorescent probe
melting point analysis.
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Genomic DNA was extracted from 200 uL of EDTA-
treated human peripheral blood using the High Pure PCR
Template Preparation Kit (Roche Diagnostics) according to
the manufacturer’s instruction. All blood samples were kept
at —20 °C until DNA isclation.

PCR reaction volume was 10 pl, containing 2 plL of
DNA (30-60 ng), 0.5 pM each of the primers: sense
(Preser_for: 5'-CAC CCA TTT ACA AGT TTA GC-3")
reported by Wrags et al. [2], and antisense {Presen_rev: 5'-
GAT AAA TTC TAC ACT GAT T-3), 1 pL of reaction
buffer (LightCycler FastStart DNA master hybridization
probes 10x buffer; Roche Diagnostics), 2 mM of MgCl, ,
and 0.25 uM each of the probes. The detection probe was
labeled at the 3’ end with fluorescein (5'-GCT TTT TCC
AGC TCT CAT TTA CTC CTG-fluorescein). The anchor
probe (LC Red 640-AAG TAT TTG AGA AGG ATA TTG
AAT T-phosphorylated end) was Jabeled with LightCycler
Red 640 at the 5 end and was modified at the 3 end by
phosphorylation in order to block extension,

The PCR conditions were as follows: preincubation
denaturation at 95 °C for 10 s, followed by 45 cycles of
denaturation {95 °C for 10 s, 20 °C/s), annealing (45 °C for
10 s, 20 °C/s), and extension {72 °C for 10 s, 20 °C/s). The
melting curve analysis consisted of 1 cycle at 95 °C for 0 s
and 40 °C for 10 s, followed by an increase of the
temperature to 65 °C at 0.1 °C/s. The fluorescence signal
(F) was monitored continuously during the temperaturs
ramp and then plotted against the temperature (7). These
curves were transformed into derivative melting curves
[(—dF/dT) vs T]. The derivative tnclting eurves for the
threc genotypes (A/A, A/C and C/C) are depicted in Fig. !.

The PCR conditions were the same as in the Wragg's
protocol, cxcept for the reverse primer, Presen_rev (men-
tioned above). Agarose electrophoresis of PCR product in
agarose gel yielded the expected 211 bp fragment (not
shown). In order to further confirm that the PCR product
corresponded with the expected sequence, 10 PCR products
were sequenced using a 310 Genetic Analyzer (ABI
PRISMT™™),

Out of 220 subjects tested by real-time PCR, 111 {50.5%)
were heterozygotic for the polymorphism and 109 (49.5%)
were homozygotic, and of these 60 (55%) were A/A allele
and 49 (45%) were C/C allele. To establish a correlation
between RFLP and real-time PCR methods, genomic DNA
from 30 subjects (10 of each genotype) was tested for
intronic polymerphism in presenilin-1 gene as described by
Wragg et al. [2]. In all of the cases, except in one that no
PCR product was amplified, we obtained the same results
with the two protocols.

The proposed method for allelic discrimination of
intronic polymorphism of presenilin-1 gene and the RFLP
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method yielded identical results, proving its usefulness for
genotyping PS1 gene. This new approach is time- and labor-
saving and it allows for large scale analysis. Because of its
robustness, speed, and accuracy, this assay is well suited for
determination of the polymorphism in both small and large
numbers of samples, and could help to overcome the
controversy regarding the association between the PSL
5165932 intronic pelymorphism and Alzheimer’s disease.
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Numerous studies have tested for associations between an intronic polymorphism
(15165932) of presenilin-1 (PS-1) gene and the risk of Alzheimer’s disease (AD), but results
have been conflicting, To throw light on this issue, we investigate the possible involvement
of PS-1 genotype in a case-control study based on a relatively stable population in Spain and

Keywords: a meta-analysis of published studies. An examination was conducted of 85 patients with
Presenilin probable or possible AD, along with controls from the same community, by using an ” test
Alzheimer’s disease for homogeneity and a binary logistic regression model. For comparison purposes, a meta-
Late-onset analysis of data from all available published studies was assessed. In our patients,
Polymorphism homozygosity of the allele 2 in the PS-1 gene increased for late-onset AD (OR 2.38, 95% CI

1.07-5.29, P<0.05). The presence of at least one allele of apoE was also associated with AD
(OR 4.01, 95% CI 1.93-8.34, p<0.05). The regression model showed that, overall, the presence
of the apoE 4 allele and the PS-1 2/2 genotype were independent factors for the
development of AD in our sample, In our genotype-based meta-analysis, the PS-1 2/2
genotype was probably related with AD for the European sub-group (fixed effects model, OR
1.19, 95% CI 1.02-1.37, p<0.05), but there are many confusing factors between different
studies. Presenilin-1 2/2 genotype is a risk factor for late onset Alzheimer disease in the
Spanish population, and probably, for Europeans.

© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction Rogaev et al, 1995; Sherrington et al, 1995). PS-1 is an

integral membrane protein that forms the catalytic core of

The presenilin-1 gene (PS-1), together with the amyloid
precursor protein (APP) and presenilin-2 (PS-2), is one of the
most widely recognized genes in the development of
familial Alzheimer's disease (FAD) (Levy-Lahad et al., 1995;

the vy-secretase complex (De Strooper, 2003), activity related
to the accumulation of the Abeta 42 protein in the brain of
patients with Alzheimer’s disease (AD) (Borchelt et al,
1996).
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Initial studies on the possible relationship between the 1/1
genotype in the PS5-1 gene (PubMed reference rs165932),
located at intron 8, and late onset Alzheimer's disease
(LOAD) started more than 10 years ago (Wragg et al, 1996;
Hutton and Hardy, 1997). Later, clinical (Kehoe et al., 1996;
Higuchi et al., 1996; Perez-Tur et al., 1996; Isoe et al,, 1996;
Tysoe et al,, 1997; Ezquerra et al., 1997; Brookes et al., 1997;
Korovaitseva et al., 1997; Scott et al,, 1997; Lendon et al., 1997;
Sorbi et al,, 1997; Cai et al., 1997; Nishiwaki et al,, 1997;
Aldudo et al, 1997; Helisalmi et al,, 1997; Singleton et al,
1997; Mann et al., 1997; Hu et al., 1998; Kowalska et al., 1998;
Taddei et al., 1998; Wang et al., 1998; Scacchi et al., 1999; Wu
et al,, 1999; Yasuda et al., 1999; Bagli et al., 1999; Van Duijn et
al., 1999; Combarros et al., 1999; Romas et al., 2000; Kim et al.,
2000; Cui et al,, 2000; Rodriguez-Martin et al., 2000; Papasso-
tiropoulos et al., 2000; Dermaut et al., 2001; Chandak et al,,
2002; Matsubara-Tsutsui et al, 2002; Jia et al, 2006) and
anatomopathological (Yamada et al., 1997; Singleton et al,,
1997, Mann et al., 1997, Sodeyama et al., 1998; Liac et al,, 1999;
Tilley et al., 1999, Yamada, 2002 Jia et al., 2006) studies were
not able to confirm these results, and some authors have
described histological changes related with intronic poly-
morphisms ({De Jonghe et al,, 1999), while others found no
such relationship (Liao et al., 1999). Several meta-analyses
have been published on the PS-1 1/1 genotype (Yasuda et al.,
1999; Dermaut et al., 2001) or allelic frequency (http:/www.
alzforum org/res/com/gen/alzgene/meta.asp?genelD=84),
analyzing both early (EOAD) and late (LOAD) onset Alzhei-
mer’s disease, although a significant relationship was only
found for LOAD (Yasuda et al., 1999). Moreover, some clinical
studies have even suggested that the 2/2 genotype might be
related to the disease (Ezquerra et al, 1997; Brookes et al.,
1997; Aldudo et al., 1997).

We present a new study based on clinical cases to ascertain
the prevalence of rs165932 PS-1 intronic polymorphism and its
relationship with apoE polymorphisms of Alzheimer’s disease
in a rural area of south-eastern Spain whose population has
remained relatively stable. The study was complemented with
a meta-analysis focusing on the PS-1 2/2 genotype.

2. Results

The genotypic frequencies of AD and control groups were
consistent with the Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) and,
taking into account the recommendations concerning x* test
errors {Terwilliger and Ott, 1994), the Arlequin program was
used {Excoffier et al.,, 2005).

2.1.  Study of the apoE epsilon 4 ailele

As expected, a relationship between the presence of at least
one epsilon 4 allele and LOAD (OR 4.01, 1.93-8.34, * test,
p=0.0001) was found (Table 1).

2.2.  Study of the PS-1 2/2 genotype

An OR of 2.38 (1.07-5.29, * test, p=0.03) was found for the
2/2 genotype (Table 1). There were no significant differences
for the age of onset of dementia and the different genotypes
([1/1]: 71.05+7.60; [1/2]: 73.185.72; [2/2): 72.95+6.16, ANOVA,
p=0.48), not even when they were grouped (t-test: [2/2] vs.
[1/2+1/1], p=0.81).

When we analyzed the distribution of the genotypes stra-
tified by the occurrence of at least one allele of apoE epsilon 4,
a significant relationship was found between the PS-1 2/2
genoype and the development of LOAD in the absence of apoE
epsilon 4 (5 test=3'94, p=0.047). When Bonferroni adjustment
was applied as a correction for a multiple test, the statistical
significance disappeared (p=0.094), and so apoE epsilon 4 and
PS-1 2/2 can be considered as independent risk factors for
LOAD.

2.3.  Relationship between the PS-1 2/2 genotype and the
apoE epsilon 4

As a consequence of the above result, binary logistic regres-
sion analysis was carried out, in which the fact of being a
patient or a control was established as a dependent variable

Table 1 -Distribution of PS-1 genotypes and stratification by the occurrence of the apoE ¢4 allele

PS-1 GENOTYPE

11 12 2/2 1/1+1/2 2/2
n Yo n % n % n % n %
LOAD 18 21.2 45 53.0 22 25.9 63 741 22 25.9 (1)
Control 25 29.1 50 58.1 11 12.8 75 87.2 11 128
ApoE stratified (2)
ApOE g4- LOAD 10 20.8 25 52.1 13 27.1 35 739 13 27.1(3)
Control 20 282 42 59.2 9 127 62 873 9 137 (3)
ApoE 4+ LOAD 7 20.0 20 57.1 8 229 27 771 8 229
Control 4 308 7 539 2 15.4 11 846 2 15.4

(1) LOAD vs. controlxPS-12/2 vs. PS-1 (1/141/2): =471, df=1, p=0.030.

(2) APOE &4 OR y=14.78, df=1, p=0.0001.

(3) PS-1 2/2 genotype increases the risk for LOAD in the apoE ¢4 negative subjects ('=3.94, df=1, p=0.047). After Bonferroni adjustment (x2

multiple comparisons) this relationship disappears (p=0.094).

Data of apoE epsilon 4 were missed from two patients and two controls.
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and the following two factors were established as dichoto-
mous independent variables: having or not one of the epsilon
4 alleles and the presence or absence of the 2/2 genotype. The
adjusted OR were 4.03 (2.16-7.53) for epsilon 4 and 2.31 (1.14—
4.67) for PS-1 2/2 genotype. The estimated probability of

finding the presence of the 2/2 genotype was 0.22; in the
case of allele 4 it was 0.45, and for the combination of at least
one allele 4 with the 2/2 genotype it was 0.62. Both variables
were statistically significant (Wald test, epsilon 4: p=0.0002,
and 2/2 genotype: p=0.049).

Study Trealment Control OR random Weight OR (random )
M 95% 1 % 95% C1 Year
01 EUROPE
Kehoe 41/201 15/81 JE F— z.91 1.13 [0.58, 2.18] 1936
PerezTur 42/217 23/147 N 3.36 1.20 [0.74, 2.26] 1396
Aldudo 27/114 21/156 — 3.03 2.00 [1.06, 3.75] 1997
Brookes 19/81 17/152 — 2.66 2.42 [1.18, 5.00] 1997
Helisalmi 59/219 28/104 —_— 3.51 1.00 [0.59, 1.69] 1937
Korovaitseva 107122 14/110 —_— 2.19 0.61 [0.26, 1.44) 1837
Singleton 17/120 17/108 — z.62 0.88 [0.43, 1.83] 1997
Sori 25/155 12/80 J A 2.55 1.09 [0.52, 2.30) 1937
Tysoe 67/370 3s/215 e 3.92 1.10 [0.70, 1.72] 1997
erra 19/108 32/147 — 3.02 0.77 [0.41, 1.44] 1998
Kowalska 16/97 343 4 124 2.63 [0.73, 9.57] 1998
Bagli 15/102 30/191 —a— 3.02 1.23 [0.65, 2.31] 1999
Rodriguez Martin 197121 20/124 2.80 0.97 [0.49, 1.52] 1999
Scacchl 13/82 24/148 — 2.60 0.96 [0.46, 2.00] 1839
Tilley 377177 24/110 —4 3.26 0.95 [0.53, 1.69] 1999
Van Duijn 35/99 24/117 — 3.12 2.12 [1.15, 3.90] 1399
Dermaut 54/319 a0/220 — 3.89 0.92 [0.58, 1.44] 2001
Present study 22/85 11/86 2.38 2.3¢ [1.07, 5.29] 2008
Subtotal (95%C1) 2790 2339 > 52.10 1.19 [1.00, 1.41)
Tolal evenis: 541 (Treatment), 3¢1 (Conlraly
Test for heterogeneity: Chi* =22.24, df = 17 (P = 0.18), = 23.6%
Test for overall effect: Z = 1.95 (P = 0.05)
02USA
Wragg 38/240 38/185 — 3.66 0.73 [0.44, 1.20] 1996
Seott 98/ 590 95/515 —a 4.61 0.88 [0.65, 1.20] 1937
Wang 69/427 54/250 — 4.17 0.70 [0.47, 1.04] 1998
Liao 11/85 2/18 _ 0.87 1.19 [0.24, 5.89] 1999
Romas 3/93 /45 — a1 0.84 0.47 [0.09, 2.41] 2000
Subtotal (95%C1) 1435 1013 <> 14.18 0.79 [0.64, 0.98]
Total evenis: 219 (Treatment), 192 (Conlroly
Tesl for heterogeneily: ChP = 1.58, df = 4 (P = 0.81), F= 0%
Test for overall effect: Z = 2.15 (P =0.03)
03 ASIA
Higuchi 10/106 24/186 _— 2.42 0.70 [0.32, 1.53] 1996
Isoe 12/1m 13/101 — - 2.27 0.6¢ [0.30, 1.57) 1896
Cai 22/122 33/256 —-— 3.22 1.49 [0.83, 2.68] 1997
Hu 755 10/93 —_— 1.72 1.21 [0.43, 3.39] 1997
MNishiwraki 21/149 28/286 - 3.15 1.51 [0.83, 2.77] 1897
Sodeyama 5/36 12/ 86 . 1.52 0.9% [0.32, 3.06] 1398
Wu 8/91 10/73 —_—] 1.82 0.61 [0.23, 1.63] 1999
Yasuda 20/217 21217 — 3.34 1.09 [0.62, 1.90] 1939
] 2/42 20/108 « o= 0.97 0.22 [0.05, 0.99] 2000
Kim 8/100 21/199 — 2.20 0.74 [0.31, 1.73] 2000
Chandak 3/49 5/100 —_—t 1.00 1.24 [0.28, 5.41] 2002
Yamada 11/82 19/119 —_— 2.36 0.82 [0.37, 1.82] 2002
Jia 32/ 467 102/ 480 —— 4.08 0.27 [0.18, 0.42] 2006
Subtotal {95%C1) 1647 2304 30.07 0.79 [0.54, 1.17]
Total events: 170 (Treatment), 324 (Conlraly
Test for heterogeneity: ChiF = 38.83, of = 12 (P = 0.0001), I =68.1%
Test for overall effect: Z = 1.16 P = 0.25)
04 AFRO-AMERICAN
Afro-Americans Wragg 2/29 3/50 S F— .68 1.16 [0.18, 7.39] 1996
Subtotal (95%C) 29 50 ——eeeeS———— 0.68 16 [0.18, 7.39]
Total evenis: 2 (Treaiment), 3 (Conirol)
Test for heterogeneity: not applicable
Test for overall effect: Z = 0.16 (P =0.87)
05 AUSTRALIA
Lendan 19/106 29/171 J F— 3.00 1.07 [0.57, 2.02] 1997
Subtatal (95%C1) 106 171 3.00 1.07 [0.57, 2.02]
Tolal events: 19 (Trealment), 29 (Control)
Test for heterogeneity: not applicable
Test for overall effect: Z = 0.21 (P =0.84)
Total (95%C1) 6007 5877 100.00 0.99 [0.84, 1.17)

Total events: 351 (Treatment), 939 (Contiraly

Test for heterogeneity: Chi* =79.92, df = 37 (P < 0.0001), I* =53.7%

Test for overall effect: Z =0.12 (P = 0.91)

01 02 05 1 2 5 10
Favours non Alzheimer

Favours Alzheim er

Fig. 1- Meta-analysis for the effect of PS-1 2/2 genotype on the risk of LOAD in studies ordered according to continents (random
effects model applied). Overall, there is not evidence of arelation between 2/2 genotype and AD. Only the USA population show

a possible protective effect, while, there is a weak association b

population.

PS-12/2g
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2.4.  Meta-analysis of the literature

Published studies are usually clustered by ethnic group,
because the larger the sample, the greater the significance.
Initially, we decided to summarize the articles into continen-
tal clusters: Europe, United States of America, Asia and two
additional groups with Afro-American people and an Austra-
lian study (Fig. 1). We considered 1/1 plus 1/2 genotype vs. 2/2
genotype in this study.

Following the heterogeneity »* test, a random effects model
was chosen. Overall, there was no statistical significance
between the 2/2 genotype and the development of the disease.
Forthe European group, the 2/2 genotype was associated with a
1.19-fold increase of risk for AD (CI=1.00-1.41). In this
particular group, if a fixed effects model had been followed
as the heterogeneity »* test suggested, an OR of 1,18 (CI=1.02-
1.37) would have been obtained. In the USA group, we observed
a protective effect of the PS-1 2/2 genotype against the
development of AD (OR: 0.79, 0.64-0.98). Finally, the Asian
group showed no statistical significance (OR 0.79, 0.54-1.17).

3. Discussion

The results of our study suggest greater importance than
previously thought for the PS-1 genotype in AD. Moreover, in
our sample, it was seen that the presence of the 2/2 genotype
more than doubles the risk of LOAD, an effect maintained
independently of the epsilon 4 allele and statistically signifi-
cant in spite of the small size of our sample. Results
suggesting a possible role for the PS-1 2/2 genotype have
already been published for LOAD (Perez-Tur et al, 1996;
Aldudo et al., 1997) and even for EOAD (Brockes et al., 1997;
Van Duijn et al., 1999).

Nonetheless, in our sample, the PS-12/2 genotype and apoE
epsilon 4 are independent risk factors, suggesting a combined
effect of the two genes for developing LOAD. The small size of
our sample might of course limit the significance of the
results, and Bonferroni adjustment influences the statistical
significance in small samples, increasing the probability of a
beta error. However, we consider our model of logistic
regression sufficiently valid for both genes to be regarded as
independent but synergistic factors.

Some of the conclusions that might be extracted from the
results of the meta-analysis are as follows. In Europe, the PS-1
2/2 genotype is more prevalent in patients with AD than in the
controls, especially in the Spanish population. In contrast, this
genotype could be a protective factor for North American and
Asian populations. Jia et al. (2006) recently reported that allele
1in the PS-1 gene is a susceptibility factor for LOAD in the
North Chinese population. This study and ours tested the
association of PS-1 polymorphism with LOAD in genetically
homogeneous populations. These seems therefore to be a role
for ethnicity and/or lifestyle in the AD risk linked to PS-1
intronic polymorphism, as recent studies have found for other
AD-related genes, e.g. the apoE -491A/T promoter polymorph-
ism (Juhasz et al., 2005).

However, all published meta-analyses should be treated
with caution, because of possible bias (Williamson et al., 2005),
and “valid subsets” of patients are necessary (Lehmann et al.,

2001). For this reason, some authors have studied cases of
LOAD and EOAD together. The cut-off age of 65 years is only a
traditionally used and arbitrary age, inherited from historical
clinical classifications. A careful review of the published age
range reveals lower limits than 65 years. Obviously, a bias
could be hidden in the selection of the patients between
different papers as a result of this criterion. Can this be solved
by mixing LOAD and EOAD? Probably not, although this has
been the method most frequently used.

Similarly, the sex distribution has often been overlooked.
This fact is used as a verification of homogeneity in control-
case studies and not as representative data of a given group.
So, we have articles with male or female prevalence, or,
simply, missing data and it cannot be assumed that all articles
have the same strength in the analysis.

The concept of familial Alzheimer’s disease is not rigor-
ously established. In some cases, it is only suggested. So, are
we studying sporadic AD with affected family members or
genetic familial AD?

High quality studies require the existence of control groups
with HWE. Therefore, we only included the publications that
had such controls. However, we are dealing with diseases that
occur late in life, and as polymorphism might behave as a
mortality-causing gene, it is improbable that a real and
representative control group exists with HWE, because several
gene-carriers might well have died (Elbaz and Alperovitch,
2002).

The clustering of individuals based on ethnicity cannot be
considered an adequate method for obtaining larger sample.
In a given country, several ethnic differences may exist due to
historical reality; so more information is necessary to select a
valid subset of patients (Nishiwaki et al., 1997).

Another factor that might have an influence is the great
variation between what occurs in daily clinic practice, and
what would be confirmed by an anatomopathological study.
Thus, a clinical diagnostic base of dementia could be con-
sidered as another way of achieving greater homogeneity in
the selected studies. The most widely applied clinically based
criteria are NINCDS-ADRDA (McKhann et al., 1984). Although
many studies have confirmed a correlation of these criteria
with established anatomopathological findings (Mirra et al,
1991), it must not be forgotten that probable and possible AD is
not the same disease. Possible AD can mask a very different
dementia and, while its inclusion might increase the number
of AD cases studied, it also diminishes the veracity of the
sample.

The most recent meta-analysis is available at the Web site
(http://www.alzforum org/res/com/gen/alzgene/meta.asp?
genelD=84). In our opinion, allelic frequencies have a propen-
sity to enlarge the total amount of analyzed variables and in-
fluence statistical significance. Furthermore, the existence of
homozygotic and heterozygotic diseases cannot be estab-
lished if allelic distribution is considered.

Finally, a classic and well-known bias is the reticence of
many researchers to publish results that disagree with those
that have already been published or were sent to non-indexed
journals. Perhaps, adequate sample sizes have not been used
toreach statistical significance for the 2/2 genotype, given that
the designs were orientated toward the prevalence of the 1/1
genotype.
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As regards our relatively small sample, we are well
aware that its small size could influence any conclusion,
but we think that an isolated rural population, as used in
this study, could be more adequate for studying the
genetics of AD than larger populations which are geneti-
cally heterogeneous.

In our meta-analysis, when all the European studies were
grouped together, we achieved borderline statistical signifi-
cance. But, as we have discussed above, this result should be
treated with caution, since there are discrepancies between
previously published papers.

Taking all the above into account, it still remains true that
we are dealing with a specific polymorphism within an
intronic sequence. We should not forget the fact that the
polymorphism analyzed is within a non-coding region. Until
now, many different hypotheses have been formulated to
explain the association between PS-1 intronic polymorphism
and AD: the biased selection of patients; the different ethnic
backgrounds between the populations analyzed; or the
existence of linkage disequilibrium between intron 8 and
another coding segment from the rest of the PS-1 or other
genes (Hutton and Hardy, 1997).

Whether and how this polymorphism, located within an
intron, contributes to the AD remains unknown. The position
of the polymorphism suggests that the splicing of PS-1 pre
mRNA could be affected in aged cells in which the delicate
regulation of the splicing process is misdirected (Meshorer and
Soreq, 2002). Recently published manuscripts suggest another
possible mechanism. Reported deletions 49 and A10 of PS-1
gene, located in the main hydrophilic loop of PS-1, downstream
of the intron-8 sequence which precedes both mutations,
drastically reduces y-secretase cleavage at the Ap40, but not
the Ap42 site, increasing the Ap42/Ap40 ratio (Bentahir et al.,
2006; Deng et al.,, 2006). These two mutations could develop
cotton-wool plaques in LOAD, with an absence or lower
predominance of senile plaques, which would explain why
anatomopathological studies have not found evidence con-
cerning a role for intronic PS-1 polymorphism in AD (Yamada
etal., 1997; Yasuda et al., 1999). It is tempting to think that PS-1
intronic polymorphism and cotton-wool plaques are related in
some sporadic AD patients who would show an atypical
pathology.

To conclude, according to our results, it seems that the PS-1
2/2 genotype might confer a small level of risk of causing
Alzheimer’s disease in the European population.

This study of presenilin once again shows the need to
standardize the methodology for use in future studies to obtain
more reliable information, and increase the relevance of any
new evidence concerning the genetics of Alzheimer’s disease.

4, Experimental procedures

4.1.  Patients and controls

Eighty-five patients with LOAD were recruited through the
Neurology Section of the Hospital Comarcal of Caravaca,
which serves a rural community in south-eastern Spain. AD
patients and normal elderly controls had a history of several
generations living in the same local area. Until recent years,

this area has not been exposed to emigration or immigration
pressure. All the patients met the NINCDS-ADRDA criteria for
probable or possible AD. Patients with other cognitive
disorders (alcohol, thyroid disease, vitamin deficiency, etc.)
that could mimic AD were ruled out. The control group con-
sisted of patients with non-demential diseases, and without
family antecedents of AD. At the time of being introduced into
the study, the AD and control groups did not differ in age
(mean+SD: LOAD 75.59+5.92, Control 73.69+7.34; t-test,
p>0.05) or gender (50.90% vs. 60.20% of women with AD and
control, respectively; x* test, p=0.68). An informed consent
document for participation in this study and for taking blood
samples was obtained from all patients.

Only 25% of patients had a family member affected by AD, so
we assumed that the risk for developing AD in these subjects
would be more closely related to age than to a familial
component; therefore, these cases were not excluded from the
study.

For the meta-analysis, the Cochrane Collaboration guide-
lines were followed. A search was carried out through PubMed
using the words “presenilin”, “intronic”, “Alzheimer”, “late”
and “onset” (January 2007). To extend the search, a review of
articles quoted in previous meta-analyses was made. In an
attempt to control any selection bias, published data were
compiled about AD groups with possible or probable AD diag-
nosis according to the NINCDS-ADRDA or CERAD criteria.
Other types of dementia were excluded. Selected articles had
to include the three genotypic frequencies of PS-1 polymorph-
ism (Papassotiropoulos et al., 2000), and not to provide dup-
licate data (Kehoe et al., 1996; Yamada et al., 1997; Papassotir-
opoulos et al., 2000; Matsubara-Tsutsui et al., 2002). As control
groups, we used the groups established as such by the authors
(Table 2).

Some problems arose when reviewing the literature. The
most evident fact was the cut-off age for LOAD onset at
65 years. Fourteen of the selected studies (about 40%) included
patients classified as LOAD but aged less than 65 years. We
decided not to exclude these articles from the meta-analysis.
AD groups were only excluded when they were mixed AD
(Chandak et al., 2002). Lastly, those articles with only control
groups that were not in Hardy-Weinberg equilibrium (HWE)
were also excluded (Taddei et al., 1998; Combarros et al., 1999).

4.2, Genetic analysis

Genomic DNA was purified from 200 pL of whole blood by
using a High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Diag-
nostics GmbH).

apoE genotyping was performed by real-time PCR on a
LightCycler Instrument (Roche Diagnostics) with the com-
mercially available LightCycler ApoE Mutation Detection Kit
(Roche Diagnostics), and by PS-1 genotyping, as described
previously (Rodriguez-Manotas et al., 2006).

4.3, Statistical analysis

Genotype distributions were studied using the 2x2 »? test,
calculating the odds ratio (OR) with a confidence interval (CI) of
95%. The relationships between the different PS-1 polymorph-
isms and the apoE epsilon 4 allele were analyzed using
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Table 2 - Studies used in the meta-analysis

Author Year Onset Studied groups Study age: Female (%) Diagnostic criteria Sporadic/
age years (SD) familial AD
Wragg (USA) 1996 Aprox 53 208 LOAD(") 76.9 (8.8) 58% NINCDS-ADRDA Sporadic and
(71.3£8.9) 185 control (‘) 76.2 (11.0) 58% Probable-possible familial
Aprox 61 29 LOAD (afroA) (9 77.2 (9.6) 72%
(71.8+5.2) S0 control afroA () 72.0 (7.8) 77%
Aprox 60 32 LOADS (') 81.1(7.3) 78%
(734+6.6)
Perez-Tur 1996 73 (media) 147 LOAD () ? 70% ? ?
(France) 78 control () 81(?) 67%
Kehoe 1996 65 87 Gardiff AD () 76,40 (?)— 5172% NINCDS-ADRDA 47% first degree
(UK +USA) onset 67.4
114 London AD () 83.25 (9)— 76.31% Probable 47% first degree
onset 76.3
72 (81?) controls (*) 76.20 (2) 58.33%
191 US controls
Higuchi 1996 65 27 EOAD+79 LOAD ()  Global AD 776 (?) ? Clinically diagnosed Sporadic
{Japan) 186 controls (%) Age matched 2?7 AD
Isoe (Japan) 1996 65 104 LOAD (*) 782 (7.7) ? NINCDS-ADRDA Sporadic and
19 EOAD () 64.0 (7.0) ? Probable familial
8 EOADS (") 68.0 (7.1) ? DSM-IV-R
38VD 73.4 (9.4) ?
21 alcohol 68.0 (7.9) R
101 contrals () 62.8 (14.7) H
Scott (USA) 1997 &5 112 LOADS () Family (n=151) 65% NINCDS-ADRDA Sporadic and
75.1(8.2) familial
298 LOAD:s () Sporadic (n=458) 62%
736 (8.1)
220 control (%) Control (n=317) 53%
=50 (?)
36 EQADI (')
144 EQAD:s (')
295 control (%)
Singleton 1997 65 94 LOAD (") 81.6 (0.6) ? Clinical previous and ?
(UK) 79 control (') 795 (0.8) ? neuropathological
26 EOAD (') 63.1(13) 7
29 control () 65.1 (0.5) ?
Brookes (UK) 1997 ? 81EQAD () 58.8 (5.1) 58% NINGCDS-ADRDA/ 31 familial
DSM-III-R cases
152 control () 58.0 (9.9) 8% Probable-possible
Nishiwaki 1997 65 100 LOAD (°) 79.3(7.0) 70.30% NINCDS-ADRDA Sporadic
{Japan) 229 control () 817 (7.7) 20.00%
49 EOAD (*) EOAD (n=57) 64.91%
58.9 (4.9)
57 control (*) Control (n=100) 68.00%
57.2 (4.0)
Lendon 1997 <650r70 106 EQAD(") 68.1(7.38) 56.00% NINCDS-ADRDA Sporadic and
(Australia) 171 control (*) 549 (6.47) 57.00% probable-possible AD family
and histopathological
definite
Aldudo 1997 Aprox 58 114 LOAD () 71(?) ? NINCDS-ADRDA Sporadic
(Spain) (68£5) 156 control (°) 72 (7) ? Probable AD
Tysoe (UK) 1997 65 129 LOAD (%) 82.06 (6.74) 64.34% Definite histopathological ?
199 LOAD (%) 83.58 (7.13) 62.81%
54 EOAD (%) 66.38 (7.36) 44.44%
Control group one 85.55 (7.11) 68.42%
Control group two 66.80 (15.01) 39.02%
(both pooled, n=215) (*}
Sorbi ([taly) 1997 65 27 FAD PS-1 () ? ? Histopathological Familial and
10 FAD PS-2 () ? ? and clinical sporadic
26 FAD APP () ? ?
20 FAD unKn (') ? ?
72 LOAD sporadic () 60.2 (5.5) ?
onset age
80 controls (*) 80.8 (24.5) ?
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able 2 (continued)

Author Year Onset Studied groups Study age: Female (%)  Diagnostic criteria Sporadic/
age years (SD) familial AD
Ezquerra 1997 65 79 LOAD (%) Global AD ? NINCDS-ADRDA Sporadic and
(Spain) 95 EOAD (%) onset 64.26 (?) ? Probable family
147 controls (*) Control 66.40 ()
Helisalmi 1997 Aprox 60 219 LOAD () 78 (9) 67% NINCDS-ADRDA Sporadic
(Finland) 104 controls (*) 71 (10) 85% Probable
Korovaitseva 1997 &S 62 LOAD (%) ? ? ADRDA-NINCDS ?
(Russia) 66 controls () ? ? ?
60 EOAD (*) ? ?
44 controls (*) ? ?
Cai (China) 1997 60 102 clinic AD () ? ? NINCDS-ADRDA Sporadic?
20 population AD (*) ? Probable-possible
256 controls (*) =60
Sodeyama 1998 ? 36 LOAD (%) Median 87.5 i NINCDS-ADRDA Sporadic
(Tapan) range 62-95
86 control () Median 85.5 ? DSM-III-R and
range 65-101 neuropathologic
Hu (China) 1998 Elderly- 55 LOAD () 76.28 (6.41) 49% NINCDS-ADRDA ?
aprox64 93 control (*) 79.76 (86.31) 35% Probable
Kowalska 1998 ? 63 probable AD (') Mean age ? NINCDS-ADRDA Sporadic
(Polonia) onset 74
34 possible AD (*) Range 69-86 ? Probable-possible
43 controls (*) Range 78-94 ?
Wang (USA) 1998 Aprox 52 427 AD () 75.3 (8.5) onset 63% ? ?
686 (8.3)
250 controls (*) 66.7 (7.8) 54%
Scacchi 1999 ? 85 LOAD () 86.1 (3.8) 76.5% NINCDS-ADRDA/ Sporadic
(Italy) DSM-IL-R
156 control () 838 (3.2) 58.3% Probable AD
Van Duijn 1999 65 102 EOAD () 63 (4.4) ? NINCDS-ADRDA Sporadic (family
(Netherlands) 118 controls (") 63 (4.4) ? excluded)
Liao (USA) 1999 ? 85 LOAD () 81.44 (10.33) ? CERAD protocol ?
18 controls () 73.28 (21.58) ? Histopathological
definite
Bagli 1998 70 102 AD () 74.4 (10.3) 68.00% NINCDS-ADRDA ?
(Germany) 191 control (') 706 (11.4) 51.83%
160 depressed 68.0 (7.7) 66.00%
Yasuda 1999 65 158 LOAD () 75.7 (6.0) 52.54% NINCDS-ADRDA Sporadic
(Tapan) 158 control () 757 (6.3) 52.54% Probable AD
59 EOAD () 621 (4.9) 67.72%
59 control (*) 61.8 (4.8) 67.72%
‘Wu (China) 1999 ? 91 AD () Age onset ? DSM-III-R Sporadic
69.2 (8.6)
50 VD Age onset ?
67.4(9.0)
73 controls (') 68.6 (6.3) ?
Tilley (UK) 1999 55 177 LOAD (*) 81.6 (8.6) 62.15% CERAD protocol Sporadic
range 55-101
118 controls () 728 (87) 31.35% Histopathological
range 58-54 definite
Rodriguez 2000 65 91 LOAD (*) 76.1(?) 69.23% NINCDS-ADRDA Unknown
Martin (Italy) 30 EOAD (%) 64.6 (?) 50.00% Probable-possible AD
121 VD 835 (?) 69.12% Hachinsky score
18 mixed 769 (2) 50.00%
125 control () 79.6 (2) 6343%
Romas 2000 55 93 LOAD (%) 79.1(2) Global 73%  NINCDS-ADRDA Familial with
(Caribbean) 45 control () 731 () Probable-possible AD  pedigree
Cui (China) 2000 ? 42 LOAD (% 74.4 (12.8) 50.92% NINCDS-ADRDA ?
108 controls (*) 74.4 (14.1) 47.62% Probable-possible
Kim (Korea) 2000 65 59 LOAD + NINCDS-ADRDA Sporadic
+41 EOAD (*) 70.4 (7.6) ? DSM-IV
(global ages)
199 controls (*) 67.0 (7.5) ?

{continued on next page)
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Table 2 {continued)

Author Year Onset Studied groups Study age: Female (%)  Diagnostic criteria Sporadic/
age years (SD}) familial AD
Dermaut 2001 68-6% 319 LOAD () Prevalent AD (n=258) 75% NINCDS-ADRDA ?
(Netherlands) 220 controls (%) 82.1+7.1 (onset) DSM-II-R
Incident AD (n=98)  80% Probable-possible AD
83+7.3 (onset)
Control (n=242) 60%
81x49
Chandak 2002 ? 49 AD () AD: global age Sex matched NINCDS-ADRDA ?
(India) 719 (7.9)
12VD AD: range 48 - 90 Probable—possible
Mean age 73.3 (8.3)
10 mixed
7 Others
100 controls (%)
Yamada 2002 62 82 AD () 86.1(7.9) Global 60.20% CERAD protocol Spaoradic
(Jfapan) range 62-104
119 controls (%) 85.7 (8.0)
range 65-103
Jia (China) 2006 70.2(5.1) 379 LOAD () 75.3(7.3) 51.18% NINCDS-ADRDA Sporadic
441 controls () 751 (7.8) 51.87% DSM-IV

Extracted groups are marked with (*). Missed data are substituted by (?). In the onset column, “aprox” indicates a value based in the lower limit of
the study or onset-age.

Abbreviations: LOAD: late-onset Alzheimer's disease, LOADf: familial late-onset Alzheimer's disease, EOAD: early-onset Alzheimer’s disease,
EOADf: familial early-onset Alzheimer's disease, VD: vascular dementia.

bivariate contingency tables and by layers applying the Mantel
Haenszel test to find the odds ratio. For the binary logistic
regression model, the level of significance of each variable was
established using a priori p-value of 10%. These data were
analyzed using the SPSS for Windows statistical analysis
program v.11.5. The Cochrane Collaboration’s Review Manager
Program (RevMan version 4.2.8 for Windows, Oxford, 2005)
was used for the meta-analysis. The genotypic frequencies
were consistent with HWE, taking into account the recom-
mendations concerning x* test errors (Terwilliger and Ott,
1994), and so the Arlequin program was used (Excoffier et al.,
2005).
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