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I. ANTECEDENTES DEL TEMA



1. INTRODUCCION GENERAL

1.1. Aspectos histoéricos de la enfermedad de Parkinson

Existen breves descripciones en la antigiiedad de personas que
presentaban trastornos del movimiento. Asi, Hipocrates, Celsius y Galeno
habian descrito pacientes con temblor y en papiros egipcios se habia dejado
constancia de la aparicion de sintomas parkinsonianos en personas de edad
avanzada (Patten, 1993). Sin embargo, no fue hasta la segunda década del
siglo XIX, cuando un médico inglés, aficionado a la geologia, la paleontologia,
y con inquietudes sociales, llamado James Parkinson (Eyles, 1955;
Macrobius y Naumann, 1980), publica en 1817 un trabajo titulado “Essay on
the Shaking Palsy” en el que se describen seis pacientes con una enfermedad
caracterizada por temblor de extremidades en reposo, postura encorvada y
marcha progresivamente acelerada. James Parkinson llamé a esta
enfermerdad “paralisis agitante” y crey6 que su causa estaba en una
alteracion a nivel de la médula cervical. Jean Martin Charcot a finales del siglo
XIX describe que los pacientes con “paralisis agitante” presentan ademas
rigidez y rebautiza a la enfermedad como enfermedad de Parkinson (EP)
(Patten, 1993). Charcot incluyo la EP en el grupo de las neurosis, ya que no
identificé ninguna lesién en el sistema nervioso que pudiera justificarla y
ademas habia observado que los sintomas empeoraban claramente con el
estrés y con las emociones. Posteriormente, ya en el siglo XX, Wilson insistio
en la importancia de la disminucion del movimiento en los pacientes

parkinsonianos e introdujo el término de acinesia, quedando asi constituida la



triada clasica de la enfermedad; es decir, temblor, rigidez y acinesia. En la
tercera década del siglo XX, Tretiakoff descubrié que la lesion basica de los
pacientes parkinsonianos asentaba en el mesencéfalo y concretamente en la
sustancia negra. Afilos mas tarde, Ehringer y Hornikyewicz (1960),
descubrieron que en el nucleo caudado de los pacientes parkinsonianos habia
poca dopamina en comparacion con los controles. Este hallazgo fue crucial en
la busqueda de tratamientos efectivos para la enfermedad. Asi, a finales de los
anos 60, George C. Cotzias y cols. (1967) iniciaron la era moderna de la
terapia parkinsoniana al demostrar que la levodopa, un precursor de la
dopamina que se transforma en ésta cuando llega al cerebro, mejoraba
espectacularmente los sintomas de los pacientes. Desde entonces, la levodopa

constituyo y sigue constituyendo la base del tratamiento de la EP.

1.2. Prevalencia

La prevalencia de la enfermedad de Parkinson es variable en funcién de
la poblacidon analizada, la edad y el sexo. En Europa y Norteamérica se da la
prevalencia mas alta y en Asia y Africa la mas baja (Li y cols, 1985;
Schoenberg y cols, 1988). La mayoria de estudios han demostrado una
mayor prevalencia en hombres que en mujeres (Goldman y Tanner, 1998),
aunque en dos estudios poblacionales europeos se ha encontrado una
prevalencia similar para ambos sexos (Morgante y cols., 1992; de Rijk y cols.,
1995). La enfermedad afecta a mas del 1% de la poblacién caucasica por
encima de los 55 afnos y su prevalencia aumenta con la edad, siendo del 3.1%

en sujetos entre 75 y 84 afos y de 4,3% en los sujetos entre 85 y 94 afnos (de
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Rijk y cols., 1995). Asi pues, la EP constituye el segundo trastorno

neurodegenerativo mas frecuente, después de la enfermedad de Alzheimer. La
incidencia anual oscila entre 4,5-21 casos por cada 100.000 habitantes. La
edad media de inicio de la enfermedad esta entre los 55 y los 60 afos, y
aungue dos tercios de los pacientes inician los sintomas entre los 50y 70

anos, no es raro el diagndstico en la cuarta década de la vida.

1.3. Clinica y diagnéstico

A pesar de los avances realizados en el conocimiento de la enfermedad,
aun hoy en dia el diagnostico de la EP es basicamente clinico. Es decir, no
existe un marcador bioldgico que nos permita predecir o asegurar si una
persona desarrollara o esta ya afecto por la enfermedad. Desde el punto de
vista clinico los pacientes suelen presentar temblor de predominio en reposo,
lentitud de movimientos (bradicinesia), rigidez en extremidades y cuello y
trastorno progresivo de la marcha. El diagnéstico clinico se refuerza con el
inicio unilateral, y lo mas importante, la respuesta significativa, mantenida, al
tratamiento con levodopa. Diversos autores han formulado una serie de
criterios diagnosticos de la EP (Gibb et al., 1988; Calne et al. 1992; Gelb et al.,
1999). En la tabla 1 aparecen los criterios propuestos por la Parkinson’s

Disease Society Brain Bank de Londres (Hughes et al., 1992).



Tabla 1. Criterios diagnosticos de la enfermedad de Parkinson
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a) Diagndstico de un Sd. parkinsoniano

e Bradicinesa
e Al menos uno de los siguientes:
- rigidez muscul ar
- temblor en reposo
- inestabilidad postural (no explicada por un trastorno visual,
vestibular, cerebeloso o de la sensibilidad propioceptiva)

b) Criterios de exclusion

- AVCsde repeticion

- Traumatismo craneales de repeticion

- Historia de encefalitis o crisis ocul ogiras

- Tratamiento con neurolépticos al inicio de los sintomas

- Mas de un familiar afecto

- Remisién sostenida o estrictamente unilateral después de 3 afios.

- Oftalmopl gjia supranuclear, signos cerebel 0sos o piramidales

- Signos disautonOdmicos severos

- Demencia precoz severa con alteracion de lamemoria, lenguaje y
las praxias

- Presencia de un tumor cerebral o una hidrocefaliaen TAC

- Ausencia de respuesta a |-dopa

- Exposicion a MPTP

c) Criterios de apoyo dela EP (3 0 méas parael diagnostico definitivo)

- Inicio unilateral

- Presencia de temblor en reposo

- Trastorno progresivo

- Asimetria persistente afectando més al lado donde seinici6 la
enfermedad.

- Excelente respuesta a L-dopa (70-100%)

- Coreainducida por L-dopa.

- Respuesta a L-dopa durante mas de 5 afios.

- Curso clinico de 10 afios 0 mas.
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Los criterios de exclusion propuestos por el Brain Bank de Londres

(tabla 1) pueden ser suplementados por la presencia de atrofia cerebelosa en
la neuroimagen o la existencia de denervacion del esfinter anal externo por
EMG. Aunque la demencia precoz se considera un criterio de exclusion, hoy
se sabe gque con la evolucién de la enfermedad un porcentaje considerable
de pacientes (15-20%) acaban presentando sintomas de deterioro mental

(Quinn et al 1986).

1.4. Anatomia patoldgica

El sustrato anatomopatolégico de la enfermedad viene condicionado por
la pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas de la sustancia negray el
depdsito de unas inclusiones eosinofilicas citoplasmaticas denominadas
cuerpos de Lewy en las neuronas supervivientes. Sin embargo, el proceso no
se limita a la sustancia negra y la via nigroestriatal, y hoy en dia se sabe que
también el locus ceruleus (adrenérgico) y el ndcleo basal de Meynert
(colinérgico) degeneran. Ademas se han descrito depdsitos de Lewy en el
nucleo motor dorsal del vago, el hipotalamo, el nucleo basal de Meynert, el
locus ceruleus, el ndcleo de Edinger-Westphal, los nucleos del rafe, en el
cortex cerebral, en el bulbo olfatorio y en los ganglios autonémicos (Forno LS,
1996). Los cuerpos de Lewy son PAS negativos, ya que no contienen
carbohidratos, y adquieren una luminosidad marronosa con la tincion de
plata. Mediante técnicas inmunohistoquimicas se ha demostrado que los

cuerpos de Lewy reaccionan con anticuerpos a componentes del citoesqueleto
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(Hill et al., 1991) y ademas, estan ubicuitinados (Lennox et al., 1989). En el

contexto clinico adecuado y en conjuncién con el resto de hallazgos
necroépsicos, los cuerpos de Lewy permiten realizar el diagnéstico de certeza de
la EP. Sin embargo, los cuerpos de Lewy no deben considerarse
patognomonicos de la EP, ya que se han descrito en otros enfermedades

neurodegenerativas (Tabla 2).

Tabla 2.- Enfermedades con formacion de cuerpos de Lewy

Enfermedad de Parkinson

Enfermedad difusa por cuerpos Lewy (Kosakay cols., 1984)

Pardlisis supranuclear progresiva (Gearing y cols, 1994)

Esclerosislateral amiotréficafamiliar y esporadica (Takahashi y cols, 1972, Maruyamay cols.,
1989; Sasaki y Maruyama, 1991)

Sindrome de Hallervorden-Spatz (Arawakay cols., 1998)

1.5. Fisiopatologia

Para entender la fisiopatologia de la EP es importante conocer las
interacciones entre la sustancia negra, los ganglios basales, los nucleos
subtalamicos, el talamo, y el cortex cerebral. El ndcleo caudado y el putamen
tienen una arquitectura similar. El 90-95% de las neuronas son células
nerviosas espinosas gabaérgicas de tamafio medio que proyectan hacia el
nucleo palido y la sustancia negra reticulada. Las neuronas que proyectan al

nucleo palido externo contienen el neuropéptido encefalina y las que
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proyectan al nucleo palido interno y a la sustancia negra reticulata

contienen sustancia P. Esto da lugar a dos vias diferentes, una se ha
denominado la via directa, que conecta el estriado con el globo palido interno y
la sustancia negra reticulada, y otra la via indirecta, que conecta el estriado
con el globo palido externo y éste con los nucleos subtalamicos. Del globo
palido externo parten vias gabaérgicas (inhibitorias) y del subtalamo
glutamatérgicas (excitatorias) que se dirigen hacia el palido interno y la
sustancia negra reticulada. Desde el palido interno/sustancia negra saldrian
proyecciones gabaérgicas hacia el tAlamo y desde aqui saldrian vias
glutamatérgicas hacia las areas sensitivo-motoras y el area motora
suplementaria del cortex. Finalmente el cortex enviaria proyecciones
glutamatérgicas hacia la sustancia negra compacta y el estriado, cerrandose el
circuito. La pérdida de dopamina en la sustancia negra induciria efectos
excitatorios en determinados neuronas e inhibitorios en otras, actuando de
forma diferente en la via directa que en la indirecta y produciendo un
desequilibrio con aumento de la actividad en el eje subtalamo-globus palido
interno que parece ser determinante para la aparicién de las manifestaciones
motoras de la enfermedad. ElI conocimiento de este modelo ha permitido el
desarrollo de diversas estrategias quirurgicas en el tratamiento la enfermedad
que tienen como objetivo interrumpir el circuito en un punto determinado
para asi revertir la disfuncion del mismo (Benabid y cols., 1991; Guridi y cols.,

1993; Lozano y cols., 1995; Limousin y cols., 1995; Valldeoriola y cols., 2001).
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1.5. Patogenia

Diversos mecanismos patogénicos han sido implicados en la muerte
de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra. El descubrimiento
de que un toxico denominado 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP)
induce un dafno mitocondrial y un cuadro de parkinsonismo similar al que
presentan los pacientes con EP (Langston y cols., 1983) y la demostracion
de alteraciones del funcionalismo mitocondrial en los pacientes con EP
(Schapira y cols., 1990; Cardellach et al., 1993; Shults et al., 1997),
sugieren la posibilidad de que un fallo energético mitocondrial pueda ser el
responsable de la enfermedad. Sin embargo, no esta claro si la disfuncion
mitocondrial es un fendmeno primario o secundario en la EP (Przedborski y
cols., 1993). En modelos “in vitro” se ha demostrado que el metabolismo de
la dopamina a través de la MAO es capaz de generar peroxido de hidrogeno y
radicales libres (Cohen y cols., 1983) que pueden ser téxicos para la
neurona. Este mecanismo de estrés oxidativo ha sido abordado clinicamente
mediante el tratamiento con antioxidantes (vitamina E) e inhibidores de la
MAO-B (selegilina), sin que se haya podido demostrar un efecto
neuroprotector de estas sustancias en una larga cohorte de pacientes
(Parkinson Study Group, 1996). Otros mecanismos que podrian intervenir
en la muerte neuronal son la excitotoxicidad mediada por aminoacidos
excitatorios como el glutamato y el aspartato, la toxicidad derivada de la
sintesis de 6xido nitrico (Beal, 1998) y el déficit de factores troficos neuronales

(Hyman y cols., 1991; Sendtner y Toyka, 1995)
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2. ETIOLOGIA DE LA ENFERMEDAD DE PARKINSON

A pesar de los avances producidos en las ultimas décadas en el
conocimiento de los mecanismos fisiopatologicos y en el tratamiento de la EP,
la causa de la enfermedad es todavia desconocida en la inmensa mayoria de
los casos. Se cree que factores ambientales y genéticos podrian estar
involucrados en el desarrollo de la EP.

La etiologia de la EP ha sido ampliamente discutida a lo largo de la
historia de la enfermedad. Inicialmente James Parkinson crey6 que su
origen estaba en la médula cervical y destaco la posibilidad de que una noxa
cronica a este nivel pudiera ser la causa. Posteriormente, Gowers (1888)
introduce la posibilidad de que se trate de una enfermedad hereditaria ya
que encuentra antecedentes familiares en un namero considerable de
pacientes. La aparicion de casos de parkinsonismo postencefalitico
(encefalitis epidémica de Von Economo) hizo atribuir el origen de la EP a un
agente infeccioso (Poskander and Schwab, 1963). Sin embargo, la teoria
infecciosa ha perdido apoyo tras demostrarse que la EP y el parkinsonismo
postencefalitico son dos entidades clinico-patolégicas diferentes y que en
ningun estudio se ha podido asociar la EP con un agente infeccioso
especifico. Multiples téxicos ambientales se han intentado relacionar con la
EP, pero, como veremos a continuacion, hasta ahora ninguno de ellos ha
podido ser relacionado de forma clara con la enfermedad. En la tabla 3
figuran los factores de riesgo que se han asociado con mayor frecuencia a la

EP en diferentes estudios.
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2.1. Factores ambientales

La aparicion de cuadros de parkinsonismo secundarios a la intoxicacion
con 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) reforzo la hipétesis de la
etiologia toxico-ambiental en la EP. Los primeros casos de parkinsonismo en
intoxicados por MPTP fueron descrito en adictos a narcoticos por via
parenteral (Langston y cols., 1983). A excepcion del rapido inicio de los
sintomas, los pacientes presentaban una cuadro clinico similar al descrito
en la enfermedad de Parkinson, con respuesta a levodopa y aparicion de
discinesias secundarias al tratamiento. El MPTP atraviesa la barrera
hemato-enceféalica facilmente debido a su gran liposolubilidad y en las
células gliales es oxidado y convertido, a través de la monoamino-oxidasa B,
en 1-metil-4-fenil-piridinio (MPP+), que es la neurotoxina activa, siendo
posteriormente recaptado por las neuronas nigroestriatales. EI MPP+ se
concentra en la mitocondria e inhibe al complejo | interfiriendo en la sintesis
de ATP con el consiguiente fallo energético celular que conduce de forma
inexorable a la muerte neuronal. También se han descrito cuadros de
parkinsonismo agudo en relacion a la intoxicacion con insecticidas
organofosforados (Senanayake y Sanmuganathan, 1995; Bhatt y cols., 1999),
gue actuarian por un mecanismo similar al MPTP; y se ha hipotetizado que
determinadas toxinas enddgenas, como las isoquinolinas o las p-carbolinas,
podrian iniciar la degeneracion nigral en sujetos genéticamente predispuestos

(Nagatsu, 1997; Matsubara y cols. 1998).
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Diversos estudios epidemioldgicos han encontrado una asociacion

entre la EP y determinados factores ambientales como son el vivir en un
ambiente rural, el contacto con aguas residuales, el consumo de agua de pozo,
o0 el contacto con pesticidas entre otros. Sin embargo, no todos los estudios
coinciden en los mismos factores de riesgo (Barbeau y cols., 1986; Tanner y
cols., 1989; Ho y cols., 1989; Wong y cols., 1991; Seidler y cols. 1996;
Semchuk y cols. 1992; Jiménez-Jiménez y cols. 1998; Goldman y Tanner,
1998; Menegon y cols. 1998; Taylor y cols. 1999).

El consumo de tabaco se ha asociado de forma inversa al riesgo de
sufrir la EP (De Michele y cols., 1996; Morens y cols. 1995; Gorell y cols
1999). En modelos animales experimentales se ha demostrado que la
nicotina protege de la pérdida de neuronas dopaminérgicas (Janson y cols.,
1992; Janson y Moller, 1993; Prasad y cols., 1994). Ademas, en humanos, el
fumar disminuye la actividad de la monoaminooxidasa-B (MAO-B) (Fowler y
cols., 1996) que es una enzima que participa activamente en el metabolismo
de la dopamina. A pesar de los datos epidemioldgicos y experimentales, no
todos los investigadores comparten la teoria neuroprotectora del tabaco en
la EP (Poewe y cols., 1983; Golbe y cols, 1986) y sugieren que los resultados
de los estudios epidemioldgicos podrian reflejar simplemente la existencia de
una personalidad premdrbida del paciente parkinsoniano que le
predispondria a no fumar.

Algunos estudios han encontrado asociacion entre la EP y la
exposicion ocupacional a metales como cobre y manganeso o para la

exposiciéon combinada de plomo y cobre o plomo e hierro o hierro y cobre
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(Gorell y cols., 1997). Sin embargo, es necesario la realizacion de mas

estudios para confirmar estos resultados. Los estudios anatomopatoldgicos
han demostrado que los niveles de manganeso en cerebros de pacientes con
EP son normales (Larsen y cols., 1981), pero que existe un incremento de la
concentracion de hierro y/o aluminio en la sustancia negra (Hirsch y cols.,
1991; Riedere y cols., 1989). El aluminio puede acelerar la peroxidacion
lipidica de la membrana en presencia de hierro conduciendo a la muerte
neuronal y estudios “in vitro” demuestran que el hierro per se es téxico en
cultivos de células mesencefalicas. Sin embargo, los pacientes con EP no
suelen presentar manifestaciones sistémicas derivadas de una posible
alteracion en el metabolismo del hierro y los depédsitos de hierro encontrados
pudieran ser simplemente un epifendmeno secundario a la degeneraciéon de

las células nigroestriatales.
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Tabla 3. Factores de riesgo que se han asociado con mayor frecuencia a

la EP en diversos estudios epidemioldgicos.

Enveecimiento

Historiafamiliar de EP

Historiafamiliar de temblor

Vivir en ambiente rura

Consumo de agua de pozo

Contacto con pedticidas y conservantes de lamadera

Historia de traumatismo craneal severo

Toxicos industriaes (industrias del papd, hierro, cobre, quimicas)

No fumar

2.2. Factores genéticos

La existencia de antecedentes familiares de EP o de temblor constituye

el factor de riesgo principal, a parte del envejecimiento, para desarrollar la EP

(De Michele y cols., 1996; Taylor y cols., 1999) (tabla 3). En los altimos afios,

la posibilidad de que existan factores genéticos predisponentes, o mas adn la

posibilidad de que la enfermedad esté genéticamente determinada, ha

propiciado el desarrollo de una intensa labor investigadora.
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2.2.1 Estudios de agregacion familiar

2.2.1.1. Estudios de casos-controles

Los estudios de casos-controles han permitido identificar una historia
de Parkinson familiar entre el 13% y el 33% de los casos (Seidler y cols.,
1996; De Michele y cols., 1996; Semchuk y cols., 1993; Payami y cols., 1994;
Bonifati y cols. 1995), lo que supone que los familiares de pacientes con EP
tienen un riesgo entre 3,5y 14,6 veces mayor que los familiares de los
controles para desarrollar la enfermedad (Tabla 4). El patron de herencia de
muchos de estos casos es compatible con una herencia autosémica dominante
con penetrancia reducida, siendo el riesgo maximo de desarrollar la
enfermedad de un 20% para los familiares de primer grado (Payami y cols.,
1994).

Algunos estudios han demostrado ademas la existencia de una
anticipacion genética, es decir, que la enfermedad tiende a aparecer en una
edad mas temprana en los descendientes (Bonifati y cols. 1995; Planté-
Bordeneuve y cols., 1995). Sin embargo, no se han podido identificar rasgos
clinicos diferenciadores entre los casos familiares y los esporadicos en la
mayoria de estudios, excepto una tendencia a un inicio mas precoz de la
enfermedad en los casos familiares en uno de estos estudios (Bonifati y cols.,

1995)
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Tabla 4. Estudios casos-controles que muestran una frecuencia

aumentada de EP en los familiares de primer y segundo grado de los
pacientes con respecto a los controles. El “odds ratio” indica el numero
de veces por el que se multiplica el riesgo de desarrollar la enfermedad

en los familiares de los pacientes con respecto a los controles.

Estudio N° casos (% con historia N controles (% historia  Oddsratio
familiar) familiar)

Semchuk et al.,1993 130 (22,7) 260 (6,3) 3,7
Payami et al., 1994 114 (16) 114 (4) 35*
Bonifati et a.,1995 100 (24) 100 (6) 4,9
DeMichdeeta.1996 116 (32,7) 232 (3,4) 14,6 *
Seidler et al., 1996 343 (13,4) 365 (1,3) 12,6

359 (2,5)° 5,0

* S6l0 se consideraron familiares de primer grado afectos. @ Los controles eran vecinos. °Los

controles eran habitantes de laregion.

2.2.1.2. Estudios clinicos en gemelos

En contraposicion a los resultados de los estudios de casos-controles,
los estudios clinicos en gemelos no han sido capaces de concluir si los factores
genéticos juegan algun papel en la EP (Johnson y cols., 1990; Vieregge y cols.,

1992). Las primeras investigaciones, llevadas a cabo con un numero
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relativamente pequefio de casos, encontraron un rango de concordancia,

para el desarrollo de la EP, similar en los gemelos monozigéticos y dizigéticos
(Marsden, 1987; Martilla y cols., 1988; Ward y cols., 1983). Un estudio mas
recientemente, con una muestra mucho mayor, en el que se incluyeron en el
analisis final 161 parejas de gemelos, con posible o probable EP en al menos
uno de ellos, encontré afectacion del otro gemelo en 21 casos. Al igual que en
los estudios previos, el rango de concordancia fue similar entre monozigotos y
dizigotos (Tanner y cols., 1999), lo cual no apoya que un supuesto
componente genético sea determinante en el desarrollo de la enfermedad, ya
que si asi fuese, se deberia esperar un rango de concordancia superior en los
gemelos monozigéticos.

Tanto los estudios de casos-controles como los estudios en gemelos se
basan, en muchas ocasiones, en datos obtenidos por cuestionarios o
entrevistas, y ademas suelen ser estudios transversales, en los que no se
considera una posible afectacion subclinica de los sujetos incluidos en el
estudio. Todo ello hace que puedan existir sesgos en uno u otro sentido a la

hora de analizar los datos (Bandmann y cols., 1998).

2.2.1.3. Estudios con tomografia de emision de positrones (PET)

Los estudios con tomografia de emisidon de positrones con 18F-Dopa son
Utiles para detectar posibles casos presintomaticos, lo que supone una cierta
ventaja sobre los estudios clinicos que pueden valorar como normales a

sujetos que potencialmente podrian desarrollar la enfermedad en un futuro.
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En un estudio realizado en gemelos, uno de los cuales estaba afecto

por la EP, se reporté una disminucién de la captacién del marcador en los
ganglios basales (compatible con EP subclinica) en el 45% de los gemelos
“sanos” monozigaticos frente al 29% de los dizigéticos (Burn y cols., 1992). Sin
embargo, la edad media de ambos grupos era significativamente mayor en el
grupo de los gemelos monozigoticos, por lo que no se puede obviar el efecto de
la edad en la disminucién del funcionalismo nigroestriatal (Bandmann y cols.,
1998). Un estudio mas reciente, longitudinal, con un seguimiento entre 1y 7
anos, en gemelos mono y dizigoticos de una edad media parecida, ha
reportado una concordancia del 75% para los monozigoticos frente al 22% de
los dizigéticos (Piccini y cols., 1997). Otros estudios con PET han demostrado
en varias familias con EP, la existencia de un dafio subclinico en miembros no
afectos (Sawle y cols., 1992) en una frecuencia superior a lo que los estudios
clinico-genéticos sugieren. Sin embargo, ninguno de estos estudios puede
excluir totalmente la posibilidad de que determinados factores ambientales
puedan ser determinantes, per se, en el desarrollo de la enfermedad, ya que
no se puede descartar que los miembros de las familias estén expuestos a los
mismos supuestos “toxicos” ambientales y que los gemelos monozigoéticos, al
compartir la misma placenta puedan estar sometidos a los mismos “insultos”

intrauterinos o al ser del mismo sexo tiendan a compartir actividades, y por

tanto exposiciones similares, en la infancia y en la vida adulta (Golbe, 1999).

A pesar de estos resultados contradictorios, y de que la mayoria de

casos de EP son esporéadicos, se han encontrado datos incuestionables de la
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influencia de los factores hereditarios en algunos casos de EP. Asi, es

conocida la existencia de familias integradas por multiples miembros afectos a
lo largo de varias generaciones, con EP anatomopatolégicamente demostrada y
con un claro patron de herencia autosomico dominante y penetrancia
completa (Degl'Innocenti y cols., 1989; Golbe y cols., 1990; Golbe y cols.,

1996; Gasser y cols., 1994; Waters y Miller 1994; Maraganore y cols., 1991).

2.2.2 Estudios de genética molecular

2.2.2.1. Enzimas involucradas en el metabolismo de la dopaminay de
otras sustancias toxicas

Varios polimorfismos y mutaciones en genes que codifican para diversos
enzimas relacionados con el metabolismo de toxicos o de la dopamina han
sido investigados. La debrisoquina hidroxilasa es una enzima codificada por
el gen CYP2D6, cuya region codificante esta compuesta por 9 exones. Es una
enzima que se encarga del metabolismo de multiples farmacos, incluidos
antidepresivos, antiarritmicos y antihipertensivos. Debido a su accion
detoxificante, defectos de esta enzima podrian favorecer la metabolizacion
deficiente de determinadas sustancias toxicas endodgenas o ambientales
potencialmente capaces de producir un dafo en las neuronas dopaminérgicas
nigrales con el consiguiente desarrollo de la EP. Los estudios para intentar
averiguar si la debrisoquina hidroxilasa esta o no involucrada en el desarrollo
de la EP no han resultado concluyentes (Tabla 5). Algunos estudios han

encontrado que el riesgo asociado a la presencia de determinados alelos se
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modifica en funcién de la edad; asi el analisis del alelo B, consistente en el

cambio de una guanina por una citosina (transicion G a C) en la unién del
intron 3 con el exon 4, s6lo mostré una moderada significacion estadistica, al
comparar pacientes con controles, cuando la enfermedad se iniciaba por
encima de los 60 afnos (Planté-Bordeneuve y cols., 1994a; Lucotte y cols.,
1996). Sin embargo, en pacientes con EP, menores de 51 afios no se ha
encontrado una mayor frecuencia de metabolizadores lentos (Steiger y cols,
1992) o de alelos mutados (Sandy y cols., 1996) que en los controles.

La tirosina hidroxilasa (TH) es la enzima que cataliza la conversién de
L-tirosina en L-dopa, lo que constituye el primer paso limitante en la
biosintesis de catecolaminas (dopamina, noradrenalina y adrenalina). El gen
de la TH esta formado por 14 exones. Se han descrito varios casos de
parkinsonismo de inicio en la infancia , con respuesta a levodopa, asociados a
mutaciones en el gen de la TH (Ludecke vy cols., 1996; Brautigam y cols,
1998). Al igual que ocurre con la debrisoquina hidroxilasa existen estudios a
favor y en contra de una posible implicacion de la TH en la susceptibilidad
genética para el desarrollo de la EP (Tabla 5).

La monoamino-oxidasa (MAQO) es una enzima que juega un papel
importante en el metabolismo oxidativo de la dopamina. Existen dos formas,
la MAO Ay la B. Los genes de la MAO estan localizados en el cromosoma X.
La MAO ha sido implicada en la etiopatogenia de la EP a través de su
capacidad para inducir la formacién de radicales libres y de peroxido de
hidrégeno, potencialmente toxicos para la neurona (Riederer y cols., 1989;

Cohen y cols., 1994) Ademas la MAO-B transforma la 1 metil 1-4-fenil-1,2,3,6-
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tetrahidropiridina (MPTP) en su neurotoxina activa, la 1-metil-4-fenil

piridina (MPP+) (Nagatsu, 1997). Los estudios de casos-controles también han
mostrado resultados discordantes en cuanto a si determinados polimorfismos
pueden ser factores de riesgo para sufrir EP (tabla 5).

Los estudios de ligamiento en casos familiares de EP tampoco han
demostrado una asociacion entre el gen de la debrisoquina hidroxilasa
(Planté-Bordeneuve y cols., 1994a; Gasser y cols., 1994), o el de la TH (Planté-
Bordeneuve y cols.,1994b; Gasser y cols., 1994) o el de la MAO-A y B (Planté-
Bordeneuve y cols., 1997) con la EP, lo que sugiere que dichos genes no son
un determinante mayor en la susceptibilidad genética para desarrollar la
enfermedad.

Como ya se ha comentado previamente, el estrés oxidativo puede
contribuir a los procesos degenerativos de la EP. Mediante estudios
inmunohistoquimicos con anticuerpos contra la cobre-zinc superéxido
dismutasa (SOD1) se ha visto que muchos cuerpos de Lewy tifien para esta
enzima lo que sugiere que la SOD1 podria jugar un papel en la
neurodegeneracion asociada a la EP (Nishiyama y cols., 1995). Ademas, la
actividad SOD es mayor en pacientes con EP en estadios iniciales (I y Il de
Hoehn y Yahr) que en pacientes con EP en estadios avanzados (l1l y V) lo
que sugiere que con el avance de la enfermedad, la actividad SOD va
disminuyendo, aunque no se sabe si esto es debido a un deterioro del
mecanismo antioxidante o simplemente es un epifendmeno de la
enfermedad (Bostantjopoulou y cols., 1997). En 2 estudios diferentes no se

han encontrado mutaciones en la SOD 1 en casos familiares y esporadicos
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de EP (Parboosingh y col., 1995; Bandmann y col., 1995), por lo que no se

ha podido relacionar directamente esta enzima con el desarrollo de la
enfermedad.

Recientemente, un meta-analisis de los resultados de los diversos
polimorfismos reportados en 84 estudios de la literatura ha identificado cuatro
polimorfismos que parecen estar asociados a la EP: acetiladores lentos de la
N-acetiltransferasa 2 (NAT2), polimorfismo (GT), de la MAOB superior a 188
pb, deleccién del alelo GSTT1 de la glutation transferasa y el polimorfismos
A4336G de tRNAS!U (Tan y cols. 2000). Sin embargo, los autores remarcan que
en la mayoria de estudios los resultados fueron negativos y que en algunos
casos al excluir el resultado mas positivo del meta-analisis, éste se hace

negativo.
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Tabla 5. Principales estudios de casos-controles a favor y en contra del

papel de diversos genes en la etiopatogenia de la EP.

Genes

A favor

En contra

Debrisoquina hidroxilasa

Tirosina hidroxilasa

MAO-A

MAO-B

SOD1

Armstrong y cols.,1992
Smithy cols.,1992

Kurth y Kurth, 1993

Kurth y Kurth, 1992

Hotamidligil y cols.,1994

Kurthy cols.,1993

Costay cols,, 1997

Bordet y cols., 1994
Gasser y cols., 1994 y 1996
Diederichy cols., 1996

Planté-Bordeneuvey cols., 1994a

Planté-Bordeneuvey cols.,1994

Gasser y cols.,, 1994

Kurthy cols., 1993

Nankoy coals., 1996

Hotamidligil y cols.,1994
Hoy cols.,1995
Morimoto y cols., 1995

Nankoy cols., 1996

Parboosingh y cols., 1995

Bandmanny cols., 1995
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2.2.2.2 al-antiquimotripsina

Otra enzima que se ha implicado en los mecanismos patogénicos de la
EP es la al-antiquimotripsina (ACT). El gen de la ACT se localiza en el brazo
largo del cromosoma 14. Estructuralmente pertenece a una familia de genes
inhibidores de la proteasa de la serina, que incluye los genes que codifican
para la al-antitripsina, la proteina C inhibidora, la proteina ligada a
corticoestereoides (Byth et al., 1994). Es una glicoproteina sérica con un
peso molecular de 69 kDa y se sintetiza en el higado. La ACT es una enzima
que interfiere en los procesos proteoliticos a nivel pulmonar y a nivel del
musculo liso de los vasos sanguineos. Al igual que la lipoproteina APOE, la
ACT se une con alta afinidad al péptido B-amiloide en el cerebro de los
pacientes con enfermedad de Alzheimer (Rozemuller y cols., 1991). Se ha
reportado en la poblacion japonesa una mayor incidencia del genotipo ACT-
AA en los pacientes con EP (19,9%) en comparaciéon con los controles sanos
(8.3%) (Yamamoto y cols., 1997). Estos autores calculan un riesgo para
desarrollar la EP de 2.73 en los portadores de dicho genotipo en relacion a

los portadores del genotipo ACT-AT o ACT-TT.

2.2.2.3. Receptor D2 de la dopamina

La posibilidad que los receptores de la dopamina puedan jugar un papel

en la etiopatogenia o en la fisiopatologia de las complicaciones motoras de la

enfermedad ha sido investigada en diversos estudios (Wang y cols., 2001). En
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un estudio realizado en la poblacién anglo-francesa se analizé un

polimorfismo (TG/CA) en el segundo intron del gen del receptor D2 de la
dopamina (DRD2) y se obtuvo que los sujetos homozigotos para el alelo 3
eran 2.3 veces mas frecuentes en los casos de EP, sugiriendo una asociacion
entre dicho alelo y el desarrollo de la EP (Plante-Bordeneuve y cols., 1997).
El DRD2 se localiza principalmente en el neoestriado y en la pars compacta
de los sustancia negra, siendo la diana preferente de las neuronas
dopaminérgicas nigroestriatales que controlan la funcién motora en la EP.
También en otro estudio con poblacidén europea se ha reportado que la
frecuencia de alelos con seis 0 mas repeticiones en el exon 3 del receptor D4
de la dopamina (DRD4) es significativamente mayor en pacientes con EP
que en controles (p = 0.039) (Ricketts y cols., 1998). Sin embargo, la
implicacion de los receptores de la dopamina en la EP no ha sido
corroborada en otros estudios (Nanko y cols. 1993; Higuchi y cols., 1995;

Wan y cols. 1999; Kronenberg y cols., 1999).

2.2.2.4. a-sinucleina

La a-sinucleina es una proteina presinaptica de 140 aminoacidos
codificada por un gen localizado en el cromosoma 4g21-22 (Ueda et al., 1993),
gque es expresada solamente en tejidos del sistema nervioso (Maroteaux et al.,
1988) y que comparte un parecido estructural con las apolipoproteinas y la
proteina 14-3-3 (Ostrerova y cols. 1999). La a-sinucleina libre no esta plegada,

pero su region N-terminal muestra preferencia para la adopcién de una
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conformacién o-helicoidal (Davidson y cols., 1998) que puede ser importante

en la agregacion en fibrillas (Eliezer y cols., 2000). En el ser humano, se han
descrito ademas de la forma entera, dos RNAm diferentes producidos por el
“splicing” alternativo del gen que dan lugar a una a-sinucleina de 126
aminoacidos y otra de 112 resultantes de la falta de transduccion de los
codones 41 al 54 y del 103 al 130, respectivamente (Ferrer, 2001). En
condiciones normales la a-sinucleina esta fosforilada. En la fosforilacion se
han implicado las enzimas caseincinasa | y Il. La actividad de la a-sinucleina
podria depender de los mecanismos de fosforilacion-defosforilacion (Okochi y

cols. 2000)

Figura 1. Secuencia primaria y estructura predictiva de la a-synucleina

en el canario y en el humano.
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La funcion de la a-sinucleina es desconocida pero parece que en los
pajaros estaria implicada en el desarrollo del sistema de control del canto y se
especula que juega un papel en la plasticidad de las membranas (Clayton y
George, 1998). En humanos la a-sinucleina ha sido implicada en la
enfermedad de Alzheimer, en la enfermedad de Parkinson, en la enfermedad
por cuerpos de Lewy difusos y en la atrofia multisistémica. En las placas
seniles de la enfermedad de Alzheimer se ha identificado un fragmento de la a-
sinucleina que se describié inicialmente como un precursor del componente
no beta-amiloide (NACP), por lo que se ha sugerido una conexion entre el
metabolismo de las proteinas presinapticas y la formacion de amiloide
(Masliah et al., 1996, Iwai et al., 1996). Asimismo, se ha descrito una
alteracion en la a-sinucleina de los cuerpos de Lewy en cerebros de pacientes
con enfermedad de Alzheimer familiar ligada a mutaciones en la presenilina y
el precursor del amiloide (Lippa et al., 1998). En la EP y en la enfermedad por
cuerpos de Lewy difusos, la a-sinucleina se considera un componente
fundamental de los cuerpos de Lewy, ya que éstos se tifien intensamente con
anticuerpos especificos (Spillantini y cols., 1997). Ademas, recientemente, se
ha identificado en las inclusiones citoplasmaticas gliales y neuronales de
pacientes con atrofia multisistémica (Wakabayashi et al., 1998). Todo ello
sugiere que la agregaciéon de a-sinucleina podria ser un proceso comun a

varias enfermedades neurodegenerativas.
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Uno de los principales avances en la genética de la EP ha sido la

deteccion de una mutacion en el gen de la a-sinucleina consistente en la
sustitucion de una alanina por una treonina en el residuo 53 (Ala53Thr) del
exon 4 (figura 2) en una familia de origen italiano con multiples miembros
afectos a lo largo de varias generaciones y en otras 3 familias griegas no
relacionadas (Polymeropoulos y cols., 1997). Este descubrimiento ha
significado una auténtica revolucion en la genética de la EP, ya que constituye
la primera evidencia directa de que la EP puede ser debida a un defecto
genético. A pesar de que los pacientes afectos por esta variedad de EP
presentan algunos rasgos clinicos atipicos (Golbe y cols, 1996; Spira y cols.
2001) (Tabla 6), los estudios anatomopatoldgicos practicados confirman el
diagnadstico de EP. Poco después de este descubrimiento se encontré una
nueva mutacion en el exon 3 de dicho gen (Krlger y cols., 1998) en una
familia alemana con EP familiar consistente en la sustitucion de una
alanina por una prolina en el codén 30 (Ala30Pro) (figura 2).

Ambas mutaciones ocurren en una region codificante adyacente a una
secuencia de consenso repetitiva formada por los aminoacidos KTKEGV en la
region amino-terminal (Golbe, 1999). Se cree que estas mutaciones son
capaces de inducir un cambio conformacional en la a-sinucleina (Kawamata y
cols., 2001) facilitando asi su precipitacion en el citosol neuronal (Kahle y
cols., 2000). También estudios celulares “in vitro” sugieren que la a-sinucleina
mutada podria inducir una menor actividad del proteasoma (Tanaka y cols.,
2001) y una mayor sensibilidad neuronal al estrés oxidativo (Ko y cols., 2000),

lo que conduciria a una disfuncion mitocondrial y a la muerte neuronal.



Tabla 6. Caracteristicas clinicas de

Ala53Thr del gen de la a-sinucleina
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los pacientes con la mutacion

Herencia autosémica dominante

Edad media de inicio alrededor de 45 afios
Curso rapidamente progresivo
Supervivencia media de unos 10 afos
Buena respuesta alevodopa

Menor incidencia de temblor

Mayor incidencia de demencia

Caracteristicas adicionales:
Hipoventilacion central
Hipotension ortostética
Incontinencia urinaria

Mioclonias

Figura 2. Localizacion de las mutaciones descritas en el gen de la a-

sinucleina.
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2.2.2.5 Gen Parkin

El parkinsonismo juvenil autosémico recesivo (ARJP) es un trastorno
neurodegenerativo hereditario caracterizado por una buena respuesta a la
levodopa y una edad de media de inicio por debajo de los 30 afos. Desde el
punto de vista clinico, las caracteriticas mas comdnmente reportadas
figuran en la Tabla 7.

Desde el punto de vista anatomopatolégico se ha descrito una pérdida
de neuronas de la sustancia negra y el locus ceruleous en los pacientes con
ARJP, similar a la descrita en la EP, pero sin la presencia de los
caracteristicos cuerpos de Lewy (Yamamura y cols., 1993, 2000; Takahashi

y cols.; Mori y cols., 1998).

Tabla 7. Caracteristicas clinicas de los pacientes con ARJP

Herencia autosdmica recesiva Signos clinicos prominentes:
Edad mediadeinicio < 30 afios Hiperreflexia

Parkinsonismo moderado Distoniadel pie

Lenta progresion Bloqueos de la marcha
Respuesta satisfactoria alevodopa Alteracion de reflgjos posturales
Aparicion precoz de discinesias por levodopa Megjoria después del suefio
Deterioro fin de dosis
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El gen responsable para el desarrollo de la enfermedad ha sido
identificado en un locus del cromosoma 6g25.2-27 (Matsumine y cols.,
1997) y ha sido denominado gen parkin. Este gen contiene mas de 500
kilobases y esta constituido por 12 exones que codifican para una proteina
de 465 aminoacidos. Inicialmente, delecciones en varios exones de dicho
gen, fueron identificadas como las causantes de la enfermedad en varias
familias con AR-JP (Kitada y cols., 1998). Otros estudios en familias
europeas y japonesas con parkinsonismo de inicio precoz, pero no juvenil,
con respuesta a levodopa, también mostraron ligamiento en el cromosoma 6
(Tassin y cols., 1998, Matsumine y cols., 1998). Asimismo se ha descrito la
presencia de un amplio namero de mutaciones (Lucking y cols., 2000) en el
gen parkin, incluso se ha descrito mutaciones en sujetos con inicio de la
enfermedad a una edad similar a la EP. Todo ello sugiere que el espectro
genotipico y fenotipico de la enfermedad asociada a mutaciones del gen
parkin es mas amplio de lo que inicialmente se habia supuesto.

La proteina parkina esta ampliamente distribuida por el cerebro y
predomina en la sustancia negra, en el citoplasma de las neuronas
pigmentadas que contienen melanina. En algunos estudios autépsicos se ha
visto que la proteina parkina no es expresada en el cerebro de pacientes con
ARJP (Shimura y cols. 1999).

Se cree que la proteina parkina es una ligasa de la ubiquitina,
colaborando estrechamente con la enzima conjugadora de la ubiquitina

UbcH7 en la degradacion proteica (Shimura y cols., 2000). La secuencia de
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aminoacidos de la proteina parkina en la posiciéon N-terminal presenta

una homologia con la con la ubiquitina (32% de identidad y 62% de
similitud). El residuo lisina en la posicion 48, que es esencial para la
formacion de la cadena multi-ubiquitinada esta conservado (Shimizu y cols.,
2000); sin embargo faltan dos residuos también importantes en la
ubiquitinizacién como son una lisina en la posicién 63 y una glicina en la
posicion 76 (Nussbaum, 1998). El resto de la proteina parkina es rico en
cisteina, y en la region C-terminal presenta una estructura en RING-finger
motif, lo que sugiere que la parkina puede ser considerada como un factor
de transcripcion de la familia RING-finger y/o como una nueva proteina
zinc-finger (Shimizu y cols., 2000). Otros analisis han demostrado que la
proteina contiene diversas secuencias de aminoacidos que se corresponden
con secuencias de consenso para el lugar de fosforilacion de la casein-
kinasa Il (CK-11). Ademas la parkina parece contener lugares de fosforilacion
adicionales para la protein-kinasa C, protein-kinasa A y la protein tirosina
kinasa. Todo ello sugiere que la parkina es al igual que la a-sinucleina una

proteina fosforilada (Shimizu y cols., 2000).

Figura 3. Representacion esquematica de la proteina parkina con los

exones correspondientes y los dominios funcionales mas importantes.
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2.2.2.5 Otros genes

En 1998 se reportd la presencia de una mutacioén (l1le93Met) en el gen
de la enzima hidrolasa carboxiterminal de la ubiquitina L1 (UCH-L1) en una
familia alemana con EP de herencia autosomica dominante (Leroy y cols.,
1998), sin embargo, el estudio de este gen en otros casos de EP no ha
mostrado la presencia de mutaciones sugiriendose que se trataria de una rara
causa de EP (Harhangi y cols. 1999; Maragarone y cols. 1999; Wintermeyer y
cols. 2000).

Otros posibles locus asociados a EP se han situado en el cromosoma
2p13 en varias familias de origen europeo (Gasser y cols., 1998) y en el
cromosoma 4p en una familia por EP autosdmica dominante, algunos de
cuyos miembros presentaban temblor esencial (Farrer y cols., 1999).
Recientemente también se ha descrito asociacion en el cromosoma 1p35-36 en
una familia de origen italiano con EP de herencia autosémica recesiva y que se
caracterizaba clinicamente por una edad de inicio precoz (32-48 afios), una
lenta progresion y una respuesta mantenida a la levodopa (Valente y cols.,
2001).

Los principales genes y locus cromosomicos que se han relacionado,

hasta ahora, con la enfermedad de Parkinson familiar figuran en la Tabla 8.
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Tabla 8. Principales genes y locus genéticos implicados en la EP

familiar

Gen de la a-sinucleina (PARK1)
Ala53Thr (Polymeropoulos et al., 1997)
Ala30Pro (Kruger et al., 1998)

Gen parkin (PARK 2) (Kitada et al., 1998)

Locus 2pl13 (PARK 3) (Gasser et al., 1998)

Locus 4p14-16.3 (PARK 4) (Farrer et al., 1999)

Gen de la hidrolasa L1 carboxi-terminal de la ubiquitina (PARK 5)
Mutacion Ile93Met (Leroy et al.,1998)

Locus 1p35-36 (PARK 6)(Valente et al., 2001)
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1. HIPOTESIS

Numerosos estudios indican que los factores genéticos pueden jugar un
papel importante en el desarrollo de la enfermedad de Parkinson. En los casos
familiares, los factores genéticos pueden ser determinantes, mientras que en
los casos esporadicos, los factores genéticos podrian actuar como un factor de

riesgo, modulando el efecto de posibles factores ambientales.

Las hipotesis de este trabajo son:

1) La presencia de polimorfismos en el gen de la ai-antiquimotripsina y
del receptor D2 de la dopamina pueden inducir una susceptibilidad
para el desarrollo de la enfermedad de Parkinson.

2) Mutaciones en el gen de la a-sinucleina o en el gen parkin pueden
ser responsables de algunos casos de enfermedad de Parkinson
familiar en nuestra poblacién.

3) Podrian existir rasgos clinicos diferenciadores entre los casos

familiares y esporadicos de enfermedad de Parkinson.
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2. OBJETIVOS

Obijetivos principales

1.- Analizar si el genotipo AA del gen de la ai-antiquimotripsina y el alelo 3 del
polimorfismo TG/CA del gen del receptor D2 de la dopamina podrian inducir
una susceptibilidad genética para el desarrollo de la enfermedad de Parkinson

en la poblacién espafiola.

2.- Estudiar la presencia de la mutacion Ala53Thr u otras mutaciones del gen

de la a-sinucleina y de mutaciones del gen parkin en pacientes con

enfermedad de Parkinson familiar o esporadica de inicio precoz.

Objetivos secundarios

1.- Comparar las caracteriticas clinicas de los casos de enfermedad de

Parkinson familiar con los casos esporadicos.

2.- Evaluar la existencia de un fendmeno de anticipacion genética en los casos

de enfermedad de Parkinson familiar.
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1) PACIENTES

Los pacientes afectos de EP, visitados en consultas externas del Servicio
de Neurologia del Hospital Clinic i Universitari de Barcelona entre abril de
1997 y mayo de 2001 fueron interrogados sobre la existencia de otros
miembros de la familia afectos por la enfermedad. El diagndstico de EP se
baso en criterios diagnoésticos internacionalmente reconocidos (Parkinson’s
Disease Society Brain Bank of London). Los pacientes fueron clasificados
como afectos de una EP esporadica si no existen antecedentes de la
enfermedad en otros miembros de la familia, o como una EP familiar si existia
algun otro miembro de primer o segundo grado afecto. En los casos en que no
se pudo valorar personalmente al familiar afecto, bien porque habia fallecido o
bien porque estaba muy distante geograficamente, la inclusion como EP
familiar se hizo siguiendo criterios previamente propuestos (Marder y cols.

1996).

2. METODOS

2.1. Evaluacion Clinica

Se analiz6 la edad de inicio, la edad actual, el sexo, y la severidad clinica
de la enfermedad con el paciente en “on” (bajo los efectos de la medicacion) o
en “off” (sin efecto de la medicacion) mediante el examen motor de la escala
unificada de la EP (UPDRYS), el estadio de Hoehn y Yahr y la escala de

actividades de Schawb y England. Ademas se analizé el subtipo clinico que
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presentaban los pacientes en base a si predominaba el temblor

(tremorigeno), la rigidez (rigido-acinético) o ambos (mixto). La valoracién del
subtipo clinico se hizo con el paciente en estadio “off” o se utilizé el ultimo
examen de la escala motora de la UPDRS con el paciente en “off” si habian
transcurrido menos de 12 meses desde que se realiz6 esta valoracion. La EP
se clasific6 como mixta cuando en la UPDRS la puntuacién del temblor y la
rigidez era igual o superior a 2 al menos en una de las extremidades. Cuando
el temblor era igual o superior a 2 y la rigidez inferior a 2 en cualquier
extremidad, se clasific6 como predominantemente tremorigena. Cuando la
rigidez era igual o superior a 2 y el temblor inferior a 2 en cualquier
extremidad, se clasific6 como rigido-acinético.

En los casos familiares se construyé un arbol genealégico para valorar
el tipo de herencia y se analizo la posibilidad de anticipacion genética cuando

en una misma familia la enfermedad se manifestaba en padres e hijos.

2.2. Consentimiento informado, extraccion sanguinea y aislamiento del
DNA

Antes de realizar la extraccion sanguinea se solicité el Consentimiento
Informado de todos los pacientes y controles sanos que desearon participar en
el proyecto de forma voluntaria. No se incluyeron en el estudio a individuos
menores de edad.

Se extrajeron 22,5 ml de sangre venosa anticoagulada con EDTA-K* (5
tubos de 4,5 ml). Las muestras fueron procesadas el mismo dia. Se diluyo la

sangre con suero fisioldgico y se centrifugé a 2500 revoluciones por minuto
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durante 10 minutos a 4° C. Se extrajo el sobrenadante y se congelo la capa

celular hasta su utilizacion para la extraccién del DNA.

Para la extraccion de DNA se realizé primero una lisis de eritrocitos y el
DNA fue aislado a partir de los leucocitos mediante la lisis y digestion con
proteinasa K, seguido de la extraccion con cloroformo y precipitacion mediante
etanol. La concentracion y la pureza del DNA se determiné a través de la
medicion de la absorbancia a 260 nm mediante espectrofotometria. EIl DNA
obtenido fue guardado congelado a -30°C en alicuotas de 100 pg/ml hasta su

utilizacion.

2.3.- Estudio de los polimorfismos de la a-1-antiquimotripsina

Los polimorfismos alélicos de la a-1-antiquimotripsina se
determinaron a partir de la amplificacion de un fragmento de 124 pares de
bases usando los oligonucleétidos y las condiciones previamente descritos
por Kamboh et al. (1995). La mezcla para la reaccion de PCR consistio en
14.9 ul de agua destilada, 4 ul de cada dNTP, 2.5 ul de tampdn 10x (100 mM
Tris-HCL Ph 9.0, 500 mM KCL, 1% Triton X-100), 120 ng de DNA gendémico,
10 pmol de cada oligonucledtico, y 1 U de Taq polymerase. La ciclos de la
PCR consistieron en una desnaturalizacion inicial durante 4 min. a 94 °C
seguida de 30 cicles de 1 min a 94°C, 1.75 mina55°Cy 2 mina 72°C,y
una extension final a 72°C durante 5 min.

Los productos de PCR fueron digeridos con 10U de la enzima Mval
(MBI Fermentas), 2.3 ul de tampodn 10x, y 0.2 ul de albumina bovina al 2%

durante 3 horas a 37 °C. Posteriormente se realiz6 la electroforesis de los
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productos de PCR en un gel de poliacrilamida al 7.5 %. EI gel fue tefiido

con bromuro de etidio durante 20 minutos y las bandas fueron fotografiadas
usando luz ultravioleta. Se pudieron visualizar tres genotipos diferentes AA,
TTy AT.

Se compararon las frecuencias alélicas y genotipicas de los pacientes
con los controles. Los casos familiares también fueron comparados con los

esporadicos.

2.4. Estudio de los polimorfismos del receptor D2 de la dopamina

Se amplific6 mediante PCR una fragmento de 80-86 pares de bases de
la region del segundo intron del gen DRD2 que contine una secuencia
repetitiva polimérfica TG/CA usando los oligonucleétidos y las condiciones
previamente publicadas (Hauge y cols., 1991). Esto permitié obtener 4 tipos de
fragmentos alélicos correspondientes a 80 pares de bases (alelo 1), 82 pares de
bases (alelo 2), 84 pares de bases (alelo 3) y 86 pares de bases (alelo 4).

Se compararon las frecuencias alélilas de los pacientes con los

controles y los casos familiares con los esporadicos.

2.5. Estudio de la mutaciéon Ala53Thr del gen la a-sinucleina y busqueda
de nuevas mutaciones en la region codificante y en la region 5’
colindante

El DNA fue amplificado mediante PCR usando los oligonucleétidos y las
condiciones previamente descritas (Polymerolopoulos y cols., 1997; Farrer et

al., 1998). Para la deteccién de la mutaciéon Ala53Thr, los productos de PCR
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fueron incubados con el enzima de restriccion Tsp45 | (NEBiolabs) durante

1 hora a 65° C. Posteriormente se realiz6 la electroforesis en un gel de agarosa
al 2%, se tifod el gel con bromuro de etidio y los bandas fueron visualizadas y
fotografiadas usando luz ultravioleta. La deteccion de otras mutaciones o
polimorfismos se hizo mediante la técnica de “single strand conformation
polymorphism” (SSCP). Los productos de la PCR fueron sometidos a
electroforesis en un gel de acrilamida que posteriormente fue tefiido con
nitrato de plata. Los productos que presentaban una movilidad diferente

fueron secuenciados.

2.6. Deteccidon de mutaciones en el gen Parkin

Los diferentes exones del gen parkin fueron amplificados mediante PCR
usando los oligonucledticos y las condiciones de amplificacion previamente
descritas (Kitada y cols., 1998; Lucking y cols., 1998). Los productos de PCR
fueron sometidos a electroforesis en un gel de poliacrilamida al 7.5% y al 12%
en varias condiciones (con/sin glicerol al 2%, a temperatura ambiente o a 4 ©
C) con el objetivo de detectar cambios en el patréon de las cadenas (single-
strand conformational polymorphism analysis (SSCP). Los productos de PCR
fueron visualizados tras tincion con plata. Se realizé secuenciacion directa
de los productos de PCR que presentaban un patrén anormal de motilidad

de las bandas con el objetivo de detectar mutaciones o polimorfismos.

2.7. Analisis estadistico

Para el procesamiento de los diferentes datos se utilizara un test de



ANOVA y un t-test para los pruebas paramétricas; y un test de Chi-
cuadrado con la correccion de Yates en las tablas de 2x2 y una U de Mann-

Whitney para las pruebas no paramétricas.
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Los resultados obtenidos quedan reflejados en las siguientes

publicaciones.

TRABAJO 1.

a1-ANTICHYMOTRYPSIN GENE POLYMORPHISM AND

SUSCEPTIBILITY TO PARKINSON’S DISEASE.
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a-1-Antichymotrypsin gene polymor phism and susceptibility to Parkinson’s disease

E. Mufioz, MD, V. Obach, MD, R. Oliva, MD, M. J. Marti, MD, M. Ezquerra, PhD, P.

Pastor, MD, F. Ballesta, MD and E. Tolosa, MD

Neurology 1999;52:297-301

OBJECTIVE: To determine whether the { alpha} >1-antichymotrypsin AA genotype (ACT-AA)

confers susceptibility for developing Parkinson’s disease (PD) in the Spanish population.

BACKGROUND: A correlation between the ACT-AA genotype and the risk of developing PD

has been recently reported in the Japanese population.

METHODS: The ACT genotypes of 71 patients diagnosed with clinically definite PD were

compared with those of 109 age-matched healthy control subjects.

RESULTS: The authors found that the ACT-AA polymorphism frequency was not increased
significantly in the PD group (31%) compared with the control group (28.4%). The ACT allelic
distribution was also similar for familial and sporadic PD, for female and male patients, and for
the different clinical subtypes of PD. The age at onset of PD was significantly lower inthe ACT-

AA patients compared with non-ACT-AA patients. When the actual age was considered, the
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ACT-AA freguency was higher in PD patients <Imagen: <=>50 years old (50%) compared

with that present in patients >50 years old (26.8%), but the same effect was found in control

subjects.

CONCLUSIONS: The ACT-AA polymorphism is not related to an increased risk of developing
PD in the Spanish population. The ACT-AA overrepresentation in PD and control subjects
<Imagen: <=>50 years old suggests that this polymorphism could be associated with life-

threatening conditions other than PD.

The cause of Parkinson’s disease (PD) is unknown. Its clinical diagnosis remains difficultl and
no biologica marker has been described. However, during the past few decades there have been

important advancesin its treatment as well asin the understanding of its etiology.

Factors that have been described to be associated positively with PD includeliving in arural
environment, drinking well water, using pesticides, being exposed to wood preservatives, and
not smoking cigarettes.2-4 However, in one study4 the most relevant risk factor for developing
PD was the presence of ahistory of familial PD or essentia tremor. In other studies,5-9 pedigree
and segregation analysis suggest autosomal dominant inheritance of agene or genesin a subset
of familieswith Lewy body PD. Therefore, there is an increasing interest concerning the role of
genetic factorsin the etiology of PD. In the last year, two mutationsin the <Imagen: { alpha} >-
synuclein gene have been identified as being responsible for PD in afew families.10,11
However, these mutations are arare cause of PD.10-12 Although the role of genetic factorsin
sporadic PD remains unclear, it seems likely that sporadic PD cases aso could be caused by the

combined effect of environmenta precipitating factors and the presence of a genetic
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susceptibility.

Recently, a correlation between the <Imagen: { alpha} >1-anti-chymotrypsin AA genotype
(ACT-AA) and PD was found in the Japanese population.13 Weinitiated the current study to
determine whether the ACT-AA polymorphism is also associated with an increased risk of

developing PD in the Spanish population.

Methods

A total of 71 patients (30 women and 41 men) diagnosed as having clinically definite PD
following the PD Society Brain Bank diagnosis criterial were included in the current study. The
mean age of the PD patients was 65 years (range, 34 to 85 years). In addition, 109 healthy
control subjects (47 women and 62 men) without clinical evidence of tremor, parkinsonism, or
familial history of PD were aso included in the study. The mean age of the control subjects was
60 years (range, 28 to 82 years). Both patients and control subjects were recruited from the
neurology service at the Hospital Clinic Universitari in Barcelona. The distribution by age of the

control subjects and the PD patientsis shown in figure 1.

Figure 1. Distribution of PD patients and control subjects according to age.

Familia PD was diagnosed using the criteriaof Marder et a.14 The clinical type of PD was

classified as tremoric, rigid—akinetic, and mixed when tremor and rigidity were presentin a

patient. Clinical assessment was made using the Unified Parkinson’s Disease Rating Scale
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(UPDRS, motor examination), the modified Hoehn and Y ahr stages, and the modified

Schwab and England Scale.15

Blood samples were drawn after informed consent was obtained, and the leukocytes were
isolated from 9 mL of blood samples through erythrocytic lysis and centrifugation. The DNA
was isolated from the leukocytes via proteinase K digestion, chloroform extraction, and ethanol
precipitation. Subsequently, the ACT all€elic polymorphism was determined via amplification of
a124-base pair fragment using the primers and conditions reported previoudy.16 The PCR mix
consisted of 14.9 pL distilled water, 4 uL of each dNTP, 2.5 uL 10x buffer (100 mM Tris-HCI
[pH, 9.0], 500 mM KCI, 1% Triton X-100), 120 ng genomic DNA, 10 pmol of each primer, and
1 U of Taq polymerase. The cycling conditions consisted of an initial denaturation for 8 minutes
a 94 °Cfollowed by 30 cyclesof 1 minute at 94 °C, 1.75 minutes at 55 °C, and 2 minutes at 72
°C, and afind extension at 72 °C for 5 minutes. The PCR products were digested with 10 U of
the enzyme Mval (MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania), 2.3 pL 10x buffer, and 0.2 pL 2%
bovine serum albumin for 3 hours at 37 °C, and electrophoresed in a 7.5% polyacrylamide gel.
After staining the gd for 20 minutes with ethidium bromide, the bands were visualized and
photographed under ultraviolet light. Mval-digested PCR products from individual s detected all

three different genotypes at the ACT locus (AA, TT, and TA).

Subsequently we compared the ACT allelic frequencies of the PD patients and the control
subjects, and searched for correlations between the ACT-AA polymorphism and familial or
sporadic PD status, age at onset, gender, and clinical subtype of PD. Statistical assessments were

made using chi-square analysis with the Y ates' correction for 2 x 2 tables and Student’ s t-test.
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Results

The relevant clinical dataand the genotyping results for both PD patients and control subjects
are shown in the table. We did not find significant differences between PD patients and control
subjects regarding ACT alldic distribution. The ACT-AA genotype was present in 31% of
patients and in 28.4% of control subjects. A familia history of PD was present in 27 patients
whereas 38 patients had sporadic PD. In six patients the familia history of PD was not clear.14
The ACT-AA frequency was not different in familial cases of PD (29.6%) compared with the
gporadic cases of PD (29%).

Table 1. <Imagen: { alpha} >1-Antichymotrypsin genotypesin PD patients and control subjects

The mean age at onset for al PD patients was 55 years (range, 27 to 75 years). The mean and
SD of the age at onset was 51 + 11 yearsfor the ACT-AA bearers, 56 + 11 yearsfor the ACT-
TA bearers, and 58 + 10 yearsfor the ACT-TT bearers. We found that the age at onset was
decreased significantly in the ACT-AA bearers compared with the ACT-AA nonbearers (p =
0.035; figure 2). When we compared the frequency of the ACT-AA genotype of PD patients
with an onset of <Imagen: <=>50 yearsto that present in patients with an onset of >50 yearswe
found atrend for the ACT-AA genotype to be present at a higher frequency in PD patients with
an onset younger than 50 years (41.6% for <Imagen: <=>50 years and 25.5% for >50 years), but
thisfinding was not statistically significant (p = 0.2). However, when the actual age was
analyzed we found that the ACT-AA genotype was present at asignificantly higher frequency in
PD patients of <Imagen: <=>50 years (50%) compared with that present in those who were >50
years (26.8%; <Imagen: { chi} >2 = 4.6899; df = 1, p = 0.035). In control subjectsthe ACT-AA

frequency was aso significantly higher in individuals who were <Imagen: <=>50 years (44.8%)
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compared with that present in individuals who were >50 years (22.5%; <Imagen: {chi}>2 =

4.1743; df =1, p=0.04).

Figure 2. Cumulative percent of the <Imagen: { a pha} >1-antichymotrypsin genotype according

to the age at onset of PD (n = 71).

Mixed parkinsonism, diagnosed in 36 patients (50.7%), was the most frequent clinical
manifestation of the disease. The dtratification of the PD genotypes by clinical subtype and

gender did not exhibit statistical differencesin the ACT genotype or aldic distribution.

The mean duration of the disease was 10.9 years for the ACT-AA bearers, 8.4 yearsfor the
ACT-TA bearers, and 9.3 yearsfor the ACT-AA bearers. The UPDRS, the Hoehn and Y ahr
stage, and the Schwab and England Scale when in the "off" stage did not show differences for

the different ACT genotypes (seethe table).

Discussion

In this study we investigated whether the ACT polymorphism is arisk factor for developing PD
in Spanish sporadic and familial patients. The ACT geneislocated on the long arm of
chromosome 14 and belongsto acluster of structurally related serine protease inhibitor genes
that include the genes encoding the <Imagen: { alpha} >1-antitrypsin, the protein C inhibitor, and
the corticosteroid-binding protein.17 ACT isaserum glycoprotein, with amolecular mass of 68

kDa, and is synthesized in the liver. The ACT physiologic function is not yet known, but like
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apolipoprotein E, ACT binds with a high affinity to 3-amyloid peptide in the brain of patients

with AD.18 Although some authors have found that the ACT-AA genotype is associated with an

increased risk of AD,16,19,20 others have not found such an association.21,22

Recently, Yamamoto et a.13 found a higher incidence of the ACT-AA genotype in PD patients
(19.9%) compared with healthy control subjects (8.3%) in the Japanese population. These
authors determined that the oddsratio for developing PD in individual ACT-AA bearers was
2.73 compared with the ACT-AT and ACT-TT genotypes. However, our study demonstrates a
similar percentage of the ACT-AA genotype in the PD group compared with the control group,
and therefore does not provide evidence that the ACT-AA polymorphism confers susceptibility
to developing PD in the Spanish population. Our results also point out different ACT al€lic
frequenciesin the Spanish population compared with the Japanese population. Although the
ACT-AT polymorphism is present at asimilar frequency in both populations (approximately
50%), the ACT-AA genotype is present at a higher frequency in Spain compared with Japan in
both PD patients and in healthy control subjects. However, the ACT genotype distribution in the
Spanish population is similar to that found by Kamboh et a.16 in American whites. The

differences between white and Japanese popul ations could be due to their different ethnic origin.

Familia PD isclinically indistinguishable from sporadic cases of idiopathic PD6,8 except for a
somewhat lower age at onset in familial patients reported in one study.9 Thereisan increased
risk of developing PD in first-degree relatives of both sporadic and familial patients. When the
siblings of probands with affected parents were considered, the cumulative risk increased
significantly over that of siblings of probands without affected parents, suggesting significant

familial aggregation in a subset of randomly ascertained families.5 If the ACT-AA genotypeisa
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major determinant for developing PD, afamilial clustering could be expected. However, in

our study, familial PD patients did not show adifferent ACT aléic distribution compared with

sporadic PD patients.

Therole of gender in PD susceptibility is unknown. Recent studies?3,24 have not found
significant differences between men and women in PD prevaence. However, in one study14 it
was reported that the risk of developing PD in male first-degree relatives is higher than in female
relatives. Therefore, the possibility that gender modifies the risk of PD in association with other
genetic factors could not be ruled out. In our study, the detection of asimilar ACT-AA
frequency between men (31.7%) and women (30%) with PD indicates that gender does not

modify therisk of developing PD in ACT-AA bearers.

Idiopathic PD is a pathologic entity characterized by the loss of substantia nigra dopaminergic
neurons and the presence of Lewy bodiesin the surviving neurons. However, PD clinica
expression varies among patients. Some peopl e present with tremor and akinesia, others with
rigidity and akinesia, and others with a mixed form. The presence of different clinical subtypes
may suggest a different involvement of neuronal subpopulations. This could argue for the
existence of different genetic or nongenetic factors leading to the selective degeneration of such
neurons. We have not found a correlation between the different clinical formsand the ACT
genotype or alelic frequencies. These data suggest that the ACT gene does not exert any

influence on the clinical expression of PD.

No ACT genotype differences were found between PD patients and control subjects regarding

age. However, we observed that the ACT-AA genotype was more predominant in subjects who
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were <Imagen: <=>50 years old in the PD and control groups. This finding may suggest an

association of the ACT-AA genotype with other pathologic conditions, different from PD, that
shorten the life span. Genetic defectsin ACT have been reported to be associated with lung and

liver diseases.25

To our knowledge, except for the <Imagen: { alpha} >1-synuclein and parkin mutations
described in afew families, there is not a single genetic polymorphism that has been confirmed
to be arisk factor for developing PD. Thus, susceptibility to developing PD in either familia or
sporadic patients has failed to be related to some gene polymorphisms such astyrosine
hydroxylase, monoamine oxidase A (MAO-A), and MAO-B.26-28 Recent molecular genetic
studies29 of the debrisoquine hydroxylase gene (CY P2D6) in patients with PD have indicated
that the frequency of the mutations was only dightly enhanced after age at onset of 60 years. In
contrast to the results from studies conducted among patients with an older age at onset, there
were no significant differencesin CY P2D6 all€elic frequencies between young-onset PD patients
and control subjects.30 Moreover, the absence of differencesin the distribution of CYP2D6
genotypes between sibling pairs concordant or discordant for PD, together with the results of a
linkage analysis exclusively with affected family members that yielded negative lod scores,
argue against the CY P2D6 locus being amagjor determinant of genetic susceptibility in familia
PD.29 Looking for other genetic susceptibility factors for PD is now important because it may
be helpful in the identification of subjects at risk, and may lead to the design of more specific

preventive or curative therapies.
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Abstract

An association between the intronic alele 3 of the dopamine receptor D2 (DRD2) gene and
European Parkinson's disease (PD) cases has been reported recently. We initiated the present
work in order to determine whether this association between the DRD2 locus and PD isalso

present in our population from Spain. The DRD2 gene polymorphism has been genotyped in
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154 patients and in 125 controls. The alele 3 is present in 60.3% of the patients and in 55.2%

of the controls. The genotype 3/3 is present in 36.3% of the patients and in 34.4% of the
controls. No statistical differencesin the genotype and all€dlic frequencies between the two
groups have been found. No differences were also found when the patients were classified
according to different criteria such as onset, family history, gender or clinical presentation. Thus

our results do not support arole for the DRD2 locusto develop PD.

Author Keywords: Parkinson's disease; Dopamine receptor D2; Genetics; Spanish

Parkinson's disease (PD) is the second neurodegenerative disorder in frequency after
Alzheimer's disease. Therelation of PD with some genes such as tyrosine hydroxylase [9],
monoamine oxidase A and B [12 and 19], debrisoquine hydroxylase[1, 13 and 18], superoxide
dismutase [2 and 17], or <Imagen>1-antichymotrypsin [22] has been investigated, but the results
obtained from different studies are contradictory [3 and 15]. However, mutationsin the
<Imagen>-synuclein and parkin genes have been proved to be a cause of afew cases of familial

PD [20] and of autosomal recessive juvenile parkinsonism [11], respectively.

An association between the dopamine receptor D2 allele 3 and increased risk to develop PD has
been recently reported in European PD patients [19]. Therefore, we decided to undertake the
present work in order to investigate whether the DRD2 intronic polymorphism was also

associated to an increased risk for developing PD in our population.

We selected 154 patients (68 women and 86 men; mean age: 56+11 years) diagnosed as having
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clinically definite PD following the UK Parkinson's Disease Society Brain Bank diagnosis

criteria[6]. Forty-seven patients had a positive familial history for PD and in 94 casesthe
disease was sporadic, whilein 13 casesit was doubtful. Familia PD was diagnosed using the
criteria proposed by Marder and cols. [14]. The clinical presentation of PD was classified as

rigid-akinetic, tremoric and mixed type when tremor and rigidity were present in the same

patient.

The control group (mean age: 58+12 years) corresponded to spouses of the patients (n=75) and
healthy blood donors (n=50). None of the 125 healthy control subjects (71 women and 54 men)
had clinical evidence of neurological disease or familia history of parkinsonism. All the

individua s were recruited, after informed consent, from the Hospita Clinic of Barcelona. This

study was approved by the Ethics Committee of the Hospital Clinic.

A TG/CA repesat polymorphism in the second intron of the DRD2 locus was detected through
amplification of an 80 86-base pair (bp) fragment using the conditions previously reported [9].
The sizes of the allelic fragments (bp) were 80 bp for allele 1, 82 bp for dlele 2, 84 bp for allele
3,86 bpfor alele4 (Fig. 1). Statistical assessments were made using the chi-square analysis
with the Y ates correction for 2x2 tables from the SSPS 6.1 Statistical Package (SSPS Inc.

Chicago, IL).

Fig. 1. Slver stained polyacrilmide gel eectrophoresis of the DRD2 intronic polymorphism
present in PD patients and in controls. Each lane corresponds to a different individual and the
corresponding genotypes are indicated bellow. The size of the different PCR amplification

fragments corresponding to the aleles shown isindicated in base pairs (bp).
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The highest alelic frequency correspondsto the allele 3 which is present in 60.3% of PD
patients and in 55.2% of the controls. The genotype 3/3 is the most frequent genotype in both
groups since it isfound in 36.3% of the PD cases and in 34.4% of the controls. However, these

differences are not significant.

No statistical differences have been detected in the genotype 3/3 or in the alele 3 frequency
between PD patients with an onset of the disease earlier than 50 years and those with an onset
older than 50. No differences were detected either in the alelic frequenciesin familial PD cases
as compared with those presents in sporadic cases, neither between males and females or among

the different clinical subtypesof PD (Table 1).

Table 1. DRD2 genotypes and allelic frequencies in control subjects and in Parkinson's disease

(PD) patients stratified according to different criteria

The D2 receptor islocalized mainly in the pars compacta of the substantianigraand in the
neostriatum and is considered the target for nigrostriatal dopaminergic neurons controlling
motor functionin PD [8]. The D2 receptor is thought to be the site of action of most
antiparkinsonian drugs. The DRD2 gene has been cloned and mapped to chromosome 11g22-

023 [7] and severa polymorphisms have been described [9].
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Anincreased DRD2 intronic alele 3 frequency in British and French sporadic and familia PD
cases has been recently reported [19]. Individuals who were homozygous for the allele 3 were
2.3 times more frequent in sporadic PD patients as compared with control subjects. However, in
contrast with this finding, we have not found such an association in our population. It is
noteworthy to point out that in our study the alele 3 frequency in sporadic PD patients was
similar to that found in the British French study (60.7% in our study vs. 59.5%). However, the
allele 3 frequency in the control group was significantly higher is our study (55.2 vs. 44.5%;
P<0.05). These differences are likely to be due to the different genetic background of the
respective populations. The lack of detection of a significant association in our study is not
attributable to alimited sample since, in fact, we have included nearly twice the number of
individualsin both groups as compared with the British French study. Thus, our study reaches a

higher statistical power.

We have not detected either any significant differencesin the allelic or genotype frequencies
when the age at onset of PD was analyzed. Thus, PD patients younger than 50 years had an
alele 3 frequency similar to those of patients older than 50, suggesting that the presence of this
allele does not have any influence in the age at onset of PD. The DRD2 dlele distribution was
also smilar in familia and sporadic PD cases. Therefore, this finding argues definitely against a
hypothetical genetic influence of DRD2 in our PD cases because, if thiswas true, afamilia

clustering for a specific genotype may have been expected in familial PD cases.

Other investigators have also failed to demonstrate a correlation between the DRD2 gene

polymorphisms and PD in different populations. No association was detected between the
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presence of the DRD2 gene polymorphism and the risk to develop PD in an small sample of

individuals when genotyped using Taq | restriction polymorphism [4]. No differences were
detected either in the Japanese population when 71 PD patients were compared with 90 healthy
control subjects[16]. Other dopamine receptors have been also investigated. No association has
been found between polymorphisms present at the dopamine receptors D3 and D4 (DRD4) and
increased risk to develop PD [10]. However, in arecent study an association of long variants,
consisting in six repeats or more, of the DRD4 exon 3 polymorphism and PD has been reported

[21].

Thus, while our study contributes to rule out any involvement of the polymorphism present at

the DRD2 genein PD, the possibility is now open to test whether other genesin the dopamine

receptor family could confer susceptibility to PD in our population.

<Imagen>
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Abstract

Weiinitiated the present work in order to determine if the Ala53Thr mutation of the
<Imagen>-synuclein gene previously described by Polymeropoulos et a. [Science, 276
(1997) 2045 2047] could be detected in Spanish early onset Parkinson's disease (PD)
patients. Thirty-four PD patients were evaluated. Of these, 13 were considered early onset

patients (six familial and seven sporadic) and were included in the genetic study. We detect

79

ed
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the presence of genetic anticipation in four kindreds with early onset PD members. The

Alab3Thr mutation of the <Imagen>-synuclein gene was absent in all patients. The results do
not support arole for this mutation in our patients with early onset PD and, in agreement with
the results previoudy reported, indicate that the Alab3Thr mutation of the <Imagen>-

synuclein geneisarare cause of PD.

Author Keywords: Parkinson's disease; <Imagen>-Synuclein; Genetics, Chromosome 4;

Early onset

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative disorder clinically characterised by resting
tremor, muscular rigidity, bradykinesia, progressive gait disorder and stooped posture.
Although evidence for the existence of genetic susceptibility in PD had been extensively
documented [2, 3, 6, 7, 9, 11, 14, 15], the gene or genes responsible for this susceptibility had
remained elusive so far. Recently a significant linkage of PD to markersin 4921 ¢23 has
been reported in alarge kindred of Italian descent with pathologically confirmed PD [12].
Subsequently, the same authors have identified a mutation (Ala53Thr) in the <Imagen>-
synuclein gene as responsible for PD in this family and in three Greek kindreds [13]. In these

families the mean age of onset for the disease was relatively early (<50 years).

We initiated the present work in order to determine if the Ala53Thr mutation of the
<Imagen>-synuclein gene could be detected in the Spanish familial or sporadic PD patients.

We arbitrarily considered early onset PD when the age of onset was less than 50 yearsin
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order to study a population with an age similar to that described by Polymeropoulos et al.

[12, 13]. All patients included in the study were diagnosed as clinical definite PD based on
the Parkinson's disease society brain bank diagnosis criteria[5]. Diagnosis of familial PD was
made using similar criteriato those used by Marder et al. [7]. Blood samples were obtained
after informed consent. Leukocytes were prepared from fresh blood using Histopake 1119
(Sigma) and subsequently DNA was isolated through proteinase K digestion, chloroform

extraction and ethanol precipitation.

Thirty-four patients wereinitially included (19 familial, 15 sporadic). We identified 13
patients with early onset PD. Of these patients, six were familial and seven sporadic PD.
Unpaired t-test showed no significant differences between familial and sporadic patients
regarding the age of onset, duration of theillness at the time of the analysis, sex, type of
parkinsonism and the unified PD rating scale, the Hoehn and Y ahr stage and the Schwab and
England scores (Table 1). These results are in agreement with those described by other
investigators who did not find clinical differences between familial and sporadic PD patients
[11]. The structure of some of the pedigrees with relatively early onset PD members (Fig. 1)
clearly points to an autosomal dominant pattern of inheritance. We have found that the mean
age of onset is higher in parents (74+3.9 years) than in the respective children (41+4.2 years)
(P=0.0001). Thisfinding is consistent with the existence of genetic anticipation in our
families. A similar anticipation phenomenon has been previously reported [8, 10, 11].
Genetic anticipation could point to the presence of expansion of repeated sequences in the

genome as has been shown for other neurological disorders [1].
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Table 1. Clinical features of the patients with Parkinson's disease included in the present

study

Fig. 1. (A" F) Structure of the pedigrees of the familial PD patients with early onset affected
members. The numbers below the pedigree symbol indicate the actual age or the age of death

and the numbers between parenthesis mean the age of onset of the affected members.

Based on the described age of onset of PD in the families with the <Imagen>-synuclein gene
mutation [13], we selected the 13 early onset PD patients for mutation screening. We also
included sporadic early onset patientsin the genetic study because these patients were
clinically undistinguishable from those with familial history (Table 1). DNA was amplified
using the primers and conditions previously described [13]. Subsequently the PCR product
was incubated with the restriction enzyme Tsp45 | (NEBiolabs) for 1 h at 65°C and analysed
by agarose gel electrophoresis, visualised after ethidium bromide staining and photographed.
<Imagen>-DNA was used as a positive control for Tsp45 | digestion. The results did not
support the presence of the Ala53Thr mutation of the <Imagen>-synuclein genein the
samples analysed (Fig. 2) and are in agreement with those of Polymeropoulos et a. [13]

which suggest that the Ala53Thr mutation of the <Imagen>-synuclein gene is arare cause of
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PD. Asindicated by Golbe et al. [3, 4], patients of the Italian kindred with the <Imagen>-

synuclein gene mutation [13] present atypical features of PD such as arelatively early onset
age and arapid illness with a mean course to death of 9 years. We suggest that the Ala53Thr
mutation of the <Imagen>-synuclein could be selective for this ‘'malignant’ form of PD, but to
ascertain this question more extensive studies are necessary. The possibility to determine
whether the mutations responsible for our familial patients are due to other potential changes
in the <Imagen>-synuclein gene, or instead they cosegregate or are associated with other loci

IS now open to study.

Fig. 2. PCR and restriction enzyme analysis of the fourth exon of the <Imagen>-synuclein
genein early-onset PD patients showing the absence of the Ala53Thr mutation. Lanes 1 8,
Samples from independent patients amplified by PCR and digested with Tsp45 1. Lane 9,
<Imagen>-DNA control digested with Tsp45 |. Lane 10, Undigested <Imagen>-DNA
control. Lane 11, 1 kb size Gibco-BRL markers. The PCR amplified and Tsp45 | treated

product is indicated with an arrow.
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Analysis of the coding and the 5 flanking regions of the a-synuclein genein patients

with Parkinson's disease (M ov Disord, en prensa)

Pau Pastor, MD, Esteban Mufioz, MD, *Mario Ezquerra, PhD, tVictor Obach, MD, Maria José
Marti, MD, PhD, Francesc Valldeoriola, MD, Eduard Tolosa, MD, PhD, *Rafael Oliva, MD,

PhD.

Parkinson’ s Disease and Movement Disorders Unit, Neurology Service, Institut Clinic de
Malalties del Sistema Nervios, Hospital Clinic, IDIBAPS, Barcelona, Spain; * Genetics Service,
Hospital Clinic, IDIBAPS, Barcelona, Spain and TNeurology Service, ICM SN, Hospital Clinic,

IDIBAPS, Barcelona, Spain.

Summary: Missense mutations of the a-synuclein gene have been reported to explain afew
kindreds with autosomal dominant Parkinson’s disease (PD). In order to identify mutationsin our PD
patients we have screened the coding region and 5’ flanking region of the gene. DNA samplesfrom
50 patients with familial PD were screened via single-strand conformation polymorphism (SSCP) for
mutations in the a-synuclein gene. The 5’ flanking region was examined in other 117 additional PD
patients (27 patients with unclear family history for PD, and 90 patients without family history) and
in 169 control subjects. We found one change (G199A) in exon 4 in one family with a pattern of
autosomal dominant PD. However, this mutation did not result in an aminoacid substitution (valine)
and did not segregate completely with PD. The analyss of the 5’ flanking region a so showed a new
polymorphism, a nucleotide insertion (-164insA) linked to a nucleotide substitution (C-116G), in
patients and in controls. The -164insA/C-116G allele was present in 52.3% of the patientsand in

47.6% of the controls. We did not find significant differences regarding the allelic and genotype



frequencies between PD and control groups. These results suggest that mutations in the o-
synuclein gene are avery rare cause of familial PD and that the novel -164insA/C-116G
polymorphismin the 5 flanking region does not confer susceptibility to develop PD.

Key words: Parkinson’s disease-Genetics-o.-synuclein
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Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenerative disorder that affects 1-2% of the

population over the age of 60. Pathological studies have shown neuronal degeneration which affects
predominantly the dopaminergic nerve cells of the substantia nigrain the brain. The surviving cells
contain characteristic cytoplasmic inclusions known as Lewy bodies (LB). Neurofilaments and
ubiquitin are present in LB, but their biochemical composition remains unknown yet.

There are increasing evidences that genetic and environmental factors could play an
important rolein the agtiology of PD. A few years ago, genetic molecular studies' identified the first
mutation associated to familial PD in an Italian kindred and in other 3 unrelated Greek PD families.
The mutation consisted in aguanine to adenine transition at position 209 (G209A), in the exon 4 of
the a-synuclein gene, that resulted in aanine to threonine substitution at codon 53 (A53T). Since
then, other new 9 Greek families with an autosomal dominant PD have been described carrying this
mutation.>® A second mutation in the o-synuclein gene, consisting in a G88C transition that caused
an A30P substitution has been describe in a German family with PD.*

The a-synuclein protein isinvolved in the vesicle function vialipid binding at the
presynaptic terminal.” LB stain strongly with antibodies for a-synuclein in idiopathic PD, pointing
out that this presynaptic protein may have an important role in the pathogenesis of PD.°

In the present work, we analysed the coding and 5’ flanking regions of the a-synuclein gene

inalarge PD seriesto identify changes associated with familial and/or sporadic PD.

SUBJECTSAND METHODS
Subjects

PD patients were recruited from the Movement Disorders Unit of the Hospital Clinic
(Barcelona) from May 1996 to July 2000. The study was approved by the Ethics Committee of the

Hospita Clinic Universitari of Barcelona. All patients followed UK Parkinson Disease Society Brain
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Bank criteriafor definite clinical PD except for the exclusion criteria of familial disorder.” We

considered the diagnosis of familial PD when, one or more, first or second-degree, relative were
affected from the disease. Fifty unrelated PD cases fulfilling the criteriafor definite or probable
familial PD proposed by Marder et al® were classified asfamilial PD. Twenty-seven patients with
doubtful or uncertain family history for PD® were classified as unclear familial cases. Additionally,
samples from 90 patients with sporadic PD and 169 healthy controls, without family history of PD or
tremor, were obtained. No significant differences there were between the age at onset of PD (mean:
56.65+11 years) and the current age of the control group (mean: 58+12 years). Blood samples were
drawn after informed consent was obtained.

Methods

Genotyping of the coding region of the a-synuclein gene: DNA was obtained using standard
methods. All exons were amplified using the primers and PCR conditions described. ° In order to
detect genetic variations, PCR samples were el ectrophoresed in two different SSCP conditions™
varying the acrylamide gel concentration and temperature (7%/22°C and 12%/6°C).

Analysis of the 5’ flanking a-synuclein gene: We designed two oligonucleotides for the specific PCR
amplification of afragment (334bp long, containing apart of the 5’ flanking region of the a.-
synuclein gene, from —298 to +36 nucleotide, in reference to the first nucleotide of the exon 1-2,
GenBank accession number: U46896). The sequence of the designed primerswas. 5'-
CAAGAGTGCGTGACCC-3 (forward) and 5 -AGCCCGCACGCACCTCACTTCC-3 (reverse).
PCR was performed in atota volume of 25 ul containing 11.05 ul H20, 2.5 ul of appropriate buffer,
4yl of dNTP 1.25 mM, 1 ul of each primer, 1 ul of Cl,Mg 25 mM, 0.2 U of Taq polimerase, 1.25 pl
of DM SO and 120 ng of genomic DNA. PCR was performed at 94°C for 4 min, followed by 35
cycles at 94°C for 40 seconds, 62°C for 40 seconds, 72°C for 60 seconds, and afina extension at

72°C for 10 min. SSCP analysis were carried out denaturing the PCR products at 94°C for 10 minin
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the appropriate buffer, cooled onice for 1 min and electrophoresed in a 7% polyacrilamide

(0.5xTBE) gel at 400 V for 3 h 30 min. After electrophoresis, the gel was silver stained as described
previously.™ When an abnormal SSCP pattern was observed, the samples were sequenced using the
Dye Terminator Cycle sequencing Ready Reaction (Perkin Elmer) and run on a ABI-prism

automatic DNA Sequencer (Perkin Elmer).

Satistical analysis. The results were compared between the control and PD groups and between
the familial and sporadic PD cases using the chi-square analysis from the SSPS 6.1 Statistical

Package (SSPS Inc. Chicago).

RESULTS

Analysis of the coding region of the a-synuclein gene

The screening of familial PD cases showed a changein the exon 4 consisting in a
heterozygous nuclectide substitution (G199A) in a PD family with an autosomal dominant pattern of
inheritance (figure 1). This change did not result in an aminoacid substitution (Valine) and did not
segregate completely with the disease (figure 1), but it was absent in 98 chromosomes from patients
with familial PD. Clinically, this family was characterized by athe presence of essential tremor in

some members and agreat variability of the onset of parkinsonian symptoms (range 52-80 years).

Analysisof the5' flanking region of the a-synuclein gene

We detected by SSCP the presence of a band with a different mobility in some samples
(fig.2A). Direct sequencing of the PCR products identified an adenine insertion at position —164 (-
164insA) in reference to the first nucleotide of exon 1-2 (figure 2A). This change was aways linked

to asingle base pair substitution from cytosine to guanine at position -116 (C-116G) (figure 2B)
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resulting in a clear-cut pattern which was easy to interpret by SSCP. Therefore, SSCP was

subsequently used for the genotyping of PD patients and controls subjects. The -164insA/C-116G
change (allele G) was present in 52.3% of the patients and in 47.6% of the controls, but these
differences did not reach statistically significance (p=0.217, x°=1.524, RR=1.21).The genotype CC
was detected in 22.8 % of PD patients and in 25.4 % of control subjects. The genotype CG was
found in 49.7 % of PD group and in 53.8 % of the controls. The genotype GG was present in 27.5 %
of PD group and in 20.7 % of the controls. These differences were not statistically significant
between both groups (p=0.338, x°=2.158, RR:0.86). No differences were found regarding either the

allelic and genotype frequencies between sporadic and familia casesof PD (Table 1).

DISCUSSION

Our study identified a change (G199A) in the coding region of the a-synuclein genein a
large family with PD and essential tremor. The absence of the G199A variant in 98 chromosomes
from other patients with familial PD, may indicate that the change detected could be arare
polymorphism. The G199A mutation does not segregate completely with the disease since two
members who had the change did not suffer from PD, and one member with PD was not a carrier
of the mutation. However, the onset of PD in this kindred is quite variable, suggesting that there
may be some healthy members at risk for PD. Asymptomatic carriers older than the expected age
at onset have been reported for the G209A a-synuclein mutation.® This finding may respond to an
incompl ete penetrance of the mutation or to a modulation of the onset of PD by other unidentified
factors. It has also been found that the G209A all€elic expression is reduced in lymphoblastoid cell
lines from individuals heterozygous for the mutation, suggesting that haploinsufficiency may
underlie disease pathogenesis and that the dosage effects of this gene could be related to the

different age at onset of the disease.> However, the pathogenecity of the G199A variation leading



94
to PD and/or essential tremor in this kindred appears to be a remote possibility since this

change is not associate to an amino acid substitution.

In addition to the identification of the G199A variation, the analysis of the 5’ flanking
region of the a.-synuclein gene lead us to identify a new polymorphism consisting ina-
164insA/C-116G change. After comparing the 5’ region of the a.-synuclein gene in the database
TRANSFAC, searching potentially genetic regulatory factorsin this sequence (available site at:
http://transfac.gbf-braunschweig.de/ TRANSFAC/), the -164insA variation occurs in the
consensus sequence for a potential zinc-finger DNA-binding protein (1k-2).2 This finding raises
the possibility that the -164insA change could have some functional effect in the expression of the
a-synuclein gene. However, the analysis of the allelic and genotype sequences of the frequencies
164insA/C-116G polymorphism in the present series do not support that this polymorphismisa
risk factor for either sporadic or familial PD in our population (Table). Another polymorphism in
the promoter region of the a-synuclein gene (NACP-Repl) has been associated to an increased
risk for PD.***> However, another study failed to replicate this association.’®

We consider that SSCP method, used in two different conditionsin our study, has ahigh
sensitivity to detect mutations. In different studies this sensitivity varies from 84 to 100%""8 .
However, alow possibility that some sequence variants could have been missed still exists. The
lack of clearly pathogenic mutations in the a.-synuclein gene has aso been reported in previous
studies from other populations %% This results, together with the absence of association of the
new 5’ flanking region polymorphism found in this study suggest that mutationsin the a.-
synuclein gene are avery rare cause of PD. Future studies in other candidate genes may shed new

lights on the genetic factors involved in PD.
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Legendstothefigures

FIG. 1. Pedigree of the PD kindred with the G199A change in the a-synuclein gene. Thefilled
grey symbolsindicate individuals affected from Parkinson’ s disease and the symbols filled with
vertical linesindicate individuals affected from essential tremor. The numbers below each
member denote the current age or the age of death and the age of onset of PD. The presence of the
heterozygous G199A change isindicated with “+/-“. The wild-type genotype is indicated with “-/-

FIG. 2. Identification and characterization of the novel polymorphism (-164insA linked to C-
116G) of the a-synuclein gene. (A) Single strand conformation polymorphism (SSCP) analysis of
the 5’ flanking region in PD patients and in control subjects showing different genotypes. (B)
Electropherograms of the sense strand showing wild type sequence (CC), and the -164insA/C-
116G change (underlined) in its heterozygous (CG) and in the homozygous genotypes (GG).
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TABLE. Distribution of genotype and allelic frequencies of the polymorphism in the

5'flanking region of the a.-synuclein in Parkinson’s disease (PD) and in controls.

Genotype frequencies Allelic frequencies

cC CG GG® C G

PD patients(%) n=167 |38 (22.8)% 83(49.7)® 46 (27.5)% |159 (47.6)° 175 (52.3)"
Controls (%)  n=169|43(25.4)*  91(53.8)® 35(20.7)% |177 (52.3)° 161 (47.6)°
PD familial status
Sporadic (%) n=90 |20(22.2)° 44 (48.9)°  26(28.9)° |84(46.6)° 96 (53.3)°
Familial (%) n=50 |12 (24)° 24 (48)° 14 (28)° |48 (48)° 52 (52)°

Unclear (%) n=27 |6(22.2) 15(555)  6(22.2) |27 (50) 27 (50)

2 Comparison of genotypes between patients and controls: y%(2x3)=2.158; p=0.338. "
Comparison of allelic frequencies between PD and controls: y(2x2) =1.524, p=0.217.
Comparison of genotypes between sporadic and familial cases: ¥ (2x3)=0.0586, p=0.961.
Comparison of alleles between sporadic and familial cases: 3%(2x3)=0.008 p=0.888. “Odds Ratio
(OR) for GG genotype=1.45. 'OR for the G allele=1.21.
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Abstract

We have investigated the presence of mutations in the parkin gene in patients with early-

onset parkinsonism. Direct sequencing of the polymerase chain reaction (PCR) products
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showed a homozygous G deletion in the exon 7 (¢.871delG) in one patient. Thiswas a

38-year-old Moroccan woman with a history of parkinsonism of 18 years of duration. The
disease appeared as an apparently sporadic case and was characterized by dystonia of the legs
at onset and arapid progression to severe generalized parkinsonism but with an excellent
maintained response to dopamine agonists treatment. The deletion was a frameshift mutation
resulting in a stop codon at position 297 which causes truncation of the parkin protein.
Mutations in the parkin gene can be encountered in patients with an apparently sporadic
early-onset parkinsonism, rapidly progressive course and marked and maintained response to

dopamine agonists.

Author Keywords: Parkinson's disease; Genetics, Autosomal recessive juvenile

parkinsonism; Parkin gene; Mutations

Autosomal recessive juvenile parkinsonism (ARJP) is characterized by early onset of
parkinsonian signs, dystonia at onset, diurnal fluctuations, slow disease progression and early
levodopa-induced dyskinesias [4]. Pathologica studies have shown severa differences
between ARJP and Parkinson's disease (PD), being the most striking of them the absence of

Lewy bodiesin ARJP[3, 9 and 10].

The locus responsible for ARJP was first mapped to chromosome 6025.2-27 [8]. One year
later, anovel gene, designated parkin, was identified in this locus and homozygous deletions
of exon 4 or exons 3 7 were detected in four Japanese families with ARJP [5]. Subsequently,

homozygous exonic deletions and homozygous and heterozygous point mutations in the
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parkin gene have been also described in European and North African families with ARJP

[1, 6 and 7]. In this article, we report a new mutation in a patient with early onset

parkinsonism with some atypical clinical features for ARJP.

Forming part of aproject to identify mutations in the parkin gene, blood samples of 17
patients (nine apparently sporadic and eight unrelated familial cases) with juvenile or early
onset PD were obtained after informed consent. DNA was isolated from the leukocytes
through standard procedures. The different exons of the parkin gene were amplified from
genomic DNA through polymerase chain reaction (PCR) using primer sequences and
conditions previously described [5 and 7]. The PCR mix was made in atotal volume of 25
<Imagen>| and consisted of 13.3 <Imagen>| distilled water, 4 <Imagen>| of each dNTP at
1.25 mM, 2.5 <Imagen>| 10x buffer (100 mM Tris HCI, 500 mM KCI, 0.1% gelatin, 1.5
mM MgCl2), 150 ng genomic DNA, 10 pmol of each primer, and 1 U of Taq polymerase. A
single-strand conformational polymorphism analysis (SSCP) of the PCR products was carried
out in a 7.5% polyacrilamide gel with 5% glycerol through electrophoresis at room
temperature. The bands corresponding to the PCR amplification products were visualized
through silver staining. Subsequently, the PCR products appearing as an abnormal band in
the SSCP were sequenced. The normal cDNA sequence of parkin gene (DNA Data Bank of
Japan: AB009973) was obtained from the GenBank database

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank.

SSCP showed a thicker band in the PCR product of exon 7 in one sample of a patient as
compared to control subjects and other parkinsonian patients. Sequence analysisincluding

the exon-intron boundaries showed, according to the new recommendations for the
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nomenclature of human gene mutations [2], a ¢.871del G that was homozygous for the

patient and heterozygous for one healthy brother ( Fig. 1). This deletion is aframeshift
mutation that occurs close to the splice site. The change in the amino acids sequence starts at
codon 291 and |eads to the appearance of a stop codon at position 297 that causes the
truncation of the parkin protein (Fig. 2). Until now, two missense mutations had been
described in exon 7, Arg256Cys and Arg275Trp [1], however the mutation present in our
patient and her brother is anovel frameshift mutation. This type of point mutation causing

protein truncation had been previously described in exon 2 and 3 but not in other exons [1].

Fig. 1. Sequence analysis of the exon 7 of the parkin gene. The coding sequence isindicated
in capital letters and the intronic sequenceisin lower case. (A) Normal sequence in a control
subject. (B) Homozygous mutation consisting in a G deletion (¢.871delG) in the patient. (C)
Heterozygous ¢.871del G mutation in the patient's brother. Arrows indicate the site of the

deletion.

Fig. 2. cDNA and protein sequence resulting from splicing of exon 7 and 8. (A) Normal
sequence (B) Mutated sequence. The ¢.871delG mutation causes protein truncation at codon

297.

The homozygous ¢.871del G mutation corresponded to a 38-year-old Moroccan woman that
began her disease when she was 20 with a dystonic posture of her right leg while walking and
especially when she wastired. Two years later she noted tremor in her left leg. Then she

started treatment with bromocriptine 2 mg tid with an initial good response of tremor and
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dystonia. At the age of 24, the tremor involved face and all four extremities, she had

difficulties to walk and presented generalized bradykinesia. She was treated with
bromocriptine 5 mg tid, but motor disability was worsening in the following years. She was
seen at our hospital at the age of 28. On examination, after 24 h of medication withdrawal,
the patient presented moderate dysarthria, facial hypomimia and generalized resting tremor
involving the face and extremities. Moderate postural tremor in the upper-limbs was also
seen. She had severerigidity and bradykinesiain all extremities and was unable to walk or to
rise from a chair without help. Her gait was with short steps, festination and freezing.
Postural reflexes were impaired, without recovery in the retropulsion pull test. A dystonic
posture of both lower limbs with inward deviation of both feet was also present. The part 111
of the Unified Parkinson's Disease Rating Scale (UPDRS) scored 70. The Hoehn and Y ahr
stage was 4 and the Schwab and England scal e scored 30%. No other neurological
abnormalities were detected on examination. The patient was treated with bromocriptine up
to 30 mg/day with a dramatic response to medication. After treatment, the UPDRS score
decreased to 9, the Hoehn and Y ahr stage became 1.5 and the Schwab and England scale was
80%. Eighteen years after the disease onset, the patient has not required levodopa and
maintains a good response to bromocriptine 10 mg tid and biperidine 2 mg tid. The family
history was negative for parkinsonism but her parents were distant relatives. She was the fifth
of eight siblings (Fig. 3). All relatives but one brother are actually living in Morocco being

very difficult the communication with them, but they are presumable in good health.

Fig. 3. Pedigree of the family of our patient. Arrows indicate the patient (<Imagen>) and the

brother studied.
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The parkinsonian syndrome in our patient had some atypical featuresfor ARJP or PD.
Although ARJP is characterized by slow disease progression, our patient presented with
rapidly progressive parkinsonism with early gait disturbances and loss of postural reflexes.
PD patients can respond initially to dopamine agonists but the effect tends to decrease after
few years of treatment and levodopa is then needed. However, our patient had an excellent
response to dopamine agonists during more than 15 years of treatment without devel opment

of dyskinetic movements or motor fluctuations.

The case reported here suggests that mutations in the parkin gene can occur in patients with:
(i) apparently sporadic early onset parkinsonism, as suspected for an autosomal recessive
disorder; (ii) rapidly progressive course; and (iii) excellent and sustained response to

dopamine agonists, even in advanced stages of the disease.
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Relative high frequency of the c.255delA parkin gene mutation in Spanish patients

with autosomal recessive parkinsonism. (Sometido a Neur ology)

E. Mufioz, E. Tolosa, P. Pastor, MJ. Marti, F. Valldeoriola, R. Oliva

ABSTRACT

Background: Autosomal recessive juvenile parkinsonism is a neurodegenerative disorder
associated with mutations in the parkin gene. Exonic deletions, multiplications, as well as
point mutations have been described. Objective: To search for the presence of parkin gene
mutations in Spanish patients with Parkinson’ s disease (PD) and characterise the phenotype
associated with the mutations. Methods: Thirty-seven PD patients with either early onset or
autosomal recessive pattern of inheritance were screened for parkin gene mutation throughout
PCR amplification of the exons 1 to 12 followed by single strand conformation
polymorphism analysis. The PCR products with an abnormal pattern of motility were
sequenced. Results: Parkin gene mutations were identified in 27% of patients. Distonia at
onset was present in only 3 patients. Choreiform dyskinesias were present in two patients out
of six treated with levodopa. The disease began in 2 patients with postural tremor in the
upper-limbs mimicking essential tremor. Four patients exhibited a long-term response to
dopamine agonists. Homozygous mutations were detected in 7 index patients and
heterozygous mutations in 3. The ¢.255del A mutation was identified in 4 unrelated families.
Thisis aframeshift mutation leading to protein truncation. This mutation was found in 1 out
of 200 control chromosomes suggesting that the frequency of homozygous carriersin the
Spanish population could be of 1/40,000. Conclusions: Parkin gene mutations are also
present in Spanish patients with early-onset and/or an autosomal recessive parkinsonism. The

disease shows an inter and intrafamilial clinical heterogeneity. The c.255delA is the most
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frequent mutation found suggesting a relative high prevalence in the Spanish population.

INTRODUCTION

Patients with parkinsonism associated with parkin gene mutations usually present an
autosomal recessive pattern of inheritance and have an early-onset disease, with a mean age
at onset of around 30 years. The disease is also characterised by a symmetric involvement,
slow progression, foot dystonia at onset, hyperreflexia, good response to levodopa therapy
and early levodopa-induced dyskinesias.* However, unusual features such as a late-onset
disease,** which can begin at a similar age than those described in typical Parkinson’s
disease (PD), arapidly progressive course’ or the presence of gait ataxia® have been
described in patients with parkin gene mutations. Few pathologic studies have been
performed in patients with autosomal recessive juvenile parkinsonism (ARJP)"® but all of
them show loss of neurones in the substantia nigra and locus coerul eus without the presence
of Lewy bodies.

Many mutations (exonic deletions and multiplications, and point mutations) have been
described in the parkin gene in patients from different populations.** We have searched for
parkin gene mutationsin our PD patients in order to identify new mutations and to define
further the clinical spectrum associated with these mutations. We have found a mutation in
the exon 2 (c.255delA) in four unrelated PD patients suggesting that the prevalence of this

mutation in our population may be relatively high.



116
MATERIAL AND METHODS

Subjects

Patients fulfilling the clinical diagnostic criteriafor PD proposed by the UK
Parkinson’ s Disease Society Brain Bank, except for the exclusion criteria of familial
disorder,™ were recruited from the PD Movement Disorder Unit of Hospital Clinic of
Barcelona. Clinical assessment was made using the Unified Parkinson Disease Rating Scale
(UPDRS), the modified Hoenh and Y ahr stage and the Schawb and England scale. Control
subjects were recruited among healthy donors without familial history of PD or tremor.

Parkinsonian patients with age at onset < 40 years or patients with an autosomal
recessive pattern of inheritance were selected for genetic study. The study was approved by

the Ethical Committee of our Hospital.

Genetic study

Blood samples from parkinsonian patients and controls were drawn after informed
consent was obtained. DNA was isolated from leukocytes by standard procedures. The
different exons of the parkin gene were amplified by polymerase chain reaction (PCR) using
primers and conditions as described. “** The PCR mix was madein atotal volume of 25 plL
and consisted of 13.3 uL distilled water, 4 uL of each dNTP at 1.25 mM, 2.5 uL 10x buffer
(100 mM Tris-HCI, 500 mM KCl, 0.1% gelatin, 1.5 mM MgCl,), 150 ng genomic DNA, 10
pmol of each primer, and 1 U of Taq polymerase.

A single-strand conformational polymorphism analysis (SSCP) of the PCR products
was carried out through electrophoresis in two different conditions: 7.5% polyacrilamide gel
at room temperature and 12% polyacrilamide gel at 4° C. The bands were visualized after

silver staining. The PCR products with an abnormal motility pattern were sequenced using
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the dye terminator cycle sequencing ready reaction and run on a ABI-prism automatic

DNA sequencer (Perkin EImer).
The normal cDNA sequence of parkin gene (DNA Data Bank of Japan: AB009973)

was obtained from the GenBank database (http://www.nchi.nlmnih.gov/ Genbank)

Statistical assessment
Means were compared with the nonparametric Mann-Whitney U test. Frequencies

were compared with the chi-sgquare test.
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RESULTS

Weidentified 37 index patients (17 women/20 men) fulfilling the criteria proposed for
the screening of mutations in the parkin gene. Twenty-four were familial PD cases, with other
siblings affected, and 13 were sporadic early-onset PD cases. The mean age at onset (+SD)
was 42+14.5 years (range: 9 to 75) for the whole group, 47.7+ 13.5 years (range: 29 to 75) for
the familial cases and 31+8.9 years (range: 9 to 40) for the apparently sporadic cases. Mean
disease duration (+SD) was 14,6+8,3 years (range: 2 to 43 years).

We identified parkin gene mutationsin 10 patients (27%). Three patients were
sporadic cases and 7 familial cases. We did not find significant differences when comparing
the frequency of mutations between the sporadic and the familial groups (p=0.5). Nine
patients were Spanish and one patient came from Morocco (PK-11). The mean age at onset
(+SD) was 37.3+18.7 years in patients with mutations and 43.8+12.7 years in patients
without mutations (p=0.08).

Dystoniawas only found in 3 patients with mutations. Two of them began the disease
at the age of 9 and 20 years respectively, and the other patient at the age of 30 (Table). All
patients had a good response to levodopa and/or other dopamine agonists. The mean (+SD)
motor score of the UPDRS in the “on” stage was 22.7+11.8. Only patient PK-11 could be
evaluated without medication (“off” situation) showing feet dystonia and severe bilateral
parkinsonism with marked impairment of the postural reflexes. However, under the effect of
the medication ( “on” situation) she only showed mild parkinsonian symptoms. This patient
has been described previously by us.> Two out of six patients (PK-167 and PK-205) treated

with levodopa showed choreiform “on” dyskinesias.
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Homozygous mutations were found in 7 index patients and heterozygous mutationsin 3

(Figure 1). Homozygous mutations consisted of 2 frameshift mutations, ¢.255delA found in
4 patients and ¢.972del G found in one patient, 1 exon rearrangement, exon 5-6del in 1
patient, and 1 missense mutation (¢.1239G>C). Hetereozygous mutations consisted of 3
missense mutations (Figure 1). The ¢.1239G>C mutation was also found in heterozygosity in

another family.

c.255delA mutation

The ¢.255del A mutation was the most frequent mutation in our population of patients
(figure 2). It was found in four unrelated patients. All of these patients but one were living in
Barcelona but they were originally from other regionsin Spain. Parents' consanguinity was
confirmed only in one case (PK-21). The mean age of disease onset was 34 years. All patients
developed symmetrical parkisonian signs (tremor, rigidity and bradykinesia). Only one
patient had limb dystonia at onset (PK-184). This patient is now 64 year-old and sheis
treated only with the dopamine agonist bromocriptine. One patient was initially diagnosed to
have essential tremor (PK-21) because for several years he only exhibited postural tremor on
his hands. Tremor responded partially to propanolol. Heis now treated with very low doses
of levodopa and selegiline. In the third case (PK-131), the patient began her disease with
tremor in the upper-limbs which was present at rest but increased her frequency notably when
she held the arms outstretched. The last patient (PK-201) presented with a predominant lower
body parkinsonism, with slow gait and short steps, and has experimented an excellent
response to bromocriptine, trihexyphenidyl and selegiline up to now.
The genetic study of siblingsin patients PK-21 and PK-131 lead us to identify heterozygous

and homozygous carriers of the mutation. One homozygous carrier, a 47 year-old woman
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who isthe sister of patient PK-21, has not been examined by us, but she refers sheisin

good health. In other two homozygous carriers there were clear parkinsonian features. One
patient (PK-21 sister) was a 56 year-old woman who had been diagnosed of PD at the age of
35. She showed motor fluctuations with severe parkinsonian signs and gait instability in the
“off” stage and levodopa-induced dyskinesias when she was under the effect of the
medication. The other homozygous patient (PK-131 sister) was a 42 year-old woman who
has not been diagnosed of having PD previously but on the examination she showed
bradykinesia and slight symmetrical rigidity on the extremities associated with minimal
postural tremor on her hands.

Both homozygous and heterozygous mutated alleles showed a clear and reproducible
pattern of bands by SSCP that were different from those obtained for normal alleles (Figure
3). Thus, we considered that SSCP was an easy method to investigate the presence of the
c.255del A mutation in normal subjectsin order to estimate the prevalence of this mutation in
our population.

Subsequently, we screened for the ¢.255del A mutation in 100 healthy control subjects and
found a single subject with an abnormal SSCP pattern identical to the one obtained for the
heterozygous mutation. The presence of the mutation was confirmed after sequencing the

PCR product. Subsequently, the application of the Hardy-Weinberg principle alows usto

calculate an approximate genetic risk of 1/40,000. So, we estimate that about 1000

individuals could be homozygous carriers for the mutation in the Spanish population.
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DISCUSSION

We found parkin gene mutations in 23% of sporadic early-onset PD cases and in 29%
of familial PD cases with an autosomal recessive pattern of inheritance. The clinical features
of our patients lead us to confirm a phenotypic variability in patients with parkin gene
mutations.

The age at onset in patients with mutations varied from 9 to 69 years. Only 3 (27,3%)
patients presented foot dystonia at onset. In two of them the disease had a juvenile onset (<
20 year-old). Dystonia has been reported in 42% of patients with parkin gene mutations.*
However, in this study the mean (+SD) age at onset (32+11) was lower than in our study
(37+18,7) because they only included familiesin which at least one of the affected family
members had begun the disease at or before the age of 45. Taking into account both studies, it
suggests that dystoniais more frequent in patients with disease onset at an age earlier than
thirty.

The motor score of the UPDRS with the patients under the effect of medication (*on”
situation) showed a mild to moderate parkinsonism. However, one patient (PK-167) had
severe loss of postural reflexes and could not walk without help 15 years after the disease
onset. Gait abnormalities have been previously reported in patients with ARJP™ and parkin
gene mutations”. The lack of response of the gait disorder to levodopa suggests that other
pathways different from dopaminergic circuits may beinvolved in our patient gait. Recently,
the presence of neuronal loss in the cerebellum and tau deposition in the caudate, putamen
and subthalamic nuclei and substantia nigra has been reported in the clinical and pathologic
study of a patient with parkinsonism and ataxia related to parkin gene mutations.” The

presence of similar abnormalities could explain the gait disorder in our case.
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L evodopa-induced dyskinesias were present in two of our patients. None of the

five patients who were only taking dopamine agonists complained of dyskinesias. Two of
them have been treated with dopamine agonists for over 15 years. This finding suggests that
some patients with parkin gene mutations may respond successfully to dopamine agonists for
along period of time and, on the other hand, it could act preventing the appearance of
dyskinetic movements.

The 1239G>C and 1281G>A mutations have been described previously in other

parkinsonian patients and control subjects;®*

so they have not been considered pathogenic
mutations. The presence of the 1239G>C has been investigated in sporadic PD in order to
determine whether this polymorfism confers a susceptibility for the disease. * The allele C
has been found in 3.4% of the control subjects and in 1.9% of the PD patients supporting that
this change is not related to sporadic PD. We have also found that the 1239G>C mutation
does not segregate with the disease in one family.

The most relevant finding in our study was the presence of the same mutation
(c.255delA) in 4 unrelated Spanish patients suggesting that this mutation could be relatively
frequent in our population. The presence of the mutation in 1 out of 200 chromosomes from
healthy controls supports this view. We have estimated that the frequency of homozygous
carriers for the mutation could be 1/40,000 in Spain. Although we can not rule out a random
effect for our findings, there are other evidences supporting that ¢.255delA may be a frequent
mutation. This mutation has previously been described in another Spanish patient'® and in
other 6 European patients.”

The c¢.255delA is aframeshift mutation that |eads to a change into the amino acid

sequence starting at codon 52 (Asn52Met) and the appearance of a stop codon (TGA) at

position 80 that truncates the parkin protein. The age at onset of the disease in patients
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carrying this mutation varies from 30 to 41 yearsin our series. However, we have found

this mutation in a healthy subject (PK-131 sister) whose current age is 47 years, suggesting
that other genetic or environmental factors may be involved in the disease expression.
Intrafamilial variability of the age at onset has previously been reported in afamily from Italy
with adeletion of exon 4; one member of thisfamily began the disease at the age of 58
whereas two siblings did it at the age of 38 and 41 respectively.? Interfamilial phenotype
variability for the c255del A mutation is also showed in our study. Whereas only one patient
had dystonia at onset, other two presented with predominant postural tremor in the upper-
[imbs mimicking essential tremor.

We are aware that some mutations could have been missed in our study because of the
approach we have used to detect mutations. The SSCP analysis performed by us using two
different conditions has a high sensitivity but it is not 100%.%>® Moreover, heterozygous
exon deletions or exon multiplications require a semiquantitative PCR for their detection.
Unfortunately, this technique is not available in our laboratory yet. However, our work
confirms the presence of parkin gene mutation in Spanish PD patients and contributes to the
characterization of the phenotypein patients with parkin gene mutation. Moreover, it has
allowed usto outline arelative high prevalence of the c.255del A mutation in our popul ation.
The clinical spectrum of parkin gene mutations remains open to discussion and futher genetic

and pathological studies are still needed to confirm our findings.
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LEGENDS

Figure 1. Parkin gene mutations found in our population. The number of index patients with

mutations is given in brackets.

Figure 2. Electropherograms of the sense strand showing the wild type sequence in a control
subject and the presence of the 255del A mutation in a patient (PK-131). The deletion induce a
change into the amino acid sequence starting at codon 52 with the substitution of asparagine by

methionine (Asn52Met) and the appearance of a stop codon at position 80.

Figure 3. Single-strand conformation polymorphism (SSCP) of the exon 2 showing different
patterns of motility in control subjects, homozygous and heterozygous carriers of the 255del A

mutation.
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INTRODUCCION

Laenfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno neurodegenerativo progresivo cuya
incidencia aumenta con la edad, afectando amas del 1% de la poblacion por encimade los 55
afiosy al 3,1% de los sujetos entre 75 y 84 afios'. Los pacientes presentan temblor, lentitud de
movimientos, rigidez y trastorno progresivo de lamarcha. El sustrato anatomopatol égico dela
EP viene condicionado por la pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas de la sustancia
negray € depdsito de cuerpos de Lewy en las heuronas supervivientes.

La causa de la enfermedad es desconocida en la mayoria de casos; sin embargo, se ha
considerado que € factor de riesgo més importante para desarrollar la enfermedad, aparte de la
edad, esla existencia de antecedentes familiares de EP o temblor?. Mediante estudios de casos-
controles se ha demostrado un riesgo significativamente aumentado de desarrollar la enfermedad
en losfamiliares de primer grado de pacientes con EP**. Ademés, se han descrito familias
extensas afectas por |aenfermedad con un patrén de herencia de tipo autosdmico dominante™®”.
En algunos casos de EP familiar de herencia autosdmica dominante se han encontrado
mutaciones en & gen de laa-sinucleina’®, que esté localizado en el cromosoma 4; mientras que
en casos familiares con un patron autosomico recesivo se han descrito diversas mutaciones en

un nuevo gen denominado Parkin®*

, Situado en e cromosoma 6. Todo ello sugiere que los
factores genéticos pueden jugar un papel importante en € desarrollo de la EP.
Losobjetivosdel presente trabajo fueron identificar la presencia de casos familiares de

EP en nuestra poblacion de pacientesy comparar |as caracteristicas clinicas de los casos

familiares con las de | os casos esporadicos de EP.
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PACIENTESY METODOS

L os pacientes afectos de EP, visitados en consultas externas del Servicio de Neurologia
del Hospital Clinici Universitari de Barcelona, entre abril de 1997 a mayo de 2000, fueron
interrogados sobre la existencia de otros miembros de la familia afectos por la enfermedad. El
diagnéstico de EP se basd en criterios diagndsti cos i nternacional mente reconocidos (Parkinson’'s
Disease Society Brain Bank of London) 2. Los pacientes fueron clasificados como afectos de
una EP esporédicasi no existian antecedentes de la enfermedad en otros miembros de la familia,
0 como una EP familiar s existiaalgun otro miembro de primer o segundo grado afecto. En los
casos en que no pudimos valorar personamente al familiar afecto, bien porque habiafalecido o
bien porque estaba muy distante geogréaficamente, lainclusion como EP familiar se hizo
siguiendo criterios previamente propuestos”.

Todos los casos esporadicos y lamayoriade los familiares procedian de nuestro centro.
Seandizd laedad deinicio, laedad actud, € género, y laseveridad clinica de la enfermedad
con € paciente en “on” (bajo los efectos de lamedicacion) o en “off” (sin efecto dela
medicacion) mediante e examen motor de laescala unificada de laEP (UPDRS), € estadio de
Hoehny Yahr y laescalade actividades de Schawb y England. Ademés se analizd € subtipo
clinico que presentaban |os pacientes en base as predominaba € temblor (tremorigeno), la
rigidez (rigido) o ambos (mixto). Lavaloracion del subtipo clinico se hizo con € paciente en
estadio “off” o se utilizo € dltimo examen de laescalamotorade la UPDRS con € paciente en
“off” s habian transcurrido menos de 12 meses desde que serediz6 estavaoracion. LaEP se
clasificd como mixta cuando en la UPDRS la puntuacion del temblor y larigidez eraigua o
superior a2 a menos en unade las extremidades. Cuando e temblor eraigual o superior a2y la

rigidez inferior a2 en cualquier extremidad, se clasificé como predominantemente tremorigeno.
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Cuando larigidez eraigual o superior a2y € temblor inferior a2 en cualquier extremidad,

se clasificd como predominante rigido.

En los casos familiares se construy6 un arbol geneal 6gico paravaorar € tipo de
herenciay se analizd la posibilidad de anticipacion genética cuando en unamismafamiliala
enfermedad se manifestaba en padres e hijos.

La comparacion estadistica de | os resultados entre los casos familiares y esporadicos se
realiz6 mediante lostest de chi-cuadrado y U de Mann-Whitney para las pruebas no

paramétricasy un t-test no pareado paralas paramétricas.
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RESULTADOS

Delos 402 casos de EP controlados en nuestro Servicio, se identificaron 56 casos de EP
familiar correspondientes a 53 familias, |0 que supone que en nuestra poblacidn de pacientes €
porcentaje de casos familiares es de arededor del 13%. De estas 53 familias, fueron valorados
clinicamente un total de 63 miembros. Otros 8 casos familiares correspondientes a 5 familias,
no controlados en nuestro Centro y que fueron remitidos por otros neurdlogos, fueron también
incluidos en € estudio, por lo que € nimero final de pacientes con antecedentes familiares de
EP que fueron estudiados fue de 71. En otros 21 pacientes € diagnéstico de EP familiar fue
dudoso®.

En 237 casos se obtuvo informacion fidedignade la edad de inicio, siendo la edad media
de 55,9 afios (Tabla). Cuando se compar6 la edad deinicio de los casos esporadicos con los
familiares, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas. Aunque tanto en los
casos familiares como esporadicos, la edad media de inicio fue superior en las mujeres que en
los hombres, las diferencias no fueron significativas. Sin embargo, cuando se incrementd la
muestra analizando la edad de inicio de forma conjunta para todos los grupos (familiar,
esporadico y dudoso), laedad de inicio en mujeres (57,4+13) fue significativamente mayor que
en los hombres (54,8+11,4) (p=0,045) (Figura l1).

El examen clinico realizado en 169 pacientes (95 esporéadicos, 62 familiaresy 12 con
antecedentes dudosos de EP) mediante laUPDRS, la escala de Schwab and England y € estadio
de Hoehny Y ahr tanto con €l paciente en “on”, como en “off”, no mostré diferencias
estadisticamente significativas entre |os casos esporédicos y los familiares (Tabla).

Lamayoria de pacientes (49%) presentaban temblor y rigidez en laexploracion (forma

mixta), en e 28,4% de |os pacientes habia rigidez con nada o muy poco temblor (formarigida),
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y en e 22,5% de |os casos predominaba €l temblor (formatremorigena) (Tabla). Cuando se

analiz6 por grupos, se encontrd una mayor proporcion de laforma predominantemente
tremdrigenaen los casos familiares (35,5%) que en los casos esporéadicos (16,3%), siendo estas
diferencias estadisticamente significativas (= 8,2; p=0,016). En agunas de nuestras familias
coexistian miembros con EP junto con otros familiares de primer y segundo grado con temblor
esencial; ademés, agunos pacientes habian sido diagnosticados de temblor esencia afios antes
de haber desarrollado la EP (figura 2).

El andisisdd patron de herencia de los 58 casos familares fue compatible con una
herencia autosdmica dominante de baja penetrancia en la mayoria de casos, 0 con una herencia
autosdmicarecesiva, ya que en 9 casos solo existia e antecedente de EP en otro hermano. En 22
casos, uno de los progenitores estaba afecto. En 11 casos la herenciafue por viapaternay en
otros 11 por viamaterna. En 6 casos habia més de un hijo afecto siendo la herencia por via
paternaen 5 casosy maternaen 1 solo. En 14 casos familiares se pudo determinar laedad de
inicio de los sintomas en los progenitores, siendo la edad media de éstos de 68 + 7,8 afios,
mientras que en los descendientes la edad media de inicio fue de 53 +13 afios (p= 0,001). En
s0lo 2 casos laenfermedad seinicié a una edad més temprana en los padres que en los hijos. En

3 casos, laenfermedad fue diagnosticada en |os hijos antes de que apareciese en |os padres.
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DISCUSION

El porcentgje de casos de EP familiar encontrado en nuestro estudio fue del 13%. En
diversos estudios esta frecuencia oscilé entre e 13y el 33%*>** |0 que sugiere que en algunos
casos podria existir una predisposicion genética parael desarrollo de laenfermedad . Hasta
ahora, los estudios genéticos en la EP, focalizados en determinados genes, como la a.-1-
antiquimotripsina, la debrisoquina hidroxilasa (CY P2D6) y otros genes que participan en la
sintesisy el metabolismo de ladopamina, como € gen delatirosinahidroxilasay € dela
monoamino oxidasaB y A, no han permitido identificar, de forma concluyente, un factor
genético capaz de conferir una susceptibilidad parael desarrollo de laenfermedad °%°. Mientras
que las mutaciones descritas en & gen de la o-sinucleinason una causa rara de EP familiar'®",
la presencia de mutaciones en el gen Parkin son relativamente frecuentes en |os casos con un
patrén de herencia autosdmico recesivo™. Sin embargo, este tipo de patron hereditario no es
frecuente, por lo que es necesario insigtir en la busqueda de otros genes candidatos, diferentesa
los hasta ahora estudiados, para poder explicar lamayoria de casos familiares de EP.

En nuestro estudio, la edad mediadeinicio dela EP fue smilar alaencontrada por
Diamond et al ', pero més precoz que la reportada por Lyonsy cols.*® que fue de 66,5 afios. Sin
embargo, en nuestro caso, no podemos descartar la existencia de un sesgo debido aque los
pacientes jOvenes podrian tender a derivarse hacia nuestro Hospital ya que es un centro de
referencia de EP. El inicio més precoz de la EP en hombres que en mujeres sugiere que factores
asociados a género, ya sean estos hormonales o de otro tipo, podrian modular €l inicio dela
enfermedad. Recientes trabg os experimental es en model os animales de EP demuestran que los

estrégenos pueden tener un efecto neuroprotector?®?, 1o que podria contribuir a retraso en e

inicio de laenfermedad en las mujeres de nuestro estudio o alamenor incidenciade la EP en
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mujeres encontrada en otros estudios'®?. Contrariamente a nuestros resultados, Lyonsy

cols.™ no encuentran diferencias en laedad de inicio entre hombres y mujeres; sin embargo, su
poblacion presenta unamayor edad mediade inicio, o que sugiere que tienen pocos casos
jévenes, y por lo tanto, €l posible efecto neuroprotector que pudieran gjercer |os estrégenos
podria haberse perdido con € tiempo.

El andlisis dd subtipo clinico que presentaban nuestros pacientes mostré un predominio
de laformatremorigena en los casos familiares en comparacidn con los esporadicos. En un
estudio previo realizado sobre 50 familias con EP, se reporté un predominio del temblor en 36
de dlas®. Ademés en diversos estudios se ha encontrado una correlacion entre el antecedente
familiar o personal de temblor esencia y el desarrollo dela EP >*%?*, En nuestro estudio, la
coexistencia de miembros con temblor esencia con otros con EP (figura 2) o € antecedente de
temblor esencia antesdeiniciar la EP sugiere que ambas patol ogias podrian cosegregar en
algunos casos.

Laedad deinicioy € grado de discapacidad de la enfermedad analizado mediante las
diferentes escalas de evaluacion clinica no fue diferente en los casos familiares que en los
esporadicos, siendo la duracion media de laenfermedad similar en ambos grupos. Estudios
previos tampoco mostraron diferencias significativas entre casos esporéadicos y casos familiares
en cuanto alaedad deinicio y la severidad de la enfermedad®?, aunque en un estudio se
reporté una edad de inicio més precoz en | as formas familiares™.

En los casos familiares de EP en que habia afectacion de padres e hijos, laedad deinicio
en los hijos fue significativamente menor que en |os padres, 10 que sugiere un posible
mecanismo de anticipacién genética en la EP familiar. Curiosamente, en 3 de nuestros casos
familiares la enfermedad fue diagnosticada en |os hijos antes de que apareciera en sus

respectivos padres. La presencia de anticipaci on genética en laenfermedad de Parkinson hasido
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también reportada en otros estudios™*?, aunque | os hallazgos han sido cuestinados por la

posible existencia de “ sesgos’ en lainterpretacion de los resultados, como puede ser € hecho de
gue lainformacin sea obtenida retrospectivamente através de | os hijos 0 que éstos reconozcan
en unafase masinicia laaparicion de los sintomas de la enfermedad ya quetienen la
experiencia previa de laenfermedad en sus padres®.

Algunos estudios han demostrado la presencia de una disfuncion mitocondria en la
EP*, 1o que podria sugerir que la EP es una enfermedad mitocondrial. En los casos familiares de
nuestra serie, laenfermedad proveniaindistintamente por via paterna 0 materna, pero
contrariamente a lo reportado por Wooten y cols.?, cuando habia més de un hijo afecto, €l
progenitor solia ser el padre; por lo que nuestro estudio, en concordancia con estudios previos™,
no apoya una herencia de tipo mitocondria en la EP. Este hallazgo sugiere que la disfuncion
mitocondria descrita en los pacientes con EP, mas que un fendmeno primario, podria ser
secundario; ya seaen relacion a tratamiento con levodopa®, alaaccion de toxicos
ambientales® o, al igual que se ha descrito en otras enfermedades neurodegenerativas®, a

factores genéticos predisponentes determinados por el ADN nuclear.
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RESUMEN

Fundamento: Diversos estudios han constatado que entre el 13% 'y e 33% de |os pacientes con
enfermedad de Parkinson (EP) presentan antecedentes familiares de la enfermedad. Los
objetivos de este trabagjo fueron identificar casos de EP familiar y andizar la existencia de rasgos
distintivos entre los casos esporadicos y familiares.

Métodos: 402 pacientes con EP, controlados en € Hospital Clinici Universitari de Barcelona
fueron evaluados prospectivamente. En 169 pacientes se realiz6 un examen clinico utilizando
diversas escalas. La EP fue subclasificada como predominantemente tremorigena, rigida o mixta
en funcion de los sintomas que predominaban.

Resultados: Lafrecuenciade EP familiar fue del 13%. Laedad deinicio no fue diferente en los
casos familiares y esporadicos, pero fue significativamente mayor en las mujeres (57,4+13) que
en los hombres (54,8+11,4) (p<0,05). Laformatremorigena de EP fue més frecuente en los
casos familiares (35,5%) (p<0,05). En los casos de EP familiar, laedad de inicio fue menor en
los hijos (53+13) que en los padres (68+7,8) (p=0,001).

Conclusiones:. Los factores genéticos pueden jugar un papel importante en € desarrollo de laEP,
pudiendo existir factores ligados al género que modulen la edad deinicio de laenfermedad. Los
casos familiares sdlo se diferencian de |os esporéadicos en unamayor frecuencia de las formas
predominantemente tremorigenas. La menor edad de inicio en los hijos que en los padres sugiere

laexistencia de un fendmeno de anticipacion genéticaen laEP familiar.

Pdabras clave: Enfermedad de Parkinson familiar. Patrén de herencia. Anticipacion genética
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SUMMARY

Objectives: Severd studies have shown that the presence of a positive familial history of
Parkinson’s disease (PD) ranged from 13% to 33% of PD patients. The objectives of thiswork
wereto identify familial PD patients and analyse the presence of clinical differences between
familial and sporadic cases.

Methods: 402 PD patients from the Hospital Clinici Universitari of Barcelonawere evaluated .
Clinical assessment was made using different clinical scalesin 169 patients. PD was subclasified
astremoric, rigid or mixed regarding the predominant symptoms.

Results: The frequency of familial PD was 13%. The age at onset was not different between
familial and sporadic cases but it was significantly higher in females (57,4+13) than in males
(54,8+11,4) (p<0,05). The tremoric type of PD was more frequent in familial cases (35,5%)
(p<0,05). Infamilial PD cases, the age at onset was lower in descendants (53+13) than in
parents (68+7,8) (p=0,001).

Conclusions: Genetic factors could play an important role in the development of PD and gender-
associated factors could modulate the age at onset. Familial PD cases only differ from sporadic
cases in the higher frequency of predominantly tremoric type. The lower age at onset in
descendants than in parents suggest the existence of genetic anticipation phenomenon in familial

PD.

Keywords: Familial Parkinson’s disease. Pattern of inheritance. Genetic anticipation.
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V. DISCUSION GENERAL
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1) Estudios de asociacion genética

Hasta el momento ningun polimorfismo, en genes que codifican para
enzimas involucradas en el metabolismo de la dopamina o de diversos
toxicos, se ha asociado de forma clara a la enfermedad de Parkinson. Los
resultados obtenidos en diversos estudios han sido contradictorios debido
quiza al namero de individuos incluidos y el tipo de poblacion analizada. En
la poblaciéon japonesa se ha reportado un riesgo aumentado de sufrir la
enfermedad de Parkinson en sujetos portadores del polimorfismo AA de la
az-antiquimotripsina. En el trabajo 1, contrariamente a lo reportado en la
poblacion japonesa, se descarta que en nuestra poblacion el alelo A o el
genotipo AA confiera una susceptibilidad para el desarrollo de la enfermedad
ya que la frecuencia de dicho polimorfismo es similar en los grupos de
pacientes y controles y en los casos esporadicos y familiares de EP. Nuestro
estudio ademas muestra una distribucion alélica para la a1-
antiquimotripsina similar a los reportado en blancos de origen americano
(Kamboh et al., 1995), siendo esta distribucién diferente a la reportada en la
poblacion japonesa, lo que probablemente refleja el diferente origen étnico
de la poblaciones caucasica y japonesa. Resultados similares a los nuestros
han sido reportados en la poblacién alemana, en la que se ha encontrado el
el alelo A en el 47% de los pacientes con EP y en el 54% de los controles
(Grasbon-Frodl y cols., 1999). Un hallazgo interesante en nuestro estudio

fue la mayor frecuencia del polimorfismo AA en sujetos menores de 50 afos
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gue en los mayores de esa edad, lo que plantea la posibilidad de que

dicho polimorfismo esté involucrado en la susceptibilidad para el desarrollo
de otras enfermedades capaces de limitar las expectativas de vida de los
individuos portadores. Diversas mutaciones en el gen de la a1-
antiquimotripsina ha sido descritas en pacientes con patologia hepatica y
pulmonar.

En el trabajo 2 investigamos si la presencia de un polimorfismo del
gen del receptor D2 de la dopamina consistente en la repeticion del
dinucleético TG/CA condicionaba una susceptibilidad para el desarrollo de
la enfermedad como habia sido reportado previamente en la poblacién
anglo-francésa. Sin embargo, nosotros no pudimos demostrar dicha
asociacioén en nuestra poblacién, ya que tanto el alelo 3 como el genotipo
3/3 estaba presente en una frecuencia similar en el grupo control y en el
grupo con enfermedad de Parkinson. Resultados similares al nuestro han
sido descritos en la poblaciéon japonesa (Nanko y cols. 1994). Tampoco
encontramos diferencias significativas al analizar los resultados obtenidos
en funcién de la edad, la presencia o no de historia familiar de EP, el sexo o

el subtipo clinico predominante.

2) Mutaciones en el gen de la a-sinucleina y del gen parkin

El descubrimiento de que algunas familias con enfermedad de

Parkinson presentaban una mutacion en el gen de la a-sinucleina

(Polymeropoulos et al., 1997) motivo la realizacion de los trabajos 3y 4. En
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el trabajo 3 se analizo la posibilidad de que la mutacion Ala53Thr

estuviese presente en nuestra poblacion. Sin embargo, el estudio realizado
en pacientes con EP familiar y/o de inicio precoz (< 50 afios) descarto la
presencia de dicha mutacion en la poblacién analizada.

La mutacion Ala53Thr no es la Unica que se ha descrito en el gen de
la a-sinucleina ya que en una familia alemana con enfermedad de Parkinson
familiar se ha encontrado una mutacion en el exon 3 consistente en la
sustitucion de una alanina por una prolina (Ala30Pro) (Kruger y cols., 1998).
Sin embargo, como los propios autores sefialan esta mutacién también es
una causa rara de la enfermedad ya que no ha sido encuentrada en otros
casos de EP ni en una larga serie de sujetos controles.

Para descartar la presencia de mutaciones en otras regiones del gen
de la a-sinucleina, ampliamos el estudio a otros exones de la region
codificante y de la region 5’ colindante, donde algunos autores situan al
promotor de la a-sinucleina (trabajo 4). Solamente, en una familia
encontramos una sustitucion de una guanina (G) por una adenina (A) en la
posicidn 199 (199 G>A). Esta familia se caracterizaba por la presencia de
una EP con un patron de herencia autosémico dominante, pero con una
variabilidad en la edad de inicio de la enfermedad, asi como la presencia de
varios miembros con temblor esencial. Este cambio no fue encontrado en 98
cromosomas de pacientes con EP familiar, lo que sugiere que, a pesar de no
comportar una sustituciéon de aminoéacido (valina) y de no segregarse
totalmente con la enfermedad, no es posible descartar la posibilidad de que

dicho cambio confiera algun tipo de susceptibilidad para desarrollar EP o
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temblor esencial en esta familia, aunque lo mas probable es que se trate

de un polimorfismo raro.

El estudio de la regién 5’ flanqueante del gen de la a-sinucleina en los
casos de EP esporadica y familiar nos permitio identificar un polimorfismo
consistente en la insercion de una adenina en la posicién - 164 (-164insA)
que estaba en desequilibrio de ligamiento con el cambio de una citosina por
un guanina en la posicion -116 (C-116G). Sin embargo este polimorfismo
también estaba presente en la poblacién normal en una frecuencia similar a
la encontrada en los casos de EP, por lo que podemos excluir que dicho
polimorfismo constituya un factor de riesgo para la enfermedad.

Al igual que nuestro estudio, otros estudios han confirmado que las
mutaciones de la regidon codificante de la a-sinucleina son una causa rara
de EP. De hecho esta mutacion s6lo ha sido descrita en una familia italiana
y en 11 familias griegas. La delimitacion geogréafica de la enfermedad sugiere
la probable existencia de un ancestro comun para las dos poblaciones.

Un estudio clinico-patologico reciente, realizado en una familia
australiana de origen griego portadora de la mutacion Ala53Thr, ha
mostrado caracteristicas atipicas para una EP (Spira y cols. 2001). La
enfermedad se caracterizaba por un sindrome parkinsoniano de inicio a una
edad media de 45 afnos, con buena respuesta a levodopa pero con deterioro
cognitivo progresivo y una duracion de la enfermedad que variaba entre los
5y los 16 afnos. Hallazgos por otra parte muy similares a los reportados en
la primera familia en la que se describio la mutacion (Golbe y cols. 1990).

Sin embargo, algunos miembros de esta nueva familia australiana
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presentaban ademas clinica de hipoventilacion central, hipotension

ortostatica, mioclonias prominentes e incontinencia urinaria. La anatomia
patoldgica demostré ademas de la pérdida neuronal de la sustancia negray
el depdsito de cuerpos de Lewy en los nucleos pigmentados del tronco, la
presencia de cuerpos de Lewy Yy vacuolizacion en el I6bulo temporal, asi

como pérdida neuronal y gliosis en los ganglios basales.

La identificacion de delecciones exénicas en el gen parkin en casos de
parkinsonismo autosémico recesivo de inicio juvenil (ARJP), nos llevo a la
realizacion del trabajo 5. La busqueda de mutaciones en el gen nos permitio
identificar una nueva mutacién homozigota en una paciente de origen
marrogui. Esta mutacién consistia en una deleccion de una guanina en el
exon 7 en la posicion 871 (c.871delG) lo que condicionaba un cambio en la
secuencia de aminoacidos con la aparicién precoz de un codén de stop en la
posicidn 297 con el consiguiente truncamiento de la proteina. EI cuadro
parkisoniano de esta paciente diferia del cuadro clinico habitualmente
descrito en los casos de ARJP. Aunque la enfermedad se inicié con distonia
a nivel de las extremidades inferiores, la paciente desarrollé en pocos afios
un parkinsonismo severo con importante alteracion de las reflejos
posturales, pero que respondia de una manera espectacular al tratamiento
con agonistas dopaminérgicos sin la aparicion de discinesias. Todo ello
sugiere gue el espectro clinico de las mutaciones del gen parkin es mas
amplio de lo que los estudios clinicos iniciales parecian sugerir. En este

sentido se han encontrado mutaciones en el gen Parkin en pacientes que
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sobrepasan la edad de inicio media descrita en ARJP y que estan mas

cerca de la edad media de inicio de la EP tipica (Abbas y cols., 1999).
Nuestros resultados confirman ademas (trabajo 6) la presencia de
mutaciones del gen parkin en nuestra poblacion y ponen de manifiesto la
existencia de una variabilidad clinica intra e interfamiliar con inicio a
diferentes edades y la presencia de signos clinicos diferentes en cada caso.
Sin embargo, lo mas destacado de nuestros resultados es la identificacion de
una mutacion predominante en nuestra poblacion a nivel del exon 2
(255delA) ya que ha sido encontrada en 4 familias no relacionadas entre
ellas. Esta mutacion ha sido previamente descrita en otras familias
europeas (Lucking y cols., 2000; Hoenicka y cols., 2000), lo que sugiere que
podria tratarse de una mutacion prevalente en la poblacion europea. Esto
nos hizo estudiar la presencia de la mutacion en 200 cromosomas controles,
encontrando la mutacion en 1 de ellos, lo que indica, mediante la
distribucion de Hardy-Weinberg, que 1 de cada 40000 individuos podria ser

portador homozigoto de la mutacion en nuestra poblacion.

3) Comparacion entre los casos familiares y esporadicos de EP

La identificacion de casos de enfermedad de Parkinson familiar en
nuestro ambito, en un porcentaje similar al descrito en otros estudios (13%)
(trabajo 7), refuerza la hipdétesis de que la enfermedad, o al menos la
susceptibilidad para desarrollarla, podria estar genéticamente determinada

en algunos casos. El analisis del arbol genealégico ha permitido identificar
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un patron hereditario compatible con una herencia de tipo autosémico

dominante en la mayoria de nuestras familias. Sin embargo, el numero de
miembros afectos es muy inferior al de miembros sanos en la mayoria de las
familias, lo que sugiere que, probablemente, la penetrancia es baja. Algunas
de nuestras familias muestran la presencia de varios hermanos afectos con
padres sanos, lo que es compatible con una herencia autosémica recesiva o
dominante de baja penetrancia.

El analisis de las caracteristicas clinicas de los casos familiares de
enfermedad de Parkinson y los casos esporadicos, como la edad de inicio, el
sexo o el grado de discapacidad no mostroé diferencias significativas entre
ambos grupos. Sin embargo, cuando se analizé el subtipo clinico que
presentaban los pacientes, encontramos que la forma predominantemente
tremorigena era significativamente mas frecuente en los casos familiares
(35,48%) que en los esporadicos (16,3%).

Un hallazgo interesante e inesperado en nuestro estudio fue el
encontrar una edad de inicio de la enfermedad diferente en los hombres que
en las mujeres. La edad de inicio mas tardia en los mujeres podria deberse a
factores hormonales o ligados al sexo. En este sentido, existen estudios
experimentales que sugieren un papel neuroprotector de los estrogenos en la
enfermedad de Parkinson (Disshon y Dluzen, 1997; Miller y cols.,1998).

Similar a lo reportado en otros estudios en los que se analiza la edad
de comienzo de la enfermedad en padres e hijos, nuestro estudio apoya la
existencia de anticipacién genética en la EP familiar, es decir, que la

enfermedad se manifiesta a una edad mas temprana en los hijos que en los
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padres. Hasta ahora, el defecto molecular de las enfermedades en las que

se ha reportado anticipacion genética se caracteriza por un aumento en la
repeticion de tripletes de bases, sin embargo, en los pocos casos en que se
ha demostrado una alteracion genética asociada a la EP, el defecto
molecular consiste en una mutacién puntual, por lo que es dificil explicar el
fenédmeno de anticipacion en base a una amplificacion genética del defecto.
La presencia de posibles “sesgos” (Maraganore y cols. 1996), como puede ser
el hecho de que la informacién del inicio de la enfermedad sea obtenida de
forma retrospectiva a través de los hijos o de que éstos sean capaces de
reconocer mejor el inicio de la enfermedad en ellos mismos, ya que tienen la
experiencia de la enfermedad en sus padres puede dificultar el analisis de
los resultados en una enfermedad que por otra parte suele tener un inicio

insidioso.
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VI. CONCLUSIONES
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Los trabajos en los que se apoya la presente tesis han permitido extraer

las siguientes conclusiones:

1. El polimorfismo AA de la al-antiquimotripsina no se asocia a un riesgo

aumentado de sufrir la enfermedad de Parkinson en nuestra poblacion.

2. El polimorfismo TG/CA del receptor D2 de la dopamina no confiere un

riesgo para el desarrollo de la enfermedad de Parkinson.

3. La mutacién Ala53Thr y otros mutaciones de la region codificante del gen
de la a-sinucleina se deben considerar una causa muy rara de enfermedad

de Parkinson familiar en nuestra poblacion.

4. El cambio 199G>A en el gen de la a-sinucleina encontrado en una de
nuestras familias podria constituir un factor de riesgo para el desarrollo
de EP o temblor esencial en esta familia, aunque lo méas probable es que

se trate de un polimorfismo muy poco prevalente.

5. El polimorfismo -165insA asociado al cambio -116C>G en la region 5’

flanqueante del gen de la a-sinucleina no confiere una susceptibilidad

para el desarrollo de EP.

6. En nuestra poblacion de pacientes con EP de inicio precoz o de herencia
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autosomica recesiva se pueden encontrar mutaciones en el gen Parkin.

El espectro clinico asociado a dichas mutaciones es mas amplio de lo que

inicialmente se creia por los estudios realizados en la poblacion japonesa.

7. La mutacion c.255delA del gen parkin es una mutacion relativamente
prevalente en nuestra poblacién con EP de inicio precoz o con herencia

autosdmica recesiva.

8. El porcentaje de casos familiares de enfermedad de Parkinson en nuestra
poblacion fue del 13%, similar a lo reportado en otros estudios. El analisis
del patrén de herencia de la enfermedad es compatible con una herencia
de tipo autosémico dominante de baja penetrancia o con un patrén de

herencia autosémico recesivo.

9. Los casos familiares no se diferencian de los casos esporadicos ni en la
edad de inicio ni en la severidad de la enfermedad, sin embargo, las
formas predominantemente tremorigenas son mas frecuentes en los casos

familiares.

10. En los casos en que hay afectacion de padres e hijos, la edad de inicio de
la enfermedad en los hijos es mas precoz que en los padres, lo que sugiere

la posible existencia de una fendmeno de anticipacion genética.
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Alfa-1-antiquimotripsina

Alanina

Parkinsonismo juvenil autosémico recesivo
Accidente vascular cerebral

Casinkinasa Il

Gen de la debrisoquina hidroxilasa
Receptor D2 de la dopamina
Electromiografia

Enfermedad de Parkinson

Componente no beta-amiloide
N-acetiltransferasa 2

Monoaminooxidasa
1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina
Reaccion en cadena de la polimerasa
Prolina

Cobre-zinc superédxido dismutasa

Single strand conformation polymorphism
Tomografia axial computerizada

Tirosina hidroxilasa

Treonina

Hidrolasa carboxiterminal de la ubiquitina L1

Escala unificada de la enfermedad de Parkinson



