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Resum

Les malalties neurodegeneratives es desenvolupen gracies a diferents mecanismes
moleculars, que produeixen agregacié de proteines mal plegades en diverses arees
cerebrals. D’una banda, 1’a-sinucleina es troba als cossos de Lewy presents a la malaltia
de Parkinson i a les deméncies amb cossos de Lewy (DCL: DCL de tipus pur, DCLp;
DCL de tipus comuna, DCLc) i a les inclusions citoplasmatiques glials, que sén la
caracteristica neuropatologica de I’atrofia multisistétmica (AMS). D’altra banda, les
plaques senils formades principalment per 3-amiloide i cabdells neurofibril-lars amb tau
hiperfosforilada son la peculiaritat principal de la malaltia d’Alzheimer (MA). A més, la
MA es caracteritza per un deficit colinergic, el qual €s encara més acusat a les DCL. En
el present treball s’ha estudiat la genética de la butirilcolinesterasa (BChE), un enzim de
tipus glicoproteic que intervé en el metabolisme de 1’acetilcolina, sobre les
sinucleinopaties en comparacio amb la MA com a control de neurodegeneracio, aixi
com mostres control.

L’estudi es va iniciar analitzant la freqiiéncia de la variant K (A1699G, A539T) de
BChE que esta descrit com un possible factor de risc a patir la MA a les mostres post
mortem (25 MA, 12 DCLp, 24 DCLc, 5 MP, 6 AMS i 25 controls). Es va observar una
marcada acumulaci6 de I’al-lel K de BChE en totes les deméncies en comparacié amb
els controls.

A continuacid es va caracteritzar el promotor de BChE mitjancant seqiienciacio i s hi
van trobar quatre polimorfismes no descrits. Aquests es van genotipar a totes les
mostres post mortem i els resultats van ser analitzats conjuntament per identificar
possibles combinacions genotipiques especifiques formades pels polimorfismes del
promotor i la variant K de BChE. El resultat més rellevant va ser la detecci6 d’una
combinacié genotipica, AAAGCC8+K+, especifica per al 17% de les mostres amb
DCL. L’aplicacié del genotipat de BChE com a eina per al diagnostic diferencial
augmentaria 1’especificitat diagnostica de les DCL, que tot i que I’any 2005 es van
establir nous criteris per al seu diagnostic clinic, es diagnostiquen erroniament entre el
40 i el 80 % dels casos. Per corroborar les dades obtingudes a partir de mostres post
mortem, es va fer un estudi a partir de mostres de sang de 230 pacients amb MA, 21
amb AMS, 23 amb MP i 160 controls.

Per completar 1’analisi de BChE, es va analitzar I’expressio relativa de les quatre
variants de splicing a nivell d’'mRNA al cortex frontal, cortex temporal, nucli caudat i
cerebel utilitzant PCR a temps real. El resultat va ser 1I’obtenci6 de patrons d’expressio

determinats per a cada malaltia estudiada. Finalment, per immunohistoquimica es va
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concloure que BChE no es troba en els cossos de Lewy, ja que no colocalitza amb a-
sinucleina.

Encara que per a la MA s’han descrit diferents marcadors genétics, fins al moment no
se’n coneix cap per a les DCL. Mentre que els patrons d’expressio6 de mRNA
caracteristics de cada patologia trobats poden ajudar a elucidar els possibles
mecanismes moleculars involucrats en el desenvolupament de les DCL, la determinacio
de les combinacions genotipiques especifiques podran ajudar en el seu diagnostic

diferencial.

10






Acronims




Acronims

A: adenina

AChE: Acetilcolinesterasa

AMS: atrofia multisistémica

APOE: apolipoproteina E

BChE: Butirilcolinesterasa

C: citosina

Ca: nucli caudat

CDS: seqiiencia codificant

cDNA: acid desoxirubonucleic complementari
CF: cortex frontal

CL: cossos de Lewy

CLc: cossos de Lewy corticals
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DCL: demencia amb cossos de Lewy
DCLp: deméncia amb cossos de Lewy pura
DCLc: demencia amb cossos de Lewy comu
DNA: acid desoxiribonucleic
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EDTA: acid etilendiaminotetraacétic

G: guanina

H: histidina

kb: quilo bases

L: leucina

MA: malaltia d’ Alzheimer

MP: malaltia de Parkinson

mRNA: acid ribonucleic missatger

n: nombre de mostres

p: p-valor

PAS: “peripheral anionic binding site”, lloc d’uni6 anionic periferic

pb: parells de bases

PCR: “polymerase chain reaction” reaccid en cadena de la polimerasa



Acronims

S: serina

SNC: sistema nervios central
T: timina

V: valina

VS: variant d’splicing

VS: Versus

W: triptofan

Y: tirosina
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1. Introduccio

1.1 Les demeéncies

La demeéncia es caracteritza per la pérdua progressiva de les funcions cognitives,
deguda a danys cerebrals més enlla dels atribuibles a I’envelliment normal. Pot ser
estatica, com a resultat d’una Unica lesio cerebral, o progressiva, per una disminucio
gradual de les funcions cognitives provocada per un dany cerebral, per una malaltia o
normalment a causa de I’envelliment.

La primera causa de demeéncia és la malaltia d’Alzheimer (MA); la segona, la
deméncia amb cossos de Lewy (DCL); i la tercera, les demencies vasculars provocades
per lesions vasculars al cervell. Totes son malalties estretament vinculades a
I’envelliment.

Ates I"augment de I’esperanca de vida als paisos desenvolupats, és previsible un
augment significatiu de la prevalenca de les malalties neurodegeneratives en els
proxims anys. Mentre que als 60-65 anys, aproximadament 1’1 % de la poblaci6 pateix
alguna demeéncia, aquest percentatge augmenta fins el 10-35 % en persones majors de
85 anys. Cal destacar que a partir dels 80 anys aquestes malalties afecten més els homes
que no pas les dones (Kester i Scheltens, 2009). Actualment a I’Estat espanyol més de
800.000 persones presenten algun tipus de demeéncia i la previsio €s que el 2025 aquesta
xifra augmenti fins a 1.200.000 persones. Per aquest motiu, cal disposar d’un diagnostic
precog 1 precis, d’una banda, 1 de desenvolupar nous tractaments 1 millorar els existents,
de I’altra.

Al present treball s’han estudiat diferents polimorfismes, aixi com 1’expressio a nivell
d’RNA de I’enzim butirilcolinesterasa (BChE) en les sinucleinopaties, utilitzant la MA

com a control de neurodegeneracio (figura 1).

Figura 1. Malalties neurodegeneratives estudiades en aquest treball.

SINUCLEINOPATIES
Malalties amb cossos de Lewy
- Malaltia de Parkinson
- Demeéncies amb cossos de Lewy
Atrofia multisistémica

MALALTIA D’ALZHEIMER
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1 Introduccio

1.1.1 Les sinucleinopaties

Les sinucleinopaties son malalties neurodegeneratives que neuropatologicament es
caracteritzen per l’agregacié d’a-sinucleina en cossos d’inclusié a diferents arees
cerebrals (Beyer i Ariza, 2007). La malaltia de Parkinson (MP), la deméncia amb cossos
de Lewy (DCL) i I’atrofia multisistémica (AMS) formen el grup de les sinucleinopaties.
Els mecanismes d’acumulacié d’a-sinucleina no es coneixen, perd el contingut dels
cossos d’inclusio indica que hi ha similituds i diferéncies en 1’etiopatogeénesi de les
diferents malalties. Els cossos de Lewy son la caracteristica neuropatologica de la MP i

les DCL; en canvi, I’AMS presenta inclusions glials i neuronals.

1.1.2 Les malalties amb cossos de Lewy

Les malalties amb cossos de Lewy son un tipus de malalties neurodegeneratives
progressives que clinicament comprenen la MP i la DCL. Ambdues es caracteritzen per
la preséncia d’acumulacions anormals de proteines filamentoses en forma d’agregats
amb I’a-sinucleina com a component principal. Aquests agregats s’anomenen cossos de
Lewy (CL) i es poden trobar en neurones i en neurites, com també en terminals
presinaptiques, ja sigui del sistema nervids central, periféric o autonom (Jellinger,
2008). Leverenz i col-laboradors seus van identificar 296 proteines en aquests cossos
d’inclusié eosinofils i citoplasmatics (Leverenz, et al, 2007). Segons ’estructura se’n
distingeixen dos tipus:

- CL classics: son inclusions esferiques amb un diametre de 8-30 wm, un nucli
eosinofilic, bandes concéntriques lamel-lars 1 un halo estret.
Ultraestructuralment, els CL son granulomatosos formats per filaments
intermedis disposats de forma radial i associats a material granular i vesicules,
que formen un nucli dens (Forno, 1969; Jellinger, 2009) .

- CL corticals: son estructures eosinofiliques 1 rodones sense halo.
Ultraestructuralment, sén poc organitzades i formades per filaments de 7-27 nm
de gruix.

a-Sinucleina és una proteina de 140 aminoacids identificada el 1993 com el
component no -amiloide de I’amiloide de les plaques senils (Ueda, et al/, 1993) i el
1997 se’n va demostrar I’importancia en la neurodegeneracié de la DCL i de la MP.
(Polymeropoulos, et al, 1997). Fins a I’actualitat s’han descrit quatre variants de

splicing diferents (Beyer i Ariza, 2007).
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El primer intent de classificar correctament les malalties amb cossos de Lewy va ser
el 1984 quan Kosaka i col-laboradors (Kosaka, et al, 1984) van dividir els casos segons
I’area cerebral més afectada: afectacié predominant del tronc de 1’encéfal, limbic o
neocortical. E1 1996 el Consorci de les malalties amb cossos de Lewy (Consortium on
DLB International Workshop) (McKeith, et al, 1996) va proposar les pautes detallades
per al diagnostic clinic correcte com també el diagnostic post mortem de les malalties
amb cossos de Lewy. Aquest tltim avalua la freqiiéncia dels CL corticals i els classifica
en una escala de distribuci6 semiquantitativa. Braak i col-laboradors (Braak, et al,
2003), seguint el concepte proposat per Kosaka i aplicant tincions per a-sinucleina van
proposar una nova classificacié. Van remarcar que la patologia relacionada amb o -
sinucleina s’inicia al nucli motor dorsal del vague i1 progressa de caudal a rostral fins
arribar, finalment, al neocortex. A més, el 2005 (McKeith, et al, 2005), el Consorci de
les malalties amb cossos de Lewy va revisar el protocol elaborat el 1996, afegint la
tincid per immunohistoquimica d’a-sinucleina i noves arees cerebrals a estudiar per
assegurar el diagnostic correcte. Tots dos sistemes han proposat etapes de les malalties
basades en 1’evolucié topografica de les lesions neuropatologiques que comenga al tronc
de I’encefal, progressa al sistema limbic i, més tard, al neocortex cerebral.

En els darrers anys, s’ha publicat un gran nombre de treballs que indiquen que per a
ambdos sistemes de classificacio fins a un 50 % dels casos no poden ser classificats
(Beach, et al, 2009; Jellinger, 2008; Leverenz, et al, 2008; Leverenz, et al, 2008). Per
aquest motiu, Leverenz i col-laboradors (Leverenz, et al, 2008) van modificar la
classificacio de McKeith incrementant el nombre de casos classificables del 49 % fins al
97 %. Aquests canvis consistien a reduir el nombre d’arees cerebrals a examinar, en
determinades arees cerebrals permetre més variabilitat en la puntuacié de la patologia

Lewy i examinar I’amigdala (Leverenz, et al, 2008).

1.1.2.1 La malaltia de Parkinson

El 1817 James Parkinson va escriure 1’assaig An Essay on the Shaking Palsy on
descrivia els simptomes de la malaltia de Parkinson (MP). Pero no va ser fins al 1861
que Jean-Martin Charcot va posar nom a aquesta malaltia honorant James Parkinson.

La MP és el desordre neurodegeneratiu del moviment més comu a la vellesa i es
caracteritza per tremolor, rigidesa i bradicinésia. La incidéncia de la MP augmenta

significativament amb 1’edat. Entre els 50 i els 59 anys la incidéncia és del 17,4 per cada
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100.000 persones, i augmenta fins a un 93,1 entre els 70 i els 79 anys (Lees, et al,
2009). A més, s’ha corroborat que és 1,5 vegades més freqiient en homes que en dones.

Hi ha evidéncies que la MP és un desordre multisistétmic que produeix una
degeneraci6 progressiva del sistema dopaminergic nigroestriatal i1 altres xarxes
neuronals causat per la pérdua de neurones pigmentades en la substancia negra
compacta i en nuclis subcorticals, inclosos els no-dopaminergics (Braak, et al, 20006).
Els CL 1 les neurites de Lewy es troben ampliament distribuides al cervell i a nuclis
especifics de la medul-la espinal (Braak, et a/, 2004). Braak i col-laboradors (Braak, et
al, 2003) postulen que I’acumulaci6 d’a-sinucleina de fases precliniques a
simptomatiques de la malaltia, i posteriorment a una fase avancada d’aquesta, no té lloc
de manera aleatoria; concretament, segueix les vies axonals interconnectant regions
cerebrals vulnerables. Arbitrariament, aquests investigadors ho han subdividit en sis
estadis diferents. La malaltia comenga al plexe gastric de Meissner i a les terminacions
nervioses del nervi olfactori, a continuacid, es dirigeix cap a regions especifiques de la
medul-la oblongata i el nucli olfactori anterior. Des de la part inferior del tronc de
I’encefal, el procés de la malaltia ascendeix gradualment fins a estructures més rostrals
del tronc de I’encéfal, en aquest moment és quan s’afecta la pars compacta de la
substancia negra. La patologia cortical només es dona al mesocortex temporal a la fase
segiient de la malaltia; llavors s’estén fins al neocortex i, finalment, fins a les arees
neocorticals d’associacio sensorial i arees premotores (Lees, et al, 2009).

En els darrers anys, estudis genétics sobre la MP han desvelat que mutacions en
alguns gens son responsables només d’una petita proporcid dels casos i que la majoria
tenen un origen esporadic o ambiental. L’edat és el principal factor de risc, tot i que el
10 % dels casos es donen en persones de menys de 45 anys. S’han trobat sis gens mutats
responsables de les formes mendelianes de la MP. El primer gen identificat va ser a-
sinucleina, on s’han descrit tres mutacions puntuals (A30P, AS3T i E476K) (Kruger, et
al, 1998; Polymeropoulos, et al, 1997; Zarranz, et al, 2004) aixi com duplicacions i
triplicacions del gen (Nishioka, et al, 2006; Singleton, et al, 2003). Altres casos de la
MP familiar son causats per mutacions al gen DJ-1 (PARK7) (Maraganore, et al, 2004)
i Pten putative kinase 1 (PINK1) (Gosal, et al, 2006). A més, la mutacié 193M del gen
ubiquitin carboxyl-terminal esterase L1 (UCH-L1) ha estat associada a casos de MP
autosomics dominants (Marx, et a/, 2003), mentre que el polimorfisme S18Y del mateix

gen s’associa a una disminuci6 significativa del risc de tenir la MP (Nishikawa, et al,
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2003). D’altra banda, s’ha descrit una mutacié al gen de la sinfilina en dos casos de MP
esporadica (Marx, et al, 2003).

Mutacions al gen leucine-rich repeat kinase 2 (LRRK2) (Hernandez, et al, 2005;
Khan, et al, 2005) s’han relacionat amb casos familiars de MP (3-10 %), aixi com, amb
casos esporadics (1-8 %) en diverses poblacions europees. Finalment, les mutacions al
gen de la parquina (PRKN) son les responsables d’aproximadament el 50 % de tots els
casos de MP autosomics recessius de debut precog i del 77 % dels casos d’inici juvenil

(Hedrich, et al, 2004).

1.1.2.2 La deméncia amb cossos de Lewy

La DCL és la segona causa més freqiient de deméncia en persones grans després de la
MA (Jellinger, 2003); a més, diversos estudis han revelat que representen entre 10-15 %
de les autopsies de persones grans amb deméncia (McKeith, et al, 2004). Clinicament,
es caracteritza per una demeéncia progressiva i fluctuant, normalment acompanyada de
parkinsonisme, simptomes psiquiatrics i al-lucinacions visuals recurrents (McKeith, et
al, 1996). Molts d’aquests simptomes solapen amb els caracteristics de la MA; per aixo
moltes vegades es dona un diagnostic clinic erroni d’aquesta malaltia (Kraybill, et al,
2005).

L’amplia distribucio6 dels CL en totes les arees cerebrals és una caracteristica tipica de
la DCL, tot i que les regions principals implicades son el cortex frontal, el mesencéfal
pigmentat i el nucli del tronc cerebral, el nucli eferent dorsal del nervi vague, el nucli
basal del prosencéfal i regions corticals limbiques (Neef 1 Walling, 2006).
Neuroquimicament, la DCL es caracteritza per peérdua de marcadors colinérgics
corticals i dopamina nigroestriatal. Neuropatologicament, la DCL es subdivideix en dos
tipus: DCLp, en la qual els cervells presenten Uinicament patologia relacionada amb o-
sinucleina i, DCLc, en que els cervells contenen, a més a més dels CL i neurites de
Lewy també plaques senils i cabdells neurofibril-lars. Segons la classificacié de Braak
(Braak, et al, 2006), la patologia relacionada amb 1’acumulaci6 d’a-sinucleina es
divideix en sis estadis d’afectacid cerebral. D’aquestes, les dues ultimes es caracteritzen
per ’amplia preséncia de CL en quasi totes les arees cerebrals. Alguns investigadors
postulen que aquests estadis amb afectacid del cortex representen 1’evolucié de la MP,
on I’afectacid es troba restringida a arees inferiors (Jellinger, 2008). La recent revisio

del consens pel diagnostic patologic de la DCL proposat per McKeith (McKeith, et al,
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2005) ha plantejat una escala semiquantitativa de gravetat de la patologia en lleu,
moderat, greu i molt greu. Aquest sistema es basa en una valoracidé semiquantitativa de
la densitat dels CL (McKeith, et al, 2005).

Clinicament, la DCL es caracteritza per un deteriorament cognitiu menys sever, pero
presenta una pérdua més pronunciada de les funcions executives i d’atencid que
pacients amb MA (Bullock i Lane, 2007; Kraybill, et a/, 2005; Metzler-Baddeley, 2007;
Tiraboschi, et al, 2006). A més, una altra diferéncia simptomatologica entre la DCL i la
MA és una disminucié menor de la memoria de reconeixement amb major freqiiéncia, i
la presentaci6 de simptomes psiquiatrics observats inicament en les ltimes etapes de la
MA (Ferman i Boeve, 2007; Stavitsky, et al, 2006; Tiraboschi, et al, 2006). Les
al-lucinacions visuals a les primeres etapes de la malaltia representen una caracteristica
especifica de la DCL (Tiraboschi, et al/, 2006). Com que la DCLc esta associada a la
MA amb una extensi6 variable (Neef i Walling, 2006), la naturalesa dels simptomes
clinics dels pacients amb DCLc depén directament de la densitat dels CL i inversament
de la gravetat de la patologia relacionada amb la MA (McKeith, et al, 2005).

El 1996 també es van establir les primeres bases per al diagnostic clinic probable i
possible de la DCL (McKeith, ef al, 1996). El 2005 es van revisar aquests criteris per
millorar la sensibilitat per al diagnostic de la DCL (McKeith, et al, 2005). Aquests
criteris inclouen sis punts principals. La caracteristica basica per al diagnostic possible i
probable de la DCL comprén la decadéncia cognitiva i progressiva, com també la
perdua de memoria (McKeith, et al, 1996). A continuacid, s’avaluen tres
caracteristiques principals, la cognicid fluctuant amb marcades variacions de 1’estat
d’atenci¢ i d’alerta, al-lucinacions visuals recurrents i simptomes parkinsonians. En cas
que el pacient en presenti dues, rebra el diagnostic de DCL probable, i si només en
presenta una, sera diagnosticat com a possible DCL. Com que totes les caracteristiques
anteriors esmentades poden quedar emmascarades pels simptomes provocats pels
cabdells neurofibril-lars, els criteris revisats el 2005 inclouen caracteristiques
suggestives que cal tenir en compte per a un diagnostic correcte de la DCL. Aquestes
son problemes amb la fase REM del son, sensitivitat a neuroléptics i disminucié en
I’assimilaci6 de la dopamina als ganglis basals. Cal destacar que en la DCL
s’aconsegueix una especificitat elevada al diagnostic clinic (entre el 90-99 % segons
I’estudi), perd la sensibilitat és relativament baixa (entre el 18-83 %) (Litvan, et al,

2003; Lopez, et al, 2002; Luis, et al, 1999; McKeith, et al, 2000).
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1.1.3 L’atrofia multisistémica

L’atrofia multisistémica (AMS) ¢és una malaltia neurodegenerativa esporadica
caracteritzada clinicament per qualsevol combinacié de simptomes parkinsonians,
autonomics, cerebel-lars o signes piramidals. Neuropatologicament es detecta peérdua
cel-lular, gliosi i inclusions citoplasmatiques glials (ICG) en diverses estructures del
sistema nervios central (Ozawa, 2006). Els canvis patologics tenen lloc d’una manera
selectiva i afecten el pons, la medul-la, el putamen, el cerebel, la substancia negra pars
compacta 1 estructures autonomiques preganglionars (Nishie, et al, 2004; Ozawa, 2007,
Sone, et al, 2005). L’AMS afecta homes i1 dones, generalment debuta a partir dels 60
anys amb una mitjana de supervivéncia de vuit anys (Schrag, et al, 2008; Wenning i
Stefanova, 2009) i una prevalenga d’aproximadament 1,94-4,5 per 100.000 persones
(Chrysostome, et al, 2004; Schrag, et al, 1999).

Historicament, la degeneracié estriatonigrica, 1’atrofia olivopontocerebel-losa i la
sindrome Shy-Drager eren considerades tres malalties diferents. El 1969, Graham i
Oppenheimer van introduir el terme AMS (Burn i Jaros, 2001) que les englobava totes.
Clinicament es poden distingir dues presentacions motores. L’AMS de tipus parkinsonia
(AMS-P) amb predomini de -caracteristiques parkinsonianes, presenta acinésia
progressiva i rigidesa, aixi com tremolor postural. Molts pacients presenten distonia
orofacial o craniocervical associada a disartria. Els problemes del sistema nervios
autonom caracteristics comprenen disfuncid urogenital juntament amb problemes
d’ereccio, incontinéncia i disfuncid ortostatica. A I’inici de la malaltia ja presenten
problemes d’estabilitat postural. Distingir I’AMS-P de la MP en les primeres fases de la
malaltia és dificil per la similitud dels simptomes (Wenning, et al/, 2004; Wenning i
Stefanova, 2009).

La presentacié motora principal de I’AMS de tipus cerebel-lar (AMS-C) ¢és ’ataxia
cerebel-lar, incloent-hi ataxia en caminar, ataxia limbica cinética, disartria i problemes
cerebel-lars oculomotors (Wenning, et al, 2004). En el transcurs de la malaltia, la
majoria dels pacients desenvolupen simptomes no cerebel-lars, que permeten distingir-la
de I’ataxia cerebel-lar idiopatica de debut tarda (Abele, et al, 2002).

Segons Ozawa, la distribuci6 fenotipica de I’AMS esta associada a diferents
poblacions (Ozawa, 2006). Mentre que a la poblaci6 caucasica el 80 % dels casos son
AMS-P (Wenning i Stefanova, 2009), en la poblacid japonesa la forma més freqiient és

AMS-C (Watanabe, ef al, 2002).
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Les ICG van ser descrites el 1989 per Papp en cél-lules oligodendroglials de cervells
amb AMS (Papp, et al, 1989). Aquestes inclusions argirofiliques de proteines mal
plegades poden tenir forma de mitja lluna, ovalada o conica i estan formades per moltes
capes de 20-30 nm de filaments tubulars (Gai, et al, 2003). Aquestes estan constituides
per filaments d’a-sinucleina en primer lloc i, a més, per moltes altres proteines, com
ubiquitina, o i -tubulina, tau 2 i 4, la proteina 14-3-3, midkina C-terminal, Leu-7,
transferrina, MAP-5, cdk-5, MAPK, PI3K i Bcl-2 (Wenning i Jellinger, 2005). Les ICG
es distribueixen als ganglis basals, al cortex motor primari i suplementari, a la formacio
reticular i al sistema pontocerebel-lar (Papp 1 Lantos, 1994).

L’AMS ¢és considerada una sinucleinopatia juntament amb la MP i la DCL, ja que a-
sinucleina és un marcador d’inclusié en aquesta malaltia (Spillantini, et al, 1998;
Wakabayashi, et a/, 1998; Wenning i Stefanova, 2009).

Principalment, I’AMS ¢és considerada una malaltia esporadica (Wenning, et al, 1993),
tot i que, alguns casos familiars s’han descrit (Soma, et al, 2006; Wullner, et al, 2004).
Estudis sobre la possible associacio entre el gen a-sinucleina i I’AMS no han donat cap
resultat satisfactori (Lincoln, et al, 2007; Ozawa, et al, 1999). En els ultims anys,
polimorfismes de gens involucrats en processos inflamatoris han estat associats amb un
elevat risc de patir aquesta patologia (Wenning i Stefanova, 2009). Entre aquests gens hi
ha interleucina-8, la molécula d’adhesio intercel-lular-1, interleucina-1A, interleucina-
1B i a-1-antiquimotripsina. El genotip TT del polimorfisme -251 de I’interleucina-8
augmenta quatre vegades el risc de patir ’AMS. Aquest genotip juntament amb el
genotip KK del polimorfisme E469K de la moleécula d’adhesi6 intercel-lular-1 augmenta
el risc onze vegades (Infante, et al, 2005). En canvi, el risc a patir aquesta patologia es
veu augmentat cinc vegades quan I’al-lel 2 de la posici6 -889 de I’interleucina-1A esta
en homozigosi (Combarros, et al, 2003); igual que 1’allel 1 del polimorfisme -511 de
I’interleucina-1B que predisposa a un debut precog¢ de I’AMS (Nishimura, et al, 2002).
L’al-lel AA de I’a-1-antiquimotripsina indica un debut preco¢ d’AMS, com també una

rapida progressio d’aquesta (Furiya, et al, 2005).

1.1.4 La malaltia d’Alzheimer

La MA és la malaltia neurodegenerativa del sistema nervids central més comuna a la
vellesa (aproximadament un 65 % dels casos de deméncia en persones grans) (Jellinger,

2006). El 1906, Alois Alzheimer va fer la primera descripcio clinica i histologica

22



d’aquesta malaltia (Alzheimer, et al, 1995). Tot i els avencgos cientifics des d’aleshores i
les noves técniques de diagnostic, com la neuroimatge i la genética, entre altres, aquesta
malaltia encara és d’etiologia desconeguda i no s’estableix el diagnostic definitiu fins a
I’examinacid neuropatologica post mortem (Jellinger, 2006). Segons un estudi sobre la
prevalenca de les demeéncies a Europa realitzat per Lobo i col-laboradors, la prevalenga
de patir la MA als 65 anys ¢és del 5 % 1 augmenta fins al 22 % als 95 anys (Lobo, ef al,
2000).

Clinicament, la MA es caracteritza per un deteriorament progressiu de les funcions
cognitives, fet que comporta una dependéncia completa del malalt i, finalment, la mort,
normalment després 10-15 anys d’evolucié de la malaltia. El simptoma principal és la
perdua de la memoria recent acompanyat d’altres simptomes molt variats com la pérdua
de la personalitat, canvi de comportament, confusid, problemes de llenguatge,
al-lucinacions, problemes motors i pérdua de pes.

Neuropatologicament, els cervells que presenten MA posseeixen dos tipus de lesions
neuropatologiques: les plaques senils extracel-lulars amb péptids de f-amiloide com a
component principal i els cabdells neurofibril-lars intraneuronals formats per filaments
hiperfosforil-lats de proteina tau (Braak i Braak, 1991). A més, s’observa una pérdua
selectiva de neurones colinérgiques i una pérdua de I’activitat de les colinesterases en
cervells de pacients amb MA (Davies i Maloney, 1976). L’estudi de la distribucid de
cabdells neurofibril-lars al cervell adult ha permes distingir-ne les etapes d’evolucié. En
les etapes 1 1 II els cabdells neurofibril-lars es formen a ’area entorinica del cortex
mediotempotal. A continuacid, en les etapes III 1 IV apareixen a I’hipocamp i,
finalment, arriben al neocortex amb una relativa preservacio de 1’area occipital estriada
(etapa V) (Braak i Braak, 1991).

En les ultimes dues décades s’han fet molts estudis genétics sobre la MA, sobretot, en
les formes familiars de debut preco¢ de la malaltia. La conclusi6 principal que se’n
desprén és que la MA és complexa i gencticament molt heterogenia. S’han identificat
mutacions penetrants en tres gens, en el gen de la proteina precursora de 1’amiloide
(APP) i en els gens de la presinilina 1 i 2 (PSEN1 i PSEN2). A més, s’ha identificat un
gen de risc en la MA de debut tarda, el gen de 1’apolipoproteina E (ApoE) (Brouwers, et
al, 2008). El gen de I’APP, localitzat al cromosoma 21, va ser el primer gen autosomic
dominant responsable de la transmissid identificat per a casos familiars de debut precog
de la MA. Aquest gen esta format per 18 exons i part de I’exd 16 1 17 codifiquen pel
peptid del B-amiloide (Yoshikai, ef a/, 1990). Fins al moment, s’han identificat trenta-
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dues mutacions substitutives en vuitanta-sis families

(www.molgen.ua.ac.be/ADmutations/) i el 75 % d’aquestes mutacions es troben als

exons 16 i 17. El gen PSENI, situat al cromosoma 14, esta constituit per tretze exons,
mentre que PSEN2 es troba al cromosoma 1 i té dotze exons. PSEN1 i PSEN2 son
proteines que presenten una homologia d’aproximadament el 80 % en el seu contingut
aminoacidic i, a més, posseeixen una estructura genctica molt similar. Les PSENs son
proteines amb nou dominis transmembrana que poden actuar com a receptors cel-lulars,
canals proteics o en el transport intracel-lular de proteines, com també regulant el
transport intracel-lular d’APP (Levy-Lahad, et al, 1995; Sherrington, et al, 1995). A
més, les PSENs formen la subunitat catalitica del complex gamma secretasa que
produeix el peptid de p -amiloide; aquest fet confirma la importancia d’aquestes
proteines en la MA (Brunkan i Goate, 2005).

Actualment s’han identificat 177 mutacions en el gen de PSEN1 en 392 families i
catorze mutacions en el gen de PSEN2 en vint-i-tres families

(www.molgen.ua.ac.be/ADmutations/). La majoria de mutacions localitzades en aquests

dos gens causen la MA de debut precog. L’analisi detallada d’algunes mutacions a les
PSENs va demostrar que part d’elles incrementaven la ratio f3-amiloide 42/B-amiloide
40 (Kumar-Singh, et al, 2006), implicant la pérdua de funcié de la PSEN i causant la
MA.

Per a la MA de debut tarda, és a dir, per la MA més freqiient, s’han descobert regions
cromosomiques associades amb la malaltia, pero els gens implicats encara no han estat
identificats. El descobriment de nous gens contribuira a I’estudi de vies metaboliques

implicades que podrien portar a possibles dianes terapeutiques (Brouwers, et al/, 2008).
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1.2 Biomarcadors de les malalties amb cossos de Lewy

Un biomarcador o també anomenat marcador biologic €s una caracteristica que es pot
mesurar objectivament i avaluar com un indicador de processos biologics normals,
processos patogenics o respostes fisiologiques com a conseqiiéncia de la intervencid
terapeutica (Gerlach, ef al, 2008). Actualment hi ha grans esperances per al
desenvolupament de nous biomarcadors que permetin una millora en el diagnostic i en
la classificacié de malalties. Tanmateix, els biomarcadors també poden ser utilitzats per
determinar 1’eficacia de noves eines terapeutiques i per monitorar el desenvolupament
de les malalties (Gerlach, et al, 2008).

Un tipus de biomarcador son els biomarcadors genétics, els quals no reflecteixen una
condici6 d’un organisme en un moment determinat de la vida, sind una caracteristica
invariable, ja que la informacié genética és invariable durant tota la vida, com per
exemple, el risc a patir una malaltia. En canvi, alteracions al proteoma, que és la suma
de totes les proteines d’una cel-lula o d’un organisme, reflecteixen la condicié d’aquest

en un moment determinat (Gasser, 2009).

1.2.1 Desenvolupament de biomarcadors

Un biomarcador pot tenir diverses utilitats: identificar el risc de desenvolupar una
malaltia, confirmar el diagnostic, cribatge epidemiologic, seguiment de la progressid de
la malaltia i resposta al tractament. Pero no tots els biomarcadors seran informatius per
a totes aquestes aplicacions.

El “Group on Biological Markers of Alzheimer’s Disease”, per exemple, va proposar
que el biomarcador ideal per a la MA hauria de ser: lligat a les caracteristiques
neuropatologiques fonamentals de la MA, validat en casos de MA confirmats
neuropatologicament, capa¢ de detectar la MA de manera precog i capag de distingir-la
d’altres demeéncies. A més, la deteccié d’aquest biomarcador hauria de ser no-invasiva,
simple d’utilitzar i economica (Consensus report of the working group on: "molecular
and biochemical markers of alzheimer's disease". the ronald and nancy reagan research
institute of the alzheimer's association and the national institute on aging working
group. 1998).

Per a I’establiment d’un biomarcador s’han d’avaluar els parametres segiients: la

sensibilitat, ’especificitat, la prevalenga d’una malaltia en una poblacid, el valor
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predictiu positiu, i també, el valor predictiu negatiu. Per exemple, perqué un
biomarcador sigui util per al diagnostic de la MA, hauria de presentar una sensibilitat i
una especificitat superiors al 85 % 1 un valor predictiu positiu superior al 80 % (Shaw,
et al, 2007). Probablement, la combinacid de diferents biomarcadors proporcionara més
precisio al diagnostic que la utilitzacié d’un marcador Unic (Clark, et al, 2006; Frank, et
al, 2003; Thal, et al, 2006).

Per validar un biomarcador cal realitzar estudis independents a diferents centres i

definir protocols estandards per a la seva utilitzacio.

1.2.2 Proteomica, eina per trobar nous biomarcadors

La protedmica permet analitzar extensament la composicié proteica en una mostra
biologica en un moment determinat (Zellner, et al, 2009). La protedomica es divideix en
dues arees, una de dedicada a investigar perfils proteics i I’altra, a la protedmica
funcional. La primera descriu la totalitat del proteoma d’un organisme, incloent-hi
diferents nivells d’expressid entre cel-lules o fins i tot en relacié amb una condicid
patologica d’interés. La proteomica funcional estudia les modificacions post
translacionals, 1’activitat i les interaccions proteiques (McFarland, et al, 2008). Com a
conseqiiéncia, la protedomica pot aportar patrons genetics i epigenétics caracteristics
sobre la patologia d’estudi (Zellner, et al, 2009).

Per identificar biomarcadors valids cal tenir en compte diversos factors. Primerament
cal seleccionar el fluid bioldgic adequat. El liquid cerebroespinal €s ideal per identificar
biomarcadors per a les malalties neurodegeneratives a causa de la seva proximitat al
sistema nervids central (Shi, et al, 2009). Aix0 no obstant, és més indicat localitzar
biomarcadors en plasma, orina o saliva (Ray, et al, 2007), encara que aquests sistemes
periferics poden estar influits per altres processos. El segon factor que cal tenir en
compte per a I’obtencid de resultats fiables €s la preparaci6 i la qualitat de la mostra
(Thongboonkerd, 2007). Per exemple, els resultats de I’analisi de proteomica de teixit
cerebral poden variar en funcid de la ratio de neurones i de teixit de suport present a la
mostra de cervell afectat (Nakamura, et al, 1990).

Actualment hi ha diverses técniques per analitzar el proteoma, entre les quals les més
utilitzades son: electroforesi en dues dimensions, electroforesi diferencial en gel
(DIGE), espectrometria de masses en tandem combinada amb cromatografia liquida

multidimensional (MS/MS), marcatge amb isotops estables i marcatge isobaric per
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quantificacio relativa i absoluta (iTRAQ) per espectrometria de masses (MS) (Zellner,
et al, 2009). La combinaci6é de dues o més técniques d’analisi del proteoma
proporcionaran resultats més fiables (Wu, et al, 2006).

Finalment, abans de la utilitzacié clinica del biomarcador identificat mitjangant
técniques de proteomica cal validar-lo. La técnica més comuna per verificar 1 validar
biomarcadors ¢s ’ELISA (“enzime-linked immunosorbent assay”) o, més recentment,
la técnica MAP (“bead-based multi-analyte profiling”) (Olsson, et al, 2005), tot i que
també s’utilitzen técniques de protedmica quantitativa basades en espectrometria de
masses (MS) (Anderson, 2005; Pan, et al, 2005).

S’ha creat una base de dades d’accés lliure anomenada PRIDE (PRoteomics

IDEntifications) (www.ebi.ac.uk/pride) per centralitzar, estandarditzar i fer publiques

dades relacionades amb proteomica. Aixi mateix, PRIDE també permet buscar
modificacions post translacionals.

Relacionar els estudis de perfil proteic amb els estudis de perfil de RNA podria ser
molt util. Si per a un biomarcador s’observen els mateixos canvis a nivell d’RNA i de
proteina seria una prova valida per establir un biomarcador potencial per a una malaltia
especifica, incloent-hi les demeéncies. Eines bioinformatiques poden ajudar a identificar
les caracteristiques comunes, com també les interaccions entre proteines, les seves

localitzacions subcel-lulars i la funci6 que realitzen a la malaltia (Zellner, et al, 2009).

1.2.3 Biomarcadors potencials per a la malaltia de Parkinson

Fins a la data d’avui, no hi ha cap biomarcador fiable per a la MP, excepte per a una
minoria dels pacients que pateixen una forma monogeénica de la malaltia. No hi ha
marcadors que permetin mesurar objectivament la severitat i la taxa de progressio de la
disfuncié cel-lular i la neurodegeneracié de la substancia negra de la MP. Malgrat que
son clinicament utils, les técniques d’imatge, com la ressonancia magnetica i el PET,
son marcadors que reflecteixen només algunes conseqiiéncies del procés de la malaltia
(Gasser, 2009).

No obstant aix0, I’aveng al coneixement de les causes genetiques 1 moleculars de la
MP sén les bases per desenvolupar biomarcadors genomics i protedmics que podran ser
utils per desenvolupar nous tractaments.

En referéncia a les técniques d’imatge emprades per al diagnostic de la MP, s’utilitza

el PET amb 18F-fluorodopa i SPECT amb varietat de lligands que s’uneixen al
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transportador de dopamina per identificar els deficits colinérgics caracteristics de la
malaltia (Jennings, et al, 2004). Els resultats obtinguts en el transportador de dopamina
al nucli estriat presenten diferéncies que permeten diferenciar la MP de les DCL,
mostrant els pacients amb MP més asimetria (Walker, et al, 2004).

El descobriment de mutacions determinades que causen formes monogeniques de la
MP han permés determinar la causa de la malaltia en una part petita dels pacients.
L’apartat 1.1.3 conté un resum de la informacié relacionada amb les causes genétiques
descobertes fins a 1’actualitat que poden produir aquesta malaltia.

Moltes vies metaboliques han estat implicades en la MP, pero la mesura de la
concentracio dels seus components proteics o de la seva activitat enzimatica en teixits
periferics ha produit resultats contradictoris (Gasser, 2009).

El desenvolupament de la genomica i la protedomica permet identificar un gran
nombre de proteines i té el potencial d’accelerar el descobriment de biomarcadors que
permetin diagnosticar de manera diferencial les diferents malalties neurodegeneratives.
En un treball fet el 2006 per Abdi i col-laboradors es va estudiar el proteoma del liquid
cerebroespinal de la MP, la DCL i la MA amb la intenci6 de trobar biomarcadors que
permetessin distingir-les (Abdi, et al, 2006). Es van identificar més de 1.000 proteines
al liquid cerebroespinal de pacients amb MP, DCL, MA i controls. Concretament, es
van distingir prop de 1.000 proteines en adults sans, algunes de les quals variaven amb
I’envelliment i segons la malaltia neurodegenerativa. A cada malaltia es van identificar
300 proteines que diferien dels controls i, aproximadament, 100 només es trobaven en
una malaltia. Per a la MP es van identificar 72 proteines (Abdi, et al, 2006), de les quals
es van confirmar tres proteines candidates a ser biomarcadors: la ceruloplasmina, la
chromogranina B i ApoH. Tot i que, les dues primeres no presentaven suficient
sensibilitat i especificitat de manera independent, I’ApoH si que sembla ser un ferm
candidat a biomarcador per diferenciar la MP dels controls i altres malalties

neurodegeneratives (Abdi, et al, 2006).

1.2.4 Biomarcadors potencials per a la deméncia amb cossos de Lewy

Actualment, els criteris diagnostics de la DCL presenten una sensibilitat baixa i, fins
al moment, no hi ha biomarcadors ampliament acceptats que permetin distingir aquesta

malaltia de les altres deméncies (Aarsland, et al, 2008).
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S’ha testat la utilitat de 1’electroencefalografia o EEG com a biomarcador per al
diagnostic diferencial de les demeéncies. La recerca sobre les propietats diagnostiques de
I’EEG ¢és escassa i cap estudi publicat no conté informacié relativa a la sensibilitat i a
I’especificitat. Tanmateix, estudis fets a un nombre baix de pacients revelen una
disminuci6 en el ritme de I’EEG en la DCL en comparacié amb la MA (Briel, et al,
1999; Calzetti, et al, 2002; Crystal, et al, 1990). A més, hi ha dos estudis, un d’ells fet
amb el grup més gran de pacients, en qué no es detecten diferéncies entre I’'EEG de
pacients amb DCL i de pacients amb MA (Barber, et al, 2002; Londos, et al, 2003).
Aquests resultats demostren que la utilitzaci6 d’EEG no és acceptable com a
biomarcador per distingir la DCL de la MA.

Fins al moment s’han elaborat pocs estudis genétics sobre la DCL, tot i que hi ha
proves de la relacio entre casos familiars de DCL i la seva carrega genética (Kurz, et al,
2006; Woodruff, et al, 2006). S’ha descrit una mutacié al gen SNCA (Zarranz, et al,
2004) i dues al gen SNCB (Ohtake, et al, 2004). A més, s’han fet estudis d’APOE per a
casos de DCL esporadica (Borroni, et al, 2006; Singleton, et al, 2002). No obstant aixo,
resultats no concloents i a vegades contradictoris permeten afirmar que, actualment, no
hi ha marcadors genétics utilitzables com a biomarcadors per a la DCL.

El potencial dels biomarcadors presents al liquid cerebroespinal encara no ha estat
gaire explotat en la DCL, tot i que ja s’han fet alguns estudis en les diferents isoformes
del B-amiloide, tau i a-sinucleina (Gomez-Tortosa, et al, 2003; Tokuda, et al, 2006;
Vanderstichele, et al, 2006). Per aix0, seran necessaries més comprovacions en el futur.

L’estudi d’Abdi i collaboradors, revisat a I’apartat anterior, va identificar 101
proteines al liquid cerebroespinal caracteristiques de la DCL (Abdi, et al, 2006). Dues
lipoproteines, ApoC1 i ApoH, podrien ser potencials marcadors per a la DCL, tot i que
ApoH també és una proteina diferencial de la MP. Pero, atés el reduit nombre de
mostres per a aquesta malaltia utilitzat en aquest estudi, cal considerar aquests resultats
amb prudencia (Abdi, ef al, 2006).

Nombroses técniques noves de protedmica estan emergent i en el futur poden ser utils
per localitzar biomarcadors que permetin distingir la DCL de la MA.

També s’ha investigat la utilitat de técniques en neuroimatge estructural (CT i MRI) i
funcional (SPECT i PET) per al diagnostic diferencial de les demeéncies. Per exemple,
amb MRI (“Magnetic Resonance Imaging”) s’ha observat que en pacients amb DCL es
preserva el volum de I’hipocamp i del lobul temporal medial (Barber, et al, 2000;

Burton, ef al, 2002), mentre que en la MA s’observa una marcada atrofia de 1’hipocamp
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i del lobul temporal medial. Pero altres estudis troben un solapament més marcat entre
la DCL i la MA (Whitwell, et al, 2007). Per tant, de moment MRI no és adequat com a
biomarcador per distingir aquestes dues malalties (Aarsland, et al, 2008).

Mitjancant SPECT (“Single Photon Emission Computed Tomography”), utilitzat per
avaluar el flux cerebral, es mesura la funcid cortical i s’observa una hipoperfusio
caracteristica als 1obuls occipitals i parietals en la DCL (Lobotesis, et al, 2001). En
alguns estudis més recents s’augmenta la sensibilitat i 1’especificitat mitjangant la
combinacido de SPECT i MMSE (“Mini Mental State Examination”) (Hanyu, et al,
2006; Shimizu, et al, 2005), perd en altres es van obtenir resultats menys significatius
(Kemp, et al, 2007).

En la DCL és freqiient la disfuncié autonoma del sistema cardiovascular i mitjangant
I’escintigrafia '“I-MIBG es pot quantificar la innervacidé postganglionar simpatica
cardiaca. Estudis utilitzant aquest métode han permes distingir la DCL de la MA amb
una elevada sensibilitat i especificitat (Hanyu, et al, 2006; Wada-Isoe, et al, 2007;
Yoshita, et al, 2006). A més, es postula que aquesta técnica és més precisa que SPECT
(Hanyu, et al, 2006; Wada-Isoe, et al, 2007) i els marcadors del liquid cerebroespinal
(Wada-Isoe, et al, 2007). Si els resultats es confirmen en estudis més amplis,
I’escintigrafia '*I-MIBG podria ser una eina util en la discriminaci6 entre la DCL i la
MA.

La DCL presenta pérdua del transportador de dopamina al nucli caudat i al putamen
(Piggott, et al, 1999) i mitjangant PET o SPECT es detecta la pérdua dopaminergica
utilitzant lligands especifics per al transportador de dopamina, com '*’I-B-CIT i '*I-FP-
CIT. Tenint en compte una disminucié en 1’absorcié del transportador de dopamina en
la DCL, pero no en la MA, un estudi multicéntric recent ha demostrat una sensibilitat
del 78 % 1 una especificitat del 90 % en el diagnostic de la DCL davant la MA
mitjangant el lligand '**I-FP-CIT (McKeith, ef al, 2007). Aquests resultats van permetre
I’aprovaci6 de la técnica FP-CIT SPECT per 1’Agéncia Europea per a 1’Avaluacié de
Productes Medicinals (“European Agency for the Evaluation of Medicinal Products”)

per al diagnostic diferencial de probable DCL versus la MA en el 2006.
1.2.5 Biomarcadors potencials per a ’atrofia multisistemica

L’AMS ¢és una malaltia rara i dificil de diagnosticar. Fins al moment, no es disposen

de biomarcadors, tot i que les técniques de neuroimatge poden ajudar al seu diagnostic.
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Per exemple, mitjancant MRI s’observa atrofia del putamen, dels peduncles
cerebel-lars 1 del pons. A través de DWI (“diffusion-weighted imaging”) es pot
diferenciar I’AMS-P de la MP i dels controls, ja que posseeixen un coeficient de difusio
regional aparent (rADC) elevat al putamen (Ito, et al, 2007; Seppi, et al, 2003).

En canvi, pacients en estadis inicials d’AMS-C poden ser diferenciats dels controls
perqué posseeixen una elevada rADC al pons i1 al peduncle cerebel-lar (Kamm, et al,
2005). A més, PET utilitzant 18F-fluorodeoxiglucosa també serveix per diferenciar
AMS-C de la MP, ja que s’observen canvis hipometabolics en regions corticals de
pacients amb AMS-C (Juh, et al, 2005; Lee, et al, 2008). La utilitzacié6 SPECT permet
detectar una disminucié en la uni6 al transportador de dopamina tant a ’AMS com a la
MP, perd utilitzant SPECT amb '*I-B8-CIT permet distingir AMS-C de MP (Scherfler,
et al, 2005).

A banda d’aix0, diversos estudis apunten que combinant 1’Gs del transportador de
dopamina i el seu receptor o la perfusié amb lligands podria millorar el diagnostic
diferencial entre AMS 1 MP (EI Fakhri, et al, 2006; Plotkin, et al/, 2005).

Fins a I’actualitat no s’han descrit marcadors genétics que puguin ser utilitzats com a

biomarcadors per a aquesta malaltia.

1.2.6 Biomarcadors potencials per a la malaltia d’ Alzheimer

En I’tltima década s’han descobert molts possibles biomarcadors per a la MA. Entre
els candidats es troben, per exemple, isoprostanes, tau, B-amiloide, sulfatides i
homocisteina; no obstant aix0, hi ha altres biomarcadors potencials com la proteina
precursora del p-amiloide, apolipoproteina E, 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina, ol-
antiquimotripsina, interleucina-6, receptor IL-6, la proteina C reactiva i la proteina Clq
(Clark, et al, 2006; Frank, et al, 2003; Thal, et al, 2006).

ADNI (Alzheimers’s Disease Neuroimaging Initiative) (www.adni-info.org) és un
programa d’investigacié public i privat dedicat a definir i validar biomarcadors, tant
quimics com de neuroimatge, per a la MA i per a la transicid de problemes cognitius
lleus a la MA.

Els biomarcadors potencials més estudiats son la proteina tau i el B-amiloide al liquid
cerebroespinal, mesurats mitjancant ELISA (Shaw, et al, 2007). La proteina tau total és
de dues a tres vegades superior al liquid cerebroespinal de pacients amb MA comparat

amb individus control, possiblement per radé de 1’alliberament de tau per part de les

31



1 Introduccio

neurones degenerades, dels cabdells neurofibril-lars 1 de les neurites distrofiques (Shaw,
et al, 2007). D’altra banda, la massiva acumulacié de p-amiloide 1-42 als cabdells
neurofibril-lars i1 a les plaques senils sembla que ¢€s la causa de la disminucié del 40 %
dels nivells d’aquesta proteina al liquid cerebroespinal en pacients amb MA (Shaw, et
al, 2007). La mesura d’aquesta proteina al liquid cerebroespinal pot ser utilitzada per
testar nous farmacs. Tanmateix, la utilitat d’aquests dos biomarcadors per al diagnostic
preco¢ de la MA encara ha de ser corroborada (de Leon, et al, 2006; Hansson, et al,
2006).

L’estudi d’Abdi i col-laboradors, discutit a I’apartat 1.2.3 va identificar 136 proteines
caracteristiques de la MA al liquid cerebroespinal (Abdi, et al, 2006). Moltes proteines
candidates a biomarcadors van ser estudiades en aquest i en altres treballs (Blennow,
2005; Carrette, et al, 2003; Puchades, et al, 2003; Zhang, et al, 2005). Mentre que
algunes proteines estaven augmentades en la MA 1 altres disminuides, 1’inica proteina
identificada per igual en tots els estudis com a biomarcador és el precursor de I’ ApoA-
II. L’haptoglobulina també és un ferm candidat, tot i que també la presenten un 20 %
dels casos de MP (Abdi, et al, 2006).

El dany oxidatiu és un procés estretament relacionat amb el desenvolupament de la
MA. La peroxidaci6 lipidica produeix isoprostanes especifiques, com per exemple, 8,
12-is0-1PF, -VI, que es troben a nivells elevats en orina, sang i liquid cerebroespinal de
les persones que pateixen aquesta malaltia (de Leon, et al, 2006; Frank, et al, 2003;
Skovronsky, et al, 2006). Aquests valors correlacionen amb els déficits de memoria, els
nivells de tau al liquid cerebroespinal, com també amb el nombre d’al-lels APOE4 (de
Leon, et al, 2006; Frank, et al, 2003). Aquests fets suggereixen que 8, 12-is0-iPF,,-VI
potser un marcador util per a la MA. Les isoprostanes son mesurades al liquid
cerobroespinal, a la sang i al teixit cerebral post mostem utilitzant cromatografia
liquida/espectrometria de masses en tandem amb pressid atmosférica i1 ionitzacio
quimica.

Fins al moment, els biomarcadors analitzats en aquest apartat son biomarcadors utils
per al diagnostic. Pero també s’han descobert factors de risc per a la MA, dels quals els
més estudiats son el genotip de I’APOE i la concentracié6 d’homocisteina en plasma
(Shaw, et al, 2007; Thal, et al, 2006). Tanmateix, al no presentar suficient sensibilitat ni
especificitat per distingir els malalts d’Alzheimer dels controls o d’altres malalties

neurodegeneratives, no son utils pel diagnostic preco¢ (Shaw, et al, 2007).
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Tal com esta resumit a 1’apartat 1.1.6, les mutacions que causen la MA familiar
representen biomarcadors especifics per a les families afectades. La majoria son casos
de debut precog, provocats per gens amb heréncia autosomica dominant, tot i aixo,

només representen el 5 % dels casos de MA.
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1.3 La Butirilicolinesterasa

Les colinesterases son enzims presents en teixits colinérgics i no-colinérgics, aixi
com en plasma i en altres fluids corporals (Massoulie, et al, 1993). Se’n coneixen dues
que es diferencien principalment segons la seva especificitat pel substrat, el
comportament en excés de substrat i la susceptibilitat a inhibidors: 1’acetilcolinesterasa
(AChE, E.C. 3.1.1.7) i la butirilcolinesterasa (BChE, E.C. 3.1.1.8), I’objecte d’estudi en
aquest treball.

La BChE, també anomenada pseudocolinesterasa, és un enzim de tipus glicoproteic
que pertany a la familia de les serin-esterases. La BChE es sintetitza al fetge, s’allibera
al torrent sanguini i es localitza a diferents organs corporals, com el fetge, I’intesti, el
cor, el ronyo i el pulmd. Al cervell huma, la BChE es troba a totes les regions que reben
innervacio colinérgica (Lane, et al, 2006), principalment a cel-lules glials i a c¢l-lules
endotelials, perd també a neurones sobretot de 1’hipocamp, el talem i 1I’amigdala

(Darvesh, et al, 1998; Darvesh i Hopkins, 2003).

1.3.1 Primers estudis sobre butirilcolinesterasa

Durant molts anys els estudis de BChE es van centrar en el camp de I’anestésia, a
causa de 1'us de la succinilcolina com a relaxant muscular. L’activitat de la
succinilcolina és eliminada per la BChE, pero algunes variants genétiques redueixen
I’activitat catalitica d’aquest enzim, i produeixen aixi una apnea prolongada en els
pacients portadors d’aquestes variants (LEHMANN i RYAN, 1956).

A banda de la succinilcolina, BChE també metabolitza altres anestésics, com el
mivacurium. En aquest cas, una dieta rica en solanacies és la causa de la inhibicio de

I’enzim, per ra6 del seu elevat contingut en glicoalcaloids (McGehee, et al, 2000).

1.3.2 Funcions de la butirilcolinesterasa

A més a més de la seva participacié en el metabolisme dels anestésics, la BChE
realitza diferents funcions, tot i que el seu paper fisioldogic encara no esta ben definit
(Mack i Robitzki, 2000; Manoharan, et al/, 2007). D’una banda, és un enzim
destoxificador de compostos com organofosfats i carbamats (pesticides i insecticides),
cocaina, aspirina entre molts altres. De 1’altra, també actua com a activador enzimatic.

Per exemple, 1’heroina és hidrolitzada per la BChE a 6-acetilmorfina, la qual és capag

34



de travessar la barrera hematoencefalica i1 altres enzims I’hidrolitzen a morfina al
cervell. El bambuterol €s convertit per aquesta colinesterasa a terbutalina, que és una
substancia amb efecte antiasmatic. A més, la BChE s’utilitza com a marcador per a la
funcid del fetge.

La BChE t¢ altres funcions anomenades no-classiques, intervenint per exemple en la
proliferaci6 cel-lular, en la morfogénesi i també en 1’expressio d’AChE (Robitzki, et al,
1997). A més, la BChE presenta activitat aril acilamidasa amb funci6 fisiologica
desconeguda, perd capa¢ d’hidrolitzar el substrat sintétic o-nitroacetanilida. Aquesta
activitat pot ser inhibida per serotonina a més a més de ser-ho pels inhibidors de
colinesterases classics. Finalment, també s’ha detectat activitat peptidasa o amidasa en
la BChE (Chatonnet i Masson, 1986). Tenint en compte que les colinesterases
interaccionen amb peptidases aixi com amb altres enzims (Checler, et al, 1994), es
pensa que part o tota I’activitat peptidasa de la BChE esta relacionada amb els enzims
associats a aquesta (Checler, et al, 1994). Per tant, a part de la coregulacid colinérgica,
la BChE pot tenir funcions que depenen de la seva interaccié amb altres proteines.

La funcié de BChE al cervell no esta ben definida, pot hidrolitzar acetilcolina pero de
manera menys eficient que ’AChE (Mesulam, et al, 2002; Mesulam, et al, 2002).
L’expressio de BChE d’una manera diferencial i precisa en les diferents arees cerebrals
suggereix que aquest enzim podria exercir una funci6 definida al cervell (Manoharan, et
al, 2007). Per exemple, BChE s’expressa de manera especifica en diferents poblacions
neuronals (Darvesh, et al, 1998; Darvesh, et al, 1998; Darvesh i Hopkins, 2003), és un
coregulador de la transmissio colinérgica (Darvesh, et al, 1998; Mesulam, et al, 2002) i
sembla que esta involucrat en el desenvolupament del sistema nervios (Layer, 1991;
Robertson i Mostamand, 1988). A més, les propietats bioquimiques de la BChE estan
alterades en les malalties neurodegeneratives (Geula i Mesulam, 1989; Perry, et al,
1978).

Altres estudis demostren 1’associacié entre la BChE i la tripsina, on la BChE
augmenta 1’activitat proteolitica de la tripsina de manera concentracié dependent
(Darvesh, et al, 2001). Aquesta estimulaci6 de la tripsina per part de la BChE presenta
un perfil de saturacid d’interaccid proteina-proteina 1:1 entre tots dos enzims. Cal
remarcar que aquesta observacio6 té importancia en la funci6 del sistema nerviods ja que
la tripsina es troba al cervell huma i la seva sobreexpressio podria estar involucrada en

el desenvolupament de la MA (Katona, et al, 2002).
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Cal afegir que la BChE és capag¢ de prevenir la fibril-litzaci6 de monomers de [3 -
amiloide a formes toxiques d’oligomers i fibril-les (Diamant, et al, 2006). S’insistira

més en aquest mecanisme a I’apartat 1.3.10.

1.3.3 Estructura i mecanismes d’accio de la butirilicolinesterasa

Estructuralment, la BChE, similar a I’AChE, pertany a la familia de proteines
plegades o/p caracteritzada per un “B-sheet” central envoltat per a-héelixs (Millard i
Broomfield, 1992).

La BChE i I’AChE comparteixen entre un 54-65 % d’homologia en la seqiiéncia
d’aminoacids (Lane, et al, 2006; Valle, et al, 2008). Les diferéncies estructurals entre
totes dues colinesterases, els confereixen 1’especificitat per al substrat.

La subunitat catalitica de la BChE esta formada per 574 aminoacids i conté una triada
catalitica formada per la serina 226, la histidina 466 i 1’acid glutamic 353 (figura 2)
(Lockridge, et al, 1987). Per similitud amb 1’AChE, la triada catalitica ¢s molt probable
que es trobi a la part inferior de la gorja de 20 A de profunditat. A més de la triada
catalitica, la gorja conté un lloc anionic format pel triptofan 82 amb capacitat d’unir el
nitrogen quaternari de la colina (Vellom, et al, 1993). Els substrats son guiats cap al lloc
actiu de la gorja per la interaccié amb I’acid aspartic 70 i la tirosina 332 (figura 2) que
formen el lloc anionic perifeéric (Masson, et al, 1999). Finalment, la gorja conté un lloc
d’unio acil format concretament per la lisina 286 i la valina 288 (figura 2), on el grup
acil dels colin-esters és aguantat durant la catalisi (Darvesh i Hopkins, 2003; Darvesh, et
al, 2003). Les diferéncies principals entre la BChE 1 I’AChE sén els residus
aminoacidics situats a la part inferior de la gorja i el lloc d’unié acil que en el cas de

I’ AChE esta format per dues fenilalanines (Nicolet, et al, 2003).
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R TT P

Figura 2. Dominis funcionals de la proteina. (1) lloc anionic periféric (PAS), (2) lloc d’uni6 a la colina,

(3) triada catalitica, (4) lloc d’uni6 acil.

La BChE i ’AChE so6n glicoproteines, €s a dir, enzims capagos d’unir covalentment
carbohidrats complexos. En el cas de I’AChE, s’uneixen a tres aminoacids diferents, i
en el cas de la BChE, a nou asparagines. S’ha postulat que aquest procés pot participar
en el plegament, la secrecio, 1’estabilitat i 1’eliminacié de les colinesterases (Millard i
Broomfield, 1992; Nachon, et al, 2002).

La regié C-terminal de la BChE funciona com a domini de tetrameritzacid i és la

responsable de 1’organitzacié quaternaria (Podoly, et al, 2009).

1.3.4 Butirilcolinesterasa durant el desenvolupament del sistema
nervios
ks colinesterases, I’AChE i la BChE, participen en la regulaci6é de la proliferacio

cel-lular 1 en el creixement de les neurites durant el desenvolupament del sistema

nervios (Layer, 1991; Robertson i Mostamand, 1988; Soreq i Seidman, 2001). S’ha

37



1 Introduccio

trobat la BChE en axons, terminacions nervioses, cons de creixement i en c¢l-lules que
envolten els axons la qual cosa indica la seva possible funcié en el creixement de
neurites (Dubovy i Haninec, 1990).

Durant el desenvolupament postnatal del cervell, la BChE s’expressa transitoriament
en moltes poblacions neuronals de diferents espécies incloent-hi aus, rosegadors, monos
i humans (Layer, 1991; Robertson i Mostamand, 1988). En els rosegadors, la BChE ¢és
present a nivells baixos a practicament totes les neurones del cervell i a nivells elevats a
les cel-lules cuboidals dels ventricles. L’expressio transitoria de la BChE en diverses
poblacions neuronals i en celllules no-neurals representen una evideéncia de la
importancia d’aquest enzim durant el desenvolupament del sistema nervios (Darvesh, et
al, 2003). Mentre que ’AChE sembla que participa en el desenvolupament neuronal
augmentant la transmissié colinérgica, encara queda per determinar si la BChE també
exerceix un paper similar a través de 1’activacié dels receptors colinergics (Darvesh, et

al, 2003).

1.3.5 Estructures moleculars de la butirilcolinesterasa

Igual que en I’AChE, hi ha diferents formes moleculars de la BChE (Darvesh, et al,
2003). Primerament, es troba la forma monomeérica i simetrica anomenada G;. Dos
monomers units per un pont disulfit entre la cisteina 571 de cadascun formen el dimer
G,. La forma globular G4 és la constituida per dos dimers G; units per interaccions
hidrofobiques. Aquestes tres formes moleculars (G;, Gz i Gs) son simétriques,
hidrofiliques i globulars i, principalment, es troben de manera soluble (Lockridge, et al,
1987). La forma molecular G, és la predominant durant el desenvolupament del cervell;
en canvi, al cervell madur principalment s’hi troba la forma G4. G| augmenta entre 30-
60 % al cortex cerebral de persones amb MA; a més, es troba a les plaques senils
(Arendt, et al, 1992). Es possible que aquest retorn a la forma G; de BChE amb
propietats bioquimiques alterades tingui un paper en la neurodegeneracio (Darvesh, et
al, 2003).

La forma tetramerica (Ga) es pot trobar unida a la membrana a través d’un ancoratge
ric en prolina; en aquest cas és asimeétrica i amfifilica (Massoulie, 2002; Perrier, et al,
2002). Quan el tetramer de BChE esta unit a la membrana a través d’un ancoratge triple-

helix, no-catalitic i ric en prolines de col-lagen (Col-lagen Q), el tetramer s’anomena Ay,
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dos d’ells units Ag i tres constitueixen la forma A, (Feng, ef al, 1999; Massoulie, et al,

1993).

1.3.6 Distribucio de la butirilcolinesterasa al cervell

Les colinesterases presenten una distribucié diferencial al cervell huma. En algunes
arees, la BChE 1 ’AChE presenten una organitzaci6 complementaria i, en altres,
coincideixen. La BChE s’expressa principalment a les neurones i als seus processos
dendritics d’arees que duen a terme funcions cognitives (Manoharan, et al, 2007). En
canvi, I’AChE es caracteritza per una distribucié6 més amplia i es troba principalment al
neuropil, encara que a I’hipocamp també s’expressa en neurones.

A D’amigdala i a I’hipocamp, la BChE s’expressa en neurones i en les dendrites
proximals (Darvesh, et al, 1998), i és present en practicament totes les subdivisions de
I’amigdala. A més, la seva distribuci6 és significativament diferent de la de I’AChE en
aquesta area, ja que I’AChE es troba principalment al neuropil, mentre que la BChE es
troba a les neurones i en els seus processos dendritics. A I’hipocamp, la BChE, igual
que I’AChE, es troba principalment a les neurones de la capa polimorfica del gir dentat i
piramidal. L’ AChE es troba, a més, en el neurdpil. La distribucid especifica de la BChE
en aquestes dues estructures suggereix que la BChE realitza funcions determinades
incloent-hi la coregulacio de la neurotransmissio colinérgica i no colinérgica (Darvesh,
et al, 1998).

Al talem, la BChE s’ha identificat en neurones, sobretot al soma i1 a les dendrites
proximals (Darvesh, et al, 2003). El patré de distribucid de les colinesterases en aquesta
regid pot ser complementari o solapat. Per aixd és possible que algunes neurones
continguin tots dos enzims.

Les neurones del sistema nervids periféric també presenten BChE, com per exemple
el sistema nervids cardiac intrinsec (Darvesh, et al/, 2001).

Al cervell huma, les cel-lules glials, com els astrocits, la microglia 1 els
oligodendrocits, alliberen AChE i BChE a I’espai extracel-lular quan sén activades
(Lane, et al, 2006). Glia positiva per AChE es troba ampliament distribuida per les
capes corticals i subcorticals de la substancia blanca; en canvi, només es troba glia
positiva per BChE en les capes profundes corticals i subcorticals de la substancia blanca
(Wright, et al, 1993). Al cervell sense patologia, la ratio de BChE/AChE positiva en

glia és més elevada al cortex entorinal i inferotemporal (regions susceptibles a la
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patologia Alzheimer) que al cortex somatosensorial i visual (regions poc afectades per

la MA) (Wright, et al, 1993).

1.3.7 Distribucio de butirilcolinesterasa al cervell amb malaltia

d’Alzheimer

La MA es caracteritza per la denervacid colinérgica cortical del 10bul temporal i de
les arees limbiques i paralimbiques. En canvi, el sistema colinérgic del talem i del nucli
estriat queda practicament intacte (Lane, et al, 2006). La pérdua neuronal severa
produeix la reducci6 drastica d’acetilcolina i d’AChE. En canvi, els nivells corticals de
BChE augmenten i estan associats a les plaques senils, als cabdells neurofibril-lars aixi
com als vasos que contenen [-amiloide (Geula i Mesulam, 1989; Geula, et al, 1994;
Guillozet, et al, 1997). A més, s’han trobat productes derivats de la reactivitat de BChE
a cabdells neurofibril-lars, tant intracel-lulars com extracel-lulars, també a neurites
associades a les plaques senils i a axons i dendrites del neuropil (Gomez-Ramos, et al,
1994; Perry, et al, 2003).

L’origen de la BChE present a les estructures patologiques caracteristiques de la MA,
sembla que resideix a les cel-lules glials (Darvesh, et al, 2003), el tipus cel-lular
significativament activat a la MA (Wright, et al, 1993).

Al cortex cerebral de pacients amb MA, el nombre de plaques senils positives per
BChE ¢s significativament superior al present al cervell d’una persona gran sense
demencia, que conté plaques difuses benignes (Mesulam i Geula, 1994). L’activitat de
BChE es detecta en plaques senils madures o en procés de maduracié (Guillozet, et al,
1997; Mesulam i Geula, 1994). Aquesta observacio permet suggerir que la BChE podria
participar en la maduraci6 de les plaques senils de la forma difosa i benigna a la forma
madura, compacta i patologica (Darvesh, et al, 2003). Per tant, la preséncia de
reactivitat per BChE diferencia I’acumulacié de -amiloide de 1’envelliment normal a
I’associat a demeéncia (Lehmann, et al, 2000).

Al cervell normal, I’AChE és I’enzim principal implicat en la neurotransmissio
colinérgica i la BChE només té un paper de suport (Mesulam, et al, 2002). Al cervell de
persones amb MA la ratio entre BChE i AChE en les regions corticals augmenta de 0,2
en cervells normals a 11 en cervells amb MA (Lane i He, 2009). Aquest canvi és
produit per la disminucié de I’AChE en les sinapsis i per un augment de la BChE en la

glia amb la progressio de la MA (Lane i He, 2009).
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L’augment significatiu dels nivells de BChE al cervell de pacients amb MA contrasta
amb la reduccidé d’aquest enzim al liquid cerebroespinal (Mesulam i Geula, 1994) i a les
sinapsis observat mitjangcant tomografia per emissié de positrons (PET) (Kuhl, et al,
20006). Els pacients amb MA 1 nivells alts o moderats de BChE al liquid cerebroespinal
presenten una millor funcidé cognitiva que la resta dels malalts (Darreh-Shori, et al,
2006). Segons Darreh-Shori i collaboradors, nivells elevats de BChE al liquid
cerebroespinal estan condicionats per diferents factors, com per exemple el sexe,

I’estatus d’ ApoE o 1’edat (Darreh-Shori, ef al, 2009).

1.3.8 El gen de la butirilcolinesterasa

El gen BCHE esta situat al cromosoma 3 (39g26), ocupa una regi6é cromosomica de 70
kb i esta format per sis exons. Fins al moment, a la literatura estan descrits quatre exons
del gen BChE que constitueixen el transcrit majoritari del gen. Tanmateix, recentment
s’han descobert dos exons addicionals que només es troben en variants de splicing (VS)
minoritaries, fet que ha variat la numeraci6 exonica (figura 3).

A part del transcrit majoritari, VS3, constituit per I’ex6 1, 2, 4 1 6, s’han detectat tres

VS més (www.genecards.org). La VS1 i VS2 contenen una insercié de I’exd 5 1 3,

respectivament, i la VS4 esta formada per una part de I’exd 1 1 els exons 41 6.

Varjant-A WV ariant-H Warjant-] Variant-K
A209G G4244 A1490T Gl6154

SN 7 N S A U

Figura 3. Representacié esquematica del gen de BChE amb els polimorfismes més freqiients. *

indica el canvi de numeraci6 dels exons; entre paréntesis, la numeracio6 antiga.

1.3.9 Polimorfismes de la butirilcolinesterasa

Fins al moment s’han descrit més de 58 mutacions diferents al gen de la BChE, 55 de
les quals es localitzen a la regi6 codificant (Souza, et al, 2005).

La variant-K de la BChE és la més comuna i es troba present a un ter¢ de la poblacio
caucasica i1 oriental. Es caracteritza pel canvi d’un unic nucleodtid a la posicio 1615,

concretament d’una guanina per una adenina. A conseqiliencia d’aixd una alanina és
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substituida per una treonina a la posicié 539 de la proteina (figura 3), situat al domini de
tetrameritzacio. Aquest canvi influeix directament sobre la capacitat d’hidrolisi de la
variant-K de BChE que disminueix en sérum un 33 % en comparacié amb el genotip
salvatge (Babaoglu, et al, 2004; Darvesh, et al, 2003). A més, cal destacar que el
polimorfisme corresponent a la variant K esta situat a la zona implicada en I’atenuacid
de la formacio de fibril-les de B-amiloide (Diamant, et al, 2006).

Hi ha diferents hipotesis sobre si la variant-K €s un factor de risc o un factor protector
per la MA. D’una banda, la variant-K esta situada a la regi6 C-terminal, que €s essencial
per a la tetrameritzaci6 de BChE i per la seva capacitat d’atenuar la formacié de
fibril-les de P-amiloide (Podoly, et al, 2009). D’altra banda, la variant-K és més
inestable en comparacié amb la forma no mutada, la qual cosa provoca la reduccié de la
seva activitat hidrolitica. Aquest fet comporta que I’acetilcolina és mantingui més temps
i protegeixi de la MA (Podoly, et al, 2009).

En pacients portadors de la variant-K de la BChE la proteina tau es fosforil-la de
manera menys severa al cortex temporal. Aquest descobriment pot tenir implicacions al
tractament de les demeéncies amb inhibidors de colinesterases (Ballard, et al, 2005).

La variant atipica de la BChE o la variant-A esta situada al nucleotid 209 (A209G),
que canvia el cod6 70 de GAT a GGT, resultant el canvi aminoacidic d’una asparagina a
una glicina (D70G, figura 3). La substitucié d’un aminoacid acid a un aminoacid neutre
al lloc anionic de I’enzim pot provocar una disminucié d’afinitat pels ésters de colina
pel fet que I’asparagina-70 sembla que és un component important del lloc anionic
(McGuire, et al, 1989).

La variant-H de la BChE és una variant que redueix un 90 % [’activitat de I’enzim.
Aquest polimorfisme també esta situat a 1’ex6d 2, concretament a la posicid 424 i
comporta el canvi d’una guanina per una adenina (G424A), responsable del canvi d’una
valina per una metionina (V142M, figura 3).

A la posicid 1490 de ’ex6 4 (anteriorment anomenat ex6 3) s’hi troba la variant-J,
caracteritzada pel canvi nucleotidic d’una adenina per una timina (A1490T) i
I’aminoacidic d’un acid glutamic per una valina (E497V, Figura 3). En aquest cas, el
nombre de molécules de BChE circulants esta disminuit un 66 % (Garry, et al, 1976), a
més, aquest polimorfisme es troba associat a la variant-K.

La reduida activitat de BChE deguda a la preséncia de les variants A, K, H i J
produeix una taxa més lenta de progressio de la demeéncia provocada per la MA o per la

DCL (Manoharan, et al, 2007). Aixd no obstant, I’associaci6 entre els polimorfismes de
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la BChE 1 el desenvolupament i la progressié de les demencies continua sent un tema

d’investigacio vigent.

1.3.10 La butirilcolinesterasa atenua la formacio de fibril-les de (-

amiloide

Al cervell de pacients amb MA, BChE colocalitza amb AChE a les plaques senils del
cortex cerebral. L’ AChE sinaptica (AChE-S) promou 1’agregacié de f-amiloide in vitro
(Bartolini, et al, 2003; Inestrosa, et al, 1996a; Inestrosa, et al, 1996b), augmenta la
toxicitat del B-amiloide en cultius neuronals (Munoz i Inestrosa, 1999) i en ratolins
transgenics indueix I’acumulacié de plaques de f-amiloide (Rees, et al, 2005). Totes
aquestes evidéncies suggereixen que 1’AChE esta involucrada en el procés de formacio
de fibril-les de B-amiloide.

Molts estudis han intentat localitzar el domini estructural especific de I’AChE-S que
potencia la nucleacid i la progressié del procés de formacié de fibril-les. Una seqiiéncia
hidrofobica situada prop del lloc d’uni¢ anionic periferic (PAS “peripheral anionic
binding site”) interacciona directament amb el B-amiloide (De Ferrari, et al, 2001) i va
ser proposat d’estar activament involucrat en 1’acceleraci6 de la formacio de fibril-les de
B-amiloide (Inestrosa, et al, 1996b).

BChE també presenta una regio PAS que comparteix algunes propietats estructurals i
fisicoquimiques amb la regi6 PAS d’AChE. El PAS de BChE conté només un dels
quatre residus aromatics que posseeix el PAS de I’AChE i presenta una propietat
bioquimica inversa, principalment, I’activacié de substrat, en lloc de la inhibicio de
substrat caracteristica del PAS d’AChE (Diamant, et al, 2006).

Diversos estudis han demostrat que BChE allarga la fase de nucleacié durant la
formacio de fibril-les de f-amiloide in vitro i alenteix la fase de propagacié (Diamant, et
al, 2006). Els mateixos investigadors han demostrat que BChE actua com a modificador
negatiu del procés de formaci6 de fibril-les i, a més, és capag de suprimir 1’estimulacid
d’aquest procés provocat per AChE-S (Figura 4).

AChE promou la formacidé de fibril-les a través del domini hidrofobic PAS, situat
prop de la part superior del lloc actiu de la gorja. El domini PAS es troba lliure per
formar complexos amb les fibril-les en creixement i, ajuden aixi en el procés de
formacioé del B-amiloide (Alvarez, et al, 1997). En canvi, BChE inhibeix aquest procés a

través del triptofan 8 de la regiéo C-terminal del péptid en un ambient polar (Diamant, et
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al, 2006). El triptofan 8 pot formar complexos heteroaromatics amb monomers o
oligomers curts solubles de B-amiloide (Inouye, et al, 2006; Porat, et al, 2004). El
residu aromatic pot interferir en I’oligomeritzacié i/o en I’estabilitzacié de la cadena
lateral de I’estructura “B-sheet” i inhibir la propagacié del procés de formaci6é de

fibril-les.

Mutacions APP 1

p -

Fibril-les f-amiloide
insolubles 1 1OXiques

Inflamacia

Protofibril-les f-amiloide

4 Ohigomers [l-amiloide

“ Monomers f-amiloide

Figura 4. Esquema de la relacié dels diferents factors que intervenen en la formacié de fibril-les de
B-amiloide en la MA. El color verd indica atenuacié en el procés de formacié de fibril-les de $-amiloide,

en canvi, el color vermell significa un impuls en aquest procés.

A cervell huma, AChE ¢és vint vegades superior a BChE (Soreq i Zakut, 1990). En
sang, el contrari, BChE ¢és tres vegades més abundant que AChE (Loewenstein-
Lichtenstein, et al, 1995). Aquestes diferéncies poden ser fisiologicament importants en
el procés de formacid de fibril-les de P-amiloide perqué hi pot haver comunicaci6

continua entre el cervell i la circulacié sanguinia (Basun, et al, 2002).
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Tot i que s’ha demostrat que la BChE humana interacciona amb les fibril-les de (-
amiloide per atenuar la seva formacid, com també la seva extensid i1 ramificacid
(Podoly, et al, 2008), hi ha altres mecanismes que també explicarien la interaccié entre
la BChE i el $-amiloide. Per exemple, 1’agregacio del p-amiloide disminueix a causa de
I’activitat associada entre la metalocarboxipeptidasa dependent de Zn*" i la BChE
(Bhanumathy i Balasubramanian, 1996). En arees cerebrals afectades per a la MA els
ions de Zn*" i Cu®" interaccionen amb péptids de p-amiloide, el Zn*" canvia I’estructura
de la BChE i, contribueix d’aquesta manera a la formacié de fibril-les de P-amiloide
(Jiang, et al, 2008). Finalment, la BChE pot tenir un paper en el metabolisme dels
lipids. Una alteracié en la composicio lipidica de la membrana pot comportar un canvi
en la integritat sinaptica i en la plasticitat o disminuir la tendéncia dels components de la
membrana, com el gangliosid GM1, a fibril-litzar el f-amiloide (Ariga, et al, 2008).

Normalment es detecta una amplia distribuci6 d’AChE, BChE i la sintesi
d’acetilcolina a les cel-lules vasculars de I’endoteli (Kirkpatrick, et al, 2003). Per aquest
motiu, canvis en el sistema vascular també poden contribuir a patir deméncia (Zlokovic,
2008). Les neurones colinérgiques innerven els vasos sanguinis cerebrals (Toda i
Okamura, 2003) i I’acetilcolina pot augmentar el flux de sang cerebral dilatant
microvasos intracorticals. Perd la disminuci6 de neurones colinérgiques disminueix
aquest flux de sang i augmenta la deposici6 de -amiloide als vasos (Roher, et al, 2002).
Un nombre elevat d’oligomers de f-amiloide, aterosclerosi, angiopatia amiloide
cerebral, respostes vasculars neuroinflamatories o una disminucié de la innervaci
colinérgica de la vasculatura cerebral pot produir una pérdua de la regulacio del flux

sanguini cerebral, angiogenesi insuficient i hipoperfusio cerebral (Wu, ef al, 2005).

1.3.11 Influencia de la variant-K de la BChE en la formacio de fibril-les
de B-amiloide

Tal com ja s’ha mencionat, la BChE atenua la formacié de fibril-les de -amiloide

mitjangant la interaccié de la proteina de la BChE amb el $-amiloide soluble (Diamant,

et al, 2006). Un segment de quaranta aminoacids situat a la regié C-terminal de la

molécula de la BChE és responsable de la inhibicio de ’agregacié de p-amiloide. Els

inhibidors de colinesterases utilitzats per al tractament de la MA no afecten aquest

procés, ja que la diana d’aquests farmacs es troba al centre catalitic, el qual resta

allunyat de la regié C-terminal (Liang, ef al, 2009).
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1 Introduccio

L’expressio de la BChE en presencia de la variant-K disminueix, igual que 1’accio
catalitica, com també 1’activitat antiagregant del B-amiloide (Lane i He, 2009). A més,
el fet que aquest polimorfisme estigui situat a la regi6 C-terminal també pot comportar
un canvi conformacional en aquesta regi6 i disminuir la capacitat d’atenuar la formacid
de fibril-les de f-amiloide (Diamant, et al, 2006). Per aquests motius, la patologia
relacionada amb la MA pot experimentar una acceleraci6 en els malalts portadors de la
variant-K, sobretot en preseéncia d’altres factors com I’al-lel €4 de I’apoE, que acceleren
la producci6 de B-amiloide i augmenten la vulnerabilitat a la toxicitat per f-amiloide

(Lane, et al, 2008).

1.3.12 Inhibidors de colinesterases com a tractament en la malaltia

d’Alzheimer

La BChE i ’AChE son els dos enzims que regulen 1’acetilcolina al cervell huma
(Mesulam, et al, 2002). A causa del marcat déficit de la transmissio colinérgica en la
MA i la seva correlacid6 amb déficits de memoria i cognitius, aquests dos enzims sén
dianes en el tractament de la MA amb inhibidors de colinesterases (Lane, et al, 2006).

Primerament es van utilitzar inhibidors de 1’AChE que prolongaven 1’acci6 de
I’acetilcolina a la sinapsi. Aquests farmacs només produien efectes pal-liatius, perd no
alteraven el curs de la malaltia (Bailey 1 Lahiri, 2009).

Tal com ja s’ha mencionat anteriorment, al cervell huma AChE predomina mentre
que BChE presenta nivells baixos. En canvi, al cervell de persones amb MA 1’activitat
enzimatica esta alterada, BChE augmenta i AChE disminueix (Perry, et al, 1978). Com
que 1’objectiu del tractament de la MA és augmentar 1’acetilcolina, inhibir totes dues
colinesterases en provoca un augment de 1’acetilcolina. Aquest tractament serveix per
reduir els simptomes i prolongar I’accié de I’acetilcolina a les sinapsis de les neurones
colinergiques que encara son funcionals (Darreh-Shori, et al, 2009).

Recentment, inhibidors especifics de la BChE també han estat desenvolupats i
caracteritzats (Kamal, er al, 2006). Dos d’ells, bisnorcymserine i
phenethylnorcymserine, augmenten els nivells d’acetilcolina i milloren la funcid
cognitiva en rates adultes (Greig, ef al, 2005). Caldra fer més estudis per identificar quin

¢és el millor tractament.
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2. Objectius

Els objectius d’aquest treball s’inscriuen dins de la linia d’investigacid sobre
mecanismes moleculars involucrats en la patogenesi de les sinucleinopaties que es
desenvolupa des de 1’any 2003 al grup de recerca Patologia Molecular i Estructural del
Servei d’ Anatomia Patologica de 1’Hospital Germans Trias i Pujol.

Aquestes malalties, juntament amb la malaltia d’ Alzheimer, es caracteritzen per una
marcada afectacid6 colinérgica. En els ultims anys, el coneixement sobre les
colinesterases ha augmentat significativament. Per aquest motiu en aquest treball s’ha
estudiat el paper de la butirilcolinesterasa en la deméncia amb cossos de Lewy pura,
deméncia amb cossos de Lewy comt, malaltia de Parkinson i atrofia multisistémica en
comparacio amb la malaltia d’Alzheimer i amb individus control. Concretament, s’ha
analitzat el gen de la BChE i la seva expressido a nivell d’'mRNA en cervells post
mortem de les malalties anteriorment esmentades.

A causa del solapament dels simptomes entre la DCL i la MA, freqiientment la DCL
es diagnostica de manera erronia, motiu pel qual no es pot aplicar el tractament adequat.
Fins al moment, no s’ha descobert cap biomarcador genétic especific per al diagnostic
d’aquesta malaltia. Com a conseqiiéncia, un altre objectiu, més ambicios, era detectar un

marcador especific per a les deméncies amb cossos de Lewy.

Objectius concrets

1. Determinar els genotips corresponents a la variant-K de la BChE a totes les
mostres de cervell diagnosticades neuropatologicament de DCLp, DCLc, MP,
AMS, MA i controls, com també, a les mostres de sang procedents de MA, MP i
AMS en comparacié amb controls.

2. Estudiar els polimorfismes exonics a les mostres de cervell.

3. Caracteritzar el promotor de la BChE mitjangant seqiienciacio.

4. Estudiar la freqiiencia genotipica dels polimorfismes descoberts a totes les
mostres de cervell diagnosticades neuropatologicament de DCLp, DCLc, MP,
AMS, MA i controls, aixi com, a les mostres de sang procedents de MA, MP i
AMS en comparaci6é amb controls.

5. Detectar un marcador especific per a les DCL mitjangant la combinacié dels

polimorfismes del promotor i la variant-K.
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6. Analitzar D’expressié de les quatre variants de splicing de BChE a nivell
d’mRNA en diferents arees cerebrals de DCLp, DCLc, MP, AMS, MA i mostres
control per establir possibles diferéncies en el patr6é d’expressio de cada malaltia.

7. Determinar per immunohistoquimica la preséncia de BChE als cossos de Lewy.
Concretament, s’han estudiat mostres de cortex frontal i de nucli caudat a la

DCLp, DCLc i ala MA.
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3. Materials i métodes

3.1 Mostres

3.1.1 Mostres de teixit

El Banc de Teixits Neurologics de I’Hospital Clinic de Barcelona i el Banc de
Cervells de I’Hospital Universitari de Bellvitge ens van cedir mostres congelades de
teixit de cortex frontal, nucli caudat, cerebel i cortex temporal.

En aquest estudi es van incloure mostres de vint-i-cinc cervells amb MA que
mostraven un gran nombre de plaques senils i cabdells neurofibril-lars perdo no CL, de
dotze cervells amb DCLp amb abundants CL perd sense plaques senils ni cabdells
neurofibril-lars, de vint-i-quatre cervells amb DCLc que presentaven tots tres tipus de
lesions (plaques senils, cabdells neurofibril-lars i CL). A més, es van analitzar cinc
cervells amb MP amb preséncia de patologia tipus Lewy Unicament al tronc de
I’encefal, sis cervells amb AMS que presentaven inclusions citoplasmatiques glials i
vint-i-cinc cervells control sense lesions neuropatologiques significatives (vegeu
I’annex).

A més, mostres congelades de cortex frontal, cortex temporal, cortex parietal, nucli
caudat, amigdala, nucli optic basal de Meynert, substancia negra i cerebel van ser
obtingudes de 1’Hospital Universitari de Bellvitge. Finalment, cortex frontal i parietal de
fetus provinents del Banc de Teixits de ’Hospital Universitari Germans Trias i Pujol
(HUGTTIP) de Badalona també van ser incloses en I’estudi.

A banda, el Banc de Teixits de I’Hospital Universitari Germans Trias i Pujol
(HUGTIP) de Badalona ens va cedir mostres congelades de teixits perifrics,
concretament de pell, pulmo, prostata, ronyo, melsa, cor, fetge, muscul, mama, uter,

testicle i sang.

3.1.2 Mostres de sang per a I’estudi poblacional

Es van obtenir mostres de sang periferica de pacients amb MA i individus control de
la poblacidé corresponent a I’area sanitaria del Hospital Universitari Germans Trias i
Pujol (HUGTIP) de Badalona. Es van incloure 230 pacients amb MA (rang d’edat: 46 a
86 anys; mitjana 71,1 anys; desviacid estandard: 8,3; proporcié de dones a homes:
1:1,6) 1 160 individus control (rang d’edat: 45 a 91 anys; mitjana 68,8 anys; desviacio
estandard: 8,9; proporcié de dones a homes: 1: 1,5). Tots ells pertanyien a la poblaci6

local i van ser diagnosticats al Servei de Neurologia del HUGTIP segons el criteri
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DSM-IV (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders) i NINCDS-ADRDA
(National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke and the

Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association).

3.1.3 Mostres de sang de pacients amb malaltia de Parkinson i atrofia

multisistémica

Totes les mostres de sang periferica per a I’extraccié de DNA van ser obtingudes a la
Unitat de Trastorns del Moviment del Servei de Neurologia de I’Hospital Clinic de
Barcelona. La sang va ser extreta de vint-i-tres pacients amb MP (rang d’edat: 60 a 83
anys; mitjana d’edat: 70,7 anys; desviacid estandard: 8,7; proporcié de dones a homes:
1:1,25) diagnosticats segons els criteris de United Kingdom Parkinson’s Disease Society
Brain Bank. Vint-i-un pacients amb AMS (rang d’edat: 52 a 76 anys; mitjana d’edat
59,2 anys; desviacid tipica: 5,9; proporcid6 de dones a homes: 1:0,6) van ser
diagnosticats segons els criteris establerts per Quinn també a la Unitat de Trastorns del
Moviment del Servei de Neurologia de I’Hospital Clinic de Barcelona. Catorze
d’aquestes mostres corresponien a pacients amb AMS de tipus parkinsonia (rang d’edat:
52 a 76 anys; mitjana d’edat 60 anys; desviacié estandard: 6,7; proporcié de dones a
homes: 1:0,1) i les set restants eren de tipus cerebel-lar (rang d’edat: 53 a 65 anys;

mitjana d’edat 57,8 anys; desviacid estandard: 4,8; proporcié de dones a homes: 1:5).

3.2 Extraccio d’acids nucleics i proteines

L’extraccié d’RNA i de DNA a partir de teixit es va dur a terme mitjangant el TRI-
REAGENT® (Sigma-Aldrich). El reactiu TRI-REAGENT® combina fenol i tiocianat de
guanidina en una solucié monofase que inhibeix de forma efectiva I’activitat RNasa. En
canvi, les proteines totals es van obtenir a partir de teixit homogeneitzat en un tampo

especific per a aquesta finalitat.

3.2.1 Extraccio d’RNA

Homogeneitzacio: 100 mg de teixit van ser homogeneitzats en 1 mL de TRI-
REAGENT® en un tub Eppendorf d’1,5 mL mitjangant el Pellet Pestle® (Sigma-
Aldrich).
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Separacio de fases: els homogeneitzats es van incubar durant 5 minuts a temperatura
ambient 1 posteriorment se’ls va afegir 100 uL de 1-bromo-3-cloropropa (Sigma-
Aldrich). La mescla es va agitar per inversié durant 15 segons i es va incubar durant 15
minuts a temperatura ambient. Es va centrifugar a 12.000 g durant 10 minuts a 4 °C per
separar la fase aquosa que contenia I’RNA de la interfase que contenia el DNA.

Precipitacio de I’RNA: la fase aquosa va ser transferida a un tub Eppendorf nou. Les
fases restants van ser guardades a 4 °C fins a la seva utilitzacio. L’RNA va ser precipitat
amb 500 uL d’isopropanol, es va incubar 10 minuts a temperatura ambient i centrifugar
a 12.000 g durant 8 minuts (4 °C).

Rentats de I’'RNA: després d’eliminar-ne el sobrenedant, el sediment (pellet) es va
rentar amb 1 mL d’etanol al 75 % i centrifugar a 7.500 g durant 5 minuts (4 °C).

Solubilitzacio de I’RNA: el sediment es va assecar a temperatura ambient durant 5
minuts i va ser resuspes en 60 uL. d’aigua tractada amb DEPC (Invitrogen).

Quantificacio de I’RNA: ’'RNA es va quantificar mesurant-ne 1’absorbancia a 260
nm, la seva puresa es va comprovar mitjancant les ratios a 260 i 280 nm i la seva
integritat, a través d’una electroforesi en un gel d’agarosa tenyit amb bromur d’etidi o
SybrSafe (Invitrogen). Les mostres d’RNA es van guardar a —80 °C fins al moment de la

seva utilitzacio.

3.2.2 Extraccio de DNA

a- Extraccio de DNA a partir de mostres de teixit

Precipitacio del DNA: es van afegir 300 uL d’etanol absolut per cada mL de TRI-
REAGENT® inicial al tub amb la interfase i la fase organica. Es va mesclar per inversio
i es va incubar durant 2-3 minuts a temperatura ambient. El DNA va sedimentar per
centrifugaci6 a 2.000 g durant 5 minuts a 4 °C.

Rentats del DNA: el sobrenedant de fenol—etanol va ser eliminat i el sediment (que
contenia el DNA) va ser rentat dues vegades amb 0,1 M de citrat de sodi en un 10 %
d’etanol, es va utilitzar 1 mL per cada mil'lilitre de TRI-REAGENT® inicial. Cada
rentat consistia a incubar el sediment durant 30 minuts a temperatura ambient, barrejant-
lo periddicament i a centrifugar a 2.000 g durant 5 minuts (4 °C). Posteriorment, es va
afegir 1,5 mL d’etanol al 75 % i es va incubar 20 minuts a temperatura ambient,

barrejant periodicament; finalment, es va centrifugar 5 minuts a 2.000 g (4 °C).
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Solubilitzacio del DNA: es va assecar el sediment a temperatura ambient i es va
dissoldre en 300 uL. NaOH 8 mM pipetejant repetidament. El material insoluble es va
eliminar mitjangant centrifugacié a 12.000 g durant 10 minuts. Es va recuperar el DNA

dissolt en el sobrenedant i es va transferir a un tub nou. E1 DNA es va guardar a 4 °C.

b- Extracciéo de DNA a partir de sang

Es van mesclar per inversi6 200 pL de sang amb 300 pL de tampé de lisi (5 mM
MgCl,, 10 mM Tris, 0,5 M sacarosa i 1 % Triton X-100) i 200 uL de iodur de sodi (Nal,
Biol01 inc.). Després d’una incubaci6 de 5 minuts a temperatura ambient, es va aplicar
la barreja a una columna que contenia filtres GF/c. Es va centrifugar a 12.500 rpm
durant un minut a 4 °C. A continuacid es van fer tres rentats amb 200 pL de tamp6 de
rentat (70 % etanol, 100 mM NaCl i 10 mM Tris) i un quart, amb 20 puL aigua lliure de
DNases i RNases (Sigma-Aldrich).

Per I’elucio del DNA es van dur a terme dues centrifugacions més amb 80 pL. d’aigua

lliure de DNases i RNases (Sigma-Aldrich) cada una. El DNA es va guardar a 4 °C.

3.3 Genotipat

La deteccio de polimorfismes addicionals a les variants genotipiques ja descrites en el
gen de BChE es va fer mitjangant la seqiienciacié del seu promotor. Els diferents
polimorfismes van ser estudiats en DNA extret de cervell de 25 pacients amb MA, 12
DCLp, 24 DCLc, 5 MP, 6 AMS i en 25 controls, com també, a mostres de DNA de sang
de 230 pacients amb MA, 23 amb MP, 21 amb AMS i 160 individus control. Les
variants descrites i polimorfismes descoberts al promotor (figura 5) es van estudiar
mitjangant PCR mutacié especifica, PCR 1 digestié enzimatica o PCR 1 analitzador

gengétic.

Variant-A Variant-H Wariant-J Variant-K
A209G G4244 A1490T G1615A

IxOQ "
M1A|1Bm 2 M 3 |_y_| 40 |471 5 <|71716A(4)* |6Ei(4)* |

Figura 5. Representaci6é esquematica del gen de BChE amb les variants i polimorfismes estudiats. *

indica el canvi de numeraci6 dels exons, entre paréntesis la numeracio6 antiga.
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3.3.1 PCR i seqiienciacio

PCR (polymerase chain reaction): la seqiiencia promotora de BChE esta constituida
per 2.293 parells de bases (pb). Per a la seva seqilienciacid es van dissenyar tres
reaccions de PCR diferents: en la PCR1 es va amplificar un producte de 838 pb (situat
entre els nucleotids —1.869 1 —1031), en la PCR2 un producte de 837 pb (-1.152 1 -315)
i en la PCR3 un fragment de 688 pb (—457 1 +231). Les condicions de la PCR van ser
les segiients: 1,7 mM de MgCl, (Ecogen), 200 uM de cada dNTP (Ecogen), 2 pmol de
cada encebador (taula 1), 1 wunitat d’EcoTaq DNA polimerasa (Ecogen) i
aproximadament 30 ng de DNA en un volum final de 15 pl. Els programes de PCR
utilitzats constaven d’una desnaturalitzacio inicial de 5 minuts a 95 °C, seguit per una
desnaturalitzacié de 40 segons a 95 °C; posteriorment un temps d’unié de 40 segons a
una temperatura de 58 °C per la PCR1 i 60 °C per a les PCR 2 i 3, a continuacié 90
segons a 72 °C, i una extensi6 final de 7 minuts a 72 °C. La PCR1 es va fer amb 30

ciclesiles PCR 21 3, amb 35 cicles.

Taula 1. Encebadors utilitzats per seqiienciar el promotor.

Seqiiencia (5’—p 3°) Fragment a seqiienciar
BChEprom1UA TGATAGGCTGACCGTATGCT 1
BChEprom2UA TCTCTTGGAAGCAGTTGACAT 2
BChEprom2UB AGATACATATCAGAGACATCCATT 3
BChEpromS6 CCATTATAGCTTCAATCTGTGC 2
BChEproml1L ACCTCATCAGATGAGAAAGC 1
BChEprom2L GAAGAGATCACTCTCATCCC 3

Purificacio del producte de PCR: préviament a la seqiienciacio, cada producte de

PCR va ser purificat amb I’ExoSap-IT kit (GE Healthcare) per eliminar-ne restes

d’encebadors 1 ANTP de la reaccié de PCR. A 5 uL de producte de PCR s’hi van afegir

2 ulL d’ExoSap-IT, es van incubar a 37 °C durant 15 minuts perqué actuessin les

exonuclesases 1 les fosfatases alcalines seguida per una inactivacido a 80 °C durant 15

minuts.

Reaccid de seqgiienciacio: la seqienciacio es va dur a terme en un sequenciador ABI

PRISM™ 3100 (Perkin Elmer). Les reaccions de seqgiienciacid tenien un volum final de

7,5 uL i contenien 3 ulL de BigDye (BigDye™ Terminator vs 1,1 Cycle Sequencing

Kit, Perkin Elmer), 10 pmol/ulL d’encebador 1 4 uL del producte de PCR purificat. El
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(vegeu I’apartat anterior)

Precipitacio: els productes de seqlienciacié es van precipitar mitjangant 0,125 M
EDTA i etanol, i es van resuspendre en 20 uL de formamida Hi Di (AbiPrism; Perkin
Elmer) després de fer un rentat amb etanol del 75 % 1 d’assecar els productes de
seqiienciacid. Posteriorment, es van desnaturalitzar les mostres durant 2 minuts a 95 °C i
es van posar immediatament en gel, on es van mantenir durant un minim de 5 minuts.
Finalment, les mostres examinat

Els resultats van ser examinats amb el programa Sequence Scanner

software versio 1,0 (Applied Biosystems).

3.3.2 Analisi de polimorfismes

a- PCR mutacio especifica

La PCR mutaci6 especifica consisteix en una PCR amb tres encebadors per a cada
polimorfisme, un dels quals conté la mutaci6 i és 20 parells de bases més llarg. Aixi
s’obtenen fragments de diferents mides corresponents a tots dos al-lels, facilment
distingibles per electroforesi. Aquest métode s’ha utilitzat per genotipar els segiients
polimorfismes del promotor: A—1314G, A—795G, C-558T i la variant-K present a 1’exd
6.

Les condicions de la PCR van ser les segiients: 1,7 mM de MgCl, (Ecogen), 200 uM
de cada ANTP (Ecogen), 2 pmol de cada encebador (4 pmol del BChE-1314G) (taula 2),
1 unitat d’EcoTaq DNA polimerasa (Ecogen) i aproximadament 30 ng de DNA en un
volum final de 15 pl. Els programes de PCR utilitzats s’especifiquen a la taula 3.
Després de la reaccid de PCR, els productes obtinguts van ser separats en gels d’agarosa
d’alta resolucié (Ecogen) al 3 % i fotografiats amb el sistema de captura d’imatge
MiniBisPro (DNR) per determinar el genotip de cada mostra estudiada.

A la figura 6 s’observen exemples dels quatre polimorfismes analitzats mitjangant
aquesta técnica. de la variant-K estaven representats per
fragments de ( o al-lel salvatge) ( ). el polimorfisme A-
1314G per fragments de 153 pb (allel A) i 133 pb (allel G), el polimorfisme A-795G
per fragments de 124 pb (al-lel A) i 104 pb (al-lel G) i el polimorfisme C-558T per
fragments de 145 pb (allel T) i un 125 pb (al‘lel C).
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BChE variant-K
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BChE C-558T ‘ BChE A-795G

Figura 6. Analisi de la variant- K i dels polimorfismes del promotor A-1314G, A—795G i C-558T de
la BChE en un gel d’agarosa_d’alta resolucié al 3%. Variant-K: carril 1: marcador de pes molecular,

carrils 3, 5, 6 1 7: genotip WW, carrils 2, 4, 8, 91 10: genotip WK i carril 3 genotip KK. BChE A-1314G:

carril 1: marcador de pes molecular, carrils 2, 3 i 6: genotip GG; carrils 4 i 10: genotip AA i carrils 5, 7, 8
i 9: genotip AG. BChE C—558T: carril 1: marcador de pes molecular, carrils 2, 5, 7 i 10: genotip TT,
carrils 4, 6, 9: genotip TC i carrils 3 i 8: genotip CC. BChE A—795G: carril 1: marcador de pes molecular,
carrils 4, 5, 6,7, 81 9: genotip AA, carrils 2, 3 1 10: genotip AG.

b- PCR i digestio
Les variants A 1 H de I’ex6 2 i la variant J de 1’exd 4 s’han estudiat digerint el

producte de PCR amb I’enzim de restriccio corresponent.

Les reaccions de PCR contenien 1,7 mM de MgCl, (Ecogen), 200 uM de cada ANTP

(Ecogen), 2 pmol de cada encebador (taula 2)., 1 unitat d’EcoTag DNA polimerasa

(Ecogen) 1 aproximadament 30 ng de DNA en un volum final de 15 uL. Els programes

de PCR utilitzats s’especifiquen a la taula 3.

La variant—A de BChE es va estudiar a partir d’un producte de PCR de 174 pb.

Després de la digestid enzimatica amb Mbol (Fermentas) durant la nit a 37 °C, I’al-lel A

s’identificava per la preséncia de tres fragments de 104, 45 1 25 pb; i I’al-lel G (mutat),

per la preséncia de dos fragments de 129 1 45 pb.
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Per avaluar la variant-H de BChE el fragment de PCR resultant de 210 pb s’ha

digerit amb Hphl (Fermentas) durant la nit a 37 °C. L’al-lel G es caracteritzava per dos

fragments de 106 1 77 pb. 1 1’al-lel T (mutat) per dos fragments de 132 1 77 pb.

La variant—J es va analitzar a partir d’un producte de PCR de 177 pb després de la

digestio amb Rsal (Fermentas) durant tres hores a 37 °C (Bartels, et al, 1992). El

fragment sense digerir representava 1’al-lel A 1 dos fragments de 117 1 60 pb s’obtenien

en preséncia de I’al-lel T (mutat).

c- PCR i analitzador genétic

Entre les posicions 215 1 -221/-222 del promotor de BChE hi ha 7 o 8 timines (T)
seguides. Per analitzar el nombre de T que presenta cada mostra es va fer una PCR amb

els encebadors BChE poliT-U i BChE poliT-L (Taula 2), el primer marcat amb el

fluorocrom FAM per poder detectar els fragcments obtinguts per fluorescéncia.

Les condicions de la PCR van ser les segiients: 1,7 mM de MgCl, (Ecogen), 200 pM
de cada ANTP (Ecogen), 2 pmol de cada encebador, 1 unitat d’EcoTaq DNA polimerasa
(Ecogen) i aproximadament 300 ng de DNA en un volum final de 15 pl. El programa de
PCR utilitzat s’especifica a la taula 3.

2 uL del producte de PCR, d’una mida de 196 pb, juntament amb 10 pL formamida

Hi-Di 1 0,5 pLL de ROX (Applied Biosystems) van ser aplicats a ['analitzador genctic

ABI PRISM"™ 3100 (Perkin Elmer). Els resultats van ser examinats amb el programa

Peak Scanner software versioé 1,0 (Applied Biosystems).

Taula 2. Encebadors utilitzats per a la determinacio dels polimorfismes.

BChE A-1314G Seqiiéncia (5°—  3°)

BChE-1314G TACACAAAAGGTACAGAATACAC

BChE-1314A TTATGTAATAACAAGTTAGTTACACAAAAGGTACAGAATACAT
BChE-1314U TCTTGAACTCCCAGACTGAAGCA

BChE A-795G

BChE -795G TAATCTTCTGTAAGTGATAGCC

BChE —795A TTCTCAATGCAATATATTCTTAATCTTCTGTAAGTGATAGCT
BChE -795U AAGTGCTCCACCTGCAAATATTA

BChE C-558T

BChE —558L TGTCTCTGATATGTATCTCCTT

BChE —558TL TATTCATTTTATTTTTCCTGTCTTGACCAGAAAATTTGTGGT
BChE -558CS TCTTGACCAGAAAATTGTGGC

BChE poliT

64




3. Materials i métodes

BChEpoliT-U [FAM] TCAATAATAGCACTACTTTAGAATGA
BChEpoliT-L AGGTAGTCTTCTAAGAATGAAGA

BChE variant-A

BChE 2U1 ACCTCTTGGTAGACTTCGATTCAA

BChE 2L1 TAAAGATGATGTTAAAGTTTGAAAAG
BChE variant-H

BChE 2U2 TCCAGGAGTGAGTGAGTTTG

BChE 212 AGTTTGGAGGATCGGTGTTC

BChE variant-J

BChE ex3U GGAATCCAAATGAGACTCAGA

BChE ex3L CAGACACACCTGTCATTTCC

BChE variant-K

BChE ex4U CTGTACTGTGTAGTTAGAGAAATTGGC
BChE ex4K ATGGAATCCTGCTTTCCACTCCCATTCCGT

BChE ex4W ATCATGTAATTGTTCCAGCGTAGGAATCCTGCTTTCCACTCCCATTCTCC

Taula 3. Programes de PCR utilitzats per a ’analisi dels polimorfismes.

nombre | desnaturalitzacio desnaturalitzacid unié extensio
de cicles inicial
BChE A-1314G 34 95°C, 5’ 95 °C, 40" 62°C,30"| 72°C, 45"
BChE A-795G 36 95°C, 5’ 95 °C, 40" 57°C,40"| 72°C, 45"
BChE C-558T 36 95°C, 5’ 95 °C, 40" 57°C,40"| 72°C, 40"
BChE polyT 30 95°C, 5’ 95 °C, 40" 57°C,40"| 72°C, 50"
BChE variant-A 35 95°C, 5’ 95 °C, 30" 50°C,30"| 72°C, 45"
BChE variant-H 32 95°C, 5’ 95 °C, 30" 51°C,30"| 72°C, 45"
BChE variant-J 35 95°C, 5’ 95 °C, 40" 55°C, 60" | 72°C, 1'30"
BChE variant-K 35 95°C, 5’ 95 °C, 40" 62°C,40"| 72°C, 50"

d- Analisi estadistica per analitzar els polimorfismes

Les freqliencies al-leliques i genotipiques van ser calculades mitjangant el recompte
d’al‘lels i genotips.

Es van fer dos tipus d’analisi estadistica segons la mida de la mostra. Primerament, es
van calcular les distribucions al-leliques i genotipiques de les mostres diagnosticades
neuropatologicament, els grups de les quals estaven formats per un nombre reduit

d’individus.

65




3. Materials i métodes

La diferéncia entre la mitjana dels genotips va ser avaluada utilitzant el test t Student.
Valors p < 0,05 van ser considerats resultats estadisticament significatius.

El testy® va ser utilitzat per fer I’analisi preliminar de la distribucio al'lélica i
genotipica al grup de pacients amb diagnostic clinic de MA en comparacié amb el grup
control. La desviaci6 de les freqliencies al-leliques i genotipiques en equilibri Hardy-
Weinberg va ser calculada emprant el test y* observat—esperat estandard. El risc de patir
la MA segons els diferents al-lels o genotips va ser estimat mitjancant regressio logistica
amb correccions per sexe i edat de debut dels pacients amb MA i per sexe i edat dels
controls.

Les combinacions genotipiques van ser obtingudes combinant tots els genotips
possibles de cada polimorfisme del promotor de BChE juntament amb la variant-K. La
distribuci6é malaltia—especifica va ser testada mitjangant una analisi de correspondéncia
(CORRESPONDENCE, Version 1.1, Data Theory Scaling Group (DTSS), Faculty of
Social and Behavioral Sciences, Leiden University, Holanda). Aquest test s’utilitza per
analitzar les relacions de dependéncia i independéncia d’un conjunt de variables
categoriques a partir d’una taula de contingéncia des d’un punt de vista grafic. Les
taules de contingéncia obtingudes van permetre avaluar la relaci6é entre les diferents
combinacions genotipiques i les malalties i1 revelar la proporcié de cada combinacid
genotipica present a totes les malalties i als controls. Només van ser analitzades les
combinacions genotipiques presents especificament a la DCLp i/o DCLc, aixi com les
combinacions genotipiques especifiques per a la MA.

L’analisi de correspondéncia en dues dimensions va ser utilitzada com a técnica
efectiva per analitzar taules de dos eixos, incloent-hi com a categories les combinacions
genotipiques (files) i les diferents malalties (columnes).

Totes les analisis estadistiques van ser fetes amb el programa SPSS per a Windows

(versio 17.01, SPSS Inc.).

3.4 Determinacio de ’expressio relativa per a PCR a temps real

L’expressio relativa de les diferents variants de splicing (VS) de BChE es va fer per a
PCR a temps real en dos passos: a partir del cDNA obtingut després de la reaccié de

retrotranscripci6 es realitzava la PCR a temps real.
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3.4.1 Transcripcio inversa

La sintesi de cDNA es va dur a terme mitjancant el kit “Ready-To-Go ™ You- Prime

First — Strand Beads” (GE Healthcare). Despres de desnaturalitzar 2 ug d’RNA a 65 °C

durant deu minuts, aquests es van incubar juntament amb 3 ng/ul d’encebadors

aleatoris en un volum final de 32 uL al tub amb les “first-strand beads” a 37 °C durant

una hora. El cDNA resultant es va guardar a —20 °C.

3.4.2 Disseny d’encebadors variant de splicing especifics

El transcrit majoritari (VS3) de I’enzim BChE conté quatre exons (1, 2, 4 i 6), tal com
s’observa a la figura 7. Les altres tres VS, fins al moment no estan descrites a la
literatura biomedica, perd la seva seqiiéncia es troba a la pagina web:

www.genecards.org i la seva estructura esta representada a la figura 7.

- T [ [+
vst [1a | 1B 2 4 5 BA 6B
e |
e T 1
vs2 | 1A | 1B 2 3 4 BA BB
+~— \/
| —

VS3 - 2 4 IENER

VsS4 4 |BA |

Figura 7. Representacié esquematica de les 4 VS de BChE. Les fletxes blaves indiquen la situacié dels

encebadors utilitzats.
Per estudiar la preséncia de les VS en les mostres de cervell es van dissenyar

encebadors especifics per a cada VS (taula 4) i es van estandarditzar els programes de

PCR presents a la taula 5. Cada parella d’encebadors amplifica una unica VS.
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Taula 4. Encebadors utilitzats per amplificar les VS de BChE i g-actina.

Mida
VS Encebador Seqiiéncia 5'-3'
fragment
vs1  |BChE 4/5U08RNA | GAA ATG ACA GGC TGA GGA GT 259 pb
BChE 6L08RNA GCC TTG ATC TAA AGG AAA AT
vs2  |BChE2/3UOBRNA | GCA AAA TAT GGC TGT TCT TCC T 220 pb
BChE 4LOSRNA TCG ACA TTG TTG AGC ACG TA
vs3 |BChE2U GAGTAGATCCATAGTGAAACGG 261 pb
BChE 6LRNA CAGCGATGGAATCCTGCTTT
VS4 | BChE 1C/4UO9RNA | CAG AGA ATC GGG AAT CCA AAT 227 pb
BChE6LRNA CAGCGATGGAATCCTGCTTT
B.actina |B.act2U TCTACAATGAGCTGCGTGTG 229 pb
B.act3L TAGATGGGCACAGTGTGGGT
Taula 5. Programes de PCR utilitzats per amplificar les VS de BChE.
nombre desnaturalitzacio
de ciclos — desnaturalitzacio unioé extensio
BChE-VSI1 40 95°C, 5' 95 °C, 40" 58°C, 40" | 72°C, 50"
BChE-VS2 40 95°C, 5' 95 °C, 40" 60°C, 40" | 72°C, 50"
BChE-VS3 38 95°C, 5' 95 °C, 40" 55°C, 40" | 72°C, 50"
BChE-VS4 38 95°C, 5' 95 °C, 40" 58°C, 40" | 72°C, 50"

3.4.3 PCR a temps real

L’expressio relativa de les diferents VS de BChE es va determinar mitjangant el
Rotor-Gene 6000 (Corbett Life Science, Sydney, Australia).

L’analisi de I’expressio relativa de les diferents VS de BChE es va dur a terme
emprant encebadors especifics per a cada una d’elles. Per al disseny d’aquests
encebadors es van tenir en compte els parametres segiients:

1. Els productes de PCR no podien superar els 260 pb de longitud.
2. Els encebadors havien d’estar situats en diferents exons per evitar la possible co-
amplificaci6 amb DNA.
3. Almenys un encebador havia de ser VS especific.
4. Laseqiiencia de I’encebador no podia contenir cap polimorfisme conegut.
La B-actina es va utilitzar com a gen de referéncia per normalitzar els resultats de la

PCR a temps real (vegeu la seqiiencia dels encebadors emprats a la taula 4).
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Amb la finalitat de minimitzar la formacié de dimers pels encebadors, que sobretot
podrien interferir als resultats en el cas d’amplificar transcrits minoritaris, es va utilitzar
el kit per a PCR a temps real QuantiTect SYBR Green (QiaGen, Hilden, Germany). Les
reaccions amb un volum final de 15 uL contenien 7,5 p L de 2x Quantitect SYBR
Green, 16 pmol de cada encebador i 1 uL. de cDNA. El programa de PCR emprat
s’iniciava amb una desnaturalitzacié de 15 minuts, seguida per 40 cicles de 30 segons a
95 °C, 30 segons d’anellament a 56 °C 1 una extensid estandard a 72 °C, al final de la
qual s’adquirien les dades de fluorescéncia. Totes les reaccions de PCR finalitzaven en
una analisi de fusio (“melting”) de 50 a 99 °C per determinar I’especificitat del producte
(figura 8). A més, aquest s’analitzava mitjancant electroforesi en un gel d’agarosa per
comprovar la mida del producte obtingut.

Mitjancant la PCR a temps real es van estudiar els nivells d’expressio relativa de VS3
1 VS4. Aquests experiments es van dur a terme en cDNA de MA, DCLp. DCLc, MP,

AMS i de controls provinents de: cortex frontal, cortex temporal, nucli caudat i cerebel.

Figura 8. Exemple del grafic ’analisi de fusié (“melting”) de VS3 de BChE proporcionat pel
software del Rotor Gene 6000.

3.4.4 Metode delta delta Ct

El métode 2724¢

, 0 tamb¢ anomenat AACt, és utilitzat per calcular els canvis relatius
dels nivells d’expressid génica determinats per PCR a temps real, permet concretar les
diferéncies en la concentracio de les diferents mostres i esta basat en la normalitzacio

-AACt N . .
28ACt esta condicionada a les

amb un gen de referéncia. La validesa del metode
eficiencies d’amplificacié aproximadament iguals del gen diana i del gen de referéncia

(Livak 1 Schmittgen, 2001). Per aconseguir eficiéncies similars entre el gen d’interes i el
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gen de referéncia es van testar diferents parelles d’encebadors i diferents temperatures
d’anellament. Com que les eficiéncies de la PCR poden variar a cada experiment
(Schefe, et al, 2006), es van incloure corbes estandard, obtingudes a partir de la diluci6
d’un mateix ¢cDNA control a cada experiment i no tan sols a I’inicial. Només els
experiments que presentaven eficiéncies similars juntament amb una corba estandard

correcta (R > 0,99 i R*2 > 0,99) van ser analitzats (figura 9).

295 j
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285 g g T

O 28 - T EREREEEEEEEE TR PP PEEEEEEEEPEREEE
25,8 mm e TG s
25 e e g
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Cycling & .Green (Page 1)
R=0,99991

Concentration

Figura 9. Exemple de corba estandard, on es veu reflectida I’eficiéncia de la PCR i els valors de R >

0,99 i R*2 > 0,99.

El Rotor-Gene 6.000 proporciona el valor Ct de cada mostra, que és el cicle on la
fluoresceéncia de la mostra sobrepassa un valor determinat (threshold) per sobre de la
fluorescéncia base (Bustin, ef al, 2005). Utilitzant el métode 22, les dades obtingudes
son presentades com el canvi (fold change) en I’expressid geénica normalitzada a un gen
de referéncia endogen i relatiu a un control (Livak 1 Schmittgen, 2001). A les mostres

control, AACt és igual a 0 i 244!

¢és 1; per tant, per definicio, I’expressio del gen que
s’ha d’estudiar es considera 1 per al grup control. Les mostres problema es van analitzar
segons la malaltia, es va calcular la mitjana dels ACt de les mostres d’un mateix grup i,
a partir d’aquest valor, el AACt i el 2"**“" (figura 10). Aquest Gltim reflecteix el canvi de
I’expressio respecte dels controls. Un resultat es considera estadisticament significatiu
quan el canvi d’expressio és inferior a 0,5 (representa una disminucid de I’expressio) o
quan és superior a 1,5 (representa un augment de 1’expressio). Per a considerar un
resultat significatiu, el valor maxim de la desviacid estandard també ha de ser inferior a

0,5 en cas d’una disminuci6 significativa de 1’expressi6 o en cas d’un augment de

I’expressio el valor minim de la desviacid estandard també ha de ser superior a 1,5.
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ACt = (Ctmostra-Ctf-actina)
AACt = ACtmalaltia- ACtcontrols els canvis d’expressié. ' Canvi d’expressio per a

. 1 -AACt .
Canvi exp. = 2 ¢ cada malaltia.

Figura 10. Formules utilitzades per calcular

3.4.5 Coamplificacio de VS1i VS2

A causa dels nivells baixos d’expressio de VS1 i VS2 en cervell no va ser possible
quantificar aquestes dues VS per PCR a temps real. Per obtenir informacid sobre canvis
en la seva expressio relativa, es van coamplificar VS1 i VS2 en una mateixa reaccio de
PCR.

Les condicions de la PCR van ser les segiients: 1,7 mM de MgCl, (Ecogen), 200 pM
de cada ANTP (Ecogen), 2 pmol de cada encebador (BChE 2/3URNA, BChE 4/SURNA
i BChE 4L08RNA, taula 4), 1 unitat d’EcoTaq DNA polimerasa (Ecogen) i 1 pL de
cDNA en un volum final de 15 pL. El programa de PCR constava d’una
desnaturalitzacié inicial de 5 minuts a 95 °C, seguit per 40 cicles d’una desnaturalitzaci6
de 40 segons a 95 °C, un temps d’unid de 40 segons 58 °C, i I’elongacié de 50 segons a
72 °C.

Els productes de PCR van ser separats per electroforesi en un gel del 2 % d’agarosa
estandard (Ecogen) i fotografiat amb la camera MiniBisPro (DNR). La intensitat de
fluorescéncia dels fragments es va analitzar amb els programes Gel Capture (DNR) i
Gel Quant (DNR). Amb aquest métode és possible estimar els canvis relatius

d’expressid de VS1 respecte a VS2 en les diferents malalties i1 arees cerebrals.

3.4.6 Analisi estadistica per analitzar ’expressio de les VS1 i VS2 de
BChE

El test PostHoc Dunnet per a la comparacié multiple va ser utilitzada per determinar
diferéncies significatives entre la mitjana d’un grup control i la mitjana d’altres grups
mitjangant una analisi de variancia. Aquest test s’utilitza quan ’ANOVA refusa la
hipotesi d’igualtat de les mitjanes. El seu objectiu €s identificar grups amb mitjanes
significativament diferents del grup de referéncia o control. Per a cada parella (un grup
a analitzar i el control) el test de Dunnet calcula el valor estadistic ¢ opservat. Aquest valor

€s comparat amb el valor critic de la taula de Dunnet. Aquest valor critic depén de la
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mida del grup, el nombre de grups que es compararan amb els controls i el nivell de
significacio del test.
L’analisi estadistica es va fer amb el programa SPSS per a Windows (versié 17.01,

SPSS Inc.).

3.5 Immunohistoquimica

Talls de 5 wm de gruix de blocs de parafina de cortex frontal i nucli caudat de dues
mostres amb DCLp, 4 DCLc i 3 MA (vegeu I’annex) van ser emprats per a I’estudi
d’immunohistoquimica amb I’equip automatic de Ventana per a immunohistoquimica
(Ventana, Benchmark XT, Tucson, EUA). Després de desemmascarar I’antigen amb
acid formic 90 %, I’anticos anti-BChE (Atlas Antibodies) va ser usat a la dilucié 1:20 i
I’anticos monoclonal anti-a-sinucleina (Novocastra) a la diluci6 1:30. Els anticossos
secundaris provenien del coctel d’anticossos secundaris del kit Ultraview Universal
DAB (Ventana, Benchmark XT, Tucson, USA) optimitzat per 1’aparell de Ventana
Biomedical Systems i compatible amb anticossos primaris de conill i ratoli.

Per a la tinci6 doble es van utilitzar els anticossos primaris anti-a-sinucleina (1:30,
Novocastra) i anti-BChE (1:20, Atlas Antibodies). La deteccio del primer anticos es va
fer amb el kit Ultraview Universal DAB (Ventana, Benchmark XT, Tucson, EUA) i
I’equip automatic de Ventana. El segon pas consistia en la incubacié de 1’altre anticos
primari seguit de la seva localitzacio mitjancant el kit Ultraview Red (Ventana,
Benchmark XT, Tucson, EUA), el qual utilitza un coctel d’anticossos marcats amb

fosfatasa alcalina.
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4.1 Caracteritzacio dels polimorfismes de BChE

4.1.1 Caracteritzacio dels polimorfismes exonics de BChE en mostres

post mortem

a- Variant—K de BChE (G1615A)

El polimorfisme de la BChE més estudiat ¢és la variant-K 1 esta situat a la posicio
1.615 del gen on comporta el canvi d’una guanina per una adenina. En el present treball
aquesta variant s’ha analitzat mitjancant PCR mutacié especifica a les mostres,
enumerades a la llista de ’annex. Tot i que la hipotesi inicial de trobar una acumulacio6
de I’al'lel K a la MA es va corroborar (0,38 en la MA vs 0,13 en controls, p = 0,058),
I’acumulacié va ser més pronunciada a les sinucleinopaties (0,42 a la DCLp, 0,62 a la
DCLc, 0,3 ala MP 10,5 a I’AMS vs 0,13 als controls, p = 0,009, p < 0,001, p = 0,089 i
p = 0,013, respectivament).

A la taula 6 es pot observar la distribuci6 dels tres genotips de la variant-K de BChE
en les diferents malalties i els controls. L’analisi genotipica del polimorfisme va revelar
que els dos genotips portadors de 1’al-lel K, els genotips KW i KK, es trobaven
sobrerepresentats a ambdues DCL i a ’AMS en comparacié amb els controls. A la
DCLc i I’AMS la freqiiéncia de tots tres genotips era del 33 % aproximadament. En
canvi, a la MA la freqiiéncia del genotip KK presentava un augment similar a 1’obtingut
ales DCL i a ’AMS, pero la freqiiencia del genotip KW era similar als controls (taula
6).

Taula 6. Distribucié al-1¢lica i genotipica de la variant-K de BChE. 'n: nombre de mostres; “p: valor p

obtingut a partir del test t de Student entre cada malaltia i controls.

Freqiiéncies genotipiques

Malaltia n' WW KW KK p’
DCLp 12 0,58 0,17 0,25 0,145
DCLc 24 0,38 0,29 0,33 0,003
MP 5 0,40 0,60 0,00 <0,001
AMS 6 0,33 0,33 0,33 0,008
MA 25 0,62 0,08 0,30 0,047
C 25 0,87 0,09 0,04
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b- Variant—A de BChE (A209G)

L’al'lel G de la variant—A va ser trobat amb freqiiéncies molt baixes a les malalties
amb cossos de Lewy i a la MA (0,08 a la DCLp, 0,04 DCLc, 0,2 ala MP 10,04 a la MA
vs 0 als controls; p = 0,34, p=0,917, p = 0,123 i p = 0,897, respectivament). A I’AMS
totes les mostres estudiades presentaven el genotip salvatge (AA). A més, cal remarcar

que no es va detectar cap homozigot GG.

c- Variant—H de BChE (G424A) i variant-J de BChE (A1490T)

Cap d’aquestes dues variants genétiques de BChE van ser detectades en les mostres

incloses al present estudi.

4.1.2 Caracteritzacio dels polimorfismes del promotor de BChE
L’analisi mutacional del promotor de la BChE va revelar la preséncia de quatre

polimorfismes no descrits fins al moment. Tres d’ells eren substitucions d’un unic

nucleotid: el canvi d’'una A per una G a la posicidé —1314 (figura 11), el canvi d’una A

per una G a la posicié —795 (figura 11) i el canvi d’una C per una T a la posicié —558

(figura 11).
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Figura 11. Deteccié dels polimorfismes (A) A —-1314 G, (B) A -795 G i (C) C -558 T per

seqiienciaci6. La fletxa indica la situacié de cada polimorfisme.

El quart polimorfisme corresponia a una seqiiéncia poliT de longitud variable entre
les posicions —221/-222 i —215. Es van identificar dos al-lels diferents, un de constituit
per set timines seguides (figura 12A) i I’altre per vuit (figura 12B). A més, es va
observar que I’al-lel 8T de la poliT del promotor de BChE segregava conjuntament amb
I’al-lel K de la variant-K de BChE situada a 1’ex6 4. La cosegregacid també ha estat

descrita per altres variants de la BChE.
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Figura 12. Polimorfisme poli T. A- Mostra homozigota (7T seguides); B- Mostra heterozigota (7T /
8T) per aquest polimorfisme. El fragment va ser seqiienciat amb un encebador revers, o L, i per aquest

motiu s’observa un solapament de la seqiiéncia a 1I’esquerra (up-stream) del polimorfisme.

Per determinar si algun dels polimorfismes trobats presentaven una associacio
especifica amb les sinucleinopaties o la MA es van determinar les seves freqiiéncies
al-leliques 1 genotipiques a les mostres de cervell de DCLp, DCLc, MP, AMS, MA i
controls (annex). Posteriorment, es van analitzar mostres de sang obtingudes de pacients
amb diagnostic clinic de MA, MP, AMS i controls.

Inicialment, els polimorfismes van ser analitzats independentment i a continuacié en

conjunt, en forma de combinacions genotipiques.

a- Polimorfisme A-1314G

L’al'lel A del polimorfisme A-1314G presentava certa sobrerepresentacid
principalment a I’AMS, la MP i la MA, pero no estava acumulat a la DCLp i ala DCLec,
en comparacié amb els controls (0,58 a ’AMS, 0,6 a la MP, 0,59 a la MA, 0,37 a la
DCLp, 0,5 ala DCLc vs 0,4 als controls; p = 0,323, p=0,287, p=0,418, p=0,781,p =
0,566, respectivament).

Es va trobar una acumulacié del genotip AA especialment important en el cas de la

MA i la MP, on la seva freqiiencia era aproximadament tres vegades més alta que als
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controls (0,38 en la MA, 0,40 en la MP vs 0,13 controls; p = 0,012 i p = 0,02,
respectivament). En canvi, la DCLp, la DCLc, ’AMS 1 els controls presentaven
freqiiencies similars (0,16 a la DCLp, 0,21 a la DCLc, 0,17 AMS vs 0,13 als controls; p
=0,298,p=10,13 i p = 0,335, respectivament).

b- Polimorfisme A-795G

Un altre polimorfisme descobert al promotor de BChE ¢és el situat a la posicié —795 i
es caracteritza pel canvi nucleotidic d’'una A per una G. L’allel G es trobava a una
freqliencia molt baixa a tots els grups (0,08 a la DCLp, 0,17 a la DCLc, 0,1 a la MP,
0,08 a I’AMS, 0,14 a la MA vs 0,02 als controls; p = 0,449, p = 0,087, p=0,223 ip =
0,712, p = 0,1, respectivament).

Encara que les freqiiéncies dels genotips portadors de ’al-lel G era més alta a les
sinucleinopaties i a la MA que als controls (0,17 a la DCLp, 0,33 a la DCLc, 0,17 a
I’AMS, 0,2 ala MP 10,23 a la MA vs 0,04 als controls; p = 0,262, p = 0,023, p = 0,291,
p = 0,181 1 p = 0,105, respectivament), la seva acumulaci6 significativa es va observar

unicament a la DCLc.

c- Polimorfisme C-558T

L’analisi del polimorfisme C-558T no va revelar diferéncies importants en les
freqliencies de 1’al-lel C a la DCLp, a la DCLc, a ’AMS, a la MA i als controls (0,33 a
la DCLp, 0,44 ala DCLc, 0,33 al’AMS 10,25 ala MA vs 0,33 als controls; p = 0,980, p
= 0,675, p = 0,99 i p = 782, respectivament), inicament es trobava augmentat a la MP
(0,7 vs 0,33 als controls, p = 0,07).

El genotip CC s’acumulava principalment a la MP (0,6 a la MP vs 0,27 als controls, p
=0,031). En canvi, a la DCLp aquest genotip presentava una freqiiéncia molt baixa en
comparacio amb la DCLc, ’AMS i els controls (0,08 a la DCLp vs 0,21 a la DCLc,
0,16 a’AMS 1 0,27 als controls, p = 0,029, p = 0,438 i p = 0,018, respectivament). A la
MA, només una desena part de les mostres eren portadores del genotip CC (0,11 a la
MA vs. 0,27 als controls, p = 0,024)

Al contrari, la freqiiencia del genotip CT es trobava augmentada practicament tres
vegades a la DCLp en comparaci6 amb els controls (0,5 a la DCLp vs 0,18 als controls,
p = 0,022), i més de dues vegades en la DCLc (0,45 a la DCLc vs. 0,18 als controls,
p=0,05). A la MA, la MP, I’AMS i als controls no es van detectar diferéncies de les
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freqiiencies del genotip CT del polimorfisme C—558T (0,27 a la MA, 0,2 a la MP 1 0,33
al’AMS vs 0,18 als controls; p = 0,28, p = 0,81 i p = 0,091, respectivament).

d- Polimorfisme poliT

El quart polimorfisme caracteritzat al promotor estava situat entre les posicions —
221/-222 i la —215 1 estava constituit per dos al-lels, un de 7T i l’altre de 8T. Aquest
polimorfisme va ser estudiat a través de I’analitzador genétic i en cas d’homozigosi
(7T/7T) s’obtenia un pic de 195 pb (figura 13A). En canvi, en cas d’heterozigosi
(7T/8T) es detectaven dos pics, un de 195 pb corresponent a I’al-lel 7T i un altre de 196
pb corresponent a ’al-lel 8T (figura 13B).

190 200 190 200

B

A
/\ — » 7T/IT —»7T8T
F e \

Figura 13. Analisi de la poliT a les mostres a través de I’analitzador genétic. A: Imatge corresponent

a una mostra homozigota. B: Imatge corresponent a una mostra heterozigota.

Les freqiiencies de 1’al-lel 8T eren molt baixes en tots els grups analitzats: 0,08 a la
DCLp, 0,15 ala DCLc, 0,1 ala MP, 0,08 a ’AMS, 0,11 a la MA vs 0,04 als controls (p
=0,653,p=0,132,p=10,439, p= 0,688, p= 0,511, respectivament).

Les freqiiéncies dels genotips portadors de 1’al-lel 8T (7T/8T i 8T/8T) eren
aproximadament dues vegades superiors a les sinucleinopaties i a la MA en comparacio
amb els controls, tot i que aquestes diferéncies no eren significatives (0,25 a la DCLc,
0,17 a la DCLp, 0,2 a la MP, 0,17 a ’AMS 1 0,19 a la MA vs 0,09 als controls; p =
0,245, p = 0,591, p = 0,438, p = 0,537 i p = 0,421, respectivament). Mostres
homozigotes (8T/8T) només es van trobar a la DCLc, encara que en un percentatge baix

(4,4%).

82



4. Resultats

4.2 Combinacions genotipiques de BChE

Un dels objectius d’aquest treball era detectar un marcador especific per a les DCL. A
causa que I’analisi dels genotips de BChE no revelava diferéncies importants entre les
malalties incloses en aquest treball, es va estudiar la distribucio, la freqiiéncia i
I’especificitat de combinacions genotipiques resultants dels quatre polimorfismes del
promotor per ordre d’aparici6 a la seqiiencia (A—1314G, A—795G, C-558T i poliT) i la
variant—K. Com a resultat, es van descobrir combinacions genotipiques especifiques per
a les DCL. En I’analisi de correspondéncia realitzada a les mostres post mortem s ha

exclos la MP 1 I’AMS a causa del nombre reduit de mostres disponibles.

4.2.1 Correspondencia entre el diagnostic clinic i neuropatologic
Primerament, es va analitzar la correspondéncia entre el diagnostic clinic i
neuropatologic de les mostres obtingudes del Banc de Teixits Neurologics de I’Hospital
Clinic de Barcelona. Els pacients amb MA presentaven una coincidéncia del 100 %
entre el diagnostic clinic i el neuropatologic. En canvi, el 42 % dels pacients amb DCLp
van rebre el diagnostic clinic corresponent a DCL i al cas de la DCLc, només van rebre
diagnostic de DCL el 17 % dels casos. Del 83 % dels pacients de DCLc restants, el 74
% dels casos van ser diagnosticats com a MA i el 26 % com a altres tipus de demencies.
Aquest resultat corrobora la necessitat de marcadors diagnostics addicionals per
augmentar [’especificitat diagnostica per a la DCL, sobretot quan a banda de la
patologia relacionada amb [’a-sinucleina també presenten canvis neuropatologics

corresponents a la malaltia d’ Alzheimer.

4.2.2 Combinacions genotipiques en mostres post mortem

a- Analisi de correspondéncia

Les combinacions genotipiques dels quatre polimorfismes del promotor i la variant-K
van ser analitzades mitjancant un analisi de correspondéncia, els resultats del qual es
troben al grafic de correspondéncia (figura 14) per una banda i, per ’altra, a la taula de
correspondéncia (taula 7). En representar els resultats en un grafic de correspondéncia
com un diagrama de quatre quadrants es va observar una ubicacié molt diferent per a les
DCL, la MA i els controls (figura 14). El grup control es trobava situat al quadrant
negatiu de la primera dimensio i al quadrant positiu de la segona. En canvi, la DCLc i la

DCLp es situaven al quadrant negatiu d’ambdues dimensions i la MA al quadrant

&3



4. Resultats

positiu de la primera dimensi6 i al quadrant negatiu de la segona. Aquestes diferéncies
representaven la distribucié de combinacions genotipiques especifiques en els diferents
grups i indicaven que els tres grups es podien diferenciar genéticament per les

combinacions genotipiques de BChE.

Taula 7. Taula de correspondéncia obtinguda a partir de les mostres amb diagnostic

neuropatologic.

Combinaci6 genotipica C MA DCLc DCLp Marge actiu
1 AAAACCT77KK 0 2 0 0 2
2 AAAACCTTKW 0 0 1 0 1
3  AAAACCTTWW 0 0 0 1 1
4 AAAACCT8KW 1 0 0 0 1
5 AAAATC77KK 0 0 0 1 1
6 AAAATCT7TWW 2 1 0 0 3
7 AAAATT7T7KK 0 1 0 0 1
8 AAAATT7T7TWW 0 5 0 0 5
9 AAAGCC78KK 0 0 2 0 2

10 AAAGCCT78KW 0 0 1 0 1

11 AAAGCCB88KK 0 0 1 0 1

12 AAAGTT78KK 0 1 0 0 1

13 AGAACCTTKK 1 0 0 0 1

14 AGAACCTTWW 1 0 0 0 1

15 AGAATCT7T7KK 0 2 2 0 4

16 AGAATCTTKW 0 0 2 1 3

17 AGAATCT7TWW 5 0 2 2 9

18 AGAATTT7T7KW 0 0 1 0 1

19 AGAATTT7TWW 5 5 3 1 14

20 AGAGTCT77KW 0 0 1 0 1

21 AGAGTC78KK 0 2 3 1 6

22 AGAGTC78KW 0 2 0 0 2

23 GGAACCTTWW 0 1 0 0 1

24  GGAATCTTWW 2 0 1 0 3

25 GGAATTT77KW 0 0 1 1 2

26 GGAATT77TWW 5 3 3 3 14

27 GGAGCCT78KW 1 0 0 0 1

28 GGAGTC78KK 0 0 0 1 1

29  GGAGTTT77WW 0 1 0 0 1

Marge actiu 23 26 24 12 85
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Figura 14. Grafic de correspondéncia obtingut pels quatre grups. L representa cada una de les

malalties estudiades; * representa les combinacions genotipiques trobades en les mostres post mortem.

b- Combinacions genotipiques freqiients

Primerament, 1’analisi general va revelar la preséncia de 29 combinacions
genotipiques diferents en les 85 mostres estudiades (taula 7). La majoria d’elles (69 %)
eren presents només en una o dues mostres i la seva freqiiéncia era molt baixa (1 % i 2
%). Les combinacions genotipiques més freqilients eren la nimero 19 i la 26. La numero
26, constituida pels genotips homozigots salvatges de tots els polimorfismes,
representava el 17,6 % de tota la mostra analitzada, i es trobava amb una freqiiéncia
similar en tots els grups (taula 7). La combinacié nimero 19 també present en el 17,6%
de les mostres, estava constituida per genotips molt similars (taula 7). Per tant, el 35,2%
de les mostres d’aquest estudi eren portadores de les dues combinacions genotipiques
més freqiients. Una altra combinacié genotipica freqiient era la numero 17 i es va
detectar a tots els grups excepte a la MA (taula 7).

Al contrari dels controls perod també de la MA, les DCL, tant la DCLp com la DCLc,
eren les malalties més heterogeénies en relacid6 amb la genctica de BChE (39 %
d’heterogeneitat en controls, 46 % en la MA vs 58 % en la DCLc i1 75 % en la DCLp;
taula 7). Cal destacar que la MA es caracteritzava per més combinacions genotipiques

especifiques (nameros 1, 7, 8, 12, 22, 23 1 29), pero de prop per la DCLc (numeros 2, 9,
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10, 11, 18 1 20). En canvi, els controls i la DCLp només es distingien per 4 i 3

combinacions genotipiques, respectivament (taula 7).

c- Combinacions genotipiques malaltia especifiques

L’analisi dels resultats en dependéncia de la malaltia va revelar dues combinacions
genotipiques especifiques importants.

Primerament, la combinaci6 genotipica AAAATT77WW es caracteritzava per una
freqliencia relativament alta del 19 % i per la seva especificitat per la MA (taula 8). La
combinaci6 genotipica AAAATT77KK també es trobava només a la MA, encara que la

seva freqiiéncia amb un 3,8 %, era molt més baixa.

Taula 8. Distribuci6é de les dues combinacions genotipiques especifiques més freqiients en mostres

de pacients diagnosticats neuropatologicament.

Malaltia n AAAATT7TWW AAAGCC8+K+
DCLc 24 0 0,17
DCLp 12 0 0

MA 26 0,19 0
C 23 0 0

L’allel 8T de la poliT, descoberta al promotor de BChE, cosegrega amb I’al-lel K.
Aquest fet permetia relacionar les combinacions genotipiques 9-11 (taula 7) i definir-les
com una uUnica combinacid genotipica, AAAGCC8+K+. D’una banda, aquesta era
especifica per a la DCLc i per ’altra, la segona combinaci6 malaltia especifica més
freqiient (16,7 %; taula 8).

Encara que a la DCLp es van detectar tres combinacions genotipiques especifiques
(mameros 3, 5 1 28; taula 7), les seves freqiiéncies eren baixes a causa que només les
presentaven un pacient en cada cas. Només quatre combinacions genotipiques
especifiques van ser trobades als controls (numeros 4, 13, 14 i 27; taula 7), pero, igual

que a la DCLp, només un pacient n’era portador.
d- Combinacio genotipica poliT-77 i variant K-KW

L’analisi de totes les combinacions genotipiques possibles a partir de només dos

polimorfismes, va revelar la coocurréncia especifica dels genotips poliT77/KW a les
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DCL. Mentre que aquesta combinaci6 genotipica es trobava absent en pacients amb MA
i en controls, la seva freqiiencia era del 25 % a la DCLc (sis portadors del genotip
77/KW de vint-i-quatre pacients analitzats) i del 17 % en la DCLp (dos portadors del
genotip 77/KW de dotze pacients analitzats), la qual cosa constitueix una freqiiéncia de

22 % per a ambdues DCL (taula 9).

Taula 9. Distribuci6 i freqiiéncies de les combinacions genotipiques de la variant-K/poliT de BChE

en les diferents malalties i controls.

Malaltia n T1TTWW T7T/KW 8+/KW 77/KK 8+/KK
DCLc 24 0,45 0,25 0,0 0,15 0,1
DCLp 12 0,58 0,17 0,0 0,08 0,17

MA 26 0,47 0,0 0,1 0,26 0,16
C 23 0,87 0,0 0,09 0,04 0,0
4.2.3 Combinacions genotipiques en pacients amb malaltia

d’Alzheimer, malaltia de Parkinson i atrofia multisistemica

4.2.3.1 Analisi de les combinacions genotipiques en pacients amb
malaltia d’Alzheimer

Per confirmar les freqiiéncies i ’especificitat de les combinacions genotipiques
detectades en 1’analisi de les mostres post mortem es va fer I’estudi a 223 pacients
diagnosticats com a probable o possible MA ia 160 individus control.

Els pacients amb MA van ser diagnosticats entre els anys 1998 1 2002 a I’Hospital
Germans Trias 1 Pujol. Tenint en compte que I’tltima revisidé dels criteris per al
diagnostic clinic de les DCL es va establir ’any 2005 (McKeith, et al, 2005), era
probable que entre el 20 i el 40 % d’aquests pacients amb MA estiguessin diagnosticats

erroniament i en realitat patissin DCL.
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a- Analisi de correspondéncia

En aquest cas, només es van analitzar dos grups d’individus, els pacients amb MA i
els controls. Per aquest motiu no es van poder representar els resultats en un grafic de

correspondeéncia, perd si en una taula de correspondéncia (taula 10).

Taula 10. Taula de correspondéncia obtinguda per les mostres amb diagnostic clinic.

Combinacié genotipica C MA Marge actiu
1 AAAACCTTKW 2 7 9
2  AAAACCTTWW 3 2 5
3 AAAACCT78KK 0 1 1
4 AAAATCTTKW 0 4 4
5 AAAATCT7TWW 1 5 6
6 AAAATTT77KK 0 1 1
7  AAAATTT7TWW 5 5 10
8 AAAGCCTTWW 1 0 1
9 AAAGCCT78KK 1 5 6

10 AAAGCC78KW 1 4 5

11 AAAGCCS88KK 1 1 2

12 AAAGCCS88KW 0 1 1

13 AAAGTCT78KW 6 4 10

14 AGAACCT7T7KK 1 0 1

15 AGAACCTT7KW 2 2 4

16 AGAACCTTWW 1 0 1

17 AGAATCT7T7KK 1 0 1

18 AGAATCT77KW 23 24 47

19 AGAATC77TWW 20 24 44

20 AGAATCT8KW 3 0 3

21  AGAATTT77KW 1 2 3

22  AGAATTT77TWW 25 32 57

23 AGAGTCT7KW 1 0 1

24  AGAGTCT7TWW 1 0 1

25 AGAGTC78KW 7 19 26

26 AGAGTTT77WW 0 1 1

27 AGAGTTT78KW 0 1 1

28 GGAATT77KW 4 ) 6

29 GGAATTT77TWW 49 76 125

Marge actiu 160 223 383

88



4. Resultats

b- Combinacions genotipiques freqiients

Els resultats de I’analisi de correspondéncia obtinguts a partir dels pacients amb MA i
el grup control es van representar en una taula de contingéncia (taula 10). Tenint en
compte que les combinacions genotipiques incloien cinc polimorfismes, va ser
sorprenent trobar només 29 combinacions genotipiques diferents (de les 243
combinacions genotipiques possibles) a la mostra formada per 383 individus (taula 10).
El 61 % de les combinacions genotipiques trobades en aquests individus coincidien amb
les combinacions genotipiques de les mostres post mortem.

Les cinc combinacions genotipiques més freqiients van ser: la combinacié numero 29
amb una freqiiencia del 32 % (34 % a la MA i 30 % als controls), la combinaci6 22 amb
una freqiiéncia del 15 % (14 % a la MA i 15 % als controls), la nimero 18 amb una
freqiiencia del 12 % (11 % a la MA i 14 % als controls), la combinacié 19 amb una
freqliencia de I’11 % (11 % a la MA 1 12,5 % als controls) i, finalment, la combinaci6
numero 25 amb una freqiiéncia del 7 % (8 % a la MA 14 % als controls; taula 10).

Quatre d’aquestes combinacions genotipiques més freqiients també ho eren a la
mostra post mortem (taula 11). Encara que la freqiiéncia de GGAATT77WW era del
doble en la mostra de pacients en comparacid amb les mostres post mortem, tres
d’aquestes combinacions mantenien les seves freqiiéncies en ambdds grups de mostres

(taula 11).

Taula 11. Combinacions genotipiques més freqiients a les mostres amb diagnostic clinic i a les

mostres post mortem.

Combinacio Num. taula . Num. .
. Freqiiencia Freqiiencia
genotipica 10 taula 7

GGAATT77TWW 29 32 % 26 16 %
AGAATT7TWW 22 15 % 19 16 %
AGAATC77KW 18 12 % 16 3,5%
AGAATC7TWW 19 11 % 17 10 %
AGAGTC78KW 25 7% 21 7%

Aquests resultats corroboraven que els resultats inicials eren consistents i vigents per

a la poblacio analitzada.
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c- Combinacions genotipiques malaltia especifiques

Les combinacions genotipiques préviament detectades com a especifiques per la DCL
i per la MA en les mostres post mortem, es van trobar amb una freqiiéncia més baixa als
casos clinics. La freqiiéncia de la combinacid genotipica AAAATT77WW era només
del 2,2 % en la MA i a més, la mateixa combinaci6 genotipica també va ser detectada en
un 3,1 % dels controls (taula 10).

Les combinacions genotipiques 9-12 de la taula 10 coincidien amb les combinacions
genotipiques de les mostres post mortem i van ser definides igualment com la
combinacio genotipica comuna AAAGCC8+K+. Aquesta combinacid es trobava amb

una freqiiencia del 4,9 % al grup de MA 1 1,8 % als controls (taula 12).

Taula 12. Distribucié i freqiiéncies de les combinacions genotipiques que havien estat establertes
com a especifiques a I’estudi de mostres post mortem en funcié de la malaltia en pacients amb

diagnostic clinic.

Malaltia n AAAATT7TWW AAAGCC8+K+
MA 223 0,02 0,05
C 160 0,03 0,02

Tenint en compte que els pacients amb MA van ser diagnosticats clinicament
aproximadament vuit anys enrere, abans de I’establiment el 2005 de les noves bases per
al diagnostic de les DCL (McKeith, et al, 2005), les histories cliniques dels onze
pacients portadors de la combinacié genotipica AAAGCC8+K+ van ser revisades. Totes
elles presentaven simptomes compatibles amb el diagnostic clinic de probable DCL. Si,
a més, es considera que entre 20-40 % dels pacients amb MA tenen un diagnostic erroni
i, en realitat pateixen DCL (Aarsland, et al, 2008), la freqliencia de la combinacio
genotipica AAAGCC8+K+ augmentaria del 12 % fins al 24 %.

La concordanca observada entre la preséncia de la combinaci6 genotipica i el possible
diagnostic clinic indicava que la combinacié genotipica AAAGCC8+K+ podria ser
especifica per a la DCL. Per tant, la combinaci6 genotipica AAAGCC8+K+ podria tenir
cert valor per al diagnostic diferencial d’aquesta malaltia, almenys entre el 12 i el 24 %

dels pacients.
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d- Combinacio genotipica poliT-77 i variant K-KW

L’analisi de la coocurréncia de la variant-K i el genotip de la poliT va revelar unes
freqiliencies similars del genotip poliT-77/KW als dos grups, 19 % per a la MA i 20 %
per al grup control (taula 13).

Taula 13. Distribucié i freqiiéncies de les combinacions genotipiques variant-K/poliT de BChE en

MA i controls.

Malaltia n T1T/WW T7T/KW 8+/KW 77/KK 8+/KK
MA 223 0,63 0,19 0,11 0,004 0,004
C 160 0,65 0,2 0,11 0,01 0,01

Tot 1 aix0, les histories cliniques dels 42 pacients portadors del genotip 77/ KW van
ser revisades i tots presentaven simptomes compatibles amb el diagnostic de probable
DCL. Aix0 significava que el genotip 77/KW estaria absent en pacients amb MA,
encara que estigués present en individus no afectats per una malaltia neurodegenerativa.
Tenint en compte, a més, que entre el 20-40 % del grup de pacients amb MA soén
pacients amb DCL pero amb un diagnostic erroni (Aarsland, et al/, 2008), la sensibilitat
diagnostica del genotip 77/KW augmentaria fins a més del 50 %. Per confirmar la
sensibilitat i establir la seva especificitat amb exactitud, grups més amplis de pacients

amb un diagnostic de DCL haurien de ser analitzats.

4.2.3.2 Analisi de les combinacions genotipiques en pacients amb

malaltia de Parkinson i d’atrofia multisistemica

Els polimorfismes presents al promotor de BChE, com també la variant-K van ser
genotipats en divuit mostres de sang de malalts de Parkinson i dinou mostres de sang de
pacients amb AMS procedents de la Unitat de Trastorns del Moviment del Servei de
Neurologia de 1’Hospital Clinic de Barcelona. En pertanyer al grup de les
sinucleinopaties, mostres amb aquests diagnostics es van incloure a l’estudi per
determinar la possible especificitat diagnostica de les combinacions genotipiques

AAAGCC8+K+1 77/KW.
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a- Analisi de correspondéncia

Per ampliar la informacié sobre la possible influéncia genetica de BChE, els quatre
grups de pacients, MA, AMS, MP i controls, es van analitzar en conjunt. L’analisi dels
quatre grups de malalties va permetre 1’obtencid del grafic de correspondéncia
representat en quatre quadrants (figura 15) i de la taula de correspondéncia (taula 14).
En aquest es mostra una clara diferenciaci6 entre MA, AMS i controls i entre MP, AMS
i controls (figura 15). El grup control estava situat al quadrant positiu d’ambdues
dimensions i AMS al quadrant negatiu de la primera dimensi6 i al quadrant positiu de la
segona. En canvi, MP s’emplagava al quadrant negatiu d’ambdues dimensions i la MA
al quadrant positiu de la primera dimensio i al quadrant negatiu de la segona (figura 15).
Encara que es trobaven en diferents quadrants de la primera dimensio, les mostres
corresponents a MP compartien el 92 % de les combinacions genotipiques trobades amb
MA. Com ja ha estat mencionat anteriorment, entre el 20 1 40 % de la mostra amb MA
podien ser pacients amb DCL diagnosticats erroniament. El fet que MP i DCL
pertanyen al grup de les sinucleinopaties, explicaria I’esmentat solapament en la

distribuci6 de les combinacions genotipiques de BChE.
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Figura 15. Grafic de correspondéncia obtingut pels quatre grups. L representa cada una de les

malalties estudiades; * representa les combinacions genotipiques trobades en les mostres amb diagndstic

clinic.
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Taula 14. Taula de correspondéncia obtinguda per les mostres amb diagnostic clinic.

Combinacié genotipica MA AMS MP Marge actiu
1 AAAACCTTKW 2 7 0 1 10
2  AAAACCTTWW 3 2 0 0 5
3 AAAACCT78KK 0 1 0 0 1
4 AAAATCTTKW 0 4 0 0 4
5 AAAATCT7TWW 1 5 0 2 8
6 AAAATTT77KK 0 1 0 0 1
7  AAAATTT7TWW 5 5 1 0 11
8 AAAGCCTTWW 1 0 0 0 1
9 AAAGCCT78KK 1 5 2 1 9

10 AAAGCCT78KW 1 4 0 1 6

11 AAAGCCS88KK 1 1 0 0 2

12 AAAGCCS88KW 0 1 0 0 1

13 AAAGTCT78KW 6 4 0 1 11

14 AGAACCTTKK 1 0 0 0 1

15 AGAACCTTKW 2 2 0 0 4

16 AGAACCTTWW 1 0 0 1 2

17 AGAATCTT7KK 1 0 0 0 1

18 AGAATCTTKW 23 24 3 3 53

19 AGAATCTTWW 20 24 1 0 45

20 AGAATCT8KW 3 0 0 0 3

21 AGAATTT77KK 0 0 1 0 1

22  AGAATTT77KW 1 2 1 1 5

23  AGAATTT77TWW 25 32 5 6 68

24  AGAATTT78WW 0 0 1 0 1

25 AGAGTCT77KW 1 0 0 0 1

26 AGAGTCT7TWW 1 0 0 0 1

27 AGAGTC78KW 7 19 0 1 27

28 AGAGTTT77WW 0 1 0 0 1

29 AGAGTTT78KW 0 1 0 0 1

30 GGAATT77KW 4 2 0 1 7

31 GGAATT77WW 49 76 6 4 135

Marge actiu 160 223 21 23 427
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b- Combinacions genotipiques freqiients

Les combinacions genotipiques obtingudes estan representades a la taula de
contingencia (taula 14). Concretament, es van trobar dotze combinacions genotipiques
diferents per a la MP i nou per a I’AMS, corresponent a una heterogeneitat del 52 % i
43 %, respectivament.

Encara que dos de les cinc combinacions genotipiques més freqiients analitzades en la
taula 11, estaven practicament absents en la MP i I’AMS, la distribuci6é no ha canviat

substancialment respecte de 1’analisi fet a les taules 101 12.

c- Combinacions genotipiques especifiques

Les combinacions genotipiques nimeros 9 i 10 de la taula 14 corresponen a la
combinaci6 AAAGCC8+K+, identificada com a especifica per a la DCL. Dos dels 21
pacients amb AMS (9,5 %) i1 dos dels 23 pacients amb MP (8,6 %) eren portadors
d’aquesta combinacid genotipica.

La MP presentava la combinaci6 77/KW en el 26 % dels casos, sent aquest
percentatge amb un 19 % lleugerament inferior als pacients amb AMS. Es interessant
remarcar que aquesta freqliéncia era similar a la detectada als controls (20 %) i a la MA
(19 %). Pero tal com s’ha mencionat anteriorment, tots els pacients amb MA portadors
d’aquesta combinaci6 presentaven almenys un simptoma compatible amb DCL. Com a
conseqiiéncia, aquest percentatge augmentaria fins a un 40-80 % en els individus amb
DCL, tenint en compte que entre el 20-40 % dels pacients amb DCL tenen un diagnostic
erroni. Encara que aquestes freqiiéncies indiquen que la combinacio 77/KW no es pot
utilitzar com a marcador diagndstic, no es pot descartar que juntament amb un dels
simptomes especifics de DCL permeti el diagnostic diferencial. Per poder verificar
aquesta hipotesi, cal fer estudis detallats que correlacionin les dades cliniques amb les
gengtiques.

D’una banda, caldria verificar aquestes freqiiéncies en grups de pacients i controls
més amplis, aixi com en grups diagnosticats més recentment, i d’altra part, corroborar
que la combinacié genotipica AAAGCCS8+K+ pot ser util per al diagnostic diferencial

de DCL i MA, i no com a marcador diagnostic independent.
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4.3 Variants de splicing de BChE

4.3.1 Variants de splicing de BChE a nivell de RNA

El gen de BChE codifica per a un transcrit majoritari, la variant de splicing 3 (VS3), i
tres transcrits minoritaris: VS1, VS2 1 VS4.

VS3 esta format per quatre exons que inicialment van rebre una numeracié exonica
consecutiva de 1’1 al 4 (nimero d’accés NCBI: NG_009031.1; 31-01-2010). Com es pot
observar a la figura 16, aquesta numeracié ha variat amb el descobriment de les altres
VS, i ara corresponen als exons 1, 2, 4 i 6. La seqiiéncia codificant (CDS) comenca a la

posicid 11.433 situada a 1I’ex6 2 de la seqiiencia NCBI amb el numero d’accés:

NG _009031.1 i acaba a la posicié 69.084, situada a I’inici de 1’ex06 6.

CDS CDS

!
VS1|1A|1EI- 2 4 | 5 | &a | e |

CDS CDSs

|
VS2 |1A|1B- 2 IEREE [ ea [ & |
CDS CDS

! !
vs3 - 2 [ A | 88 |

vt [ [ o]

Figura 16. Estructura dels quatre RNA i les seves seqiiéncies codificants (CDS) corresponents.

Els mRNA de VSI i VS2 tenen una estructura similar a VS3, perd inclouen 1’ex6 1
complet i, a més, un ex6 extra de 79 pb, que en el cas de VS1 és I’ex6 51 en el cas de
VS2 és I’ex6 3 (figura 16).

Finalment, VS4 es caracteritza per la delecié completa dels exons 2, 3 1 5. Com a

conseqiiéncia, conté part de I’ex6 1, I’ex6 4 complet i part del 6. La seva seqiiéncia
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codificant és la més curta, comenga a I’exd 4 i, similar al transcrit majoritari, acaba a
I’ex0 6.

Per testar la preséncia de les quatre VS de BChE en diferents teixits, es van fer dos
tipus de PCR: una pretenia coamplificar 3 VS i I’altra, s’amplificava cada una de les VS
en experiments independents mitjangant encebadors especifics per a cada variant de
splicing.

Amb els encebadors BChE 2U i BChE 6L es va intentar amplificar alhora les tres VS,
VS1, VS2 i VS3, que estaven compreses en aquesta seqiiéncia. Els fragments esperats
eren de 259 pb per a la VS3 i 338 pb si el fragment contenia I’exd 3 o el 5. Després de
diversos experiments no es va aconseguir la seva coamplificacid, fet que indicava que
VS1 1 VS2 podrien ser transcrits minoritaris.

Dr’altra banda, les quatre VS es van amplificar en PCR diferents, cadascuna amb els
encebadors especifics (figura 17). Tot i que la mida dels fragments obtinguts coincidia
amb la longitud esperada per a cada fragment, la seva identitat va ser confirmada per

seqiienciacio.

Figura 17. Separacié dels productes de PCR especifics per a cada VS en gels d’agarosa. Carril 1:
marcador de pes molecular; carrils 2 i 3: controls; carrils 4 i 5: DCLc; carrils 6 i 7: DCLp; carrils 8 1 9:

MA 1 carril 10: blanc.
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4.3.2 Variants de splicing de BChE a nivell proteic

Fins al moment no s’ha investigat si els mRNA corresponents als transcrits
minoritaris es tradueixen a proteines. Amb la finalitat d’analitzar la possible seqiliéncia
aminoacidica de cada transcrit, es va utilitzar el programa “Translator” disponible a la

pagina web www.justbio.com. Els resultats indiquen que els quatre transcrits donarien

lloc a proteines diferents. A la figura 18 es representa 1’estructura proteica primaria
potencial corresponent a cadascuna d’elles.

La proteina madura corresponent al transcrit majoritari, VS3, estaria formada per 574
aminoacids, VS1 per 534 aminoacids, VS2 per 497 aminoacids i, finalment, VS4 per 64
aminoacids.

A la figura 18 s’assenyalen els dominis funcionals de la proteina per sobre de la
seqiiencia del transcrit majoritari. La regio corresponent a 1’ex6 2, situat a I’N-terminal,
conté la gorja amb el seu lloc d’uni6 anionic periféric (PAS “peripheral anionic binding
site”). La regi6 C-terminal de la proteina conté¢ dos dominis funcionals: el domini
responsable de la tetrameritzacié de la BChE i la zona encarregada de I’atenuacio de la
formacio de fibril-les de B-amiloide.

Les proteines corresponents als transcrits VS1 1 VS2 contindrien el lloc actiu de la
BChE, pero a causa de la inclusi6 alternativa dels exons 3 o 5, en ambdues, s’introduiria
un codé STOP prematur, produint proteines truncades amb regions C-terminal diferents
al transcrit majoritari. Per aquest motiu, els mancaria el domini de tetrameritzacio i la
regi6 encarregada d’inhibir la formacié de fibril-les de B-amiloide. A més, la inclusio6 de
I’ex6 3 a la VS2 té com a resultat una seqliéncia aminoacidica propia per a aquesta
variant proteica de BChE. Finalment, VS4, la proteina més petita, contindria els

dominis que falten a les altres dues VS, pero hi mancaria el lloc actiu de I’enzim.
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b
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Figura 18. Estructura proteica potencial de les VS de BChE. Sobre la proteina majoritaria, VS3,
s’indiquen els dominis funcionals de BChE. a- lloc actiu de la BChE (PAS), b- regi6é C-terminal atenua el
procés de formacié de fibril-les de f-amiloide i ¢- domini de tetrameritzaci6 de la BChE. Els numeros

corresponen a la numeracio exonica recent.

4.4 Expressio de les variants de splicing de BChE

4.4.1 Expressio de les variants de splicing de BChE en diferents arees

cerebrals

L’expressio relativa de les quatre VS de BChE es va comparar per PCR en nou arees
cerebrals procedents d’un cervell adult i en dues arees de fetus (figura 19). Les variants
de splicing VS3 1 VS4 s’expressaven a nivells constants en totes les arees cerebrals. En
canvi, els nivells de VS1 i VS2 eren considerablement més baixos i la seva expressio
era diferencial en les diferents arees cerebrals. La menor expressio de VS2 es va trobar a
la substancia negra i al cerebel. L’expressi6 de la VSI1 era encara més variable, amb
nivells més elevats al fetus, baixos al cortex temporal i molt baixos a la substancia

negra.
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Figura 19. Expressié de totes les VS de BChE en diferents arees cerebrals. S’ha inclos la B-actina
com a control de carrega. CF: cortex frontal; CT: cortex temporal; CP: cortex parietal; Ca: nucli caudat;
Am: amigdala; Mey: nucli basal de Meynert; SN: substancia negra; Cr: cerebel; Fet CF: cortex frontal de

fetus; Fet CP: cortex parietal de fetus; Bl: blanc.

4.4.2 Expressio de les variants de splicing de BChE en teixits no

neuronals

A més, s’ha analitzat I’expressid6 de BChE, a diferents teixits no neuronals.
Mitjancant PCR es va comparar I’expressio a la pell, el pulmd, la prostata, el ronyo, la
melsa, el cor, el fetge, el muscul, la mama, 1’uter, el testicle, la sang i com al control de
la PCR al cortex frontal de cervell. Cada VS s’expressava en teixits determinats (figura
20).

La VSI es trobava unicament al fetge i I’tGter i en ambdos organs a nivells més alts
que al cervell. La VS2 tamb¢ s’expressava a aquests teixits, perd a més es trobava al

pulmé i a nivells baixos a la pell, la prostata, el cor i la mama. L’estudi de les VS
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majoritaries, VS3 i VS4, va revelar que encara que VS3 no es detectava a la mama,
ambdues VS s’expressaven en tots els teixits analitzats excepte a la sang, on no es va
poder detectar I’expressio de cap de les VS. Els nivells d’expressio de VS3 eren baixos

al pulmo i molt baixos al rony6 i la pell. Els nivells més baixos de VS4 van ser detectats

a la mama, el ronyo, el muscul i la pell.
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Figura 20. Expressio de totes les VS de BChE en diferents teixits no neuronals. S’hi ha inclos la B-

actina com a control de carrega.
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4.5 Analisi de I’expressio relativa de les variants de splicing de BChE

en diferents arees cerebrals

L’expressio relativa de dues variants de splicing de BChE, VS3 i VS4, s’ha
determinat mitjancant PCR a temps real amb encebadors especifics per a cada variant de

22ACEl resultat d’aquest reflecteix el canvi d’expressio relativa

splicing 1 el métode
normalitzat amb un gen de referéncia endogen en relaciéo amb un grup control. Valors al
voltant d’1 indiquen que no hi ha canvis d’expressio de ’'mRNA analitzat en el grup a
estudiar respecte el grup control. En canvi, valors inferiors a 0,5 representen una
disminuci6 significativa de I’expressio al grup d’estudi; i al contrari, valors superiors a
1,5 revelen un augment significatiu de 1I’expressio en aquest grup en comparacié amb el
grup control.

La marcada acumulaci6é dels genotips WK 1 KK a les diferents malalties estudiades
indicava que la BChE podria estar involucrada de manera especifica en el seu
desenvolupament. Tenint en compte que la variant-K de la BChE comporta la
disminucié del nombre de molécules de BChE circulants en sang, es va estudiar la seva

expressio a nivell d’mRNA al cortex frontal, cortex temporal, nucli caudat i cerebel, tant

de la VS majoritaria, VS3, com de les minoritaries, VS1, VS2 1 VS4,

4.5.1 Expressio de VS3

A la DCLp el transcrit majoritari de BChE no presentava cap canvi d’expressio
estadisticament significatiu. Tot i1 aixd, s’observava certa disminucié d’aquesta VS al
cortex temporal, aixi com, un augment d’expressio de VS3 al nucli caudat amb una
elevada desviacid estandard (cortex frontal: 1,10 (0,75-1,60); cortex temporal: 0,52

(0,38-0,71); nucli caudat: 1,95 (0,96-3,98); cerebel: 0,91 (0,75-1,10); figura 21).
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Figura 21. Expressio de VS3 de BChE en el cortex frontal (CF), cortex temporal (CT), nucli caudat
(Ca) i cerebel (Cr) a totes les malalties estudiades. El canvi de 1’expressio es representa en escala

logaritmica. *: resultat estadisticament significatiu (< 0,5 o > 1,5)

Tal com es pot veure a la figura 21, a la DCLc I’expressi6 de VS3 estava
significativament disminuida al cortex temporal (0,41 (0,35-0,48)). Al nucli caudat es
va trobar una elevada desviaci6 estandard (1,44 (0,96-3,98)), similar a la també
detectada a la mateixa area cerebral a les altres malalties estudiades. No es van detectar
canvis significatius d’expressio al cortex frontal ni al cerebel (1,38 (1,22-1,57) 1 0,79
(0,63—1,00), respectivament; figura 21).

En el cas de la MP només va ser possible estudiar mostres de cortex frontal per la
manca de disponibilitat de mostra a les altres arees cerebrals. A 1’area estudiada es va
trobar un augment significatiu de I’expressié de VS3 (1,73 (1,59-1,88), figura 21).

A I’AMS no es va trobar cap canvi significatiu de 1’expressié de VS3, tot i que
s’observava cert augment de 1’expressio a totes les arees analitzades (cortex frontal 1,56
(1,37-1,78); nucli caudat 1,40 (0,68-2,84); i cerebel 1,54 (0,92-2,56), figura 21).

Finalment, VS3 presentava una disminucié de 1’expressio significativa al cortex
temporal dels individus amb MA i un augment, també significatiu, al cerebel (0,33
(0,26-0,43) 1 1,66 (1,5-1,83), respectivament; figura 21). Al nucli caudat s’observava

una tendéncia a un augment de 1’expressid, perd presentava una desviacid estandard
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molt marcada (1,42 (0,79-2,55)). El cortex frontal no mostrava canvis d’expressio (1,28
(1,26-1,29), figura 21).

En general, les malalties amb cossos de Lewy i la MA es caracteritzaven per una
marcada disminucié de 1’expressié de VS3 al cortex temporal. Es va observar un cert
augment, tot i que no significatiu degut a una important desviacié estandard en la

majoria dels casos al cortex frontal i al nucli caudat (figura 21).

4.5.2 Expressio de VS4

La VS4 de BChE és el transcrit més curt i la variant de splicing més abundant després
de la VS3.

A la DCLp, I’expressio de VS4 de BChE presentava un augment al cortex frontal
(2,06 (1,70-2,50)) i una disminuci6 al cerebel (0,45 (0,42-0,48); figura 22). Al cortex
temporal i al nucli caudat no es van observar canvis significatius d’expressio (0,93

(0,79-1,47) 1 1,28 (0,83-1,38), respectivament).
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Figura 22. Expressio de VS4 de BChE en el cortex frontal (CF), cortex temporal (CT), nucli caudat
(Ca) i cerebel (Cr) a totes les malalties estudiades. El canvi de ’expressio es representa en escala

logaritmica. *: resultat estadisticament significatiu (< 0,5 o > 1,5).

A la DCLc I’expressiéo de VS4 estava augmentada, encara que no significativament,

al cortex frontal (2,48 (1,27—4,87)). Al nucli caudat, al cerebel i al cortex temporal es va
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detectar certa disminuci6 de 1’expressioé de VS4, perd tampoc significativa (0,48 (0,44—
1,91); 0,48 (0,32-0,72); 0,66 (0,47—1,10), respectivament; figura 22).

L’expressio de VS4 al cortex frontal de la MP presentava un augment molt marcat
(5,03 (4,42-5,72)). A ’AMS, la VS4 es sobreexpressava al cortex frontal, i el cerebel
no mostrava canvis d’expressio significatius (2,32 (2,13-2,53); 0,85 (0,78-0,92),
respectivament).

Tot 1 que no es van detectar canvis significatius d’expressio de VS4 a la MA aquesta
es trobava augmentada al cortex frontal i presentava una tendéncia a la disminucié de
I’expressio al cortex temporal 1 al nucli caudat (cortex frontal: 2,11 (1,15-3,83); cortex
temporal: (0,64 (0,32—0,77); nucli caudat: 0,62 (0,29-0,75); cerebel: (1,35 (0,92—1,98);
figura 22).

L’elevada desviacio estandard observada en les diferents malalties i arees estudiades,
il-'lustra I’heterogeneitat de les malalties incloses en l’estudi. Canvis en els nivells
d’expressié de les VS de BChE sembla que juguen un paper determinat en el
desenvolupament d’aquestes malalties només en determinats subgrups de pacients.
Genotips definits dels polimorfismes detectats en el promotor de BChE podrien
modificar I’eficiéncia de la transcripcié del gen, i causarien diferéncies en els distints

nivells d’expressio i per aix0, serien responsables de les amplies desviacions estandard.

4.5.3 Coamplificacio VS1i VS2

L’expressio de les dues variants de splicing minoritaries, VS1 i VS2, no podia ser
avaluada por PCR a temps real a causa de la seva baixa expressio. Per poder valorar
canvis relatius a la seva expressio, van ser coamplificades en una mateixa reaccio de
PCR i es va determinar la ratio entre totes dues.

Al cortex frontal i al cerebel es van observar canvis significatius en les ratios
VS2/VS1 en les malalties amb cossos de Lewy en comparacio amb els controls.
Concretament al cortex frontal, la DCLp, la DCLc i la MP presentaven una ratio
significativament superior als controls (0,69 + 0,15 a la DCLp, 0,64 + 0,34 a la DCLc,
0,74 + 0,23 a la MP vs als controls 0,42 + 0,19; p = 0,04, p = 0,049 i p = 0,027,
respectivament). L’augment de la ratio VS2/VS1 en les malalties amb cossos de Lewy
en comparacid amb els controls indicava que en aquestes malalties o augmentava
I’expressio de VS2 o disminuia 1’expressio de VSI, sent el resultat d’ambdés canvis un

augment relatiu de VS2 respecte VS1. En canvi, al cerebel la ratio VS2/VS1 era
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superior als controls que a la DCLp i a la DCLc (0,34 + 0,2 a la DCLp, 0,27 £ 0,12 a la
DCLc vs 0,58 + 0,21 als controls; p = 0,039 i p = 0,027, respectivament), la qual cosa
indica el contrari, un augment relatiu de VS1 respecte de VS2, ja sigui per un increment
de VS1 o una disminucié de VS2.

A banda, cal remarcar que set mostres del cortex frontal i sis de cerebel no
expressaven VS2. Totes aquestes estaven distribuides de manera similar en tots els
grups analitzats incloent-hi els controls i no consten a les mitjanes de les ratios.

Al cortex temporal, aixi com, al nucli caudat no s’han observat diferéncies
significatives en la ratio VS2/VS1 en cap dels grups estudiats (DCLp, DCLc, AMS, MP

1 MA) en comparaci6 amb els controls.

4.6 Influéncia dels polimorfismes de BChE sobre I’expressio del gen

Tal com s’ha mencionat a ’apartat anterior, els diferents genotips del promotor
podrien influir directament sobre els nivells d’expressié de BChE. Per aquest motiu,
I’expressio de les mostres control va ser estudiada en dependéncia dels genotips
corresponents als polimorfismes A—1314G i C-558T. Només es van analitzar aquests
dos polimorfismes del promotor de BChE perque les freqiiéncies dels seus genotips
minoritaris eren superiors a 0,2 als controls. Es van comparar els nivells d’expressié de
les mostres que presentaven el genotip homozigot mutat (el més freqiient en ambdos
casos), amb els nivells d’expressido de les mostres que presentaven almenys un al-lel
salvatge (taula 15).

Per cada VS es van trobar diferéncies d’expressio en dependéncia del genotip en una
area cerebral especifica. La VS3 es sobreexpressava en preséncia dels genotips C+ del
polimorfisme C—558T en el nucli caudat i la VS4 en preséncia dels genotips A+ del
polimorfisme A—1314G en el cerebel (taula 15).

Per aquests motius es van reanalitzar les dades d’expressiéo de VS3 en nucli caudat i

de VS4 en cerebel per a cada malaltia.
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Taula 15. Canvis dels nivells d’expressié6 de BChE en funci6é del genotip A+ del polimorfisme A-

1314G i del genotip C+ del polimorfisme C-558T. * resultat estadisticament significatiu.
Polimorfisme A-1314G | Polimorfisme C-558T

GG A+ TT C+

VS3-CF 1 1,23 (1,02-1,49) | 1 1,34 (1,05-1,73)
VS3-CT | 1 0,99 (0,77-1,27) | 1 1,20 (1,18-1,21)
VS3-Ca 1 0,39 (0,19-0,81) | 1 | 2,29 (1,73-3,04)*
VS3-Cr 1 1,69 (1,35-2,10) | 1 | 0,94 (0,87-1,02)
VS4-CF 1 0,96 (0,72-1,28) | 1 | 0,95 (0,54-1,68)
VS4-CT | 1 1,13 (0,71-1,79) | 1 | 0,72 (0,52-0,98)
VS4-Ca 1 0,49 (0,16-1,55) | 1 | 0,79 (0,52-1,20)
VS4-Cr 1| 2,26(1,9-2,67)* | 1 | 0,85(0,79-0,92)

S’ha reportat que la variant-K de BChE comporta una disminucié del 33 % del
nombre de molécules circulants en sang (Altamirano, et al, 2000). Per aquest motiu, es
va estudiar si la variant-K influia en els nivells d’expressio del gen. Com que el nombre
de controls portadors d’almenys un al-lel K era molt reduit, es va fer I’analisi en funcio6
del genotip en cada una de les malalties. Els resultats van revelar que ni el genotip KK

ni el KW influien en els nivells d’expressio de VS3 1 VS4 en cap de les malalties.

4.6.1 Expressio de VS3 en el nucli caudat en dependéncia del

polimorfisme C-558T

Tal com ja s’ha mencionat a I’apartat anterior, en el nucli caudat es va observar una
sobreexpressio6 de VS3 als individus control portadors dels genotips C+ del
polimorfisme C-558T. Per estudiar la possible influéncia d’aquests genotips sobre
I’expressio de VS3 en el nucli caudat també en les DCL i en la MA, es van reanalitzar
els resultats de I’expressio (taula 16).

Al contrari dels controls, a la MA es va detectar una disminucié significativa de
I’expressio de VS3 als individus portadors del genotip C+ en aquesta area. En canvi, a
les DCL no es van trobar variacions significatives d’expressi6 en dependéncia dels

diferents genotips d’aquest polimorfisme.

106



4. Resultats

Taula 16. Canvis en els nivells d’expressio de VS3 en el nucli caudat en dependéncia del genotip C+

del polimorfisme C-558T. * resultat estadisticament significatiu.

Polimorfisme C-558T
TT C+
DCLp 1 1,06 (0,83—1,35)
DCLc 1 1,29 (0,76-2,17)
MA 1 0,25 (0,14-0,45)*
Controls 1 2,29 (1,73-3,04)*

4.6.2 Expressio de VS4 en cerebel en dependéncia del polimorfisme A—

1314G

Una analisi similar es va fer per a la quarta variant de splicing de BChE, VS4, perque,
en aquest cas, s’havien detectat canvis significatius als controls portadors dels genotips
A+ pel polimorfisme A—1314G al cerebel. A la MA es va observar una marcada
sobreexpressio de VS4 als individus portadors dels genotips A+, la qual era el doble que
als controls (taula 17). Pero, igual que en el cas anterior, a les DCL no es van observar

canvis d’expressio6 en funcio del genotip.

Taula 17. Canvis en els nivells d’expressio de VS4 en el cerebel en dependéncia del genotip A+ del

polimorfisme A-1314G. * resultat estadisticament significatiu.

Polimorfisme A-1314G
GG A+
DCLp 1 1,55 (1,10-2,19)
DCLc 1 0,61 (0,38-0,97)
MA 1 4,49 (3,95-5,11)*
Controls 1 2,26 (1,90-2,67)*
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4.7 Analisi de ’expressio de BChE en dependéncia de les combinacions

genotipiques

Per determinar la possible funcionalitat de les combinacions genotipiques
especifiques, AAAATT77WW per a la MA 1 AAAGCC8+K+ 1 77/KW per a les DCL,
els nivells d’expressioé de VS3 i1 VS4 de BChE s’han analitzat en el cortex frontal en els
portadors d’aquestes combinacions en comparacioé amb els no portadors.

Es va observar un augment significatiu de 1’expressié de VS3 i de VS4 a les mostres
de MA portadores de la combinacié genotipica AAAATT77WW en comparacié amb la
resta de mostres de MA (1,97 (1,50-2,55) 1 3,64 (2,92-4,53), respectivament; figura 23).

10
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Figura 23. Canvis d’expressio significatius de VS3 i VS4 de BChE a mostres portadores de les

combinacions genotipiques especifiques.

Les mostres amb DCLp portadores dels genotips 77/ KW mostraven una disminucio
significativa de VS3 en comparacio amb la resta de les mostres de DCLp, perd no
presentaven canvis d’expressio de VS4 (0,28 (0,26-0,31) 1 1,20 (1,04-1,39); figura 23).

L’expressio de VS3 en DCLc va ser avaluada en tres grups diferents, els portadors de
la combinaci6 AAAGCCS8+K+, els portadors de 77/KW 1 la resta de les mostres de
DCLec. Les mostres d’aquesta malaltia portadores de la combinaci6 AAAGCC8+K+
presentaven una disminucié significativa de I’expressié de VS3, tot i que aquesta era
molt més marcada a les mostres portadores de la combinacié 77/KW (0,42 (0,38-0,47) i
0,27 (0,18-0,43), respectivament; figura 23). Aquestes dues combinacions genotipiques

no provocaven variacions en 1’expressi6 de VS4 en comparaci6 amb les mostres
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d’aquesta malaltia no portadores d’aquestes combinacions (1,02 (0,58-1,80) i 0,91
(0,55-1,52), respectivament).

Finalment, és interessant resumir que les combinacions especifiques per a les DCL
provocaven una disminucié significativa de VS3 i que, en canvi, la combinaci6 trobada

per a la MA era responsable d’un augment significatiu de I’expressio de VS3 1 VS4.

4.8 Localitzacio de BChE per immunohistoquimica

L’estudi immunohistoquimic s’ha fet en mostres de cortex frontal i de nucli caudat
corresponents a dos cervells de DCLp, quatre de DCLc i tres de MA emprant anticossos
de BChE (Atlas Antibodies) i a -sinucleina (Novocastra). L’analisi microscopic va
revelar diferents graus de positivitat per a BChE que es van definir per un camp d’alta
resolucié de la manera segiient: (-) negatiu: no s’observa positivitat per a BChE, (+)
lleu: d’una a dues cél-lules presenten positivitat, (++) moderat: de tres a quatre cel-lules
presenten positivitat, (+++) sever: més de quatre cél-lules presenten positivitat i (++++)
molt sever: nombroses cél-lules presenten positivitat (taula 18).

BChE mostrava positivitat epitelial a les parets dels vasos sanguinis i s’observava
principalment a les mostres del nucli caudat (figura 24A).

En general, el cortex frontal presentava poca positivitat per a BChE (taula 18). Tres
de les nou mostres estudiades en aquesta area eren negatives per BChE (figura 24B). En
aquest cas, només es podien observar els pigments neuronals. Independentment de la

malaltia, quatre dels nou casos presentaven positivitat lleu 1 dos moderada.

. 5 ; o-sinucleina o-sinucleina
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Taula 18. Resultats de la immunohistoquimica de BChE i a-sinucleina. "Mostres: numeracio de les
mostres corresponents a les citades a I’annex. “BChE CF: mostres de cortex frontal estudiades amb
I’anticos BChE. *BChE Ca: mostres del nucli caudat estudiades amb I’anticos BChE. * a-sinucleina CF:
mostres de cortex frontal estudiades amb 1’anticds a-sinucleina. ° a-sinucleina Ca: mostres de nucli caudat

estudiades amb I’anticos o-sinucleina.

Al nucli caudat tres dels quatre casos de DCLc i tots els casos estudiats de MA
presentaven positivitat per BChE moderada, severa o molt severa en forma de granuls
fins (figura 24D) o granuls densos (figura 24C). A la figura 24D les fletxes assenyalen
estructures positives per BChE amb un aspecte compatible amb cossos d’inclusi6. A
causa del nombre baix de mostres de DCLp analitzades, no es podia generalitzar que hi
hagués poca positivitat per BChE, encara que els dos casos de DCLp estudiats

presentaven positivitat lleu (taula 18).
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Figura 24. Deteccié de BChE en talls de teixit parafinat mitjancant immunohistoquimica. A: mostra

de nucli caudat que presenta positivitat epitelial (20x); les fletxes assenyalen vasos sanguinis positius per
a BChE. B: mostra de cortex frontal negativa per BChE (40x); les fletxes indiquen els pigments
neuronals. C: mostra de nucli caudat amb positivitat molt severa per BChE (20x); les fletxes indiquen la
positivitat granular fina per BChE. D: mostra de nucli caudat amb positivitat moderada per BChE (20x);

les fletxes assenyalen la positivitat granular intensa per BChE.

A causa de l’aparenga i la localitzacié dels granuls densos de BChE, es va a
investigar la colocalitzaci6 de BChE i a-sinucleina mitjancant doble immunomarcatge
per a ambdues proteines.

Per fer el doble immunomarcatge, calia estandarditzar la tincid6 immunohistoquimica
amb D’anticos a -sinucleina. Segons els criteris establerts per McKeith el 2005 es
distingeixen quatre estadis corresponents a diferents graus d’afectacié per patologia
relacionada amb a-sinucleina: estadi 1 (lleu o +): cossos de Lewy i neurites de Lewy
disperses, estadi 2 (moderat o ++): més d’un cos de Lewy per camp d’alta resolucio i
alguna neurita, estadi 3 (sever o +++): més de quatre cossos de Lewy i estadi 4 (molt
sever o ++++): molts cossos de Lewy i neurites de Lewy.

La tinci6 amb I’anticds a-sinucleina era negativa a la MA, perd positiva a la DCLp 1

DCLec. Similar a la BChE, es van obtenir resultats molt heterogenis per les diferents
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mostres corresponents als grups de DCLp 1 DCLc (taula 18). A la figura 25A es mostra
un exemple amb positivitat moderada corresponent a 1’estadi 2 segons els criteris de
McKeith. En canvi, la mostra de la figura 25B corresponia a un estadi 4 de McKeith

perque presentava positivitat molt marcada.
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Figura 25. Deteccié d’a-sinucleina en talls de teixit parafinat mitjancant immunohistiquimica.
Mostres que presenten canvis relacionats amb la patologia d’a-sinucleina corresponent a (A) I’estadi 2

segons McKeith (20x) i (B) a I’estadi 4 segons McKeith (40x).

La immunohistoquimica amb doble marcatge permet la deteccidé simultania de dos
antigens en un mateix tall de teixit. La combinacié d’una tinci6 de peroxidasa-DAB
amb el cromogen vermell de fosfatasa (Fast Red) permetia visualitzar a la vegada
I’anticos de BChE de color marré i I’anticos d’a-sinucleina de color vermell i
proporcionava un contrast excel-lent. a-sinucleina es localitzava als cossos de Lewy i
les imatges mostraven clarament que BChE i a-sinucleina no colocalitzaven. Aquesta

observacid permetia concloure que BChE no es trobava als cossos de Lewy (figura 26).
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Figura 26. Deteccié simultania de BChE i a-sinucleina mitjancant immunohistoquimica amb doble

marcatge. La fletxa indica positivitat per a BChE (color marro) i el cap de la fletxa indica positivitat per

a a-sinucleina (color vermell). A: mostra DCLc amb positivitat severa per BChE (20x). B: mostra DCLc

amb positivitat severa per BChE (40x).
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En el present treball s’ha fet una extensa caracteritzacié genctica del gen de BChE en
les sinucleinopaties.

A la primera part del treball es van analitzar els polimorfismes de BChE més
freqilients a totes les mostres de cervell disponibles de DCLp, DCLc, MP, AMS, MA i
controls.

La determinacié de la freqiiéncia de 1’al-lel K de BChE va permetre establir la
freqiiencia d’aquest al-lel als individus control de la nostra regidé sanitaria que
correspondria a un 18,1 %, una mica més alt que 1’11,1 % obtingut en un estudi realitzat
en controls de 1’Hospital Marqués de Valdecilla de Santander (Mateo, et al, 2008).
Aquest percentatge també és lleugerament major que en altres poblacions caucasiques,
com per exemple, la britanica, que és d’un 12,0 % (Evans 1 Wardell, 1984) i la dels
Estats Units, que és d’un 12,8 % (Bartels, et al, 1992). En canvi, la freqiiencia de 1’al-lel
K varia considerablement en altres poblacions, com per exemple a la poblacio turca,
amb una freqiiéncia molt elevada del 26,6 % (Babaoglu, et al, 2004) o a la brasilera,
amb una freqiiéncia extremadament baixa, que és del 2,0 % (Alcantara, et a/, 1990). La
poblacio japonesa presenta amb un 17,5 % una freqiiéncia similar a la de les poblacions
caucasiques (Yamamoto, et al, 1999).

En aquest estudi es va detectar una marcada acumulaci6é de 1’al-lel K en totes les
sinucleinopaties (42,0 % DCLp, 62,0 % DCLc, 30,0 % MP i 50,0 % AMS), pero també
a la MA (38,0 % MA). Aix0 indicava que la variant-K de la BChE podria influir en al
desenvolupament d’aquestes malalties. En nombrosos articles s’ha descrit la variant-K
de la BChE com un factor de risc a desenvolupar la MA, especialment en preséncia de
I’al-lel ApoE4 (Ghebremedhin, et al. 2007, Lehmann, et al. 2001), pero altres autors
han postulat que la variant-K podria ser un factor protector (Alvarez-Arcaya, et al,
2000; Podoly, et al, 2009). A més, s’ha vist que aquesta variant en homozigosi esta
acumulada en el 8 % dels pacients afectats per la DCL, els quals sembla que tindran una
resposta millor als inhibidors de colinesterases degut a la disminucié del 33 % de
I’activitat de BChE (Lane i He, 2009; Singleton, et al, 1998). Els mateixos investigadors
també proposen que podria ser Util un cribatge poblacional d’aquest polimorfisme per
predir quins individus tindran millor resposta als farmacs. En estudis fisiologics s’han
descrit que en relacié amb la disminuci6 de la seva activitat, la variant-K comporta una
disminucié del 33 % del nombre de molécules circulants en sérum (Holmes, et al,
2005). Tanmateix, fins al moment no s’han estudiat els nivells d’expressi6 d’'mRNA al

cervell.
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A més a més de la variant-K, en el present estudi s’han analitzat tres altres
polimorfismes exonics situats al gen de la BChE. Mentre que les variants H i J no s’han
trobat a la nostra poblacid, la variant-A estava present en un percentatge molt baix. S’ha
descrit que diferents variants genétiques de la BChE poden ser factors de risc per a
altres malalties. La variant—A, per exemple, esta associada a I’apnea (Yen, et a/, 2003) i
portadors homozigots d’aquesta variant poden patir una apnea prolongada després de
I’administracié d’anestésics com la succinilcolina o el mivacurium (Zelinski, et al,
2007). La freqiiéncia d’homozigosi en la poblacié americana és del 0,04 % i augmenta
al 4 % en cas d’heterozigositat (Li, et al, 2006). A més, la freqliéncia d’heterozigosi en
la poblacié europea és del 3,3 % (McGuire, ef al, 1989). En relacié amb la variant-J, els
nivells de BChE en sérum i la duraci6 de 1’apnea per la succinilcolina estan inversament
correlacionats. La disminucio de dos tercos de molécules d’enzim circulant provocada
per aquesta variant causa major susceptibilitat i fa que els individus portadors siguin
més susceptibles a una apnea prolongada per la succinilcolina (Bartels, et al, 1992).
L’abseéncia de les variants—H 1 J, aixi com, les baixes freqiiencies de la variant-A a la
nostra poblacio sembla que son ser degudes al fet que aquests polimorfismes influeixen
en altres trastorns no relacionats amb la neurodegeneracio.

En diversos estudis esta ben documentat que el canvi d’un unic nucleotid a la regio
del promotor d’un gen pot afectar drasticament 1’activitat transcripcional (Artiga, et al,
1998). En altres casos, s’han associat polimorfismes del promotor d’un gen determinat
amb el risc de patir una malaltia en concret. El gen d’ApoE, per exemple, esta associat
com a important factor de risc a desenvolupar la MA. En el promotor d’aquest gen
s’han trobat diversos polimorfismes i dos d’ells (A—491T i T-291G) poden alterar els
nivells de transcripcié d’ApoE. L’al-lel -491T va ser associat a una disminucié de la
transcripcio, mentre que el —219G 1’augmentava (Artiga, et al, 1998). Recentment, s’ha
establert que el genotip —491AA en preséncia del al-lel APOE4 augmenta el risc de patir
la MA 4,37 vegades (Xin, et al, 2010). A D’interleucina—10 s’han trobat diversos
polimorfismes al promotor i tres d’ells, G-1082A, T-819C i C-592A, estan en
desequilibri de lligament. A partir dels tres polimorfismes resulten tres haplotips GCC,
ACC i ATA; els dos primers es troben principalment en pacients amb MA, tot i que de
manera no significativa (Scassellati, et a/, 2004). En el cas de la MP s’ha estudiat la
possible associacié de tres polimorfismes situats en el promotor del gen HOMERI1

(rs4704559, rs10942891, rs4704560). De tots tres, 1’allel A del polimorfisme
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rs4704559 sembla que és un marcador de susceptibilitat a patir simptomes psicotics en
pacients amb MP (De Luca, et al, 2009).

Fins al moment només s’ha publicat un estudi genétic relacionat amb el promotor de
BChE (Jbilo, et al, 1994a). Tenint en compte els treballs discutits en el paragraf
anterior, la falta de dades sobre el promotor de BChE i I’acumulacié dels genotips
portadors de 1’al-lel K a les nostres mostres, es va estudiar la seqiiéncia del promotor de
BChE. Com a resultat es van identificar quatre polimorfismes nous. La manca de
coneixement sobre la genética de les DCL (McKeith, et al, 2005) i la possible
implicacio de la BChE en el desenvolupament d’aquestes malalties justificaven la
caracteritzacio dels polimorfismes del promotor de BChE a totes les mostres incloses en
aquest estudi.

El promotor de BChE té una longitud de cinc quilobases situades a la regié 5’ del gen
1 esta constituit pel 66 % d’adenines i timines, similar al 62 % de la regid codificant, i
no conté cap TATA box ni CAAT box en aquesta regio (Jbilo, et al, 1994a). Perd
elements reguladors potencials upstream del lloc d’inici de transcripcid, com AP1 entre
les posicions —68 1 =73 (5’-GAATCA-3") i Oct-1 de la —401 a la —408 van ser localitzats
a la seva seqiliencia. També es van descobrir quatre llocs d’unid a topoisomerases situats
entre les posicions —233 1 —247 (5’-TATGTATATTCTTAA-3’), entre la —610 i la —627
(5’-GTGTCTCTTTTATAGAGT-3"), entre les posicions —828 1 -844 (5°-
CTGCAAATATTAATACA-3’) i entre la -1.634 1 la -1.650 (5°-
CCTGCTTTTATTGATTT-3"). A més, es va identificar una seqiiéncia repetitiva Alu de
333pb, emplacada entre les posicions —1.324 i —1.656, flanquejada a ambdos costats per
una repeticid de set nucleotids (CCTTTTC) (Jbilo, et al, 1994a). Fins al moment, només
s’ha descrit un polimorfisme en el promotor de BChE. Esta situat a la posicio —116 i
comporta el canvi d’una guanina per una adenina (Furtado-Alle, et a/, 2008). El genotip
—116A es troba freqiientment relacionat amb la variant-K i esta associat amb un baix
index de massa corporal. Cal afegir que aquest polimorfisme no s’ha estudiat en relaci6
amb les sinucleinopaties, o amb altres malalties neurodegeneratives.

Els quatre polimorfismes del promotor de BChE identificats en aquest treball
localitzats per ordre de més distancia a menys del lloc d’inici de la transcripcié soén: A—
1314G, A-795G, C-558T 1 un polimorfisme amb un nombre variable de T situat entre
les posicions —222 i —215. El genotip AA del polimorfisme A-1314G es trobava
acumulat tres vegades a la MA i a la MP en comparacié amb els individus control. La

freqiiencia dels genotips G+ del polimorfisme A-795G era molt baixa en controls.
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Encara que la seva freqliéncia estava augmentada a les sinucleinopaties i a la MA, la
seva acumulaci6 era significativa unicament a la DCLc. En ’estudi posterior, la
freqliencia dels genotips G+ del polimorfisme A-795G era similar en MA, MP i
controls. En canvi, en un grup de pacients amb AMS va disminuir la preséncia dels
genotips G+. Caldra fer estudis de grups de pacients més amplis per definir la possible
importancia dels genotips G+ del polimorfisme A-795G en el desenvolupament
d’aquestes malalties.

El genotip CT del polimorfisme C—558T presentava una acumulacié important en la
DCLp aixi com en la DCLc. Per determinar la possible associacid d’aquest
polimorfisme amb la DCL, ja sigui com a factor de risc o com a indicador de la
progressio de la malaltia, caldra analitzar un grup de pacients amb el diagnostic clinic
d’aquesta malaltia. Per la manca de pacients d’aquestes caracteristiques no hem pogut
fer aquest estudi.

Finalment, I’allel més freqiient de la seqiiéncia polimorfica poliT contenia 7T
seguides. Mentre que entre 17-25 % dels pacients que patien alguna sinucleinopatia o la
MA eren portadors de I’al-lel 8T, només el 9 % dels controls el presentaven. A més,
s’ha detectat la cosegregacio dels al-lels 8T 1 K de la variant-K, és a dir, 1’allel 8T
només es troba en un cromosoma portador de I’al-lel K. Fins al moment, es desconeixen
quines implicacions pot tenir aquest fet, perd podria tenir a veure amb la incidencia de
la malaltia o en la seva evolucio.

Tenint en compte I’estructura del promotor de BChE cal destacar que cap dels
polimorfismes descrits aqui no es troben dins de cap element regulador conegut ni dins
de la seqiiéncia Alu. Tanmateix, el polimorfisme A—1314G s’emplaga a 10 pb de I’inici
de la seqiiencia Alu i els polimorfismes A—795G 1 C—558T estan aproximadament a 50
pb d’un lloc d’interacci6é d’una topoisomerasa. També la seqiiéncia poliT situada entre
les posicions —221/-222 i =215 es troba a només 10 pb d’un lloc d’interaccié d’una
topoisomerasa. Encara que els diferents polimorfismes per separat poden no alterar
I’eficiéncia de la transcripcio, certes combinacions dels diferents genotips podrien
causar canvis en I’afinitat dels diferents factors que intervenen en el complex procés de
la transcripcié geénica. Aleshores, com a resultat es podrien detectar canvis en els nivells
d’expressi6 del gen BChE.

Un dels objectius d’aquest treball era la recerca de possibles biomarcadors
diagnostics per les sinucleinopaties. Els resultats obtinguts en [’analisi dels

polimorfismes descoberts al promotor de BChE no van permetre 1’establiment d’un
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marcador especific. Per aquest motiu, es van analitzar les diferents combinacions
genotipiques resultants d’aquests quatre polimorfismes del promotor juntament amb la
variant-K 1 se’n van estudiar les freqiiéncies i la distribucio en els diferents grups de
malalties.

En els ultims anys s’ha comengat a fer 1’analisi de combinacions genotipiques
constituides per genotips de polimorfismes presents en un unic gen o en diferents gens.
Un exemple és el factor de risc de la MA postulat per Vural i col-laboradors on la
preseéncia de ’al-lel A a la posicid6 —308 del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)
juntament amb 1’al-lel A de la posicié —1082 del promotor de la interleucina-10 (IL-10)
augmentaven 6,5 vegades el risc de patir aquesta malaltia (Vural, et a/, 2009). Els al-lels
A de TNF-a i de IL-10 per separat també augmentaven el risc perd de manera més
lleugera (Vural, et al, 2009). També Costa-Mallen i col-laboradors van descriure una
combinacio genotipica formada per un polimorfisme A/G de la monoaminooxidasa B
(MAO-B) situat a I’intr6 13 del gen localitzat al cromosoma X i TaqlA i TaqlB del
receptor de la dopamina D2 (DR2D), que, combinats, augmentaven el risc de patir la
MP (Costa-Mallen, et al, 2000).

Segons Paisan-Ruiz i col-laboradors, no ha de ser ignorada informaci6 d’al-lels que es
troben a una baixa freqliencia en estudis gendmics a gran escala i amb p-valors
astringents. Aquests podrien esdevenir importants factors de risc (Paisan-Ruiz, et al,
2009). Concretament, els investigadors van estudiar multiples al-lels minoritaris del gen
LRRK2 i van veure que combinacions determinades d’aquests al-lels predisposaven el
risc de patir la MP esporadica (Paisan-Ruiz, et al, 2009).

Una limitaci6 de la majoria d’estudis genétics poblacionals son els grups control que
s’utilitzen. Aquests poden incloure persones encara no afectades per la malaltia en
qiiestio en lloc de persones amb risc baix de patir la malaltia (Paisan-Ruiz, et al, 2009).
Pero la primera part de 1’estudi esta basat en mostres amb diagnostic neuropatologic, on
les mostres control van ser examinades per neuropatdlegs i no presentaven lesions
neuropatologiques significatives. A més, I’edat de la mort dels individus era similar a la
dels malalts. La bona caracteritzacié dels controls representa un valor afegit en aquest
treball.

Tal i com ja s’ha esmentat, la DCL és la segona causa més freqiient de deméncia en la
vellesa (Jellinger, 2003). Una dificultat real a I’hora de fer un diagnostic correcte de la
DCL ¢és la variabilitat fenotipica en dependeéncia de si presenten patologia Alzheimer o

si només contenen cossos de Lewy. La preséncia d’un elevat percentatge de patologia

121



5. Discussio

MA ¢és la causa dels simptomes caracteristics de la MA que sovint condueixen al
diagnostic clinic erroni de la DCL (Kraybill, et al, 2005). Actualment per al diagnostic
clinic de la DCL s’utilitzen els criteris que McKeith va establir el 2005 basats en
caracteristiques cliniques dels pacients (McKeith, et a/, 2005) on el diagnostic clinic és
de possible o probable DCL segons els simptomes. Amb 1’is d’aquestes bases
s’aconsegueix una especificitat elevada al diagnostic clinic (90-99 %), pero la
sensibilitat és relativament baixa (18-83 %) (Litvan, et al, 2003; Lopez, et al, 2002;
Luis, et al, 1999; McKeith, et al, 2000). Cal afegir que, fins al moment, no hi ha
biomarcadors ampliament acceptats que permetin distingir aquesta malaltia de les altres
deméncies (Aarsland, et al, 2008).

En relaci6 amb la correspondéncia entre el diagnostic clinic i neuropatologic de les
mostres utilitzades en aquest estudi, és important remarcar el 100 % de coincidéncia al
diagnostic al cas de la MA, perd només el 42 % de pacients amb DCLp i el 17 % de
DCLc van ser diagnosticats com a DCL. La majoria d’aquests casos van rebre el
diagnostic clinic de MA.

Ates I"augment de ’esperanca de vida als paisos rics, €s previsible un augment
significatiu de la prevalenca de les malalties neurodegeneratives en els proxims anys.
Entre els 60—65 anys aproximadament 1’1 % de la poblacié pateix alguna demeéncia,
aquest percentatge augmenta fins al 10-35 % en persones majors de 85 anys. A partir
dels 80 anys afecta més els homes que a les dones (Kester i Scheltens, 2009).
Actualment a I’Estat espanyol més de 800.000 persones presenten algun tipus de
deméncia i la previsid és que el 2025 aquesta xifra augmenti fins a 1.200.000 persones.
Aquests resultats demostren una vegada més la importancia de disposar d’un diagnostic
precis 1 primerenc d’una banda, 1 de trobar nous tractaments 1 millorar els actuals de
’altra.

Amb I’objectiu d’intentar descobrir algun marcador util per al diagnostic precis de les
sinucleinopaties, es va seguir el present treball analitzant les diferents combinacions
genotipiques obtingudes a partir dels polimorfismes de BChE en cada mostra. La
distribuci6 de les diferents combinacions genotipiques en un diagrama de contingéncia
indicaven clarament que la genética de BChE ¢és diferent en la DCLc, la MA i els
controls. Com que ambdues malalties posseien combinacions genotipiques especifiques,
podria ser possible diferenciar-les mitjancant la determinacio de les combinacions

genotipiques mencionades.
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El 69 % de les combinacions genotipiques presents a les mostres post mortem només
es trobaven en I’l % o el 2 % dels casos. Tanmateix, els principals descobriments que
ens va aportar 1’analisi de les combinacions genotipiques va ser la deteccio de la
combinacio6 AAAGCC8+K+ especifica per a la DCLc i la AAATT77WW especifica per
a MA.

La combinaci6 AAAATT77WW es va localitzar en el 19 % dels casos de MA post
mortem 1 no es va trobar en cap altra malaltia ni en controls. Cal destacar que les
mostres de MA portadores de la combinaci6 AAAATT77WW presentaven un augment
de I’expressio significatiu d’ambdues VS majoritaries, VS3 i VS4, en cortex frontal en
comparacido amb les mostres no—portadores d’aquesta combinacié genotipica. Aquest
augment era més pronunciat en el cas de VS4. La sobreexpressio de VS3 podria estar
relacionada amb un augment de la hidrolisi d’acetilcolina en el cortex frontal d’aquesta
malaltia. VS4 és una proteina curta, pero conté dos dominis funcionals, un dels quals és
responsable de la tetrameritzaci6 de BChE. Si la seva sobreexpressié augmenta la
formacid de tetramers defectuosos seguit per 1’alteracié de la seva activitat, s’haura de
determinar en estudis posteriors.

L’estudi fet a partir de pacients amb MA va revelar un nombre molt baix de portadors
de la combinacid genotipica AAAATT77WW, concretament el 2,2 %. Aquesta
disminuci6é podria ser deguda a les caracteristiques dels dos grups de mostres. Mentre
que les mostres post mortem disposaven d’un diagnostic definitiu, basat en els canvis
neuropatologics en els cervells afectats, els pacients van ser diagnosticats seguint
criteris diagnostics que avaluen els simptomes presents en cada un d’ells. Tenint en
compte, a més, que els pacients es van diagnosticar fa més de vuit anys, durant els quals
s’han establert nous criteris diagnostics per la DCL, la freqliencia real d’aquesta
combinaci6d genotipica de MA s’hauria de determinar en un grup de pacients amb un
diagnostic recent.

El fet que aquesta combinaci6 es va trobar també en un 3 % de les mostres control no
€s necessariament contradictori, ja que aquests individus control en el moment de fer
I’estudi no estaven afectats per la malaltia o no en presentaven els simptomes clinics.
Tanmateix, no es pot descartar la possibilitat que aquests individus desenvolupin la
malaltia en un futur (Paisan-Ruiz, et al, 2009). Tot 1 aix0, la drastica disminucié de les
freqliencies de la combinacio AAAATT77WW fins molt per sota del 10 % no permet

utilitzar aquesta combinacié genotipica com a biomarcador.
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D’altra banda, el 17 % de les mostres amb DCLc eren portadores de la combinacio
AAAGCCS8+K+, que no estava present en els altres grups analitzats. Aquesta podia ser
molt util per al diagnostic diferencial de la DCL, que actualment és erroni amb
freqliencia a causa del solapament simptomatologic entre aquesta malaltia i la MA. Cal
destacar que les mostres portadores de AAAGCC8+K+ presentaven una disminucio
significativa de I’expressio de VS3 en el cortex frontal, perd no mostraven canvis en
VS4 en comparacié amb la resta de mostres de DCLc no portadores de la combinacio
especifca. Per determinar quin efecte produeix la drastica disminucié de VS3 en aquests
pacients amb DCL caldran noves investigacions.

A TDestudi poblacional fet a partir de pacients amb diagnostic clinic, la combinacio6
genotipica AAAGCCS8+K+ va ser detectada inicament en un 5 % dels casos de MA. La
revisio dels diagnostics clinics dels onze pacients portadors de la combinaci6 genotipica
va revelar que tots ells presentaven simptomes compatibles amb el diagnostic clinic de
DCL possible o probable. Els pacients inclosos en aquest treball van ser diagnosticats
entre el 1998 i el 2002. Des d’aleshores els criteris diagnostics de la DCL han variat i,
per tant, és possible que entre el 20—40 % dels pacients no patissin MA, siné DCL. Aixo
significaria que la combinaci6 genotipica AAAGCC8+K+ estaria present en el 14-28 %
dels pacients amb DCL. Tal com ja s’ha mencionat anteriorment, la DCL és una
malaltia molt heterogénia. D’una banda, encara no s’han detectat gens responsables del
desenvolupament de la malaltia i, de ’altra, neuropatologicament es distingeixen dos
tipus de DCL. Aquests fets indiquen que és molt dificil descobrir un inic biomarcador
util per al diagnostic de la malaltia. Per aixo, la combinaci6 AAAGCC8+K+, tot i que
es troba en un percentatge baix, podria ser un biomarcador valid per detectar almenys
entre una cinquena i una quarta part de tots els pacients. Per tant, podria ser una nova
eina util per al diagnostic diferencial de la DCL. Aquesta permetria un diagnostic més
agil, economic i precis d’aquesta malaltia. Tot i aix0, per demostrar definitivament i
confirmar que la combinacié genotipica AAAGCC8+K+ és un biomarcador genétic per
a la DCL cal validar tots aquests resultats a un major nombre de mostres i en poblacions
procedents de diferents arees geografiques.

Un altre resultat significatiu que cal destacar és la coocurréncia dels genotips KW de
la variant-K 1 el genotip 7/7 de la poliT descoberta al promotor de BChE. Aquesta es
trobava en el 22 % de les DCL i en cap cas ni en els controls ni en la MA. 77/KW, igual
que AAAGCC8+K+, provoca una disminucid, perd encara més pronunciada, de

I’expressio de VS3 en el cortex frontal de la DCL, pero no de VS4. Tot aixo indica que
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les combinacions genotipiques no només séon malaltia especifiques, sind que, a més,
modifiquen I’expressiéo de BChE al cervell.

En I’estudi posterior es va localitzar la combinacié genotipica 77/KW en un 19 %
dels pacients amb MA. La revisio de les histories cliniques dels 42 pacients amb MA
77/KW va revelar que la majoria d’elles presentaven simptomes compatibles amb DCL
possible o probable. Com que entre el 2040 % dels pacients podrien patir DCL, la
freqliencia de la combinacié 77/KW augmentaria fins al 40-80 % en aquest grup de
pacients. Pero la combinaciéo 77/KW també va ser detectada amb freqiiéncies similars,
tant a la MP, a ’AMS com als controls. La preséncia de la combinacié en controls es
podria explicar suposant que alguns d’ells estiguessin predisposats a desenvolupar la
malaltia en un futur. Tanmateix, a causa de la seva amplia distribucio, no es pot utilitzar
77/KW com a marcador diagnostic.

Tenint en compte totes les dades discutides anteriorment juntament amb 1’elevada
sensibilitat diagnostica que presenta, sembla plausible proposar 1’algoritme diagnostic
segiient (figura 27). Als pacients diagnosticats com a probable o possible MA o
probable o possible DCL, se’ls realitzara una extraccidé de sang i es genotiparan els
polimorfismes del promotor de BChE, aixi com la variant-K. L avaluaci6 dels genotips
obtinguts permetran confirmar el diagnostic de DCL en el cas de ser portadors de la
combinacio genotipica AAAGCC8+K+ (figura 27). En el cas de ser portadors d’altres
combinacions genotipiques, caldra fer proves complementaries, com per exemple EEG,
neuroimatge estructural (CT i MRI) o neuroimatge funcional (SPECT i PET) (figura
27). A més, un estudi recent recomana la utilitzacio de SPECT i escintigratia MIBG per

millorar el diagnostic de DCL (Tateno, ef al, 2009).
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Cienotipal DINA pacienis:
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Figura 27. Proposta d’un logaritme diagnostic derivat dels resultats obtinguts del genotipat de
BChE.

Actualment no es disposen de biomarcadors per a les DCL que permetin diferenciar
aquesta malaltia de la resta de deméncies (Aarsland, ef al, 2008). A més, els criteris per
al diagnostic de la DCL presenten una sensibilitat baixa. L’algoritme diagnostic
proposat aqui seria un biomarcador valid i ajudaria a diagnosticar correctament almenys
una part dels malalts amb DCL. A més, cal destacar que aquest métode és rapid,
economic 1 facil de realitzar ja que només es necessita una mostra de sang i un
laboratori amb I’equipament basic per a fer I’extraccié de DNA i el seu genotipatge. En

canvi, els altres tests utilitzats actualment per al diagnostic de la DCL, com les proves
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de neuroimatge son cars i sovint amb resultats no concloents per diagnosticar aquestes
malalties.

Similarment al gen AChE (Grisaru, et al, 1999) o a altres gens implicats en les
sinucleinopaties (Beyer, et al, 2008) del gen de BChE també es generen diferents
transcrits mitjancant el splicing alternatiu. Les seqiiencies de les VS de BChE estan

descrites a la web: www.genecards.org, la qual recull una amplia informaci6 sobre un

gran nombre de gens estudiats.

VS3 és la variant de splicing majoritaria, dona lloc a la proteina que més s’ha estudiat
i la seva seqiiéncia codificant esta formada pels exons 2, 4 1 6. VS1 a part d’aquests tres
exons presenta la inserci6 de 1’ex6 5, el qual conté un codé STOP prematur al seu inici.
El resultat de la traduccid6 de I'mRNA corresponent seria una proteina truncada,
formada pels exons 2 i 4. VS2 es caracteritza per la insercié d’un altre ex6 addicional,
I’ex6 3, que també conté un codd6 STOP, llavors la seqiiéncia codificant estaria
constituida per la regié corresponent als exons 2 i 3. Finalment, hi ha una quarta variant,
V'S4, que és la més curta i la seva seqiiencia codificant esta formada per part de ’ex6 4 1
el 6.

La proteina majoritaria de BChE, corresponent al transcrit VS3, esta constituida per
574 aminoacids i conté a la regié N—terminal el lloc actiu de BChE o també anomenat
PAS. En aquesta part és on s’hidrolitza I’acetilcolina. A la regidé C—terminal s’ha
localitzat el domini de tetrameritzacié de BChE, que és I’encarregat de constituir les
formes G4. En aquesta mateixa part de la proteina es troba, a més, la regio responsable
d’atenuar el procés de formacio de fibril-les del P-amiloide i el polimorfisme
corresponent a la variant—K.

L’expressio de I’'mRNA de VS3, analitzada per PCR a temps real en cortex frontal,
cortex temporal, nucli caudat i cerebel, va revelar una expressié diferencial en les
diferents arees i malalties, amb una disminuci6 especial de I’expressié al cortex
temporal tant en la DCLc com en la MA. Aquests resultats indiquen que BChE podria
exercir funcions especifiques en les diferents arees cerebrals estudiades, i que la seva
disfuncié podria estar implicada en el desenvolupament de les diferents malalties. La
marcada disminucié de VS3 al cortex temporal té lloc justament en les dues malalties
relacionades amb patologia d’Alzheimer, la MA i la DCLc. Aquesta area es caracteritza
per una marcada denervaci6 colinergica en la MA (Lane, et al, 2006), que podria tenir

lloc també a la DCLc.
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La proteina derivada del transcrit de VS4 esta constituida només per 64 aminoacids i
conté els dominis de tetrameritzaci6 i d’atenuacio del procés de formacio de fibril-les
del B-amiloide, perd hi manca el lloc actiu de BChE. Encara que la traducci6 d’aquesta
variant proteica no s’ha investigat, en nombrosos estudis in vitro s’han utilitzat péptids
sintétics per analitzar els processos de tetrameritzacid i atenuacidé de formacié de f3 -
amiloide. Diamant i col-laboradors van crear un péptid sintétic de 41 aminoacids
corresponent a la regi6 C—terminal i van observar que aquest era capag¢ de suprimir el
procés de formacié de fibril-les de manera dosi dependent (Diamant, et al, 2006). La
similitud entre el peptid sintetic i VS4 ens permet predir que aquesta variant s’encarrega
d’inhibir la formaci6é de B-amiloide que, segons altres estudis, és major en dimers i
tetramers que en monomers (Podoly, et al, 2009).

Tenint en compte els estudis anteriorment mencionats, VS4 podria ser una forma
protectora sobretot enfront de la MA, ja que inhibiria la formacié de fibres de (-
amiloide 1 no hidrolitzaria acetilcolina, la qual cosa permetria que aquesta restés més
temps a 1’espai presinaptic. Principalment, crida I’atencié I’augment d’expressio de VS4
observat al cortex frontal a la DCLp, a la MP i a I’AMS, en comparacié amb els
controls. Curiosament, justament aquestes tres malalties no presenten canvis
neuropatologics relacionats amb patologia f3-amiloide, sind relacionats amb patologia a-
sinucleina. Perod també a la MA s’ha observat un augment d’expressiéo de VS4, el qual
no era significatiu a causa d’un rang de desviacid estandard molt ampli. D’una banda,
aquesta dada corrobora que la MA esta constituida per un grup de malalties on diferents
mecanismes moleculars soén responsables del desenvolupament de canvis
neuropatologics similars. Tot i que els individus portadors de la combinacié genotipica
AAAATTT77TWW es caracteritzen per la sobreexpressio d’aquesta variant de splicing, hi
ha un altre grup de mostres que presenta una sobreexpressio de VS4 encara més
pronunciada, pero independent del genotip de BChE. Aquests dos grups d’expressio
corresponen aproximadament a la meitat de les mostres, mentre la resta de les mostres
exhibeixen nivells d’expressié de VS4 fins a deu vegades inferiors. D’altra banda, pel
grup de baixa expressié de VS4, els seus nivells disminuits podrien representar un
factor de risc de patir la MA. El fet que dos grups de pacients tinguin nivells elevats de
VS4, a més, indica que altres factors intervenen en I’augment de la formaci6 del -

amiloide.
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A més a més, en 1’expressioé de VS4 s’ha observat una desviacié estandard elevada en
la majoria d’arees cerebrals i malalties estudiades. Aquest fet es podria explicar per
I’existéncia de diferents grups d’expressié causats per la preséncia de factors genetics
capacos de modificar I’expressio de VS4 o també, 1’eficiéncia del splicing alternatiu. A
més, I’elevada desviacid estandard juntament amb els resultats obtinguts reforcen el fet
que totes les malalties aqui estudiades presenten molta heterogeneitat i mostren una
variabilitat alta entre pacients d’una mateixa malaltia. Aquesta heterogeneitat ja
s’aprecia als resultats de 1’expressido de VS3 i VS4 en funcié de les combinacions
genotipiques especifiques (AAAGCC8+K+, 77/KW o AAAATT77TWW), on es
distingeixen uns nivells d’expressio clarament diferenciats entre els individus portadors
d’alguna combinaci6 i la resta de pacients de la mateixa malaltia.

Les proteines derivades dels transcrits VS1 i VS2 sén més curtes que el transcrit
complet (534 aminoacids i 497 aminoacids, respectivament), posseeixen el lloc actiu de
BChE, pero els manca la regié encarregada de 1’atenuacié del procés de formacié de
fibril-les del B-amiloide, aixi com el domini de tetrameritzacié de BChE. Tant VS1 com
VS2 sén transcrits d’expressid molt baixa, aixi que es van estimar canvis d’expressio

relatius entre tots dos en els diferents grups. Dades recollides al web www.ensembl.org

apunten que els mRNA corresponents a aquestes dues variants de splicing poden patir
una degradacié mitjangant nonsense mediated decay, un mecanisme cel-lular que evita
la sintesi de proteines no funcionals. Tanmateix, els nostres resultats indiquen que els
mRNA d’ambdos transcrits son detectables almenys durant cert temps. Tanmateix, es
van detectar canvis a la ratio VS2/VS1, que era major al cortex frontal de DCLp, DCLc
i MP que als controls. L’augment d’aquesta ratio correspondria a un augment relatiu de
VS2 en aquestes malalties, ja sigui a causa d’un increment de 1’expressié del mateix
VS2 o a una disminuci6é de VSI1. En el cas que es transcrivis 'mRNA a proteina VS2,
aquesta estaria constituida per la seqiiéncia corresponent a 1’ex6 2 que conté el lloc actiu
de la proteina i la seqiiencia corresponent a I’exé 3. Com que només aquesta variant
proteica conté 1’ex6 3, aquest ex6 addicional podria provocar canvis estructurals a la
proteina VS2, de tal manera que el seu lloc actiu hidrolitzés més eficagment
I’acetilcolina. A més, cal afegir que a VS1 1 VS2 els manca el domini de tetrameritzacio
necessari per generar les formes Gy 1 potser per aquest motiu, les formes G, es degraden
amb més facilitat i son més dificils de detectar. Cal afegir que al cerebel la ratio
VS2/VS1 era inferior a la DCLp i DCLc que als controls. Per tant, tots els resultats

obtinguts en aquest experiment corroboren una vegada més la preséncia i probablement
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també¢ la funcid diferencial de BChE en les diferents arees cerebrals i la seva influéncia
en el desenvolupament de les diferents malalties.

Es important destacar que set mostres de cortex frontal i sis de cerebel no
expressaven VS2, fet que reforca dues observacions fetes anteriorment: les malalties
aqui estudiades son molt heterogénies, i els RNA de les formes minoritaries podrien
traduir-se i exercir alguna funcio.

L’analisi d’expressio de les diferents VS de BChE en nou arees cerebrals procedents
d’un individu control i de dues arees corticals de fetus va revelar nivells similars de VS3
1 VS4 a totes les arees cerebrals. En canvi, ’expressio6 de VS1 i VS2 estava
especialment disminuida a la substancia negra. A més, VS1 s’expressava menys al
cortex temporal i VS2 al cerebel. Els estudis realitzats fins a 1’actualitat analitzen la
distribuci6 de la variant de splicing majoritaria de BChE, VS3, sense tenir en compte les
tres variants de splicing addicionals, i reporten que VS3 s’expressa principalment a les
neurones d’arees relacionades amb funcions cognitives (Manoharan, et al, 2007).

Ambdues arees cerebrals de fetus estudiades presentaven nivells elevats de les quatre
VS de BChE. Els resultats obtinguts per a VS3 concorden amb estudis previs on es
postulava que BChE apareixia de manera primerenca al desenvolupament, fins i tot
abans que els transcrits d’AChE (Jbilo, et al, 1994b). Altres investigacions realitzades
en embrions de pollastre concretaven que BChE apareixia just abans de 1’Gltima mitosi i
seguidament s’expressava AChE, la qual cosa suggereix que BChE podria participar en
I’expressio d’AChE (Boopathy i Layer, 2004; Layer, 1991).

L’analisi de I’expressio de les quatre VS de BChE en diferents teixits no neuronals va
revelar un patré d’expressido determinat per a cada VS. Mentre que en sang no es va
poder detectar 'mRNA de cap de les quatre VS, al fetge es van trobar els nivells més
elevats de mRNA de totes les VS. Aquests resultats concorden amb la literatura, on es
postula que la proteina de BChE és sintetitzada al fetge. Posteriorment, la proteina és
alliberada al torrent sanguini, on no sembla expressar-se al nivell d’mRNA (Chatonnet i
Lockridge, 1989).

A més, VS3 s’expressava a tots els teixits inclosos en 1’estudi, excepte a la mama, i a
nivells baixos a la pell i el ronyd. En canvi, VS1 només es detectava a I’tater; VS2 a
I’tter i el pulmé i a nivells més baixos a la pell, la prostata, el cor i la mama. Finalment,
V'S4 s’expressava a tots els teixits, pero a nivells baixos a la mama, el rony6, el muscul i
la pell. Aquests resultats indiquen que VS1 i VS2 tienen una funcid relacionada, com

també VS3 i VS4, ja que la seva distribucié de I’expressio és similar. A més, les dues
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VS minoritaries presenten un patré d’expressio teixit especific que també aqui sembla
que indica que poden exercir alguna funcié determinada i que possiblement aquests
mRNA so6n traduits a proteina.

Per finalitzar aquest treball, es va fer immunohistoquimica per determinar la
preséncia de BChE als cossos de Lewy. Aquests cossos d’inclusié van ser localitzats
mitjancant a-sinucleina i la possible colocalitzacio de BChE va ser analitzada utilitzant
metodes de doble tincio. La positivitat epitelial observada ja va ser descrita per Darvesh
i col-laboradors (Darvesh, ef al, 2003), que també apunten que BChE es troba associada
primerament a les cél-lules glials, aixi com a les cél-lules endotel-lials i a les neurones
(Darvesh, et al, 2003; Greig, et al, 2005).

El procés de formacié de plaques de B-amiloide esta constituit per tres etapes de
maduracid, a I’etapa inicial hi ha diposits difusos de B-amiloide. Perd la insercio de
BChE a les plaques esdevé anys després de la primera etapa i sembla que participa en la
maduracié dels diposits de B-amiloide inerts a plaques compactes associades amb
degeneraci6 neuritica i demeéncia (Guillozet, et al, 1997). Com a conseqiiéncia,
I’expressiéo de BChE augmenta substancialment a la MA, a més, BChE tamb¢ es troba
als cabdells neurofibril-lars i als vasos amb angiopatia amiloide (Guillozet, et al, 1997).
A la DCL, la formaci6 dels cossos de Lewy també té lloc en diverses etapes. Aquesta
similitud podria indicar la possible localitzaci6 de BChE també en aquests cossos
d’inclusi6. Tanmateix, el doble immunomarcatge amb BChE i a-sinucleina va revelar
que aquestes dues proteines no colocalitzen i, per tant, que BChE no es troba als cossos
de Lewy.

Les sinucleinopaties, similarment a altres malalties neurodegeneratives, son molt
heterogenies i cada malaltia posseeix unes elevades variabilitats genotipica i fenotipica.
Sovint, un elevat percentatge de DCL ¢és diagnosticat clinicament com a MA i, com a
conseqiiéncia, no s’aplica el tractament adequat.

Aquesta tesi pretén col-laborar en el diagnostic correcte de la DCL mitjancant la
utilitzacio de la combinacié genotipica especifica AAAGCC8+K+, identificada en una
part dels pacients que pateixen aquesta malaltia. D’aquesta manera es contribueix a
avancar una mica més en el coneixement de les sinucleinopaties i el paper que hi juga la
BChE. Per garantir la utilitzacié de la combinacié genotipica com a biomarcador en la
practica clinica, aquesta ha estat patentada amb el titol “Genetic marker for the

diagnosis of dementia with Lewy bodies” (nimero de sol‘licitud: P1589EPO1).
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. L’al‘lel K de la variant-K de la BChE es troba acumulat a la DCLp, a la DCLc, a

la MP, a ’AMS i a la MA en comparacié amb els controls.

. Els polimorfismes descoberts en el promotor de BChE juguen un paper

determinat en el desenvolupament de la DCL, ja sigui com a marcadors genétics

o com a moduladors dels nivells d’expressio d’aquest enzim.

. Les mostres post mortem de DCLc, MA i controls es poden distingir a partir de

la seva genética en el locus de BChE.

. Els pacients amb MA, AMS i els controls també es distingeixen a partir de la

seva genetica en el locus de BChE.

. La combinaci6 genotipica AAAGCC8+K+ esta formada pels polimorfismes

descoberts al promotor juntament amb la variant-K, és especifica per a la DCL i

pot ser una eina util en el diagnostic diferencial del 14-28 % de pacients que

pateixen aquesta malaltia.

. L’expressio6 d’'mRNA de VS3 i VS4 en el cortex frontal, el cortex temporal, el

nucli caudat i el cerebel presenta un patrd d’expressio caracteristic a cada una de

les sinucleinopaties i a la MA.

6.1 L’expressio de VS3 esta marcadament disminuida en el cortex temporal de
pacients amb DCLc i MA.

6.2 VS4 esta sobreexpressada en el cortex frontal de totes les sinucleinopaties.

. Els portadors de les combinacions genotipiques especifiques, AAAATT77TWW

en MA aixi com AAAGCC8+K+ en DCL constitueixen subgrups de cada una de

les dues malalties.

7.1 El subgrup de MA que es distingeix per la combinacié genotipica
AAAATT77TWW sobreexpressa VS3 i VS4.

7.2 El subgrup de DCL constituit pels portadors de la combinaci6 genotipica
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AAAGCCS8+K+ esta caracteritzat per una disminucid de I’expressido de
VS3.
7.3 En el subgrup de DCL que conté els portadors de 77/ KW, I’expressio de
VS3 esta marcadament disminuida.
8. Tots els resultats obtinguts en aquesta tesi corroboren 1’elevada heterogeneitat
caracteristica de totes aquestes malalties.

9. BChE no es troba als cossos de Lewy.
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Caracteristiques de les mostres amb diagnostic neuropatologic

edat

dlagn(‘)st}c ) diagnostic clinic temps post estadis MA'!  Br&Br® sexe CF? CcT! Ca’ cr®

neuropatologic mortem mort ; ; ;
1 DCLp’ DCL 6:00 A D' 71 |X ‘X ‘X ‘X
2 DCLp MA 3:30 A D 72 [X X X X
3 DCLp Parkinsonisme 7:45 B H" 85 X ' X ' X ' X
4 DCLp DCL 16:30 A H 81 |X | X | X | X
5 DCLp DCL 8:00 A H 60 |X ' X ' X | X
6 DCLp Parkinsonisme 8:30 A D 70 X ‘X ‘X ‘X
7 DCLp Park. atipic, deméncia 17:00 I C H 82 |[X# i # i
8 DCLp DCL 6:45 11 B H 83 |X | § §
9 DCLp DCL 8:15 0 A H 64 | X# | | i
10 DCLp Parkinsonisme, deméncia 7:45 0 A H 72 X
11 DCLp MP 3:30 I A H 73 |X | i |
12 DCLp MA 11:00 11 C D 80 |X § § §
13 DCLc? MP, deméncia 4:50 v C H 84 |X# X ‘X ‘X
14 DCLc MA 15:00 D 77 |X ‘X ‘X ‘X
15 DCLc Deméncia 18:00 V/VI1 C D 90 X ' X ' X ' X
16 DCLc MP, deméncia 6:45 1A% C D 82 |X ' X | X ' X
17 DCLc DCL 7:45 111 B D 78 |X ‘X ‘X ‘X
18 DCLc MA 13:00 v C D 78 |X# X r X
19 DCLc DCL 9:00 VI C H 76 |X X X X
20 DCLc MA 4:00 \Y% D 80 |X | X | X | X
21 DCLc MA 8:00 VI, CLc"? C H 78 X | | |




dlagn(‘)st}c . diagnostic clinic temps post estadis MA' Br&Br’ sexe edat CF’ CcT’ Ca’ Cr°

neuropatologic mortem mort : :
22 DCLc MA 7:00 IV, CLc C H 78 |X# # |
23 DCLc MA 6:30 VI, CLc C H 81 |X | |
24 DCLc MA 14:30 IV, CLc B D 77 |X i i
25 DCLc DCL 5:00 VI, CLc C H 90 |X# ' i
26 DCLc MA 12:00 I, CLc C D 88 |X | |
27 DCLc MA 4:15 VI, CLc C D 87 |X | |
28 DCLc MA VI D 91 |X § §
29 DCLc MP, demeéncia \% H 78 |X i i
30 DCLc MA % D 87 |X i |
31 DCLc MA % D 76 |X | |
32 DCLc Demeéncia frontotemporal \% D 64 |X
33 DCLc MA VI H 68 |X i i
34 DCLc DCL VI H 70 |X | |
35 DCLc MA VI D 84 |X | |
36 DCLc MA \% H 76 | X § §
37 MP’ MP 4:30  CF sense CL" D 70 |X i i
38 MP MP 3:30 CF amb CL D 79 |X | |
39 MP MP 5:30 CF amb CL H 71 |X
40 MP MP, deteriorament cognitiu 12:30 CF amb CL H 76 X
41 MP MP 27:30  CF sense CL D 78 |X i |
42 AMS'" 9:30 D 68 |X | X | X
43 AMS 12:00 H 49  |X X X
44 AMS 6:00 D 69 |X X X
45 AMS 18:00 H 59 |X ' X ' X




dlagn(‘)st}c . diagnostic clinic temps post estadis MA' Br&Br’ sexe edat CF’ CT* Ca’ Cr°
neuropatologic mortem mort : : :

46 AMS 5:30 H 52 |X i ' X ' X
47 AMS 11:00 H 60 |X | | X | X
48 MA! MA 6:15 VI C D 77 |x# X X # X
49 MA MA 3:30 VI C D 81 X ' X ' X ' X
50 MA MA 6:00 VI C D 83 |X# X X # | X
51 MA MA 6:30 VI C D 85 |X ‘X ‘X ‘X
52 MA MA 6:30 VI C H 67 |X# X X # X
53 MA MA 7:30 VI C H 67 |X ‘X ‘X ' X
54 MA MA 2:30 VI C H 67 |X ' X ‘X ' X
55 MA MA 7:30 VI C H 72 |X | X | X | X
56 MA MA 5:40 VI C H 61 |X | | |
57 MA MA 5:30 VI C H 85 |X

58 MA MA 14:00 VI C D 73 |X

59 MA MA 4:30 VI C D 61 |X

60 MA MA 12:00 VI C D 85 |X

61 MA MA 7:00 VI C H 72 |X

62 MA MA 4:00 VI C H 89 |X

63 MA MA 13:00 VI D 83 |X

64 MA MA 5:00 VI D 95 |X

65 MA MA 2:00 VI D 82 |X

67 MA MA 9:30 VI D 77 |X

68 MA MA 8:15 VI H 75 |X

69 MA MA 5:00 VI H 82 |X

70 MA MA 5:00 VI H 93 |X




dlagn(‘)st}c . diagnostic clinic temps post estadis MA' Br&Br’ sexe edat CF’ CcT’ Ca’ Cr°

neuropatologic mortem mort : : :
71 MA MA 10:00 VI H 81 X 5 i i
72 MA MA 15:00 VI D 80 |X i i §
73 MA MA 13:00 VI H 80 |X | | |
74 controls 10:00 H 75 |X 5 i :
75 controls 7:00 D 49 X
76 controls 11:00 D 82 X
77 controls 17:00 H 63 X
78 controls 21:00 D 80 |X ! i :
79 controls 7:00 H 79 X
80 controls X
81 controls X
82 controls X
83 controls X
84 controls X
85 controls 5:40 H 55 X X X X
86 controls 7:05 H 59 X X X X
87 controls 6:25 H 59 X ' X ' X ' X
88 controls 7:35 H 49 X | X | X | X
89 controls 8:00 D 66 X X X X
90 controls 7:00 D 49 X X X X
91 controls 7:00 H 79 |X ' X ' X ' X
92 controls 13:00 H 70 X ' X ' X | X
93 controls 12:00 H 71 X X : :
94 controls 2:30 D 69 X X




dlagn(‘)st}c . diagnostic clinic temps post estadis MA' Br&Br’ sexe edat CF’ CT* Ca’ Cr°
neuropatologic mortem mort ; :
95 controls 4:00 D 65 ' X ' X
96 controls 9:35 D 47 | X | X
97 controls 4:00 H 58 X X
98 controls 5:45 H 85 X X

"estadis MA dels cabdells neurofibril-lars (I-VI) segons Braak i Braak.
? Br&Br: estadis MA de les plaques amiloides (A-C) segons Braak i Braak.
3CF: cortex frontal

“CT: cortex temporal

>Ca: nucli caudat

8Cr: cerebel

"DCLp: deméncia amb cossos de Lewy pura

*DCLc: deméncia amb cossos de Lewy comit

’MP: malaltia de Parkinson

Y AMS: atrofia multisistémica

"MA: malaltia d’ Alzheimer

2CLec: cossos de Lewy corticals

BCL: cossos de Lewy

“D: dona

H: home

X: mostres disponibles
#: mostres utilitzades per a immunohistoquimica
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