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Resumen

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa mas frecuente de demencia en el
adulto mayor. Es un padecimiento neurodegenerativo del sistema nervioso central
que se caracteriza por una pérdida progresiva de la memona y un deterioro
intelectual debido a la aparicidon de dos lesiones cerebrales fundamentales: las
placas seniles y las maranas neurofibrilares. La alteracion bioquimica exacta que
ongina la neurodegeneracion es aun desconocida. Aunque la mayoria de los casos
los primeros sintomas de las alteraciones de memona y conducta aparecen despues
de los 65 anos (EA de inicio tardic o senil), en algunos casos la enfermedad inicia
mas temprano (EA de inicio temprano o presenil).

La etiologia de la EA es compleja. A la fecha los estudios genéticos en varias
familias afectadas con la EA han identificado 3 genes asociados con la EA de inicio
temprano con una penetrancia elevada. El gen de la presenilina 1 (PSENT), el gen
de la presenilina 2 (PSEN2) y el gen de la proteina precursora del p-amiloide (APP)
y un gen (Apolipoproteina E) asociado con la EA de inicio tardio. En este trabajo se
realizo el analisis molecular del gen PSENT mediante secuenciacion directa del
DNA genomico. Se estudiaron 12 familias no relacionadas con la EA de inicio
temprano y en todas se identifico una mutacion patogenica. La mutacion Met233Leu
en el exdn 7, en una familia de Guanajuato, 2 familias con la mutacion Glu318Gly en
el exon 9 (provenientes de Aguascalientes y Morelos) y la mutacion Ala431Glu en e!

exon 12 del gen




PSENT se encontrd en 8 de estas familias (75%) que segregaba mostrando un
patron de herencia autosomico dominante. Debido a que estas 3 familias eran
originarias del estado de Jalisco se sospecho que pudieran tener un origen comun.
La posibilidad de que fuera un efecto fundador se investigd utilizando dos
marcadores microsatelites cercanos al gen. El andlisis de los haplotipos de estos
microsatélites mostré un origen en comin en estas 3 familias. En conclusion, la
mutacion Ala 431Glu es una causa prevalerte de la EA de inicio temprano en familias
del estado de Jalisco. La evidencia genética apoya que es una mutacion fundadora
originada a partir de un solo ancestro comun. Estos hallazgos tienen implicaciones
importantes para el diagnostico certero y para el consejo genético en pacientes

mexicanos con EA familiar que provengan de Jalisco.



Abstract

Alzheimer’s disease (AD) is the most common cause of the dementia in the elderty. It
is a neurodegenerative disorder of the central nervous system charactenzed by
progressive memory loss and intellectual decline due to the appearance of two major
brain lesions: senile plaques and neurofibrillary tangles. The exact biochemical
pathway leading to neurodegeneration is still unknown. Although, in most cases the
first symptoms of memory dysfunction or behavioral change become apparent after
age 65 years (late-onset or senile AD), in some cases, the disease starts earlier in
life (early-onset or presenil AD).

The etiology of Alzheimer's disease (AD) is complex. To date molecular genetic
studies in several families affected with AD have identified three genes associated
with highly penetrated early—onse{ AD: Presenilin 1 (PSENT1), Presenilin 2 (PSENZ2)
and B-amyioid precursor protein (APP); and one gene (Apolipoprotein E) associated
with late-onset AD. Herein, a molecular analysis of the PSENT gene was performed
by direct sequencing of genomic DNA.

Twelve unrelated Mexican families with early-onset AD were analyzed and a
pathogenic mutation was identified in all of them. The Met233Leu in the exdn 7 of a
Guanajuato’s family, two families with GIu318Gly mutation in  exon 9 (from
Aguascalientes and Morelos) and the Ala431Glu mutation in exén 12 of PSENT was
found in 9 (75%) of these families, which segregated showing autosomal dominant
inhertance. Because all families beanng the mutations are from the State of Jalisco

(located in Western México), a founder effect was hypothesized. The possible



founder effect was investigated analyzing two highly polymorphic microsatellite
markers flanking the PSENT gene. Microsatellite haplotype analysis suggested a
common ancestor in these 9 kindred’s. in conclusion, the Ala431GIu mutation is a
prevalent cause of early-onset familial Alzheimer disease in families from the State of
Jalisco, México.

Genetic evidence supports that it is a founder mutation descending from a single
common ancestor. These findings have important implications for prompt diagnosis

and genetic counseling for Mexican patients with familial AD from Jalisco.
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I. INTRODUCCION.

I.1 ANTECEDENTES.

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un padecimiento degenerativo del sistema
nervioso central {(SNC), que se caracteriza por la pérdida de memoria y deterioro de
las funciones cognoscitivas; fue descrito en 1907 por Alois Alzheimer y los criterios
para realizar el diagnostico de EA fueron establecidos en 1984 por McKhann y cols.
En ellos se refiere que para un diagnostico definitivo de la enfermedad es necesaria
la evidencia hislopatoldgica obtenida por biopsia 0 aulopsia (Tanzi y cols., 1991,
Backman, Small,, 2007). Han transcurrido cien anos desde que un grupo de
psiguiatras descnbiera los deposilos anormales de proteina en el cerebro de estos
pacientes y definiera a la mas comun de las enfermedades neurodegenerativas.

en el 2006 se calculd que la prevalencia mundial de la EA fue de 26.6 millones y se
espera que para el 2050 esta se pueda cuadruplicar (Goedert y Spillantini., 2006).

El desarrollo cientifico de las ulitimas décadas ha permmitido fa disminucion de la
montalidad y el mejoramiento en la calidad de vida. Sin embargo como resullado ha
habido un aumento en la esperanza de vida lo que permile que las enfermedades
propias del envejecimiento se incrementen, como es el caso de las demencias, las
cuales son un importante problema de salud entre los adultos mayores y son cada
vez mas frecuenles conforme avanza la edad (Kawas, Brookmeyer., 2001).

La demencia es un sindrome complejo que puede ser causado por mas de 60
padecimientos, sin embargo se considera que el 60% de los casos corresponden a

la enfermedad de Alzheimer (EA), 20% a demencia vascular y el 20% restante a



diversas enfermedades que incluyen padecimienios metabdlicos, infecciosos,
toxicos, hereditarios, elc. (Alonso y cols., 1998; Ramirez y cols., 2005).

Se considera a la enfermedad de Alzheimer como ta 4” causa de muerte en el
adulto, su incidencia produce una pendiente vertiginosa conforme a la edad y es dos
veces mas comun en mujeres que en hombres (Gao y cols., 1998; Lunetta y cols.,
2007).

1.2 CARACTERISTICAS CLINICAS,

La enfermedad de Alzheimer se caracteriza por un sindrome con multiples variantes
patogénicas, sin embargo las principales caracieristicas clinicas son:

Alteraciones de la memoria, que constituyen el aspecto clinico predominante y son
las primeras manifestaciones que se presentan, ya que olvidan informacion nueva o
sucesos recientes, esta se va haciendo mas notoria y progresa conforme avanza el
padecimiento {Khachatunan, 1985; American Psychiatric Association., 1994).
Afasias: que corresponden a alteraciones del lenguaje tanto en su comprension
{lenguaje hablado y escrito) como en su emision, puede haber repeticion de lo que
oye por medio de sonidos o palabras una y otra vez. En estadios avanzados los
pacientes pueden enmudecer por la dificultad generada por la perdida de
vocabutario, ocasionalmente repitiendo sélo las silabas finales de una palabra
(Alberca y cols., 1998).

Apraxias: se refieren al deterioro de la capacidad de ejecucion de actividades
motoras, se pierde fa habilidad del uso de objetos para realizar una tarea, asi como

la actividad constructiva de actos motores conocidos, por ejemplo el movimiento de



las manos para saludar, decir adios, peinarse, cepillarse los dientes, etc.
(Khachaturian, 1985; American Psychiatric Association., 1994).

Agnosias: |a incapacidad de reconocerse a si mismo y/o a sus familiares, asi como
para identificar objetos, a pesar de tener una funcion sensorial y visual intacta.
Alteraciones en la capacidad de ejecucién: implica el deterioro del pensamiento
abstracto, para planificar, iniciar, secuenciar, monitorizar y detener un
comportamiento complejo. El paciente es incapaz de encontrar diferencias entre dos
objetos, tambien se puede manifestar por la incapacidad de afrontar situaciones
nuevas ya que requieren del procesamiento de informacién nueva y compleja, lo
gue le impide realizar actividades de la vida diaria como banarse, vestirse, el uso del
sanitario, etc. (Pérez-Tur, 2000) (Fig. 1).

En etapas finales o mas tardias, el deterioro cognoscitivo progresa y se acompana
de ansiedad, depresion, trastomos del suefo, alucinaciones y en algunos casos
pueda presentarse cnsis convulsivas (Pérez-Tur, 2000; Pérez-Tur, 2001; Backman

y Small., 2007).
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Fig.1 Se muestran las principales areas del cerebro y su funcién, que en la EA se encuentran
alteradas y dan como resultado los principales sintomas de la enfermedad (Tomada y medificada de

www criticalcare.com)

1.3 PATOLOGIA DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER.

Las principales caracteristicas de la EA son la acumulacidén masiva de amiloide
compuesto de agregados fibrilares del péptido f-amioide (B-A) y la acumulacién
intracelular de la proteina tau anomalmente fosforilada que conduce a una extensa
neurodegeneracion. Esto da como resultado la demencia progresiva e irreversible,
la cual es eventualmente fatal (Hardy y Selkoe., 2002).

Los hallazgos mas importantes en el cerebro de los pacientes con EA son ia atrofia
cerebral, la pérdida de neuronas, presencia de maranas neurofibrilares y placas

neuriticas, también se puede observar degeneracion granulovacuolar y cuerpos de



Hirano principalmente en neuronas piramidales del hipocampo (Katzman, 1986;
Mena y Garcia, 1998, Girones y cols., 2002).

La EA interrumpe cada uno de los lres procesos que mantienen las neuronas
saludables: fa comunicacion, el metabolismo y la reparacion. Esta interrupcion causa
que ciertas celulas nerviosas interrumpan su funcion, pierdan las conexiones con
otras celulas nervicsas, y por ultimo, mueran (Mizutani y cols., 1990).

La destruccion y la muerte de las células nerviosas provocan una falla en la
memoria, cambios de personalidad, problemas para llevar a cabo las actividades
diarias.y otras caracteristicas de la enfermedad. Aungue la patogenesis de la
enfermedad todavia no esta completamente entendida, dos cambios
histopatoloégicamente ocurren dentro del cerebro e involucran agrupamientos
anormmales de proteinas dentro y fuera de la neurona (Mehler y Gokhan., 2000;
Mehler y Gokhan., 2001). Los cambios tempranos ocurren dentro de la corteza
entorrinal proyectandose dentro del hipocampo lo cual lleva a intemumpir los
procescs de aprendizaje y memoria a corfo plazo. Las dos principales lesiones
localizadas en hipocampo y corteza cerebral son:

Placas neuriticas: estan compuestas de racimos de terminaciones nerviosas
degeneradas tanto dendriticas como axonales unidas a un corazon (core) que
contiene filamentos lineales ordenados extracelularmente que corresponden a la
proteina B-amiloide. Este péptido esta formado de 42 a 43 aminoacidos (aa) es
insoluble y es el principal componente de la placa que se deposita en el cerebro de

eslos pacientes {Fig. 2). Las placas neuriticas o seniles tienen un tamano de 100 a



200 p de diametro, es posible obsérvalas con tinciones de Golgi y con técnicas de

inmunohistoguimica (Guimera y cols., 2005).

r-‘ ' = [B-Amiloide

Fig. 2 Se muestra en un corte de tejido cerebral ia presencia de una placa neuritica o placa senil
constituida por una zona central de B-amiloide rodeada de neuritas distréficas y algunas células

gliales (lesion extracelular). Cortesia del Dr. Rembao Daniel de!l Dpto. de Patologia del INNN y

El componente fundamental es el péptido pB-amiloide, otros constituyentes no -

celulares de las placas son: mucopolisacaridos que forman parte del amiloide, a1- ~

antiquimotripsina, inmunoglobulinas, factores del complemento, fibrindbgeno, ApoE,
presenilinas y elementos inorganicos principalmente aluminio y silice. (Gandy,
Petanceska., 2000; Guimera y cols., 2005). Ademas, otro componente de las placas
son las células gliales, en especial se ha tomado atencién a las microgliales como
elementos inmunitarios del SNC con capacidad de liberar citocinas y de producir

dafo oxidativo por liberaciéon de radicales libres (Selkoe, 1989; Selkoe, 1991).
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Maranas neurofibrilares: se localizan intraneuronalmente, ya que corresponden a
neuronas anomales cuyo citoplasma esta lleno de estructuras filamentosas
globulares (Fig. 3). Estan compuestas de filamentos apareados o entrelazados en
forma helicoidal y de microtubulos los cuales precipitan en el interior de la célula
causandole la muerte (Nee y cols., 1993; Gandy, Petanceska., 2000). E! principal
componente de los filamentos es la proteina tau (de 50 a 70 KDa) que esta
anormalmente fosforilada. La proteina tau forma parte del citoesqueleto, es una
proteina de unién a microtubulos que estabiliza la tubulina, al alterarse su funcion
normal, conduce a la desorganizacion de los mismos y altera el trasporte axonal,
ocasionando la formacion de las maranas neurofibrilares, a diferencia de la
estructura normal de la neurona como se muestra en Fig. 3 (Selkoe, 1991). En la EA,
la proteina tau esta altamente fosforilada, es insoluble y dificilmente degradable, por
este_motivo los complejos formados por proteinas tau anormales y otras proteinas
del citoésqueleto no se degradan por proteolisis y se acumulan ocasionando la
degeneracion neurofibrilar (Gandy yPetanceska., 2000).

Las maranas neurofibrilares pueden observarse en grandes neuronas piramidales
del hipocampo, corteza entomnal y parahipocampal y se tifen perfectamente con
tecnicas especificas de plata y también con anticuerpos especificos de distintas
proteinas normales y anormales del citoesqueleto (Mizutani y cols., 1990). En el
examen con microscopia electronica se pueden observar dos tipos de fibrillas
anormales: fibrillas formadas por pares de filamentos de 8 a 10 nm de diametro

plegados helicoidalmente y otras fibrillas estan constituidas por filamentos rectos de



10 a 20 nm de diametro, ambos se pueden encontrar en una misma neurona (Coria

y cols., 1994; Guimera y cols., 2005)

Fig. 3. Se muestra las maranas neurofibrilares. La proteina tau al esfar hiperfosforilada
desestabiliza la formacién del citoesqueleto y forma filamentos insolubles que se acumulan en forma
de degeneracién neurofibrilar y dafian la apariencia de la neurona como se muestra en forma de

fantasmas. Cortesia del Dr. Rembaoc Daniel del Dpto. de Patologia del INNN, www.neurclogia.it ,

www_hipocampo.org.

Una vez muerta la neurona, la permanente acumulacion de fibrillas andmalas en el
neuropilo, da lugar a la formacién de ias llamadas madejas fantasma (ghost tangles).
Se ha sugendo que la degeneracion neurofibnlar conlleva a una reducciéon de las
prolongaciones celulares (atrofia neuronal) y mas adelante conduce a la muerte
neuronal. Sin embargo algunos trabajos han mostrado que las neuronas con

degeneracién neurofibrilar pueden vivir décadas (Guimera y cols., 2005).



I.4. EPIDEMIOLOGIA.

Los estudios epidemiologicos en la EA se basan en disenos observaciénales y
requieren de un diagndstico con elevada sensibilidad y especificidad; sin embargo,
existen limitaciones importantes en estos estudios, como la dificultad para conocer el
momento exacto en el que el sujeto inicia una demencia o desde cuando podra ser
reconocida. Existen diferentes estudios epidemiologicos acerca de la prevalencia de
la enfermedad, la cual varia de 1.9 a 11% en poblacion mayor de 65 anos, siendo
mucho mayor (47%) en poblacidn entre 75 a 84 anos (Evans y cols., 1989).

La prevalencia entre los individuos de 85 anos o mas varia segun los diferentes
esludios entre 20 a 50%, siendo mayor su frecuencia entre las personas que se
encueniran hospitalizada (Bachman y cols., 1993; Katzman y cols., 1986). Algunos
investigadores han enconlradc que la prevalencia se duplica cada 5 anos entre las
edades de 65y 85 afios (Wernicke y cols., 1994).

En Mexico no lenemos investigaciones epidemiologicas que nos permitan conocer la
prevalencia de la énfermedad. En un estudio realizado en el Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia se revisaron 6258 expedientes, se encontrd diagnostico
de EA en 0.2% de ellos (Alonso y cols., 1989). Una revision reciente sobre la
prevalencia de la EA de 25 estudios realizados, sugiere que se ha producido un
aumenlo en las tasas de prevalencia en los ullimos 20 afos. A esle incremenlo
contnbuyen varios factores: el progresivo envejecimiento de la poblacion que supone

un  mayor porcentaje de personas en edad de riesgo, las condiciones



socioeconémicas, los avances en el tratamiento médico y la mayor supervivencia
después del inicio de la enfermedad.

El numero de estudios sobre incidencia es mas bajo que los de prevalencia debido a
que tienen un costo econdmico mayor y a que se han de realizar durante un
periodo de tiempo mas largo. Estos estudios nos permiten evaluar factores de riesgo
y sus distribuciones. Todos los esludios sobre incidencia muestran un aumento con
la edad y que el numero de casos se multiplica por 3 cada 10 anos a partir de los 65
anos (Hofman, 2000; Luukineny cols., 1999; van Duijn y cols., 1991).

La tasa de incidencia total oscila entre unos 10.3- 39.1/1000 casos anuales en
mayores de 65 anos, dependiendo de la metodologia utilizada y la zona geografica
en la que se ha llevado el estudio (Lobo y cols., 2000). La incidencia de la EA parece
ser menor en Asia y Africa que en Estados Unidos o en Europa, aunque estas
variaciones son atribuidas a las diferencias metodologicas entre estudios. Las tasas
mas bhajas a nivel mundial se haﬁ observado en un estudio Indo-Americano de
seguimiento durante 2 anos y en Taiwan y Nigeria con tasas muy inferiores a las de
los paises en desarrollo como se muestra en la Tabla 1 (Chandra y cols., 2001,
Fratigloni y cols., 2000).

La edad es el principal factor de riesgo para la presentacion de la enfermedad,
aunque existe discrepancia en los datos en edades avanzadas (>90 anos) debido a
la falta de estudios. Algunos investigadores sostienen que existe una disminucion de
la misma en edades avanzadas. A la controversia sobre si la EA es edad

dependiente o edad relacionada, contnbuye el limitado poder estadistico de los



datos por el bajo namero de casos a esa edad y el poder mantener un seguimiento

(Rocca y cols., 1986; Rocca y cols., 1991; Thomas y cols., 2008).

Tabia 1. Incidencia de la EA segin diversos estudios {casos/1000 habitantes/afio)

Edad Euroderm’ Baltimore’ Taiwan® India® Nigeria® Indianapolis®

65-74 2.2 2.7 2.5 1.2 3.8 13.8
75-84 15.4 16.2 1.4 4.8 141 329
+84 44 .4 64.8 426 24.8 50.2 70.7

' Fratigloni y cols., 2000 ? Kawas ycols., 2000  Liuycols., 1998  * Chandraycols.. 2001 ° Hendrie y cots., 2001

Se ha observado también una mayor incidencia en el sexo femenino, sin embargo,
existen inconsistencias entre los diferentes estudios, aungue es posible que estas
diferencias se deban a la distribucion de los factores genéticos y ambientales, que
deben tenerse en cuenta (Evans y cols., 1997; Fratigloni y cols., 2000; Kawas y cols.,
2000; Liu y cols., 1998, Chandra y cols., 2001; Hendrie y cols., 2001).

Las razones por las cuales el sexo femenino puede presentar mayor riesgo son
inciertas, algunas explicaciones pueden ser: una supervivencia selectiva de los
hombres en edades avanzadas, bajos niveles de estrégenos en mujeres o que el
sexo femenino presenta mayor susceptibilidad genética (Fratiglioni y cols., 1991 y

2000, Gao y cols., 1998; Rapp y cols., 2003; Pirskanen y cols., 2005).
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2. GENES ASOCIADOS CON LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER.

La EA esporadica representa a la mayoria de los casos de EA y la evidencia de que
hay influencia genética en la EA dio lugar a la busqueda de factores genéticos
(Thomas y Fenech., 2007, Serretti y cols., 2007).

De los multiples loci y genes candidatos que hasta la fecha se han descrito como
factores de susceptibilidad para la EA (Tabla 2), el unico observado de manera
consistente en los distintos estudios es la apolipoproteina E {APOE), que constituye
el principal gen de susceplibilidad que aumentan de 20 a 90% el riesgo de padecer
la EA y su efecto es dosis-dependiente con respecto al alelo 4 (Corder y cols.,
1993; van-Duijn y cols., 1994, Warwick y cols., 2000).

El gen que codifica para la APOE se localiza en el brazo largo del cromosoma
19013.2 y codifica para una proteina de 299 aa con tres variantes polimorificas ©
alelos (Strittmattery cols., 1993). El gen APOE posee tres secuencias polimorficas
denominadas €2, £3, €4 (que dan ongen a 6 genotipos: £2/2, £3/2, £3/3, £4/2, e4/4 y
£4/3). Las isoformas APOE 2, 3 y 4 difieren en los residuos 112 y 158 de su
secuencia de aa como se muestra en la Tabla 3. (Zannis y cols., 1981; Payami y cols
1994).

El analisis de las distribuciones alélicas de £2, e3 y €4 en diferentes poblaciones
demuestran que el alelo mas frecuente en cualquier grupo humano es el €3 (78%),
mientras que la frecuencia alélica de 4 es mayor en mujeres que en hombres

(Strittmattery cols., 1993, Hixson, Vernier., 1990; Payami y cols., 1996)



Tabla 2. Genes y factores de riesgo genético implicados en la EA

Nombre Localizacién Inicio Familiar/Esporadica | [mplicacion
cromosdmica enla EA

PPA 21921.3 Temprano Familiar Confirmado

PSEN1 14q24.3 Temprano Familiar Confirmado

PSEN2 1942.1 Temprano Familiar Confirmado

APOE 19g13.2 Tardio Familiar/Esporadica | Confirmado
A2M 12p13.31 Tardio Esporadica Incierto
LRP 12g13-q14 Tardio Esporadica Incierto
ACE Xp22 Tardio Esporadica Incierto
VLDL-R 9p24 Tardio Esporadica Incierto
BChE 3g26.1-q26.2 Tardio Esporadica Incierto
MPO 17921.3-g23 Tardio Esporadica incierto
LPL 8p22 Tardio Esporadica incierto
IL6 7p21-p15 Tardlo Esporadica Incierto
TGF 19g913.1 Tardio Esporadica Incierto
BLMH 17g11.2 Tardio Familiar/Esporadica Incierto
MAPT 17921 Tardio Esporadica Incierto
IL1A 2q12-gq21 Tardio Esporadica Incierto
NOS3 7q36 Tardio Esporadica Incierto
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Strittmatter y cols. (1993b), reportaron que la APOE tiene elevada afinidad para
unirse al B-amiloide, asi como un incremento en la frecuencia del alelo €4 en
pacientes con EA familiar de inicio tardio y en casos esporadico (Evans y cols.,
1997; Kamboh, 1995b, Luo y cols., 1986; Walden, Hegele., 1994, Poirier y cols.,

1993; Xu y cols., 1996).

Tabla 3. Sustitucion del aminoacido que distingue a cada isofoerma de apolipoproteina E.

Codédn £2 3 4

112 Cisteina _ Cisteina Arginina
158 Cisteiﬁa : A_r_gi_ﬁinia_ﬁ “Argiiniﬁa

El analisis de las secuencias polimérficas de APOE en poblaciones americanas,
asiaticas y europeas en individuos sanos, ha permitido determinar que {as
frecuencias de estos alelos varian de 61.9 a 84.6% para 3 y de 4.6 a 13.0% para
g2 y entre 7.4 a 29.1% para €4 (Hallman y cols., 1991; Hong y cols., 1996; Tang y
cols., 1996; Muros y cols., 1996; Sahota y cols., 1997, Tang y cols., 1998, Tang y
cols., 2001). Asimismo la asociacion entre el alelo ¢4 de APOE y la EA ha sido
confirmada en diferentes grupos étnicos y se ha calculado un aumento de riesgo
para desarrollar la enfermedad de 2.2 a 4.4 para heterocigotos con alelo ¢4 y de 5.1

a 17.9 para homocigotos segun diferentes estudios (Maestre y cols., 1995; Tsai y
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cols., 1994, van-Duijn y cols., 1994). Sin embargo, algunos investigadores han
observado falta de asociacion entre el aleto ¢4 y la EA (Sobel y cols., 1995). La
mavyoria de los portadores £4 no desarrollan demencia y la mitad de los pacientes
con EA no tienen asociaciéon por lo tanto no puede usarse como prueba predictiva
para deteclar portadores de EA en estado presintomatico (Lannfelt y cols., 1994).
Corder y cols. (1994), reportaron que el alelo £2 parece ser caracteristico de
personas longevas y podria conferir un efecto protector para desarrollar la EA, sin
embargo esto aun no es muy claro.

Las distintivas propiedades de union de las isoformas de APOE al péptido AB
(Strittmatter y cols., 1993) y a la proteina tau pueden indicar la manera mediante la
cual APOE interviene en el desarrollo de la EA. APOE-c4 promueve la formacion de
fibrillas AQ mejor que APOE-£3, ya que esle se une con mayor rapidez que la
isofoma 3 (LaDu y cols.', 1994). Es posible que la interaccion entre APOE-¢3 y tau
sirva de proleccion contra la fosforilacién de tau y por tanto evite la formacion de
madejas neurofibrilares, ya que in vifro se ha demostrado que APQO-t4 no se une a
tau (Pointer, 1994; Strimatier y cols., 1994a; Strimatter y cols., 1994b). De igual
manera se ha sugerido que APOE puede actuar como una proteina de respuesta a
dano neuronal, posiblemente transportando lipidos durante la regeneracion y
remodelacion nerviosa. Demosirandose, en experimentos con cullivos de raices
dorsales de neuronas ganglionares en presencia de B-VLDL, APOE £-3 promueve el
crecimiento neurilico, mientras que APOE £-4 inhibe el crecimiento y ramificacién

(Nathan y cols., 1994, Strimatter y cols., 1993a; Strimatter y cols., 1993b).
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De manera interesante, el alelo €4 no se ha asociado a los casos de EA familiar de
inicio temprano, los cuates son motivo de estudio en este trabajo; sin embargo este
alelo ha mostrado asociacion a una edad de inicio mas temprana, asi como un
mayor incremento del deposito BA en pacientes con EA (Gémez-Isla y cols., 1996;
Levy-Lahad y cols., 1995a).

3. FORMAS FAMILIARES DE EA DE INICIO TEMPRANO

Aungue la mayoria de los casos con EA son esporadicos y de etiologia compleja
producto de factores de susceptibilidad genélica y ambiental, existen tambien
formas familiares monogénicas de EA debidos a mutaciones en una serie de genes
los cuales se describen en este apartado. En la mayoria de los casos de EA, los
primeros sintomas de alteracion de la memoria o cambios en la conducta aparecen
después de tos 65 anos (EA senil).

La etiologia de la enfermedad de Alzheimer se desconoce, se han e,éla_b!écido
causas genéticas y ambientales que conducen a la demencia y desde hac.e varios
anos se inicio la busqueda de los genes responsables de producir EA en las formas
familiares. Aproximadamente el 10% de los casos de EA corresponden a formas
familiares de inicio temprano y co-segregan con un patron de herencia autosomico
dominante. En estas familias se han identificado mutaciones en 3 genes: la proteina
precursora del p-amiloide (PPA) en cromosoma 21, presenilina 1(PS-7) en
cromosoma 14 y presenilina 2 (PS-2) en cromosoma 1 (Raux y cols., 2005; Lendon y
cols., 1997, Ray y cols., 1998; Spence y cols., 1986; Weitkamp y cols., 1983,

Lunetta y cols., 2007).



4. GEN DE LA PROTEINA PRECURSORA DEL B-AMILOIDE.

En 1987 se localizd y aisié el gen que codifica para la Proteina Precursora Del f3-
Amifoide (PPA) en el cromosoma 21q21.3 (Goldgaber y cols., 1987).

El gen PPA tiene 18 exones, presenta procesamiento altemativo (splicing) gue da
lugar a 3 isoformas comunes de 695, 775 y 777 aa respectivamente, al menos 2
isoformas contienen un dominio con funcion de inhibicidon de proteasas (Chartir-
Harlin y cols., 1991a,; Hardy y Selkoe., 2002). Esta glucoproteina transmembranal de
ias células neuronales, esta constituida de dominio amino-terminal extracelular, un
dominio transmembranal corto e hidrofébico y un dominio carboxilo-terminal
mtracelular (Chartir-Harlin y cols., 1991a; Hardy y Selkoe., 2002; Fig. 4).

La PPA sufre un procesamiento complejo, del que resulta la formacion de varios
fragmentos solubles que se segregan al espacio extracelular y la proteolisis esta
mediada por accion de una a-secretasa que corta a la PPA y ongina una forma
extracelular, denominada Nexina |l (fragmento amino-terminal largo y soluble), gue
se incorpora a la matnz extracelular y un péptido de 83 aa, denominado C83 (un
fragmento carboxilo terminal de 10 kD). Este Gltimo puede ser degradado aun mas
por la accion de una y-secretasa para formar uno o mas péptidos de menor tamano
(3 kD), no toxicos y solubles (PPAas) denominados p3 (Hiltunen y cols., 2006, Lied y

cols., 2002; Xia., 2000; Betanhir y cols. 20086).
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Fig. 4. Estructura de la PPA donde se mdica et sitio donde actian ias proteasas, as! como donde se

localizan las mutaciones y el §-A. (Tomada y modificada de Lépez de Munain., 2003)

En la segunda via amiioidogénica o amiloidea, la accién es realizada por una (-
secretasa, que al cortar la proteina PPA y libera dos fragmentos que se segregan
al medio extracelular, un amino-terminal soluble de 100 kD (PPAs) y otro formado
por el peptido B y el extremo carboxilo de la PPA, de 12 kD llamado C99. Este
ultimo sufre una nueva digestion proteolitica por la y-secretasa, que corta el extremo
carboxilo del péptido B y libera al péptido BA maduro de 4 kD como se muestra en la

Fig. 5 (Alberca y cols., 1998; Vassar y cols., 1999; Thomas y Fenech., 2007).
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Fig. 5. Produccion de B-A. La PPA es una proteina de la membrana que produce un numero de
isoformas de diferente tamano, con un rango de 695 a 770 aa. La proteolisis de la PPA involucra: a,
¥ y-secretasas. La PPA es cortada de la membrana por una a-secretasa vy libera PPAas {fragmento
de 83 aa). Mientras que el corte de ta PPA por una p-secretasa libera de la membrana al fragmento
PPABs de 99 aa, el cual puede ser cortado por una y-secretasa para producir fragmentos

extracelulares de 3-A 40/42 aa (Tomada y modificada de Thomas y Fenech., 2007).

La funcion de la PPA esta relacionada con el crecimiento neuritico, la adhesién
celular, en la funcién sinaptica y la induccién de apoptosis. Al parecer la PPA tiene
un numero importante de funciones neurologicas postnatales y durante el
desarrollo. Cuando se alcanza un cierto grado de muerte neuronal, el trastorno se

expresa clinicamente como deterioro cognitivo y finalmente demencia. Los
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mecanismos moleculares implicados en la produccion, agregacion y deposito de B-A
estan sirviendo de fundamento para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos

(Leschik y cols., 2007)

5. MUTACIONES EN EL GEN PPA.

Desde la descripcion de la primera mutacion por Goate y cols. en el gen PPA hasta
la fecha, se han identificado 27 mutaciones patogénicas en el gen PPA para EA de
inicio temprano (Tabla 4), 4 de las cuales estan en el coddn 717 (exdn 17), cerca del
extremo carboxilo terminal de la proteina, que normalmente codifica para valina y en
eslas mutaciones hay sustitucion por isoleucina 717, fenilalanina 717 y glicina 717
{Chartier-Harlin y cols., 1991a; Chartier-Harlin y cols., 1991b., Goale y cols.,1991).
Se ha reportado una doble mutacién en algunas familias que resulta en una
suslitucion de lisina por asparagina y metionina por leucina en los codones 670 y
671, respectivamente (Goate y cols., 1991; Murrell y cols., 1991). En conjunto estas
mulaciones originan un poco mas del 10% de las formas familiares de EA de inicio
temprano. La penetrancia de estas mulaciones que se transmiten de forma
autosomica dominante es casi completa a los 60 anos. La edad media de inicio de la
EA en los pacientes con estas mutaciones oscila entre los 48 y 55 afios, a presencia
de un alelo APOE-e4 puede favorecer un inicio mas precoz de las caracteristicas

clinicas en los individuos con mutaciones en el gen PPA. (Nussbaum y cols., 2003)
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Tabla 4. — Mutaciones mas frecuentes en la PPA asociadas con la EA.

e |

‘ PPA Completa 7 (25.0 %) [ 8 (10.53%)
i N-terminal 7 (25.0 %) 15 (19.74%)

B ™- 13 (46.43 %) 52 (68.42%)
C-terminal 1 (3.57 %) 1 (1.32%)
L e I
Las mutaciones en PPA se encuentran en: Alzhaimer Disease Mutaton Ualabase  (ADMD), elaborado y actualizado por

Marc Cruts y de www molgen ua ac befAl mutations

Los diferentes trabajos sugieren que las mutaciones en la PPA pueden causar EA,
por un incremento en fa produccién del péptido BA debido presumiblemente a una
mayor susceptibilidad de los sitios de corte proteolitico (Suzuki y cols., 1994; Games
y cols., 1995)

En conunto estas mutaciones onginan un poco mas del 10% de las formas
familiares de EA de inicio temprano. La penetrancia de estas mutaciones gque se
transmiten de forma autosémica dominanie es casi completa para los 60 ahos,
aungue existen al menos tres casos de ausencia de penetrancia ligados a un
haptotipo APOE protector. La edad media de inicio oscila entre las diferentes familias

enire los 48 y 55 arfos, la presencia de un alelo APOE-g4 puede favorecer un inicio
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mas precoz de las caracterislicas clinicas en fos individuos con mutaciones en el gen
PPA (Cai y cols., 1993; Citron y cols., 1994)

Las mutaciones en el gen PPA son raras, se observan en un numero muy reducido
de familias {<10%) con herencia autosémica dominante (AD) e inicio temprano, lo

cual ha sugerido heterogeneidad genética (St George-Hyslop, 2000).

6. PRESENILINAS.

El segundo focus relacionado con una forma de herencia dominante de EA, se
localizd en el cromosoma 14, en un grupo de familias con EA de inicio temprano, que
no estaban asociadas con mutaciones en el cromosoma 21 (Sherrington y cols.,
1995).

Las mutaciones en el gen de la PPA del B-amiloide son raras y corresponden entre
un 5 a 10% de las familias con inicio temprano y patron de herencia autosémico
dominante, sin embargo existen familias con las mismas caracteristicas pero debidas
a mutaciones en los genes de las presenilinas y estas corresponden entre un 50 a

70% de los casos (Gomez-Isla y cols., 1999; St George-Hyslop, 2000).

6.1. LOCALIZACION Y ESTRUCTURA DE LAS PRESENILINAS.

Schellenberg y cols. (1992), encontraron ligamiento en familias de inicio temprano y
herencia AD con marcadores del cromosoma 14, este hallazgo fue confirmado por
otros autores (Mullan y cols., 1992; St George-Hyslop y cols., 1992; Schellenberg y

cols., 1992). Por clonaje posicional en 1995, se aislé el gen denominado S182 que
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se localizd en la region 14g24.3 y codifica para una proteina denominada presenilina
1 (Fig 6), en el cual se encontraron 5 mutaciones gque cosegregan en pacientes con
EA familiar de inicio temprano (Alzheimer's Disease Collaborative Group, 1995;

Sherrington y cols., 1995).

Cromosoma 14
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Fig. 6. Localizacién cromosémica del gen de la presenifina 1 (PSEN1). Tomada y modificada de

GENEATLAS NCBI Homeo Page.

El gen codifica para la proteina presenilina 1 (PSEN1), una proteina integral de
membrana de 467 aa, que contiene 8 dominios transmembranales cuyos extremos

amino y carboxilo terminal se onentan hacia el citosol (Fig.7), las mutaciones en
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PSEN-1 aumentan la produccion del Afs 2 4320 que €s el amiloide que se deposita

en las placas seniles (Mann y cols., 1995; Jankowsky y cols., 2004). El gen de la

PSEN-1 esta constituido por 12 exones de los cuales los dos primeros sor regiones

5’ no traducidas de manera que la proteina esta codificada por los exories del 3 al 12

resultando en una proteina de 467 aa (Sherrington y cols.,1995; Alzheimer's Disease

Colaborative Group, 1995).

PRESENILINA T PS1-NT

Presenidinas
THr 291-Met 298

Casposos B, 6y 11: Asp 331 = Asp345
NH2 Caspasas 3, 7y 1:Asp345

ps1.CT

Fig. 7. Estructura de la presenilina 1, donde se muestran los 8 dominios transmembranales, horquillas

hidrofébicas e hidrofilicas y la generacion de los extremos amino y carboxilo terminal que se orientan

hacia et citosol, asi como las regiones blanco de accidén de caspasas y cinasas.
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6.2. EAY MUTACIONES EN LAS PRESENILINAS.

El gen de PSEN-1 presenta procesamiento altemativo y el Grupo Colaborativo para
el estudio de la EA en 1995, encontrd en 40 famifias de inicio temprano 6
mutaciones diferentes a las previamente descritas. Hasta la fecha se han descrito
mas de 166 mutaciones distintas en mas de 356 familias de diferentes origenes
étnicos (Tabtla 5, Fig 8), Ja mayoria de ellas son de sentido equivocado y en el marco
del sitio de procesamiento (splicing), este gen se ha considerado responsable de la
EA en la mayoria de las familias de inicio temprano (Cruts y cols., 1996; Thomas vy

Fenech, 2007; Alzheimer Disease Mutation Database , www.molgen.ua.ac.be/AD).

Desde el punto de vista clinico, la edad de inicio en estas familias oscila entre 35 a
55 anos, con un margen estrecho dentro de cada familia y una penetrancia completa
a la edad de 60 anos, aunque puede existir penetrancie; incompleta (Alonso y cols.,
1992; Raux y cols., 2005). Las mioclonias es un rasgo fenotipico caracteristico de
estas mutaciones, asi como la presencia de crisis epilépticas y semiologia
extrapiramidal (Lopera y cols., 1997)

El cuadro histopatoldgico es el caracteristico de la EA y la duracion de la
enfermedad es mas corta que en otras formas familiares o esporadicas de EA;

(Karlstrom y cols., 2007).
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Tabla 5. Mutaciones descritas en el gen PSENT ascciadas a |la EA familiar de inicio temprano

W # FAMILIAS # MUTACIONES -

N-terminal 1 (0.61 %) : 7 (1.94 %)
™1 8 (4.88 %) 9 (2.49 %)
HL-1 17 (10.37 %) 36 (9.97%)
T™-It 20 (12.20 %) ' 56 (15.51%)
HL-I 3 (1.83%) ) 17 (4.71%)
™I 17 (10.37%) ' 24 (6.65%)
HL-I 2 (1.22%) - - 3 (0.83%)
TMAV 10 (6.10%) B 28 (7.76%)
HLV 4 (244 %) o 5 (1.39%)
T™-V 16 (9.76 %) 23 (6.37%)
T™-VI 8 (4.88 %) 15 (4.16%)
~ HL-Via 15 (9.15 %) ' ‘ 28 (7.76%)
HL-VI 14 (8.54 %) B 36 (9.97%)
HL-VIb 2 (1.22%) 1 2 (0.55%)
O TMVI 1 (6.71%) o 17 (4.71%)
HL-VIi 1(0.61 %) T 1 (0.28%) a
T™M-VIll 7 427%) - 10 (2.77%)
~ HL-VIN L 2(122%) o 35 (9.70%)
T™IX ‘ 6 (366%) 9 (2.49%) ’

TOTAL 164 361

o T_lﬂ_:horqﬁilla irdﬁsﬁgrhbrariai, HL: asa hidrofilica o hidrofilica



En los casos con mutaciones en PSEN1 el alelo £-4 de la Apolipoproteina £ (APOE)
no modifican la edad de inicio de la enfermedad. Un gran nimero de mutaciones
aparecen agrupadas (Fig.8) en el segundo dominio transmembranal codificado por el
exon 5 y el sexto dominio hidrofilico codificado por los exones del 8 al 11, lo que
sugiere un papel funcional importante en estas zonas (Tandon, 2000; Tedde y cols.,
2003). La mayoria de las mutaciones son puntuales y producen la sustitucion de un
aminoacido, estan  predominantemente localizadas en los  dominios
transmefnbranales (TM) altamente conservados, cercanos a la interfase de la
membrana, o en el amino terminal hidrofébico, o en los residuos hidrofébicos del C-
terminal putativos a la horquilla del dominio TM6-TM7 y se muestran en la Fig. 8 y 9.
Se han identificado dos mutaciones que afectan el sitio de splicing, una mutacion
puntual en el sitio aceptor de splicing hacia el extremo 5° localizado en el exén 9.
Esta mutacion ocasiona que este exon se fusione con el exon 11, removiendo una
serie de residuos cargados (carga acida} en la punta de la horquilla hidrofilica, entre
Jos dominios TM6 y TM7 sin embargo ésta no modifica el marco de lectura de la
proteina (Queralt y cols., 2000; Russo y cols., 2000; Russo y cols., 2001).

La segunda mutacion en el sitio de splicing resulta de la delecion de una G (guanina}
del nucledtido del sitio donador de splicing localizado hacia el extremo 3, en el exdn
5; por lo que es necesario usar un sitio donador alternativo, causando una insercion
en el marco de lectura de una tirosina dentro de la horquilla formada entre los

dominios TM1 y TM2 (Rogaev y cois., 1997; Russo y cols., 2000).



B = colening § = calenia) G071/ RO

Fig. 8. Representacion esquematica de la topologia de la Presenilina 1 humana, en donde se
muestran los nueve sitios transmembranales (TM) y la distribucion de mutaciones, que son indicadas
por los clirculos rojos, mutaciones no patogenicas por circulos naranja. Los dominios de interaccién
con PPA/TLN o NCT/APH-1/PEN 2 son marcados en azul, asi comg los residuos conservados D257 y
D385 forman el sitio catalitico putativo. La interaccidn con el dominio C-terminal y el asa hidrofilica
mayor con proteinas G, Go del cerebro, calsenilina, proteinas asociadas a PSEN1 (PSAP), b y d-
cateninas, p0071 y PLD1, son mostradas en verde oscuro. Los sitios de corte endoproteclitico que
separan NTF-PSEN1 y CTF en la séptima regién hidrofébica SSP en el TM 9 y los sitios de corte de
caspasas en el asa hidrofllica son indicados por flechas amarillas. (Tomada y modificada de Dillen K y

Annaert W, 2006, www alzforum.org/res/com/mut/pre/diagram2006.asp).
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Se ha informado de casos con mutaciones en PSEN1 en pacientes diagnosticados
como demencia frontotemporal, que después del estudic anatomopatologico
resultaron ser Alzheimer (Zekanowski y cols., 2006), asi como una probable
mutacion de novo (S170F) en un caso de inicio temprano (Golan y cols.,2007; Piccini
y cols.,2007)

Se ha descrito un efecto fundador con la mutacién Gly206Ala, en el exon 7 de la
PSENT1, en 8 de 19 familias Hispano Caribefas con EA de inicio tempranc con
patron de herencia AD, se trataba de una mutacion no reportada en las bases de
datos publicas, en la que los individuos portadores de la mutacion presentaban una
variante alelica de un marcador microsatélite cercano al gen PSENT, el cual
segregaba con la mutacion, lo que indicaba un ancestro comun. (Athan y cols.,
2001)

5.3. PRESENILINA 2

El tercer jocus se pudo conocer a partir de un grupo de casos de EA familiar en las
comunidades descendientes de colonos alemanes instalados por los zares en la
region del Volga, en Rusia y que en los ultimos 100 anos y tras la segunda Guerra
Mundial, han emigrado a los Estados Unidos y a Alemania (Bird y cols., 1998, Bird y
cols., 1989a; Bird y cols., 1989b). Mediante andlisis de ligamiento, estas familias
mostraren ligamiento a marcadores del cromosoma 1. En 1995 se localizo y clono el
gen responsable en el cromosoma 1g42.1, que produce una proteina llamada STM2
o presenilina 2 de 448 aa, la cual tiene 84% de homologia (en los dominios

hidrofébicos transmembranales y en menor grado hacia la region amino terminal,
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Fig. 9) con la secuencia de aa de la PSEN1 (Cruts y cols., 1996; Levy-Lahad y cols.,
1995b, Levy-Lahad y cols., 1995¢).

En el caso del gen PSENZ2 sélo se han descrito 10 mutaciones (Tabla 6) en este
gen, las primeras 3 de elias identificadas en las familias germanas del Volga, en una
familia italiana y en una holandesa (Piscopo y cols., 2005; Finckh y cols., 2005). La
edad de inicio de la enfermedad en las familias alemanas es alrededor de los 54
afos, con una gran variabilidad y la duracion de la enfermedad es significativamente
mas larga que en las familias con mutacién en PSENT. Al igual que en PSEN 1, no
se ha observado cambio en la edad de inicio, en funcién del haplotipo APCE
acompafante y desde el punto de vista neuropatoldgico, esta demencia es

indistinguible de la EA esporadica.

Tabla 6. Mutaciones descritas en el gen PSENZ asociadas a la EA de inicio temprano.

m # FAMILIAS # MUTACIONES

‘N-terminal 1 (10.0 %) 1 (5.56%)

i HLA C 2 (20.0%) 3 (16.67%)
T™-II 2 (20.0%) i 9 (50.00%)
™vV 3 (30.0%) 3 (16.67%)
T™-X ST 1(10.0%) ' "1 (5.56%)

~ C-terminal 1 (10.0%) ' 1 (5.56%)

Las mutaciones en PS2 se encuentran en: Alzheimer Disease Mutation Database  (ADMD), efaborado y actualizado por Marc

Cruts y de www.molgen ua ac be/AD mutations. TM- horguilla transmembranal, HL: homuiila hidrofébica
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Otra profunda diferencia entre las mutaciones en PSENT y PSENZ2, es que el
fenotipo asociado con PS2 es mucho mas vanable, ast el rango de edad de inicio en
portadores heterocigotos de mutaciones en PSZ2 es entre 40 y 80 anos de edad
{Cruts y cols., 1998). Existe una falta de penetrancia en algunos octogenarios que
transmiten la enfermedad a su descendencia, en contraste con el reducido rango de
edad de inicio y la alta penetrancia de las mutaciones en PSENT (Gomez-Isla y cols.,
1999, Leo y cols,, 2002). Estas diferencias se observan a pesar de las fuertes
similitudes en estructura y en secuencia de aa de las proteinas PSENT y PSEN2,
pero es probable que tengan actividades similares o las sobrelapen. Las mutaciones
en ambas presenilinas incrementan la secrecion dei péptido B-amiloide 4, ademas
de gue las mutaciones en PSENZ2 también incrementan la sensibilidad a apoptosis,
pero no es claro aun si se trata de un efecto independiente (Xia, 2000; Lleo y cols.,
2001; Walter y cols., 2005; Bentahir vy cols., 2006). Las mutaciones en las
presenilinas producen proteinas que se ha encontrado estan localizadas dentro de
la membrana nuclear, centromeros y cinétocoros (Lamb y cols., 2005). Por lo que su
papel en la segregacién y organizacion del cromosoma pueden alterar la capacidad
y funcionamiento de otras proteinas para bloguear o eliminar cromosomas de la
membrana nuclear durante Ja mitosis, conduciendo a errores en la segregacion de
cromosomas dando como resultado una elevacion de aneuploidias principalmente
de cromosomas 18 y 21 {Petronis, 1999: Thomas y Fenech.,2007; Panossian y
cols.,2003). Las celulas aneuploides pueden ser susceptibles para la muerte celular

programada lo que conduce directamente a la neurodegeneracion por sobre-



expresion de los genes PSENT, PSEN2 y PPA que se incrementa en céluias
sensibles a estimulo apoptotico. Estas células sucumben a la apoptosis producen
areas de inflamacidn inducidas por fagocitos de la microglia cerebral, que rodea la

placa neuritica (Leschik y cois., 2007)
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Fig. 9. Representacion esquematica de la topologla de la Presenilina 2 humana, en donde se musstran
los ocho sitios transmembranales (TM) y la distribucion de mutaciones. Se representan también las
regiones hidrofébicas (RH7 y RH8), entre ambas una asa hidrofilica mayor. (Tomada y modificada de

Crook R., 2002, www.alzforum.org/res/com/mut/pre/diagram2.asp).




La hiperfosforilacion de tau conduce al rompimiento del sistema de microtibulos, lo
cual produce aneuploidias por defectos en el huso mitotico (Fath y cols., 2002:

Thomas y Fenech., 2007)

6.4 FUNCION DE LAS PRESENILINAS EN LA EA.

Las presenilinas se expresan en diferentes tejidos como: corazdn, higado, pancreas,
bazo, rindn, testiculo y cerebro, sus transcritos estan presentes en neuronas de
hipocampo, corteza cerebral, cerebelo y plexos coroides (Levy-Lahad y cols.,
1995¢).

E! analisis histoquimico de secciones de cerebro de pacientes con EA usando un
anticuerpo policlonal para el carboxilo terminal de la PSEN1, ha permitido localizarla
en las placas neuriticas en forma similar al p-amiloide. La PSEN1 funciona como un
complejo .nﬁultiproteico que compromete al menos 3 proteinas transmembranales
denominadas: nicastrina, Aph-1 y Pen-2 como se muestra en la fig. 18. La
bicgénesis de estas cuatro proteinas y su ensamblaje forma un complejo de alto
peso molecular, que esta altamente regulado, por un proceso que depende de la
disponibilidad de cada uno de las proteinas en concentraciones estequiométricas
(Leem y cols., 2003).

PSEN1 es sintetizada como un polipéptido de 42 a 43 kD y sufre un proceso
endoproteolitico en la horquilla citoplasmatica que une a los segmentos
transmembranales 6y 7 para generar un fragmento amino terminal de 27 a 28 kDa

{NTF} y un fragmento carboxilo terminal de 16 a 17 kDa (CTF)
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En células transfectadas solo una fraccion de PSEN1 se sobrexpresa vy es
convertida a un NTF y CTF estable, mientras que la mayoria del polipéptido
naciente es rapidamente degradado, indicando que la acumulacion del NTF y CTF
es regulado vy saturable (LaVoie y cols., 2003). Ast la endoprotedlisis de las
presenilinas es un proceso altamente conservado de eventos que regulan la
acumulacion de estos fragmentos y su posible funcion biolégica. Existen evidencias
directas de que el ensamblaje NTF/CTF es parte activa del complejo enzimatico de
la y-secretasa, resultado de los estudios realizados con analogos inhibitorios de
proteasas asparticas (Duyckaerts y cols., 2007).

Evidencias bioguimicas, genéticas y farmacoldgicas recientes en Caenorhabditis
elegans demuestran que la endoprotedlisis y la acumulacion de fragmentos son
regulados por la disponibilidad de nicastrina, Aph-1 y Pen-2. (Fig 10)
Interesantemente, cada una de estas proteinas parece ser co-dependiente para su
biogénesis, maduracién y estabilidad por ejemplo: la nicastrina es una proteina de
membrana tipo I, altamente glicosilada no madura, ni sale al RE en células que
carecen de la expresion PS1, mientras que PS1 falla en la endoprotedlisis para
generar NTF y CRF estables en células ~ / ~ nicastrina (Georgakopoulos y cols.,
1999; Xia vy cols., 2000)

Es claro ahora que la actividad de vy-secretasa depende de la expresion
estequiomeétrica de cada uno de estos componentes y de su propio ensamblaje y
trafico a las localizaciones subcelulares apropiadas. Strooper y cols., fueron los

primeros en reportar el papel directo de PSEN1 en el proceso de liberacion del §-A,
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cuando notaron la pérdida de secrecion del 3-A y la acumulacion de fragmentos CT
de la PPA en neuronas PSEN 1"/~ y la fuerte similitud con del corte proteolitico del
receptor transmembranal Notch (Tabaton y Tamago., 2007).

Por su homologia con otras proteinas del reino animal, se han estabilecido
similitudes funcionales que tienen de homologia las proteinas spe-4 y sel-12 del C
elegans (57%) e incluso plantas como la Arabidopsis thaliana (33%) y en un 90%
con Xenopus laevis. Esta homologia con otras especies reside en la secuencia de

aa dentro de las regiones hidrofébicas (Fraser y cols., 2000).
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Fig. 10. Complejo muitiproteico de PSEN 1, en que involucra a las proteinas Notch, nicastrina, ay [

caderinas. Tomada y modificada de La Voine y cols., 2003)
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El gen Sel 12 de C. elegans afecta la via de senalamiento intercelular mediada por
lin12/notch en el intercambio de senales entre la superficie celular y el nucleo (Ray
y cols., 1999, Czech y cols_, 2000).

El segundo gen spe 4 se expresa en organelos de unién a membrana derivados de
Golgi de espermatociios primarics, se requiere para la unién de los organelos a ios
cuerpos fibrosos de estos precursores espermaticos y esta union es esencial para el
transporte intracelular de proteinas durante la espermatogénesis de C. elegans y
podria realizar funciones similares en las neuronas (sin olvidar que en humanos la
preseniiina 1 se expresa de manera importante en las gonadas masculinas)
(Wittenburg y cols., 2000; Yu y cols., 2000).

LLa presenilina 1 humana muestra un 48% de identidad en su secuencia de aa con la
.proteina  sel-12, la cual participe_a' durante el desarrollo de C. elegans en ‘la
transmision directa de senales de la superficie al nicleo. La presenilina 2 muestra
homologia con alg-3 una proteina que. bloquea la transduccion de senales durante la
induccion por células T de muerte celular por apoptosis, lo que explica el posible
papel funcional de estas proteinas (Czech y cols., 2000; Wittenburg y cols., 2000).
Se han desarrollado ratones deficientes en PSEN1 y se ha demostrado que la
PSEN1 de mamifero también puede funcionar en el sefalamiento Notch, a partir
del acumulo de fragmentos derivados de la actividad [j-secretasa, se ha propuesto
que la presenilina sea la enzima que participa en al rotura de Notch ademas del p-A

(Holcomb y cols., 1998, Kostyszyn y cols., 2001).
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6.5. PRESENILINAS Y ANIMALES TRANSGENICOS

Los ratones nulicigbticos mueren antes o poco después del nacimiento con
malformaciones esqueléticas, pérdida de células neuronales y hemorragias severas
en cerebro y medula espinal, estos hallazgos sugieren que PSEN1 se requiere para
el desarrollo del SNC (Donoviel y cols., 1999; Russo y cols., 2001).

Para entender los mecanismos patolégicos de las mutaciones en PSENT, en
pacientes con EA familiar de inicio temprano es importante determinar si se debe a
una ganancia o perdida de la funcion, el hecho es que estas mutaciones
incrementan la produccion del [A-42/43 influyendo en las actividades de B y
ysecretasas {(Ponting y cols., 2002; Russo y cols., 2000).

Esto se ha confirmado parcialmente por dos observaciones en ratones knock-out
(PS"'): primero, estos animales presentan un fe‘not'ipo de mortalidad perinatal
temprana, sin evidencia de enfermedad de Alzheimer (Czech y cols., 2000).

Esta perdida de funcién en animales con el fenotipo (PS™), puede ser
completamente rescatada por transgenes silvestres (wildtype) o PSENT, ya que los
ratones con mutaciones homocigotas no sobreviven al primer dia de vida. Mientras
aquelics con mutaciones heterocigotos pueden ser viables y fértiles y solo presentar
algunas alteraciones fenotipicas como: bajo peso al nacer, estatura corta,
anormatidades esqueleticas en la columna vertebral, curvatura en la cola (Donoviel y
cols., 1999).Las alteraciones esqueléticas observados en ratones knock-out para

PSENT1, se observan al 9° dia de vida embrionaria y hallazgos similares se han
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encontradc en animales knock-out para la proteina Notch y DLL1 (homodlogo de
Notch en drosdfila) sufren una anormalidad similar en la somitogénesis, to cual ha
sugerido una relacion entre PSEN1 y Notch. La via de senalizacion Notch es
importante para el desarrollo embrionano, la hematopoyesis y la diferenciacion
neuronal. Confirmandose estos resultados en ratones nulicigéticos para PSEN1 que
mueren durante la embriogenesis y muestran malformaciones esgueléticas y
defectos del SNC causados por la pérdida de células neuronales y hemorragias
severas tas cuales indican que PSEN1 se requiere para el desarrollo del SNC (Struhl
y cols., 2000}.

Los ratones (PS"') tienen un defecto en el procesamiento de la PPA manifestandose
por una falia en el corte realizado por la y-secretasa y la acumulacion de
fragmentos C-terminal de la PPA producidos por el corte de o y B-secretasas. El
defecto en el procesamiento PPA es completamente revertidc_)” por transgenes
silvestres 0 mutantes PSEN1 (Qian y cols., 1998; Rosenberg, 2000).

La ganancia de funcién es dada por los transgenes mutantes porque ademas
inducen a un incremento del BA-42, lo cual es consistente con los efectos
bioquimicos de las mutaciones PS1. Sin embargo y usando ¢DNAs de PS1 humana
en ensayos de complementanedad de mutantes sel12 en C. elegans sugieren gue
la PS1 humana fipo silvestre es capaz de complementar la pérdida de ta funcion en
mutantes sel12, pero no asi los cDNAs de PS1 mutantes (Price y cols., 1998; Struhl

y cols., 2000).
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Independientemente de que las mutaciones en PSENT o PSENZ causen una
ganancia o perdida de la funcién, se ha visto que probablemente un efecto sea
alterar el procesamiento de la PPA al favorecer la produccion del péptido de 42 aa,
potencialmente toxico (Sisodia y cols., 1999; Lleo y cols., 2002).

La liberacion del péptido toxico forma parte del mecanismo por el cual es procesada
la PPA por y-secretasas, ya que el amilocide polimeriza en la placa neuritica con una
configuracion de hojas beta contribuyendo asi a su neurotoxicidad. Es interesante
tarmbién como las placas amiloides co-localizan con diversas moléculas involucradas
también en la patogénesis de la EA, incluyendo ubiquitina, APOE, «4.anti-
quimetnpsina, az -macroglobulina, PSEN1y PSENZ2 (Hutton y cols., 1997).

En cultivo de fibroblastos con mutaciones PSENT se produce un incremento del 50%
de productos de corte de 28 y 18 kD incrementandose también en un 50% la
produccion P-amiloide de 42 a.a., sugiriendo que el corte por presenilina tiene.un.'
efecto directo sobre la sintesis y procesamiento del 3-amiicide (Lleo y cols., 2001).
Las mutaciones en ambas presenilinas alteran el proceso proteolitico normal del B-A
mediante la 3 y y secretasas dando lugar aun acumuld de B-A junto con la

degeneracion neurofibrlar y una mayor perdida neuronal en el cerebro de los

pacientes con EA.

Las presenilinas pueden funcionar influyendo con la actividad de y-secretasas o
pueden ser un cofactor de y-secretasa (Czech y cols., 2000; Fraser y cols., 2000).
Las mutaciones en PSENT incrementan la actividad de caspasas (proteasas

especificas de aspariato dependientes de cisteina), inducen apoptosis y una
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desregulacion en importantes vias de sefializacion (Fig.11), en el plegamiento de

proteinas de respuesta en el reticulo endoplasmatico (Scheper y cols., 2000;

Yukioka y cols.2007).
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Fig. 11. Rutas de apoptosis, su actividad se dispara por diferentes vias y puede ser conducida por fa
actividad de las caspasas en las neurcnas de los cerebros de ios pacientes con EA. Esto conduce a
la produccion del B-A, asl como al rompimiento de protelnas neuronales, que provocan mal

funcionamiento neuronal y finalmente la muerte neuronal. (Tomada y modificada de Marx J., 2001)
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Las mutaciones en PSEN-1, PSEN-2 y PPA conducen a la patologia de la EA
familiar a través de una via bioquimica comun, y en el caso de PSEN1 condicionan a
un inicio mas temprano y severo de la enfermedad. Ademas de estos genes
implicados en las formas familiares de EA, existen otros genes relacionados con la
susceptibilidad a padecer la EA en conjunto con otros factores genéticos o
ambientales no conocidos. Sin embargo en nuestra poblacion no se conoce la
frecuencia de mutaciones en las presenilinas principal causa de EA familiar de inicio
temprano y menos aun su efecto, por lo que es de gran interésﬂ establecerlo, ya que
la EA tiene un pronunciado impacto en nuestra vida social y economica.

Un diagnoéstico temprano y preciso en orden para identificar la expresion anormal de
estos genes conocidos, incluyendo factores de riesgo en individuos presintomaticos
con un incrementado riesgo de padecer la EA, permitird el desarrollo e

implementacion de medidas preventivas contra esta enfermedad.
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H.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y PREGUNTA DE INVESTIGACION

Debido a que la EA es la principal causa de demencia en las distintas poblaciones,
desde hace mas de 10 anos en el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia
“Manuel Velasco Suarez” (INNNMVS) se han realizado estudios clinicos en familias
con EA, siendo de particular interés aquellas que presentan un patron de herencia
autosoémico dominante, en las cuales resﬁlta de gran interés investigar la causa
molecular que condiciona el desarrollo de la EA. Los resultados obtenidos permitiran
conocer la participacion de mutaciones en el gen de la presenilina 1 en familias
mexicanas con EA de inicio temprano, asi como determinar como segregan estas
rﬁutaciones en el resto de la familia e investigar si en estas familias existen

mutaciones frecuentes que pudiera sugerir un efecto fundador.

IIl. HIPOTESIS

Mutaciones en el gen de la Presenilina 1 son causa frecuente de enfermedad de

Alzheimer de inicio temprano en familias mexicanas.
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IV.- OBJETIVO GENERAL

Realizar la caracterizacion genetica y molecuiar de las mutaciones y/o polimorfismos
en el gen de [a PSENT implicados en la enfermedad de Alzheimer familiar de inicio

temprano

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Consaglidar y ampliar el acopio actual de las muestras de DNA gendmico de
pacientes con EA familiar de inicio temprano y de sus familiares en riesgo.

2.- ldentificar mutaciones y/o polimorfismos en el gen PSENT, en pacientes con EA
familiar de inicio temprano y estudiar su segregacion en el resto de la familia.

3.- Correlacionar fenotipo y genotipo mediante el analisis de las mutaciones y/o

polimorfismos identificados con las caracteristicas clinicas de los pacientes.

43



Relevancia e Impacto




V.- RELEVANCIA E IMPACTO.

Se contribuira al conocimiento de la etiologia de la enfermedad de Alzheimer en
familias mexicanas, ya que se desconoce en muestro pais las causas de la misma.
Se conocerd como contribuyen las mutaciones y/o polimorfismos de PSENT en los
mecanismos bioquimicos y patoldgicos de la enfermedad, asi como en la edad de
inicio y progresion de la enfermedad, para ofrecer un mejor diagndstico y poder
establecer los riesgos geneticos en el resto de la familia.

Se contribuira al conocimiento, manejo y asesoramiento genético y en un futuro

poder ofrecer diagnodstico presintomatico en los individuos en nesgo que lo soliciten.
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VI.- MATERIAL Y METODOS.

1.1 SUJETOS DE ESTUDIO.

Se realizd la captacion de pacientes con EA y familiares de primer grado que
acudieron al Depto. de Neurogenética del INNNMVS que cumplieron los cnterios
diagnosticos para probable EA propuestos por McKhann y cols (1984), del grupo de
NINCDS-ADRDA y por el DSM-IV-R (1994) y que aceptaron donar una muestra de
sangre, previa firma de una carta de consentimiento informado. La muestra consistid
de 97 individuos que pertenecen a 12 familias con enfermedad de Alzheimer de
inicio temprano, 12 fueron probandos y el resto familiares en riesgo.

Para aeterminar si un cambio en la secuencia del gen PSENT era un polimorfismo o
una mutacion patogénica, se ulilizé una muestra de 100 controles sanos, con un
rango de edad de 60 a 92 anos (50 individuos de la ciudad de México y del Edo. De
México, asi como 50 individuos del Estado de Jalisco), individuos no relacionados,
sin antecedentes familiares de demencia, que acudieron a donar sangre al Instituto
Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez” (INNNMVS), asi
como de organizaciones gubernamentates de jubilados y pensionados (INSEN).
Criterios de Inclusidn. Se incluyeron pacientes con EA familiar de inicio temprano
que cumplieron los criterios clinicos descritos en el DMS-IV, previa valoracion
neurologica y psicoldgica. Asi como a los familiares que aceptaron participar en el

estudio. En el caso del grupo control a los individuos mayores de 60 anos se les
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aplicé la prueba de Minimental para asegurar que no presentaban deterioro
cognoscitivo.

Criterios de Exclusién. Pacientes que no cumplieron los criterios clinicos y
geneticos para EA y aquellos que no aceptaron participar en el estudio.

1.2. AISLAMIENTO DE DNA.

Se tom¢é una muestra de 20 ml de sangre periférica en tubos vacutainer con
anticoagulante ACD, a cada uno de los probandos, asi como a los familiares en

riesgo y al grupo control previo consentimiento informado.
1.2.1. OBTENCION DEL DNA GENOMICO.

La extraccién del DNA gendmico se realizd a partir de leucocitos, empleando dos
metodos de extraccion, dependiehdo de |la cantidad de muestra obtenida. Se empleo
el método de precipitacion por sales extraccion/fenol-cloroformo (Miller y cols., 1988,
modificado por nuestro laboratorio) o. el uso de un kit comercial {Qiagen o
Eppendorf), siguiendo los siguientes pasos:

1.2.2 EXTRACCION DE DNA POR EL METODO DE PRECIPITACION CON SALES

Se realizo el procedimiento de lisis de células rojas, hasta obtener el botdén de
celulas blancas libre de hemoglobina.

1.2.2.1 LISIS DE CELULAS ROJAS.

Se vertio el contenido de los tubos vacutainer a un tubo coénico de 50 ml y se
adicionaron 2 volumenes del amortiguador de lisis de células rojas (5mM MgCl, 10
mM Tris pH 7.6, 10 mM NaCl), se mezciaron por inversién cuidadosamente para

después ser centrifugados por 10 min., a 5,000 rpm a 4°C. Después de la
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centrifugacion se elimind el sobrenadante y se afadio nuevamente amortiguador
para volver a repetir este paso hasta que el botén de céelulas blancas que se forma
guedara libre de hemoglobina.
El botéon se resuspendié con 1 ml. del amortiguador de células rojas y se
adicionaron al vial: 886 ul de NaCl 5 mM, 46 ul de SDS al 10%, se mezcldo con
vortex y se adicioné 308 ul de NaCl saturado, se mezcld nuevamente y se
centrifugd durante 15 min. a 11,000 mm a 4°C. Después de centrifugar el
sobrenadante se pasé a un tubo limpio y se realizo el método de extraccion con
fenol-cloroformo vy la precipitacion se realizé con un volumen de isopropanol frio.
1.2.2.2- EXTRACCION CON FENOL-CLOROFORMO.
a) Se anadio un volumen equivalente (v/v) de fenol saturado, se mezcld por
inversion manual, durante 10 min. , hasta obtener una emulsién completa.
b) Se centrifugo durante 10 min. a 3,000 rpmM"'C, se lomo la fase superior y
se paso a un tubo limpio (evitando llevarse la interfase).
c) Se realizd una segunda extraccion con la mezcla fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico {v/v), repittendose el paso de centrifugacion.
d) La fase superior se paso a un tubo limpio y se realizd la lercera extraccion
con la mezcla cloroformo-alcohol isoamilico (v/v), repitiendo las mismas

condiciones.
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1.2.2.3- PRECIPITACION CON ISOPROPANOL
La fase superior de la uitima extraccion se pasc a un tubo limpio y se
adictonaron 2 volumenes de isopropanol frio a -20°C, se mezclo
suavemente por inversion hasta que el DNA precipito.
Se lavo el DNA con etanol al 70% dos veces, centrifugando entre cada una de
las lavadas y eliminando el sobrenadante sin remover el boton de DNA. Se
elimino el exceso de etanol y se seco el DNA para ser resuspendido en agua
esteril.
1.2.2.4 CUANTIFICACION DEL DNA.
Se analizd la integridad del DNA por electroforesis en gel de agarosa al 1% en
amortiguador TBE 1X (Tris base 0.089M, &cido Borico 0.089 M, EDTA, pH 8, 0.002
M), el corrimiento se realizé a 100 V por 30 min. Despues de la electroforesis el gel
fue tenido con bromuro de etidio (0.5 pg/.ml) y se analizado bajo luz UV.
Se cuantificd el DNA por espectrofotometria a 260 nm y se establecié su pureza
mediante la relacion 260/280.
Se realizaron dos métodos de extraccion de DNA dependiendo de la cantidad de
sangre que se podia oblener, en general por ambos métodos se obtuvo DNA
genomico de alto peso molecular, de buena calidad e integndad como se muestra en
ta Fig. 12.
En promedio se obtuvo una concentracion de 500 ng/ul y la refacion 260/280 fue de

1.8, lo cual cumple con lo establecido en pureza para DNA gendmico.
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L 23130pb
9,416 pb

6.557 pb

Fig. 12. Gel de agarosa al 1% muesira DNA genomico de alto peso molecular (camiles 1 ai 8),
exlraido a partir de sangre periférica, comparado con el marcador (M) de peso molecular {DNA

AHind [Il, concentracion 0.5 ng/ul, donde se observa que la banda superior es de 23,130 pb).

2. ANALISIS DE LAS MUTACIONES EN EL GEN PSENT

Se establecieron las condiciones para el analisis de las mutaciones del gen PSENT,
el cual se realizé6 mediante la amplificacion en reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) del DNA genomico y secuenciacion directa. Se analizaron las regiones
codificantes (exones 3 al 12) y las uniones intron-exén del gen PSENT en la tabla 7
se muestran las secuencias de los oligonucledtidos y el tamafio obtenido en cada

uno de 10s exones amplificados. {Cruts y cols., 1998)
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Tabla 7. de los oligonucledtidos y tamafio de los productos de PCR
Exén | Oligonucledtido Secuencia Tamaito (pb)

5182ex3-1 ACAAAGTTCTGTTTTTCTTTCCC

3 S5182ex3-2 CAGCATTTCTCAGAGGTGAGG 247
S182ex4-1 CGTTACCTTGATTCTGCTGA

4 S182ex4-2 GACATGCTGTAAAGAAAAGCC 371
$182ex5-3 GATTGGTGAGTTGGGGAAAAGTG

5 S182ex54 ATACCCAACCATAAGAAGAACAGG 335
S182ex6-3 GGTTGTGGGACCTGTTAATT

6 S182ex6-4 TTAATTCTGAAAGACAGACCC 149
S5182ex7-1 GGAGCCATCACATTATTCTAAA

7 S182ex7-2 AACAAATTATCAGTCTTGGGTTT 3286
S182ex8-1 TTACAAGTTTAGCCCATACATTTT

8 S5182ex8-2 TCAAGTTCCCGATAAATTCTAC 215
S182ex9-1 TGTGTGTCCAGTGCTTACCTG

9 5182ex9-2 TGTTAGCTTATAACAGTGACCCTG 188
S182ex10-1 CCAGCTAGTTACAATGACAGC

10 $182ex10-2 TCAAAAAGGTTGATAATGTAGCT 345
S182ex11-1 GGTTGAGTAGGGCAGTGATA

11 S5182ex11-2 TTAAAGGGACTGTGTAATCAAAG 275
S182ex12-1 GTCTTTCCCATCTTCTCCAC

12 | $182ex12-2 CGGGATTCTAACCGCAAATAT 199
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La reaccion de PCR se realizo de la siguiente manera (Tabla 8):

= = —re=—mmsees=——e x = —

" DNA (200 ng/ ul) BES

. MasterMix (10X) | 100w |
Primer F (250 yM/ Yy | 2.0 pl

 PrimerR (250 uM/pl) | 2.0 ul

. A:giu_a (cbp 25 pl) o —Q.OT_—-

—————— = e m———————

Se establecio el programa de PCR de acuerdo a la temperatura de desnaturalizacion
(tm) de cada uno de los ofigonucledtidos, la cual determina la temperatura de
alineamiento. La reaccion de PCR se sometio al programa y se realizo en un

Termociclador (Applied Biosytem) en forma general consistio de:

Desnaturalizacion inicial 94°C 10 min.
Desnaturalizacion 94°C, 30
seg. 35 ciclos
Alineamiento 52°C,30 seg.
Extensién 72°C .45 seq.
Extension final 72°C, 5 min.
4°C o
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Se analizd el tamafno de cada uno de los productos esperados para cada exon, por

electroforesis en geles de agarosa al 3% en TBE1X, comparandolos con el marcador

de peso molecular Vil (Roche) (Fig. 13).

M Exones
vil 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

bl
(3

53 nE 6

247 371 335 149 326 215 188 345 275 199Pb

Fig. 13  Se muestran los tamafios de los productos de PCR obtenidos para los exones de la regitn

codificante del gen PSEN1, analizados en gel de agarosa al 2.5%/TBE1X.
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2.1.  SECUENCIACION.
Para determinar las mutaciones presentes en la region codificante del gen PSENT
los productos amplificados fueron secuenciados, por lo que fue necesario purificarlos
empleando el kit QlAquick (QIAGEN) y el siguiente método:
1.- Se adicionaron 5 velumenes de amortiguador PB por un volumen de
reaccion de PCR. Se mezcld antes de poner en la columna (150 yl de
amortiguador PB X 30 pl de reaccion de PCR).
2 .- Se colocod la columna QlAguick en un tubo colector de 2 ml y se adicion¢ ia
mezcla del paso 1, para unir el DNA a la columna.
3.- Se centrifugo a 13,000 rpm / 30 - 60 segq.
4.- Se elimind el sobrenadante y se colocd nuevamente la columna en el
mismo t_ubo.
5.- Para lavar la columna, se adicionaron 0.75 mi del amortiguador PE y
después se centrifugo a 13,000 mom por 30 a 60 seq.
6.- Se elimino el fluido y se puso nuevamente la columna sobre el mismo tubo,
se centrifugd por un minuto a maxima velocidad para eliminar de esta forma
restos de etanol.
7.- Se paso la columna a un tubo nuevo de microcentrifuga previamente

rotulado.



8.- Se eluyo el DNA de la columna adicionandole 50 ul del amortiguador EB o
agua estenl a pH: 7 — 8.5, en el centro de la columna y se centrifugd por un

minuto para recuperar el DNA.

2.1.1. REACCION DE SECUENCIACION

Los productos purificados fueron nuevamente analizados en geles de agarosa al 2.5

% en TBE1X, previo a la reaccion de secuenciacion (Tabla 9) la cual consistio de:

Tabla 9. Reaccién de secuenciacién componentes de la reaccién.

————————

Producto de PCR purificado 1.0 ul
Big Dye V3.3 1o |
 Primer F o R 1.0 pl
Amortiguador 5X 35u
' Agua cbp 20l - 135 ul

La reaccion se realizo en un Termociclador (Applied Biosytem) bajo el siguiente

programa: Desnaturalizacion 96°C, 30 seg
Desnaturalizaciéon 95°C, 30 seg
Alineamiento 50°C, 10 seg 25 ciclos
Extension 60°C, 4 min
Extension final 72°C, 1min
4°C o
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2.1.2. PURIFICACION DE PRODUCTOS DE SECUENCIACION.

1. Después de realizar la reaccion de secuenciacion los productos se purificaron
para eliminar productos inespecificos, por medio de columnas Centri-sep
previa hidratacion con 750 ul de agua estéril.

2. Seinvirtieron varias veces las columnas y con ayuda del vortex se eliminaron
las burbujas de aire en la columna.

3. Se dejaron en refrgeracion durante 2 horas las columnas, para asegurar una
hidratacidon completa, posteriormente se quitd el tapon infenor y el superior
para eliminar el resto de agua.

4. Después se centrifugaron a 3,000 rpm durante un minuto para empaquetarlas
y eliminar el resto de agua.

5. La reaccidon de secuenciacion se coloco al centro de la columna y
posteriormente se centrifugo a 3,000 rpm durante un minuto.

6. El producto punficado se seco por vacio (speed-vac) durante 45 min.

7. El producto seco se rehidratdo con 16 pl de formamida ultrapura, se
desnaturalizé y finalmente fue secuenciado (secuenciador de DNA

automatizado ABI PRISM 3100).



Se analizaron primero los casos indices de cada una de las familias y en caso de
encontrar un cambio se buscaron en los individuos en riesgo que aceptaron

participar en el estudio, para establecer la relacion fenotipo-genotipo.

3.-DETERMINACION DE LOS ALELOS DEL GEN APOE POR PCR.

Se amplificd DNA por medio de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR),
empleando los oligonucléotidos que flanquean el exén 4 del gen APOE descritos
por Emi y cols. (1988). Se realizdé la amplificacion de las secuencias ApoE que
incluia los aminoacidos en la posicion 112 y 158, esperdandose un producto
amplificado de 193 pb. El segundo paso fue la digestion del producto amplificado
con la enzima de restriccion Hhal que reconoce y corta el sitio (GCGC). Se realizé la
amplificacion empleando la metodologia descrita por Hixson y Vernier {1990), con
modificaciones hechas en el laboratorio (Tabla 10), para lo que fue necesaria la

siguiente reaccion:

Tabla 10. Componentes de la mezcla de reaccion para la determinacion del gen ApoE.

DNA gencmico 300-400 ng 2.0 ul
" Oligonuclestido F4 200 ng 2.0l
“Oligonuclestido F6 200 ng 20 ul -
Amortiguador 10X X 3.0
Amplitag (10 U/ul) 2U 0.2 ul
DMSO 10% 3.0
Agua cbp 30 ul 17.8 pl




De esta manera se realizd la isotipificacion de los fragmentos polimérficos de
restriccion (RFLPs) generados, que nos permitiercn identificar los 6 genotipos
posibles E3/3, 4/4, 212,413,412 y 3/2.

La mezcla de reaccion se sometio al siguiente programa de PCR:

Desnaturalizacion inicial 94°C 5 min.
Desnaturalizacion 94°C 30 seq.
Alineamiento 60°C 30 seg. 40 ciclos
Extension 70°C 1.5 min.

Extension final 70°C 10 min.

3.1. DIGESTION ENZIMATICA.
Se realizé una digestion del producto amplificado con la enzima de restnccion Hha [

{3U) y se obtiene un corte completo del producto amplificado, cuando se digieren a

37°C, durante 4 hrs.
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3.2. ELECTROFORESIS EN GELES DE ACRILAMIDA.,

Los productos amplificados y digeridos con la enzima de restriccion Hha [, se
resolvieron en geles de poliacriiamida no desnaturalizante al 8%, durante 2.5 hrs. a
45 mA, flangueando el gel con marcadores de peso molecular conocidos, marcador
V (pBR322 DNA-Hae I} y VIIl  {(pUCBM2 DNA-Hpa li+ pUCBM 21 DNA Dra | +
Hind Ill de ROCHE). Después de la electroféresis el gel se tind con bromuro de etidio
{0.5 ug/ml) y se analizd bajo luz ultravioleta en un transiluminador. Se tomo
fotografia del gel para su posterior analisis. Los tamanos de los fragmentos se

estimaron por comparacion con los marcadores de peso molecular conocidos.
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VII. RESULTADOS

CARACTERISTICAS CLINICAS DE LAS FAMILIAS EN ESTUDIO.

Las caracteristicas clinicas son similares a las descritas en los pacientes con EA,
todos ellos muestran atrofia cortical y subcortical por imagen en estudios de
Tomografia axial computarnizada (TAC) o por Resonancia Magnética (RMN). Ninguno
de elios muestra un rasgo fenotipico particular, sin embargo si muestran vanabilidad
fenotipica entre los pacientes. Un paciente sufre de paraplejia espastica, otro
manifiesta mioclonias y uno mas tiene una historia positiva de crisis parciales 20

anos antes del inicio de la enfermedad.

MUTACIONES EN El. GEN DE LA PRESENILINA 1
En 12 probandos se identificarén 3 mutaciones en gen de la PSEN1, 1a ubicacién vy

y el cambio de nucleétido se muestran en la tabla 11.

Tabla 11. Familias estudiadas para el gen PSENT.

#Probandos 4 Eamilias  Exon Mutacién . Nucle6tido | Cambio de AA
estudiados  oqpydiadas
1 Y 7 M233L 945  Met-Leu
2 2 9  E318G 1201 ‘Glu-Gly
12 & T 12 . A43IE 1540 "~ Ala-Glu
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Mutacion M233L

La mutacion M233L se determino en el probando de una familia (Fig14 }, el cambio
que presenta es de una A por una T en el nucledtido 945, lo cual origina que
cambié el de aminoacido y se traduce como la mutaciéon Met233Leu, la secuencia
se muestra en el electroferograma de la Fig. 14, la cual se localiza en el ex6n 7. El
paciente presento una edad de inicio de 48 anos y es originaria del estado de

Guanajuato.

Iy
TEERA B0

AT

Secuencianormal:  GCC CIC ATG GCC CI1G
Secuencia de aa: A L M A L
Numero de codon 231 232 233 234 235
Secuvenciamutada: GCC CIC TIG GCC CIG
Secuencia de aa: A L L A L
Fig. 14. Se muestra el arbol genealégico y los electroferogramas con la secuencia normal y con la

mutacién Met233Leu, asi como la ubicacién det cambio de aa en la secuencia de PSEN1
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Mutacion E318G.

La mutacion Glu318Gly (E318G), se debe al cambio de A por G en el nucleétido
1201 del gen PSEN1 fue identificada en el probando de la familia 2, la edad de
inicio del paciente fue de 42 afos, procedente del estado de Aguascalientes, en esta
familia se confirmo el cambio en 2 hermanos mas gue iniciaban sintomas y no se
encontré en uno asintomatico Fig.15. Este mismo cambio se encontré en el
probando de la familia 11 y en 2 individuos en riesgo de la misma familia. Los

electroferogramas se muestran en la Fig. 16.

MUTACION E318G

FAMILIA 11

@

O @70

0005 bb al)

Fig. 15. Se muestra las genealogias de 2 familias que presentaron Ja mutacién E318G, indicandose

con una M los individuos con la mutacion y sintomas. Los individuos sin mutacidn se indican con las
siglas S/M y también se muestran en fa familia 11 dos individuos que portan la mutacién pero que se

encuentran actuaimente asintomatico, las flechas rojas indican el caso indice o probando.

61



MUTACION E318G

G CAlG AAlAGT
Ao ,

av

G CAlG 6 aAlagT

Secuencia normal: AAT GCA GAA AGC
Secuencia de aaq: N A E S
NUmero de codon: 316 317 318 319

Secuencia mutada: AAT GCA GGA AGC

Secuencia de aaq: N A G S

Fig. 16. Se muestra el electroferograma con normal y con la mutacion E318G, asf como la ubicacion

del cambio de aa en la secuencia de PSEN1

Para confirmar si este cambio corresponde a una mutacion o aun polimorfismo de

riesgo se analizaron 50 controles sanos, sin presentar el cambio ninguno de ellos.
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MUTACION A431E

De manera interesantemente 9 de los 12 probandos estudiados pertenecientes a 9

familias distintas, presentan una misma mutacion en el exén 12 localizada en el

nucledtido 1540 el cual se traduce en el cambio del aa del coddén 318 de Alanina por

acido Glutamico (A431E), todos los probandos presentaron inicio temprano (34 a 46

afios), asi como historia familiar positiva de EA. Las caracteristicas de estas familias

se muestran en la tabla 12.

Tabla 12. Se muestran las caracteristicas estructurales de las familias mexicanas con la mutacion

A431E del gen de fa PSENT

Caracteristicas
N° de familias estudiadas
N° de pacientes con EA
N° de familiares en riesgo
Total de individuos con mutacién
Edad de inicio, p_rc;medio y rango
Edad de fallecimiento, promedio y rango
Duracion de la EA, promedio y rango

Alelos APOE-c4

Familias con la mutacion A431E

9
13
60
41

40 (34-48 arios)

48 (44-57 arios)

10 (6-14 afios)

presente en 2 pacientes heterocigotos
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La mutacidn A431E se encontro en 28/60 (46.6%) individuos en riesgo
aparentemente sanags, por el tipo de herencia AD ellos tenian un 50% de riesgo de
presentar la enfermedad y con estos reaultados se confirma este riesgo. De las 12
familias mexicanas estudiadas 9 presentan la mutacion A431E que corresponde ai
75% de la muestra estudiada. Se muestra la genealogia de una de las familias con
la mutacion, asi como los electroferogramas se muestran en la Fig. 17. Esta
mutacion se identifico empleando el oligonucleodtido reverso, por lo que se incluyen

ambas secuencias Fig 18.

II

III

IV

Fig. 17. Se mueslra la genealogia de una famifia con 4 generaciones afectadas y que portan la
mutacion A431E, indicandose con una M los individuos con la mutacion y sintomas. Los individuos
sin mutacion se indican con la letra S y lambién se muestran los individuos que portan la mutacion
pero que se encuentran aclualmente asintomatico, las flechas rojas indican el caso indice o

probando.
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MUTACION A431E

C + Aforwan

G > T reverso

Secuencia normal: AAG AAA GCA TIG CCA
Secuencia reversa: mC T CGT AAC GGT
Secuencia de aa: K K A L P

NUmero de codon: 429 430 431 432 433

Secuencia mutada: AAG AAA GAA TIG CCA
Secuencia reversa: TC TT CiT AAC GGT

Secuencia de aa: K K E L P

Fig. 18. Se muestra el etectroferograma con nemal y con la mutacidn A431E, ast como la ubicaciaon

del cambio de aa en la secuencia normal reversa y mutada reversa de PSEN1
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Debido a la frecuencia elevada que muestra el cambio del coddén 431 con mayor
frecuencia en las familias estudiadas, se evalu¢ si se trataba de un polimorfismo de
riesgo o de una mutacion con un posible efecto fundador, ya que las 9 familias
pertenecen al Estado de Jalisco.

Para probar estas hipotesis se analizaron 50 controles sanos del estado de Jalisco y
50 de la poblacion en general del Distrito Federal. Interesantemente, la mutaciéon
A431E no se encontro en ninguno de los 100 controles sanos.

El efecto del alelo ¢4 del gen de fa APOE fue evaluado como factor modificador de la
edad de inicio de la EA en las familias en estudio.

El alelo €4 estuvo presente en 2 pacientes heterocigotos (4/3) con la mutacién
A431E, aparentemente sin afectar la edad de inicio, ya que en los individuos con &4
la edad de inicio fue de 41.50 anos y sin alelo ¢4 fue de 41.56 anos.

Estas diferencias no son estadisticamente significativas (p:-0.980), el resto de los
sujetosde estudio presentaron el alelo comun €3 y los genoctipos encontrados se

muestran en la Fig. 19
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Fig. 19. Gel de poliacrilamida al 8%, donde se muestran los diferentes genolipos ApoE encontrados
en tos individuos portadores de la mutacion A431E . Se identifican individuos homocigotos 3/3 (carrl
4), asi como los heterocigotos 3/2, 4/3 y 4/2 (carriles 5, 6 y 7 ). E| gel muestra los productos
amplificados de 193 pb sin digerir {-}, carriles 3 y 8. El tamadno de los fragmentos se determind por l0s

marcadores de peso molecular que flanquean el gel marcador pBR322 DNA-Hae liy y VIII  (pUCBM?2

DNA-Hpa Il+ pUCBM 21 DNA Dra i + Hind Ill de ROCHE)

Los 12 probandos con la mutacion A431E provienen de los Altos del estado de
Jalisco como se muestra en la Fig. 27, el cual se localiza al Oeste de la Republica

Mexicana con una densidad de poblacion de 6 322,000 habitantes.
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Fig. 20. Mapa de la Repuiblica Mexicana donde sobresale el estado de Jalisco, con estrellas rojas se

denotan los pueblos a partir de los cuales provienen las familias con la mutacién A431E

En base a los arboles genealogicos de estas familias estudiadas se realizd el
analisis de segregacion de la mutacion A431GE en aquellos individuos en riesgo a
partir del caso indice o probando a partir del cual se realizd el estudio, todos los
probandos estudiados tienen la mutacidon A431E, la cual segrega con el resto de la
familia indicandonos que se trata de una mutacion patogénica. Esto se confirmé al
estudiar 50 controles sanos de la ciudad de México y 50 controles sanos del estado
de Jalisco en los cuales no se encontré el cambio, lo cual sugiere se trata de una

mutacion patogénica y no de un polimorfismo de riesgo.
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Estos resultados apoyan fuertemente la hipotesis de que se trate de una mutacion
con efecto fundador. Se investigod esta posibilidad y se analizaron dos microsatélites
polimorficos cercanos al gen de la PS1, ambos marcadores fueron dinucleotidos CA
y GT en posicion 33117 y 23000 (Genebank accesion N° AF109907) en los
integrantes de estas familias incluyendo el caso indice, asi como 50 controles sanos
de la ciudad de México y 50 controles sanos del estado de Jalisco. Los resultados
obtenidos mostraron gque los individuos afectados con la mutacion y los individuos en
riesgo portadores de la mutacion A431E segregan con el mismo haplotipo (haplotipo
4/5), siendo para el marcador CA el alelo comun fue 4 de 273 pb, mientras que para
el marcador GT fue el alelo 5 de 205 pb, estos marcadores fueron analizados
también en los dos grupos control (Fig. 21). Del grupo control del estado de Jalisco,
4 (8%) presentaron el alelo 4 del marcador CA, mientras que s6io 2 (4%) presentan
el alelo 5 del marcador GT respectivamente, mientras que estos alelos noc se

encuentran en ninguno de los controles de la ciudad de Meéxico.
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Analisis del Efecto Fundador
Repetido CAy GT

Alelo 4
com(n == 273 pb
Controles Controles Caontroles
205 pb <= Alelo 5
comun

Fig.21. Se muestra que todos los portadores de la mutacion A431E, segregan con un alelo
en comun en los dos marcadores utilizados a diferencia de los controles indicados en las

cajas rojas.
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VIil. DISCUSION

La EA es la forma mas comun de demencia y parece ser una patologia
genéticamente compleja ya que se han descrito 3 genes causales de formas
familiares y diferentes polimorfismos geneticos que alteran el riesgo de la misma. En
este trabajo nosotros descnbimos tres mutaciones en el gen de la PSENT causales
de EA de inicio temprano, con patrén de herencia autosomico dominante en 12
familias mexicanas, no relacionadas.

Las caracteristicas clinicas de nuestros pacientes son similares a la de los casos
reportados en la literatura, existe variabilidad fenotipica y un caso con paraparecia
espastica la cual se ha asociado con mutaciones en el gen de la PSENT (Karlstromy
cols., 2007}

Las mutaciones encontradas en estas familias no son nuevas, se encuentran
reportadas en la literatura en diferentes bases de datos y han sido identificadas en
diferentes poblaciones del mundo (Aldudo y cols., 1997; Roagaeva y cols 2001:
Sandbrink y cols., 1996: Cruts M y cols., 1998; Aldudo y cols., 1998, Mattila y cols.,
1998; Dermaut y cols., 1999; Helisalmi y cols., 2000; Raux y cols., 2005)

La mutacion Met233Leu se localiza en el exdn 7, en la regidén transmembranal V de
PSEN1 afectando residuos no conservados. Asimismo, la mutacion Glu318Gly
localizada en la parte media de 1a horquilla hidrofilica VI de la proteina PSEN1 esta
cercana al sitio de reconocimiento de caspasas y a una secuencia consense para
proteina cinasa A y C que fosforitan PSEN1 y son causa de EA familiar (Aldudo vy

cols., 1997; Roagaeva y cols 2001: Sandbrink y cols., 1996: Cruts M y cols., 1998;



Aldudo y cols., 1998; Mattila y cols., 1998; Dermaut y cols.,1999; Helisalmi y cols.,
2000, Raux y cols., 2005)

Para determinar su frecuencia y evaluar su contribucion en la EA en poblacion
mexicana, analizamos 100 cromosomas sanos, sin encontrar en elios la mutacion.
Sin embargo la encontramos en 2 familias y en una tercera la cual ademas portaba
la mutacion A431E.

Nuestros resultados difieren de los reportados, ya que en la mayoria de ellos
encuentran una baja frecuencia de la mutacion en poblacién sana, considerandola
como un potencial factor de resgo que contribuye a la patogénesis de la
enfermedad, similar al papel que desempefia ApoE como factor de riesgo genético
para la EA:

Sin embargo nuestros datos sugieren al igual que el estudio realizado por Taddei y
cols (2002), que se trate de una mutacion parcialmente penetrante o neutra; para
confirmar esto requenmos de un numerc mayor de pacientes.

La localizacion de la mutacion Glu318Gly en este sitio puede ser compatible con la
ausencia de los efectos patogénicos (polimorfismo) o con efectos patogenicos
débiles (penetrancia reducida){Mattila y cols 1998; Helisalmi y cols., 2000; Taddei y
cols., 2002; Raux y cols., 2005)

La patogenicidad de esta mutacion ha sido cuestionada porque no ha sido posible
demostrar su co-segregacion en familias con la EA, debido a la falta de suficientes

miembros de la familia en todos los casos reportados incluyendo el nuestro.



Se describid también la mutacion Alad431Glu (A431E) en 15 pacientes de 12 familias
no relacionadas con EA. Estas familias provienen del estado de Jalisco (Rogaeva y
cols., 2001; Miravalle , y cols.2002; Lee y cols., 2006; Murrell y cols., 2006)

Todos los potadores de la mutacidn muestran el mismo haplotipo para dos
marcadores microsatélites en el locus PSEN1. Ademas este haplotipo no se
encontro en 100 controles mexicanos, incluyendo 50 individuos del estado de
Jalisco, esto sugiere fuertemente que todos los individuos portadores de la mutacion
Ala431Glu tienen un ancestro comun.

Esta mutacion pudo haber ocurrido por un cambio en un haplotipo extremadamente
raro 0 que el alelo mutado pudo haberse originado de una poblacion de inmigrantes
'que no compare este haplotipo con la poblacion local. Esta mutacidon ha sido
descrita en 9 pacientes de diferente origen étnico con diagnostico clinico de EA.

La mutacion Alad31Glu se localiza en la horquilla hidrofilica VIIl y esta altamente
conservada entre las diferentes especies y de acuerde al programa PolyPhen

{http://iwww .tux.embl-heidelberg.de/ramensky/index.shtm}), el cual predice las

consecuencias funcionales de la sustitucion de aa, en este caso la sustitucion del
acido glutamico en la posicién 431 puede ser posiblemente danina para la funcion de
PSEN1.

Mas de 166 mutaciones en PSEN1 se han identificado y la gran mayoria tienen
penetrancia completa, sin embargeo a pesar de ser recurrentes en el gen PSENT son
debidas a simples fundadores. Son raros los efectos fundadores sin embargo para

PSEN1, se han descnito en tres mutaciones localizadas en los exones 4, 7 y en el

73



intron 4. Uno de estos efeclos fundadores se ha descnto con la mutacion Gly206Ala
localizada en el exdn 7, como causa de EA de inicio temprano en familias Hispano-
Caribenas. Sin embargo el componente éfnico en este grupo Hispanico es muy
diferente de las famifias mestizo mexicana (Athan y cols., 2001).

En términos de composicion geneética la poblacion mexicana mestiza es el resultado
de la mezcla predominante de espanoles (50-60%), Amerindios (37-49%) y en
menor contribucion de Africanos (1-3%) (Cerda y cols.,2002)

Es importante mencionar que la mutacion Alad31Glu, no ha sido reportada en
pacientes espanoles y esto nos permite especular que esta mutacion se pudo
originar en generaciones mas recientes de mestizos-mexicanos o en los primeros
grupos Amerindios, sin embargo seran necesarios futuros estudios para venficar
esta hipotesis.

La aita prevalencia de fa mutacion Ala431Glu en familias procedentes del estado de
Jalisco, nos facilita el diagnostico molecular porque directamente se realiza su
identificacion en el exon 12. La deteccion de la mutacion permite la realizacidon del
diagnoéstico presintomatico en individuos en riesgo y proporciona un asesoramiento
genetico adecuado y preciso. La identificacion de las mutaciones ha sido util para la
creacion de blancos terapeuticos, asi como la elaboracion de modelos animales ya
gue hasta el momento el tratamiento esta limitado a mejorar los sintomas y no la
progresion.

El avance de la biologia molecular en los ultimos anos ha permitido hacer

diagnosticos moleculares precisos en muchas enfermedades como es el caso de la
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EA. Esto ha dado lugar a la posibilidad de diagnostico presintomatico, el cual nos
permite identificar al individuo que presenta la mutacion antes de que manifieste
sintomas de la enfermedad.

En el caso de enfermedades neurodegenerativas de inicio tardio como es la EA este
tipo de diagnosticos tiene implicaciones éticas importantes, ya que hemos
desarrollado la capacidad de predecir, pero no de prevenir ni curar. Por esto el
diagnostico presintomatico de la EA debe realizarse mediante un programa
asesoramiento genético y apoyo psicoterapéutico antes y después de la prueba y
debe seguir los lineamientos intemacionales publicados para la enfermedad de
Huntington. En este programa debe participar un equipo multidisciplinario formado
por neurologo, psiquiatra, genetista, bidlogo molecular y trabajadora social.

Este diagnostico debe ser voluntario y sus resultados confidenciales. Con este
trabajo hemos estandanzado la técnica para detectar mutaciones en el gen de la
PSENT lo cual nos permite ahora poder ofrecer el diagndstico presintomatico a los
individuos en riesgo que lo soliciten siguiendo los lineamientos antes mencionados.
Sin embargo es importante aclarar en el caso de la EA que si el individuo en riesgo
no presenta la mutacion, no se le puede asegurar que no presentara la EA porgue
debido a su elevada frecuencia y heterogeneidad geneética podria desarmollarla, por
otras causas independientes de la mutacion {Lannfelt y cols., 1995; Steiniart y cols.,

2001)
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IX. CONCLUSIONES

>

Vf

Se identificaron 3 mutaciones causativas de formas familiares de EA de inicio
temprano, estas mutaciones ya han sido descritas en otras poblaciones del
mundo.

El efecto patogénico de la mutacion Glu318Gli (E318G) es controversial ya
que por nuestros resultados nos sugiere que puede tratarse de una mutacion
de baja penetrancia, debido a que esta no se encontré en controles sanos y
esta presente en 2 familias o que este actuando como un potencial factor de
riesgo para la EA y no interacciona con APOE. Debido a quello_s. portadores
de este cambioc fueron homocigotos para el alelo comun (3/3). Esto da
evidencia que la asociacion entre la mutacion E318(3_ y la EA familiar varia
entre los diferentes grupos étnicos.

La mutacion Ala431Glu (A431E) tiene una alta frecuencia en familias con EA
familiar de inicio temprano provenientes del estado de Jalisco y es una
mutacion proveniente de un ancestro comun. Estos hallazgos facilitaran el
diagnostico molecular de la EA y permitiran realizar el apropiado consejo

genético a estas familias.
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PSENL gene. Twelve unrelated Mexican families with
early-onset AD were analyzed. The Alad43 1 Glu mutation in
exon |2 of PSENI was found in nine (75%) of these
families, which segregated showing autosomal dominant
inheritance. Because all families bearing the mulation are
from the Stale of Jalisco {located in Wesicm Mexico), a
founder effect was hypothesized. Microsatellite haplotype
analysis suggested a common ancestor in these nine
kindreds. In concluston, the Ala431Glu mutation 1s a
prevalent cause of early-onsel familial Alzheimer’s disease
in families from the Stale of Jalisco, Mexico. Genelic
evidence supports that it is a founder mutation descending
from a single common ancestor. These findings have
unportant implications for prompt diagnosis and genetic
counseling for Mexican patients with famihal AD from
Jabisco.

Keywords Early-onset Alzheimer’s disease -
PSENI gene - Mutation - Founder effect

Introduction

Alzheimer’s discase (AD)) is the most common cause of
dementia in the elderly. It is a neurodegenerative disorder
of the central nervous system characterized by progressive
memory toss and intellectual decline due lo the appearance
of two major brain lesions: senile plaques and neuro-
fibrillary tangles. The exacl biochemical pathway leading
lo neurodegeneration is still unknown. Although, in most
cases, the first symptoms of memory dysfunction or
behavioral changes become apparent after age 65 years
(late-onset or senile AD), in some cases, the disease starts
earlier 1n hife (eariy-onsetl or presenil AD) [1]. Threc genes
are currently known (o have a causal role in early onsel
autosornal dominant AD: the 3-amyloid precursor protesn
(APP) gene on chromosome 21g21.1 [2], presenilin |
{PSEN1) on chromosome 14g24.3 [3], and presenilin 2
(PSEN2} on chromosome 1g42.1 [4]. These three genes
together account for about half of all cases of familial early



L AD, PSENI mulfations being the most frequent [5. In
ion, the Apolipoprotein £ (APOE) £4 vananl is
idered as a susceptibility allele, as tt significantly
ases the risk of AD and decreases the age of onsel [6, 7).
this study, we describe a single missense mutation
431Glu) in the PSENI gene found in nine of the 12
rently unrelated Mexican fanilies with early onset AD
{ind evidence that the mutation orginated from a
mon anceslor.

1ods
y subjects

sample consisted of 12 unrelated probands with early-
! AD, whose ages of onset ranged between 34 and
‘cars (mean 40 years). Patients and their {icst degree
ives were recruiled from Genetics Department of the
tuto Nacional de Neurologia y Neurocirugia Manuel
sco Suarez (INNNMVS) in Mexico City over a
ear period (1986 o 2003) including patients from all
the country. All cases met McKhann's cntena for
able AD, and one was diagnosed as definite AD on
psy [8]. The study received approval from the
NMVS Review Board and informed consent was
ined frorn all subjects at the momnent of blood drawing.
sses were considered famihal if at feast one firsi-degree
ivc suffered from early-onsel dementia. Age at onsel
based on the verbal reports of the patient and family
bers. All pedigrees showed autosomal dominant
smission in at least three generations, with a mean
of onsel of 40 years (rangé 34—48 years).
11 probands recruited agreed to participate, so thal a
- of 97 individuals {12 probands and 85 first degree
ives) were included in the study. The control sample
dasted  of 100 healthy unrelated individuals (50
viduals from Mexico City or its surroundings and 50
viduals from the State of Jalisco in Westen Mexico)
I 60 to 92 years (mean 76 years) with no signs of
cntia afier a nunimental test evaluation.

ational analysis of PSENI

omic DNA was extracted fibm penpheral blood
ocytes using a saltingvouilsalt chloroform method
Subsequently, eight exons Qexons 5-12) of the
NI gene were amplified from genomic DNA by
ncrase chain reaction (PCR) with exon-specific sets of
onucleotides as  previously |described [10] and
ienced using AB1 PRISM BigDye Terminators version
1 an ABI3100 automated sequincer according 1o the
ufacturer’s protocol (Applied Biosystems).

Genotyping of polymorphisms flanking presenilin |

Two highly polymorphic microsatelliles markers (CA and
GT repeats located 31.5 and 21.3 kb upstream of the
PSEN1 gene, respeciively [Genebank accession no.
AF109907]) were genotyped as previously described [11].
Apolipoprotein E genotyping

APOE haplotyping was performed as described [12].

Resuls

Mutational analysis of PSEN! was performed in probands
of the 12 Mexican families wilh early-onset autosomal
dominant Alzheimer’s disease. The structure and clinical
characteristics of these families are summanzed in Table [.
Chnical aspects of some of these families had been
previously reponted {13, 14]. All showed cortical and
subcortical awophy on computenized axial tomography
scans or magnelic resonance imaging. No particular
phenotypic trait was observed n these paltients, although
phenotypic variability was observed. One proband (family
18) suffered spastic paraplegia, another (family 3)
exhibited imyoclonias and one more (family 22) had a
history of partial seizures 20 years before AD onset which
was most likely unrelated to the disease.

We identified a single mutation {(Ala431Glu) in exon 12
of PSENI in 9/12 probands (75%). All probands had early-
onsel (3446 years) and a family history of AD. The
Alad3 ¥ Glu mutation was found in 19/60 (31.7%) appar-
ently unaffected individuals tested in the nine farnilies, but
not i 130 healthy unrelated individuais. APOE £4 was
present in four of the 22 patients with the Alad31Gtu
mulabign, apparently without affecting the age of disease
onsel {(with £4 41.50 years; without £4 41.56 years,
»=0.980). Detailed information on APOE genotypes for
AD family members 1s shown in Table 2.

Table | Climcal and structural charactenstics of ecarly-onsel AD
Mexican famlies with the Atad3}Glu Presenilin | mutation

Early onset familics
with PSH
Alad3 1 Glu muation

Characieristics

Number of amilies 9
Number of patients with AD 13
Number of family members 60

Total family members with the mutation 41
Age at onsel, mean (range) 40 (34-48) years
Age at death 48 {(44-57) years
Duration of AD 10 {6-14} years

Apol £4 allele present in AD patients 2




:t AD, PSENT muiations being the most frequent [5]. In
tion, the Apolipoprotein E (APOE) €4 vanant is
sidered as a susceptibility allele, as it sigmbicantly
cases the risk of AD and decreases the age of onset [6, 7].
1 this study, we describe a single missense mutation
W31 Glu) in the PSENI gene found in nine of the 12
arently unrelaled Mexican families with early onset AD

find evidence that the mutation originated from a
tmon ancestor.

ti:ods
dy subjects

- sample consisted of 12 unrelated probands with early-
et AD, whose ages of onsetl ranged between 34 and
years (mean 40 years). Patients and Lheir first degree
tives were recruited from Genetics Department of the
ituto Nacional de Neurologia y Neuwrocirugia Manuel
asco Suarez (INNNMVS) in Mexico City over a
year period (1986 to 2003) including patients from all
r the country. All cases mel McKhann's criteria for
bable AD, and one was diagnosed as definile AD on
psy  [8]. The study recewved approval from the
TNMVS Review Board and informed consent was
nned from all subjects at the moment of blood drawing.
“ases were considered familial if at least one first-degree
tive suffered from early-onset dementia. Age atl onset
- based on the verbal reports of the patient and family
nbers. All pedigrees showed autosomal dominant
simission in at least three penerations, with a mean
of onset of 40 years (range 3448 years).

\I probands recruited agreed 1o participate, so that a
L of 97 individuals (12 probands and 85 first degree
tives) were included in the study. The control sample
sisted of 100 healthy wunrelated individuals (50
viduals frorn Mexico City or its surroundings and 50
ividuals from the Stale of Jalisco in Western Mexico)
d 60 to 92 years {mean 76 years} with no signs ol
entia after a minimental test evaluation.

tational analysis of PSEN|

womic DNA was extacied from peripheral blood
«ocyles using a salting-out/salt chloroform method
Subsequently, eight exons (exons 5-12) of the
‘NI gene were amplified from genomic DNA by
ymerase chain reacuion (PCR) with exon-specific sets of
onucleotides  as  previously descnbed [10] and
uenced using ABI PRISM BigDye Terminalors version
n an ABI3100 automated sequencer according to the
nufacturer’s protocol {(Applied Biosystems).

Genotyping of polymormphisms flanking presenilin |

Two highly polymorphic microsatellites markers {CA and
GT repeats located 31.5 and 21.3 kb upstream of the
PSENI gene, respectively [Genebank accession no.
AF109907]) were genotyped as previously described [[1].
Apolipoprotein E genotyping

APOE haplotyping was perfonned as described {12].

Results

Multational analysis of PSEN1 was performed in probands
of the 12 Mexican famihes with early-onsel autosomal
dominant Alzheimer’s disease. The structure and clinical
characleristics of these families are surminanzed in Tabte 1.
Clinical aspects of some of these famihies had been
previously reported {13, 14]. All showed contical and
subcortical atrophy on compulerized axial tomography
scans or magnetic resonance maging. No particular
phenotypic trait was observed in these patients, although
phenotypic variability was observed. One proband (family
I8) suftered spastic paraplegia, another (family 3)
exhibited myoclonias and one more (family 22) bad a
history of partial seizures 20 years before AD onset which
was most likely unrelated to the disease.

We tdentified a single mutation (Alagd31Glu) in exon 12
of PSEN1 in 9/12 probands (75%). All probands had early-
onset (3446 years) and a family history of AD. The
Ala431Gl mutation was found in 19/60 (31.7%) appar-
ently unaffected individuals tested in the mne famulies, but
not in 100 healthy unrelated individuals. APOE €4 was
present in four of the 22 patients with the Alad31Glu
mutation, apparently without affecting the age of disease
onsel {with €4 4150 years; without £4 41.56 yoars,
p=0.980). Dctailed information on APOE genotypes for
AD family members s shown n Table 2.

Table 1 Clinical and structural charactenstics of eacly-onsel AD
Mexican families with the Alad431Gle Presenilin 1 mutalion

Charactenistics

Larly onsei lamilics
with PSI
Alad31Glu mutation

Number of famulies 9
Nnmber of paticnts with AD 13
Number of family members 60

Tolal fammly members with the mutation 41
Age al onsel, mean (range) 40 (34- 48) ycars
Apc at death 48 (44-57) years
Duration of AD 10 (6-14) ycars

ApoE £4 allcle present in AD patients 2
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le 2 Presence of Alad31Glu mutation and APOE genotypes in subjects from nine early-onset AD Mexican families

nly number  Subject Sex  Alzhewmer discase  Alad431Glu mutation  APOE genolype  Current age or age at onset”
Proband M + + 313 45
Sibling F - - 4/3 33
Offspnng M - - 343 36
Ofspring  F - - 3 32
Nicce F - - 39 39
Niege ¥ - - 33 36
Nieee F - — 313 a3
Niece F - + 443 40
Nephew M - - 41 43
Nephew M - - 473 35
Nephew M - - 4/3 45
Nephew M - + 4/3 42
Proband F + + 3 37
Sibling F + ¥ 3/ 46
Nephew M - - /3 35
MNiece F - - 3 38
Nicce F - + 33 35
Niece F + 3 32
Niece F - + L78) 38
Proband F + + 2 4]
Sibling M + + 3 47
Sibling Y3 + + 373 43
Sibling F - - n 53
Olfsprng F o + 372 . 29
Offspring  F + 32 24
Ofspring | + 33 22
OMsprng F - + 3 37
OMspring  F - + 372 32
OMsprng F == + 3/2 39
Offspring M = + i3 33
Ospring  F - 33 37
Nephew M 4 443 26
Nephew M - - n 23
Niece F - + 412 23
Proband M + + 343 40
Sibling F + + 3/3 41
Sibling M + + 343 44
Sibling F - a3 19
Offspring  F - - 373 33
Proband M + + 377 46
Sibling F - kT 46
Sibling F + + 341 42
Sibhng F 3 + 33 36
Sihling F -t + 313 48
Offspring M - + 4/3 19
Ofspnng M - + 313 20
Offspring F - + 473 23
Nephew M 373 23
Nephew M = = 3 21
Niece F == = 33 22
Niece F = = 3/3 15




le 2 (continued)

Subject

ily number Sex  Alzheumer disease  Ala431Glu mutation  APOE genotype  Current age or age al onset®
Proband F + + 33 34
Sibling F + + 33 43
Sibhing F + + 472 38
Sibling F - - 4/2 45
Sibling M - - 3/3 54
Sibling F - - 473 49
Sibling F - + 313 33
Sibling F + 4 3453 37
MNephew M - - 4/3 24
MNephew M - + 473 25
Niece F - - 473 22
Niece F - - 4/3 26
Proband F + + 443 40
Sibling F + + 43 43
Olfspring M - - 473 32
Proband M- + + 32 39
Sibling F + + 4/3 40
Proband F + + 373 42

=male, M male
¢ at onscl I demented (years)

Jecause all nine probands beanng the Ala431Glu
ation came from the state of Jalisco located in Westen
xico, with a population of 6,322,000 habitanis (Fig. 1)
|, we further investigaled the possibility of a conumon
estor causing a founder effeel. We studied two highly
ymorphic microsatellites (CA and GT markers) flanking

PSENI gene in the nine "AD fanmulies with the
431Glu mutation and 100 control individuals (50
m Mexico City and 50 from Jalisco, Mexico). All 41
tation bearers shared the same 4-5 haplotype (allele
273 bp for the CA marker, and aliele 5=205 bp for the

marker), which was 1n contrast absent from all {00

State of Jalisca:
Area: 80,137 km?
Populaton & 3 milbon

-1 Map of Mexico. wilh the Slate of Jalisco highlighted. The
s denole 1the localion of the countiesicities from which ¢ight of
Alad431Glu mutation families are [rom. The remainder lamuly 15
n the Swale of Jalisco; however, the aty of ongin 15 unknown

unrelated Mexican controls. Moreover, only four {8%) and
2 (4%} conlrols from Jalisco showed alleles 4 and 5,
respeclively, while these alleles were not found n any of
the controls from Mexico City.

Discussion

We describe PSENI gene mutation {Alad431Glu) in 13
patients from nine apparently unrelated AD famiftes from
Mexico. These nine families were from Jalisco. All
mutation carrers showed the same haplotype for two
microsatellite markers in the PSENT locus. In addition, this
haplotype was not found in 100 Mexican unrelated
conirols, inchuding 50 individuals from Jahsco. This
strongly suggests that all individuals carrying the Alad31-
Glu mutation had a common ancestor. The Ala431Glu
PSEN] mulation may have occurred by chance on an
extremely rare haplotype or thc mulated allele may have
originaied from an immigrated population not sharing this
haplotype with the local population.

This mutation had been described m nine pattents of
undefined ethnic ongm with c¢linical diagnosis of AD
[16, 17]. 1t is important o point out that one of our nine
families had participated in a previous study where the
condition was linked to chromosome 14q24.3 [I§] in
whom the Alad431Glu mutation was subsequently identi-
fied (Schellenberg 1998, personal communication}. The
substituted alanine {Alad31) is highly conserved among
different species and according to the PolyPben program
{(hitp:/veww. rux.embl-heidelberg. de/ramensky/index.shiml},
which predicts the funchional consequence of amino aeid
substitutions, a glutamic acid residue at position 431 would



wsstbly damaging 1o the function of PSENI]. Neuro-
hological studies have been recently descrbed in AD
1can families with this mulation [{9].

o our knowledge, a founder mutation 1n Alzheimer’s
ase was suggested for the first time in 1988 in a group
anerican Alzheimer families who were descendants of
Volga Germans [20]. This was confirmed when a
N2 mutation was found in this group [4]. However,
renl mulations in AD are not always the consequence
founder effect, and may be due Lo mutalional hotspots.
n is the case of APP mutations affecting codon 717
ang AD [21]. Nevertheless, the majonty of recurrent
ations 10 the PSENI gene seem to be due to single
iders. A founder effect for PSENI has been described
three other mutations located in exons 4 and 7, and
n 4 [10, 11, 22, 23], One of these founder mutations
r206Ala 1n exon 7) causing early-onset Alzheimer’s
ase was 1dentified in apparenily unrelated Caribbean
ranic families. However, the ethnic background of this
vanic group is very different to that of our Mexican
tizo famities. In terms of genetic composilion, the
(can mestizo population is the resuit of admixture with
lominantly Spamsh—European (50-60%) and Amer-
an (37-49%) contnbutions, with a minor African (1
 contribution [24]. [t is tuleresuing to nole that the
131Glu mutation has not been reported in patients from
in, 5o it can be speculated that it may have originated in
e recent generalions ol Mexiean—Mestizos, or perhaps
irhier Amerindian groups. Further studies are necessary
erify this hypothesis.

he high prevalence of the Ala431Glu mulation in AD
tlies from Jalisco has imphications for the diagnostic
roach. For all early-onset AD cases from this region, the
al molecular approach should be to directly screen lor
431Glu, and PSENI and other early-onset AD genes
1ld be sequeuced only if the mutation is absent. Positive
131Glu identification would allow accurate genelic
nseling and presymptomatic genetic testing for at nisk
viduals could be offered. For this purpose, a careful
ocol for counseling and support must be developed,
wwing the guidelines for genetic presymplomatic
ng in Huntington’s disease [25].

1 conclusion, the Ala431Glu mutation is prevalent
ng families with early-onset familial Alzheimer's
ase trom Jalisco, Mexico, and 1s a founder mutation
ending from a single common ancestor. This finding
allow a prompt diagnosis and genetic counseling of
(can patients with familial AD from falisco.
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\bstract The etiology of Alzheimer’s disease (AD) is
omplex. To date, molecular genetic studies in several
amifies affected with AD have identified three genes
ssociated with highly penetrant early-onset AD: Presenilin
(PSENI), Presenilin 2 (PSEN2) and 3-amyloid precursor
rotein (APP); and one gene (apolipoprotein E) associated
vith late-onset AD. Molecular analysis of the PSENI gene
vas performed by direct sequencing of genomic DNA. The
ossible founder effect was investigated analyzing two
ighly polymorphic microsatellite markers flanking the
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{ the Human Genome Organization (HUGO, April, 2003)
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PSENI gene. Twelve unrelated Mexican families with
early-onset AD) were analyzed. The Ala431Glu mutation in
exon 12 of PSEN1 was found in nine (75%) of these
families, which segregated showing autosomal dominant
inheritance. Because all families bearing the mutation are
from the State of Jalisco (localed in Western Mexico), a
founder effect was hypothesized. Microsatellite haplotype
analysis suggested a common ancestor in these nine
kindreds. In conclusion, the Ala431Glu mutation is a
prevalent cause of early-onset familia] Alzheumer’s disease
in families from the State of Jalisco, Mexico. Genetic
evidence supports that it is a founder mutation descending
from a single common ancestor. These findings have
important implications for prompt diagnosis and genetic
counseling for Mexican patients with familial AD from
Jalisco.

Keywords Early-onset Alzheuner’s disease -
PSENI1 gene - Mutation - Founder effect

Introduction

Alzheimer’s disease (AD) is the most commeon cause of
dementia in the elderly. It is a neurodegenerative disorder
of the central nervous syslem characterized by progressive
memory loss and intellectual decline due to the appearance
of two major brain Jesions: senile plagques and neuro-
fibriltary tangles. The exact biochemical pathway leading
to neurodegeneration is still unknown. Althcugh, in most
cases, the first symptoms of memory dysfunction or
behavioral changes become apparent after age 65 years
(late-onset or serule ADY), in some cases, the disease starts
earlier 1n life (earty-onset or presenil AD) [1]. Three genes
are currently known to have a causal role in early onset
autosomal dominant AD: the (3-amyloid precursor prolein
{APP) gene on chromosome 21qg2l1.1 [2], presenilin 1
(PSEN1) on chromosome 14q24.3 [3), and presenilin 2
(PSEN2} on chromosome 1g42.1 [4]. These three genes
together account for about half of all cases of familial early
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nsel AD, PSENT mutations being the most frequent [5]. In
dditon, the Apolipoprotein E (APOE) €4 variant is
onsidered as a susceptibility allele, as it significantly
ncreases the risk of AD and decreases the age of onset [6, 7].

In this study, we descrnbe a single missense mutation
Alad431Glu} in the PSENI gene found in nine of the 12
pparently unrelated Mexican farilies with early onset AD
nd find evidence that the mulation originated from a
ommon ancestor.

lethods
tudy subjects

he sarnple consisted of 12 unrelated probands with early-
nset AD, whose ages of onset ranged between 34 and
8 years (mean 40 years). Patients and their first degree
clatives were recruited from Genetics Department of the
nstituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia Manuel
/elasco Suarez (INNNMVS) in Mexico City over a
7-year period (1986 to 2003) including patients from all
ver the country. All cases met McKhann's cnitena for
robable AD, and one was diagnosed as definite AD on
utopsy [8]. The study received approval from the
NNNMVS Review Board and informed consent was
btained from all subjects at the moment of blood drawing.

Cases were considered familia) if at least one first-degree
elative suffered from early-onset dementia. Age at onset
vas based on the verbal reports of the patient and family
iembers. All pedigrees showed autosomal dominant
ansmission in at least three generations, with a mean
ge of onset of 40 years (range 3448 years).

All probands recruited agreed to participate, so thal a
Hal of 97 individuals (12 probands and 85 first degree
elatives) were included m the study. The control sample
onsisted of 100 healthy unrelated individuals (50
ndividuals from Mexico City or its swroundings and 50
ndividuals from the State of Jalisco in Western Mexico)
ged 60 to 92 vears (mean 76 years) with no signs of
ementia afler a minimental test evaluation.

Autational analysis of PSEN|

ienomic DNA was exmacted from peripheral blood
sukocytes using a salting-out/salt chloroform method
9]. Subsequently, eight exons {exons 5-12) of the
SEN1 gene were amplified from genomic DNA by
olymerase chain reaction (PCR) with exon-specific sets of
ligonucleotides as previously described [10] and
equenced using AB] PRISM BigDye Terminators version
on an ABI3100 automated sequencer according to the
nanufacturer’s protocol {Applied Biosystems).

Genotyping of potymorphisms flanking presenilin 1

Two highly polymorphic microsatellites markers (CA and
GT repeats located 31.5 and 21.3 kb upstream of the
PSENI| gene, respectively [Genebank accession no.
AF109907]) were genotyped as previously described [11].
Apolipoprotein E genotyping

APOE haplotyping was performned as described [12].

Results

Mutational analysis of PSENI| was performed in probands
of the 12 Mexican families with early-onset autosomal
dominant Alzheimer’s disease. The structure and clinical
characteristics of these families are summarized in Table 1.
Clinmcal aspects of some of these families had been
previously reported [13, 14}. All showed cortical and
subcortical atrophy on computerized axial tomography
scans or magnetic resonance imaging. No particular
phenotypic trait was observed in these patients, although
phenotypic variability was observed. Ope proband (family
18) suffered spastic paraplegia, another {famly 3)
exhibited myoclonias and one more (family 22) had a
history of partial seizures 20 years before AD onset which
was most likely unrelated to the disease.

We identified a single mutation {Ala431Glu) in exon 12
of PSEN1 in 9/12 probands (75%). All probands had early-
onset {3446 years) and a family history of AD. The
Ala431Glu mutation was found in 19/60 (31.7%) appar-
ently unaffected individuals tested in the nine famikies, but
not in 100 healthy unrelated individuals. APOE £4 was
present in four of the 22 patients with the Ala431Glu
mutation, apparently without affeenng the age of disease
onset {with £4 41.50 years; without £4 41.56 years,
p=0.980). Detailed information on APOE genotypes for
AD family members is shown in Table 2.

Table 1 Clinical and structural characteristics of early-onset AD
Mexican familics wath the Alad31Glu Presenitin 1 mutation

Characteristics Early onset families
with PS1

Ala431Glu mutation

Number of families 9
Number of patients with AD 13
Numbcr of family members i1y
Total famly members with the mutation 41

Age al onsel. mean (range)
Age at death 48 (44-57) years
Duration of AD 10 (6—14) years
ApoE ¢4 allele present tn AD patients 2

40 (34-4R) years
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[able 2 Presence of Alad431Glu mutation and APOE genotypes in subjects from nine early-onset AD Mexican families

“amily number  Subject Sex  Alzheimer dissase  Alad431Ghi mutation  APOE genotype  Current age or age at onset”
Proband M + + K7K] 45
Sibling F - - /3 33
Offspring M - - 3/3 36
Offspring  F - - 31 32
Niece F - - 3/3 39
Niece F - - 313 36
Niece F - - 343 33
Niece F - + 4/3 40
Nephew M - - 4/3 43
Nephew M - - 4/3 35
Nephew M - - 4/3 45
Nephew M - + 4/3 42
Proband F + + 3/3 37
Sibling F + + 33 46
Nephew M - - 3/3 35
Niece F - - 33 33
Niece F - + 3/3 35
Niece F = + 313 32
Niece F = + 313 38
Proband F + + 312 41
Sibling M + + 313 43
Sibling M + + 33 43
Sibling F = - 313 53
Offspring F - + 3/2 29
Offspring  F - + 3 24
Offspring F - + 373 22
Offspring F - “+ 33 37
Offspring F - + 372 32
Offspring F - + 372 39
Offspring M - + 373 33
Offspring  F - - i3
Nephew M - + 4/3 26
Nephew M - - 33 23
Niece F - + 472 23

] Proband M + + 3/3 40
Sibling F + + 33 42
Sibling M + + 373 44
Sibling F - - 4/3 39
Offspring F - - 343 33

2 Proband M + + 373 46
Sibling F - - 3/3 46
Sibling F + + 3/3 42
Sibling F + + 3/3 36
Sibling F + + 33 48
Offspring M - + 473 19
Offspring M - + 373 20
Offspring F - + 4/3 23
Nephew M - - 33 23
Nephew M - - 373 21
Niece F - - 373 22
Niece F - - 3/3 15
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able 2 {continued)

arly number  Subject Sex  Alzhetmer disease  Ala431Glu mutalion  APOE penotype  Cwmen! age or age al onset®
3 Proband F + + 33 34
Sibling F + A 33 43
Sibling F + + 4172 38
Sibling F - - 4/2 45
Sibling M - - 33 54
Sibling F - - 4/3 49
Sibling F - + 33 13
Sibling F + + 3 7
Nephew M - - 473 24
Nephew M - + 4/3 25
Niece F - - 4/3 22
Niece F - - 4/3 26
8 Proband F + + 4/3 40
Sibling F + + 4/3 48
Offspring ™ - - 413 32
| Proband M + + n 39
Sibling F + + 4/3 40
? Preband F + + 3 42

'Female, M male
\ge al onset if demented (years)

Because all nine probands bearing the Ala431Glu
witation came from the siate of Jalisco located in Western
lexico, with a population of 6,322,000 habilants (Fig. 1)
5], we further investigated the possibility of a common
ncestor causing a founder effect. We studied two highly
olymorphic microsatellites (CA and GT markers) flanking
e PSENL gene in the nine AD families with the
1a431Glu mutation and 100 conmol individuals (50
om Mexico City and 50 from Jalisco, Mexico). All 41
wilation bearers shared the same 4-5 haplotype (allele
=273 bp for the CA marker, and allele 5=205 bp for the
‘T marker), which was in contrast absent from all 100

State of Jalisco:
Area: 80,137 kan?
Population: 6 3 miltion

ig. 1 Map of Mexico, wuth the State of Jalisco highfighted. The
ars denote the Jocation of the counties/cities frorn which eight of
e Ala431Glu mutation families are from. The remainder family is
om Lhe Stale of lalisco, however, the city of origin 15 unknown

unrelated Mexican controls. Moreover, only four (8%) and
2 (4%) controls from Jalisco showed alleles 4 and 5,
respectively, while these alieles were not found in any of
the controls from Mexico City.

Discussion

We describe PSEN] gene mutation (Ala431Ghu) in 13
patients from nine apparently unrelated AD famihes from
Mexico. These nine families were from Jalisco. All
mutation carriers showed the same haplotype for two
microsatellite markers in the PSEN1 locus. In addition, this
haplotype was not found in 100 Mexican unrelated
controls, ncluding 50 individuals from Jalisco. This
strongly suggesis that all individuals carrying the Ala431-
Glu mutation had a common ancestor. The Alad31Glu
PSEN] mutation may have occurred by chance on an
extremely rare haplotype or the mutaled allele may have
originated from an immigrated population not sharing this
haplotype with the focal population.

This mutation had been described in nine patients of
undefined ethnic origin with clinical diagnosis of AD
[16, 17]. It is important to point out that one of our nine
families had participaled in a previous study where the
condilion was linked to chromosome [4q24.3 [18] in
whom the Ala431Glu mutation was subsequently identi-
fied (Schellenberg 1998, personal communication). The
substituted alanine (Ala431) is highly conserved among
different species and according 1o the PolyPhen program
(hitp//www.tux.embl-heidelberg. deframensky/index. shiml),
which predicts the functional consequence of amino acid
substitutions, a glutamic acid residue at posilion 431 would



)e possibly damaging to the function of PSENI]. Neuro-
isychological studies bave been recently descnibed in AD
Aexican families with this mutadon [19].

To our knowledge, a founder mutation in Alzheimer’s
lisease was suggesled for the first ime in 1988 in a group
f American Alzheimer families who were descendants of
he Volga Germans [20]. This was confirrned when a
*SEN2 mutation was found in this group [4]. However,
ecwrent mutations in AD are not always the consequence
f'a founder effect, and may be due to mutaticnal hotspots.
uch is the case of APP mutations affecting codon 717
ausing AD [21]. Nevertheless, the majonty of recurrent
nutations in the PSENIL gene seem to be due to single
ounders. A founder effect for PSEN| has been described
or three other mutations located in exons 4 and 7, and
ntron 4 [10, 11, 22, 23]. One of these founder mulations
Gly206Ala in exon 7) causing early-onset Alzheimer’s
lisease was identified in apparently unrelated Caribbean
Tispanic families. However, the ethnic background of this
lispanic group 1s very different to that of our Mexican
nestizo families. In terms of genetic composition, the
Aexican mestizo population is the result of admixture with
redominantly Spanish-European (50-60%) and Amer-
ndian (37-49%) contributious, with a miner African (1-
%) contribution [24]. It is interesting to note that the
\la43 1 Glu mutation has not been reported in patients from
pain, so tt can be speculated that it may have originated in
nore recent generations of Mexican—Mestizos, or perhaps
1 earlier Amerindian groups. Further studies are necessary
o verify this hypothesis.

The high prevalence of the Alad31Glu mutation in AD
amilies rom Jalisco has implications for the diagnostic
pproach. For all early-onset AD cases from this region, the
nitial molecular approach should he to directly screen for
\[a431Glu, and PSENI and other carly-onset AD genes
hould be sequenced only if the rautatiou is absent. Posilive
\1a431Glu identification would allow accurate genetic
ounseling and presymptomatic genetic testing for at risk
ndividuals could be offered. For this purpose, a careful
rotocol for counseling and support must be developed,
ollowing the guidelines for gepetic presymptomatic
=sting in Huntington’s disease [25].

In conclusion, the Alad431Glu mutation 1s prevalent
mong families with early-onset familial Alzheimer’s
isease from Jalisco, Mexico, and is a founder mutation
escending from a single common ancestor. This finding
vill allow a prompt diagnosis and genelic counseling of
Aexican patients with familial AD from Jalisco.
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