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I. INTRODUCCION

La pardlisis supranuclear progresiva es una enfiathreurodegenerativa de
curso rapidamente progresivo que se caracterizal papésito anormal de proteina tau
en ganglios basales y tronco cerebral. Descritgpporera vez en 1964 por Steele,
Richardson y Olszewsky, desde entonces se hamadalnumerosos estudios dirigidos
a investigar su etiologia. El hallazgo del haplotie riesgo H1 en la region del gen
ha sido el descubrimiento mas relevante, pero sigireconocerse las causas que en los

pacientes con predisposicién genética conducetagsegera enfermedad.

1. Epidemiologia de la paralisis supranuclear progesiva

La pardlisis supranuclear progresiva (PSP) egglargta causa mas frecuente de
parkinsonismo primario y la forma mas frecuentg@alkinsonismo atipico, con una
incidencia que representa hasta un 10% de la@lgdéamedad de Parkinson. Estudios
epidemioldgicos en la poblacién norteamericana tnalesina incidencia cruda de
1.1/100000/afio, que aumenta exponencialmente erdfude la edad, desde
1.7/200000/afno en personas entre 50-59 afios d@@000/afio entre los 80-99 afios
(Bower JHet al, 1997; Boweket al, 1999; Schrag A&t al, 1999). La prevalencia
reportada en el Reino Unido oscila entre 4.9-6 @00 (Schrag At al, 1999; Nath U
et al, 2001). La enfermedad es algo mas frecuente mies (Santacruz €t al.,

1998). La edad media de inicio es de unos 63 afmgyolucion de la enfermedad es
hacia un rapido estado de discapacidad, con urengu@ncia media de 5.7 afios desde

el inicio de los sintomas (Litvaret al, 1996a).



2. Clinica

El cuadro clinico tipico de la PSP se caractertgppralisis supranuclear de la
mirada, parkinsonismo, distonia axial, disartriisfagia precoces, inestabilidad
postural con frecuentes caidas en el primer affodeterioro cognitivo de tipo frontal.
Los primeros casos de PSP descritos por SteeleaiRigon y Olszewski correspondian
a 9 pacientes con un cuadro de oftalmoplejia sugtaar, paralisis pseudobulbar,
disartria y rigidez axial. Estos pacientes predmriaina neuropatologia comun
caracterizada por degeneracion neurofibrilar, p@rdeuronal y gliosis en nucleos
subcorticales y tronco (Steeletlal, 1964).

La paralisis supranuclear de la mirada verticalesgno caracteristico de la PSP
(Litvan 1, 1998). Este signo puede no estar presahinicio, pero raramente esta
ausente después de los 3-4 afios de evolucion (C(EbHet al, 1995). Los movimientos
de seguimiento ocular pueden estar relativameetgeprados, sobretodo al inicio
(Rivaud-Péchoux 8t al, 2000). Se ha descrito ademas la presencia msiones
sacadicas horizontales (“square wave-jerks”) at fg@ mirada (Rascol €& al, 1991).

La paralisis de la mirada vertical puede evoluaidraia oftalmoparesia completa,
mientras que el signo de Bell y los reflejos ocekiibulares suelen preservarse (Litvan
| et al, 1996b; Rampello kt al, 2005).

Los trastornos conductuales y emocionales (deprgsidgnitivos (disfuncion
frontal) y del suefio (despertar nocturno, insonmi@al) pueden seguir a los trastornos
motores y oculares. La demencia es de tipo subabdon marcado enlentecimiento del
procesamiento de la informacion y ejecucion motdifegultad en planear y cambiar de
concepto, y déficits de atencion y memoria (Grafthahal, 1995). También puede

haber ecolalia, ecopraxia e inercia psiquica (hitvad998). Los trastornos



neurovegetativos (polaquiuria, nicturia e incormtitia) son relativamente frecuentes en
fases tardias, pero los signos cerebelosos som (amiel SEet al, 1995; Litvan | and

Hutton M, 1998).

3. Diagnostico y diagnéstico diferencial

El diagndstico se basa en los rasgos clinicos meadbs. Se han propuesto
diversos criterios diagndsticos, siendo los mdiratios los de Litvan (Litvandt al,
1996b; Litvan let al, 1996c¢) y Tolosa (Tolosa & al, 1994). Los criterios de Litvan
han sido validados mostrando una sensibilidad ée |8&a PSP posible, y una
especificidad del 100% para la PSP probabhB(LA 1).

En la primera visita el diagnostico es mas dificgolo un 17% de los casos se
diagnostica correctamente al inicio del cuadroajpkcacion de los criterios clinicos
mejora ligeramente la precision diagnéstica. Cuaidmadro clinico estd muy
evolucionado, la sensibilidad y el valor predictpasitivo del diagndstico clinico ya
son elevados y la aplicacion de los criterios mart@pmayor precision en el diagnoéstico
(Osaki Yet al, 2004).

Diversas enfermedades pueden simular un cuadr&BeEh una serie autbpsica
de 180 casos con diagndstico clinico de PSP, 28)24rrespondieron a otras
entidades: degeneracion corticobasal en 12, atrofitisistémica en 7, demencia con
cuerpos de Lewy en 6, enfermedad de Alzheimer derbencia vascular en 4,
esclerosis lateral amiotréfica en 3, Creutzfeldtelbeen 2, mielinolisis central pontina

en 1, esclerosis hipocampal en 1, degeneraciodguadjrica en 1 y leucoencefalopatia



multifocal progresiva en 1 (Josephs I€Aal, 2003). En |&IABLA 2 se muestran las

diversas enfermedades que pueden dar lugar adnosie PSP.

TABLA 1. Criterios diagnésticos de PSP (Litvan let al, 1996b).

1.- CRITERIOS OBLIGATORIOS DE INCLUSION:

PSP posible:
« Enfermedad gradualmente progresiva.
« Edad de inicio igual o superior a 40 afios.
e Alguno de los siguientes:
a) Paralisis supranuclear de la mirada verica
b) Sacadas verticales lentas e inestabilidastupal prominente con caidas en el primer afio.
* No evidencia de otras enfermedades que puedartaxfds anteriores rasgos, como se indica €
los criterios de exclusion.
PSP probable:
« Enfermedad gradualmente progresiva.
« Edad de inicio igual o superior a 40 afios.
e Paralisis supranuclear de la mirada vertical +tat@bdad postural prominente con caidas en el
primer afio de la enfermedad.
* No evidencia de otras enfermedades que puedartaxfis anteriores rasgos, como se indica €
los criterios de exclusion.
PSP definida:
« PSP probable o posible clinicamente y evidenciapédologica de PSP tipica.

2.- CRITERIOS DE EXCLUSION:
« Antecedentes de encefalitis.
+ Sindrome dedlien limh déficits corticales sensoriales, atrofia focahfal o frontotemporal.
» Alucinaciones o delirios no relacionados con lapé dopaminérgica.
« Demencia cortical tipo Alzheimer.
e Sintomas cerebelosos precoces y prominentes, disaufa precoz inexplicable.
e Signos de parkinsonismo asimétrico y severo.
< Evidencia neuroradiolégica de anomalias estructsral
« Enfermedad de Whipple.

3.- CRITERIOS DE APQYO:
» Acinesia simétrica o rigidez, proximal mas quealist
* Postura anormal del cuello, especialmente retrigcoll
* Respuesta pobre o ausente del parkinsonismo airtiextito con levodopa.
« Disfagia y disartria precoz.
e Comienzo precoz de deterioro cognitivo incluyendmanos dos de las siguientes: apatia, dafig
pensamiento abstracto, decremento de la fluenci@leonductas de imitacién o utilizacion o

signos de liberacién frontal.
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TABLA 2. Enfermedades que pueden producir un cuadralinico similar a PSP.

Enfermedad vascular cerebral (Winikatex al., 1994; Josephs Kat al., 2002)
Enfermedad de Alzheimer (Daniel 8Eal, 1995, Josephs KAt al, 2003)
Enfermedad de Parkinson (Daniel 8Eal, 1995)

Enfermedad de Whipple (Averbuch-Helleet.al, 1999)

Neurosifilis (Murialdo Aet al,, 2000)

Gliosis subcortical progresiva (Will R&t al., 1988; Foster Nlet al, 1992)
Demencia con cuerpos de Lewy (Fearnleydtial, 1991; De Bruin VMet al, 1992)
Enfermedad de Parkinson con granos argirofilicen¢3et al, 2000)
Demencia frontotemporal con parkinsonismo (Miyaniétet al, 2001a)
Leucoencefalopatia multifocal progresiva (Alafuzoét al, 1999)
Degeneracion corticobasal (Shiozawaival, 2000)

Parkinsonismo postencefalitico (PramstallerePBl., 1996)

Hidrocefalia normotensiva (Morariu MA, 1979)

Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (Shimamuratidl, 2003)

Parkinsonismo farmacolégico (Campdelaceeal, 2004)

Algunas pruebas complementarias pueden apoyaaghd@stico de la PSP, aunque
no se consideran criterios diagnéstipes se En el examen neurofisiologico, el reflejo
de parpadeo suele estar ausente ante un estimsibsalto acustico, pero no ante un
estimulo eléctrico del nervio supraorbitario; taémbson caracteristicas la denervacion
esfinter anal y la ausencia del reflejo palmo-oecnéntoniano (Valls-Soléet al.,

1999). Las alteraciones en RMN aparecen en fasdsnabas-avanzadas, siendo
caracteristicas la atrofia mesencefalica y del pedd cerebeloso superior (Paviour DC
et al, 2006). En cortes sagitales puede observarsiaatiel mesenceéfalo, del tronco

del cuerpo calloso y del cortex cingulado antehatlazgos que probablemente se
relacionen con la paralisis supranuclear, disfundi@é los programas motores y
disfuncion emocional (Arai K, 2006). En RMN seriad® ha documentado una atrofia
cerebral global progresiva, especialmente del nogsalo, correlacionandose con el

deterioro motor, y del cortex frontal, correlacindase con el deterioro de la funcion
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ejecutiva (Paviour D@t al.,2006). Para el diagndstico definitivo de PSP gaieze el
estudio autopsico, existiendo unos criterios hestoldgicos diagnosticos (Hauw &t

al., 1994). No existe tratamiento que modifique lalesion natural de la enfermedad.

4. La proteina tau en la PSP y otras taupatias

El término taupatia se utiliza para englobar anupg de enfermedades
neurodegenerativas que cursan con demencia y, emasigasos, con trastornos del
movimiento, y que se caracterizan por la presaieidepdsitos filamentosos de
proteina tau hiperfosforilada en neuronas y gléeiaslos a cambios neurodegenerativos
en determinadas regiones cerebrales. Las mas dasain la PSP, la degeneracion
corticobasal (DCB) y la demencia frontotemporal TRFRaunque existen otras
enfermedades asociadas a depdsito anormal deg¢alw/ et al, 2001). El
descubrimiento de diversas mutaciones del genntdaneilias con demencia
frontotemporal con parkinsonismo ligada al cromosdm (FTDP-17) (Hutton Mt al,
1998) indujo el estudio exhaustivo de dicho geotess patologias asociadas al
depdsito de tau. La morfologia y distribucion deileclusiones tau+ permite distinguir
las distintas taupatias desde el punto de visteopatolégico. Sin embargo, ningun tipo
de inclusién neuronal es patognomonico de un tmasty son frecuentes los casos

atipicos que combinan rasgos clinicos y neuropgité de diversas taupatias.
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4.1. La proteina tau

La proteina tau asociada a microtubulos (MAPT, MIB¥140) es una proteina
abundante en el sistema nervioso central, aungqugéda se encuentra otros tejidos, y
se expresa predominantemente en los axones. Selosenicrotubulos (MT), los
estabiliza y promueve su ensamblaje, por lo quggum papel importante en el
mantenimiento de la estructura de la neurona Y garesporte axonal (Ebnethek al,
1994; Hirokawa N, 1994; Lee VMt al, 2001). Esta codificada por un gen de 16
exones localizado en el cromosoma 179g21.31. Elegaouniento de este gen mediante el
splicingalternativo de los exones 2, 3y 10 da lugarsotbrmas distintas en el cerebro
humano adulto, de longitud entre 352 y 441 amirtmcFIGURA 1).

FIGURA 1: isoformas de la proteina tau (Goedert Met al.,1989)

Exon structure

(variable exons only) 1 352

Fetal tau 2- 3-10- . R~
Adult tau isoforms 2+ 3- 10- ——m '_1—3'81
2+ 3+10- ' ' ' 410
2- 3- 10+ . I NN »—3183
5+ 3- 10+ I — NN | } 4.12
2+ 3+10+ o B NN } 441

Exon 2 Exon 3 Exon 10

Estas isoformas se expresan de forma variable dagagpecie, el grado de
crecimiento y la localizacion en el sistema nemwid®or ejemplo, el exon 4 sélo se
expresa en el sistema nervioso periférico y darlada isoforma mas larghi@ tau). La
inclusion alternativa de los exones 2 y 3 da lagaoformas con 0, 1 6 2 insertos de 29
aminoacidos en la region N-terminal. La union deddos MT esta mediada por

repeticiones imperfectas de 31-32 residuos amidoaaiodificados en la region que
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comprende los exones 9 al 12 del gen tagpkting alternativo del exdn 10 da lugar a
dos grandes grupos de isoformas: las isoformagd&Rcontienen 3 repeticiones de la
secuencia de 31-32 aminoacidos en la regiéon deanbMT, y las isoformas 4R, que
contienen 4 repeticiones debido a la inclusiéredeoha codificante del exén 10. Las
isoformas 4R tienen mayor afinidad para la unidfila(Gustke Net al, 1994; Goode
BL et al, 2000) y son mas eficientes para promover sungpisgein vitro (Goedert M
and Jakes R, 1990) y para regular su dinamica ¢PBed al, 2003; Bunker J\t al,
2004). La actividadh vitro de los dos grupos de isoformas sobre los MT se ha
estudiado por videomicroscopia. Parece ser queeaxi®s subpoblaciones de MT con
diferente tasa de crecimiento, y que la dinAmicerdeimiento se altera en funcion de
la concentracion de tau y de la isoforma predontedgstas diferencias cualitativas y
cuantitativas entre 3R y 4R apoyan que la expresi@mmal de tau altera la regulacion
de la dinamica de los MT (Levy St al, 2005). En la PSP se observa depdsito
selectivo de isoformas 4R (Chambers €Ril, 1999, Takanashi it al, 2002).

También se ha observado que niveles elevados dehiden el transporte
intracelular en neuronas, especialmente el tratspor kinesinas hacia los procesos
axonales, con lo cual los peroxisomas, mitocongriassiculas con nutrientes no llegan
a las neuritas, dando lugar a alteraciones ereelnsiento neuronal, susceptibilidad al
estrés oxidativo y agregacion patologica de prage(Stamer Kt al, 2002).

La proteina tau estd sometida a numerosas modifices postranscripcionales
(Chen Fet al, 2004). De éstas, la fosforilacion es probableémEnmas implicada en
procesos patoldgicos. Tau contiene numerosos Esglisceptibles de fosforilacion,
gue se concentran en las regiones flanqueantaggiten de unién a MT. Una mayor
fosforilacién de tau implica menor capacidad deédord los MT. En las neuronas

inmaduras del cerebro en desarrollo predominaisddisrmas 3R, mas flexibles y con
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menor afinidad para unirse a MT, y existe un mayado de fosforilaciébn, mientras
que en el adulto, el ratio de isoformas 3R/4R elabor de 1, y tau esta
moderadamente fosforilada. Numerosas protein-kinggaotein-fosfatasas pueden
regular la fosforilacion de tau, y entre ellas, GgKy CDKS5 parece jugar un papel
importante (Lee VMet al, 2001). Es posible que una alteracion del balance

kinasas/fosfatasas pueda estar implicada en ekdlept® tau en algunas taupatias.

4.2. Patologia tau en la PSP

La neuropatologia de la PSP se caracteriza pordaénéuronal y gliosis en los
ganglios basales, subtalamo, tronco, y médula alsfiikuchi Het al., 1999),
incluyendo el nucleo de Onuf (ScaravilleT al, 2000), con presencia de abundantes
depdsitos de tau fibrilar en forma de hilos nedodpy ovillos neurofibrilares (ONF)
redondos o globosos (Hauwellal, 1994; Daniel Skt al, 1995; Dickson DWet al,
1999) en el citoplasma de neuronas y glia. Estpégites estan formados
principalmente por filamentos rectos compuestosecasusivamente por isoformas 4R
de proteina tau insoluble hiperfosforilada, y ga@snen de manifiesto mediante
tincion con plata o mediante técnicas inmunohidimigas con anticuerpos anti-tau
(Sergeant Nt al, 1999).

Los ONF globosos son muy caracteristicos y ayudaomfirmar el diagnéstico
de la PSP (Chin S& al, 1996), aunque también se han hallado en la [ESB.
frecuente en la PSP la presencia de ONF en asispdibnde se acumulan en los
procesos proximales dando lugar a los denominadéted astrocytes”, y en

oligodendrocitos, donde se denominan “coiled bdd{&omori T et al, 1999). En los
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astrocitos, las inclusiones tau+ estan formadase faor filamentos rectos como por

filamentos apareados helicoidales como los defermedad de Alzheimer. La

electroforesis de esta tau revela dos bandas g&8%Da, que corresponden a las

isoformas 4R (Sergeant@ al, 1999; Dickson DWet al, 1999). Los agregados de

isoformas 4R también son caracteristicos de la PG8 encuentran también en algunos

casos de FTDP-17.

4.3. Otras taupatias

Otras enfermedades caracterizadas por el depdsitmal de tau comparten

rasgos clinicos, genéticos y patologicos con la. R&®mas importantes se resumen en

la TABLA 3:

TABLA 3: caracteristicas de las principales taupats.

Isoforma | Clinica Genética Patologia
PSP 4R paralisis supranuclear de la miradaHaplotipo H1 | pérdida neuronal y gliosis gangliosdies, tau
inestabilidad con caidas, disfagia fibrilar (ovillos neurofibrilares e hilos
disartria, distonia axial, neuropilos)
parkinsonismo y deterioro frontal
DCB 4R cuadro simétrico y progresivo de | Haplotipo H1 | despigmentacion de la sustancia negrafia
rigidez, apraxia, signos de frontoparietal asimétrica, pérdida neuronal con
disfuncién cortical y de los ganglios espongiosis y gliosis. Tau fibrilar en neuronas
basales, demencia frontal (neuronas balonadas), astrocitos (placas
astrociticas) y oligodendrocitos (coiled bodies).
DFT Pick: 3R marcada alteracion de la conductal, 43% son - Con cambios inespecificos
No-Pick: apatia, desinhibicién y pérdida del| familiares Pick: atrofia lobar frontotemporal y limbica,
pérdida lenguaje, con relativa preservacion 10% con pérdida neuronal, espongiosis y gliosis,
muy de la orientacion y del célculo. mutaciones neuronas balonadas y cuerpos de Pick
marcada dg Frecuente parkinsonismo en fases| tau (FTDP- | - Ubiquitin+
todas tardias y formas familiares. 17) - Con enfermedad de motoneurona asociada
FTDP-17 variable variable, con demencia Mutaciones | variable: atrofia de predominio frontotemporally
(subtipo de frontotemporal y parkinsonismo | tau (herencia | abundantes filamentos de tau hiperfosforiladal en
DFT) AD) neuronas y glia, asociado a pérdida neuronal
AGD 4R no esta clara la correlacion H1 similar a | abundantes granos argiréfilos tau+ en estructyiras
clinicopatologica. Se hallan en controles limbicas y coiled bodies en la sustancia blanca
pacientes con demencia y en adyacente, en ausencia de otros diagndsticos
controles neuropatolégicos. Pueden coexistir con otras
enfermedades
Guadalupe | 4R parkinsonismo rigidoacinético, H1 similar a la PSP

inestabilidad postural, paralisis
pseudobulbar, demencia

DCB: degeneracion corticobasal. DFT: demencia ftemtporal. FTDP-17: demencia frontotemporal cokipaonismo ligada al
cromosoma 17. AGD: enfermedad de granos argiré#@s autosémica dominante. Guadalupe: parkinsoaiatfpico de la isla de
Guadalupe.
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En muchos casos se han identificado mutacionegethelau causantes de
demencia frontotemporal. Se han descrito ya m@®deutaciones patogénicas en un
total de unas 115 familias, en regiones codificad&los exones 1, 9, 11, 12y 13, en el

exdén 10 o en su sitio dplicing (www.molgen.ua.ac.be/FTDmutations, Rademakers R

et al, 2004;). La mutacion mas frecuente, P301L en @ &0, con frecuencia muestra
un fenotipo de DFT, y la patologia subyacente psedenfermedad de Pick o DCB. El
fenotipo clinico y neuropatoldgico de las mutac&odel gen tau es muy variable (Lee
VM et al, 2001), incluso en pacientes con la misma mutagién la misma familia.

Por ello, se cree que existen otros factores garséti ambientales que modifican el

efecto de la mutacion y determinan el fenotipo.

5. Etiologia de la PSP

5.1. Factores ambientales

Se ha sugerido que factores ambientales podri&igipar, interactuando con un
sustrato genético favorable, en el desarrollo de 8van let al, 2000; Golbe LI,
2000; Litvan let al, 2003). Por ejemplo, se encontré asociacionaeumo de frutos
tropicales Annonaceagy tés herbales en pacientes con PSP y parkimaorasipico en
Guadalupe, donde la prevalencia de PSP es mufCalfmrros-Lefebvre Bt al,

1999). Se cree que la exposicidn cronica a laattielroquinolonas contenidas en estas
sustancias, que son neurotéxicas para las neudopasninérgicas, es la causa de la

elevada prevalencia de parkinsonismo en Guadalupe.
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En algunos casos, otras causas distintas a lanegdedd neurodegenerativa
pueden causar o contribuir al desarrollo del simér®SP, como la patologia vascular
cerebral (Winikates &t al, 1994) o algunos farmacos con propiedades
antidopaminérgicas, habiéndose descrito casosidegie PSP reversible inducido por
neurolépticos y por clebopride (Campdelacretial, 2004). Es dudoso el papel de la
hipertension arterial (Ghikaet al, 1997; Fabbrini Gt al, 1998) y de los traumatismos

craneales de repeticion, que inducen la formacgd®NF (Geddes J&t al, 1999).

5.2. Aspectos genéticos

Aungue la mayoria de los casos de PSP son espusadidisten evidencias de
que los factores genéticos jueganpapel en la PSP. Asi, se han descrito variagidam
con diferentes miembros afectos (de YébenestHb, 1995; Tetrud JVét al, 1996;
Rojo Aet al, 1999). Un estudio multicéntrico describié 12 figas en Europa y USA, 8
de ellas con miembros afectos en al menos 2 gaoresc(Rojo Aet al, 1999). Estos
datos y la ausencia de consanguinidad sugieresniiaibn autosémica dominante con
penetrancia incompleta. Ademas, mediante estudin$ET en familiares de pacientes
con PSP se ha demostrado la presencia de altezagizgtabdlicas en estructuras
cerebrales involucradas en la PSP, lo que apolgapi@sencia de un sustrato genético
para la PSRPiccini Pet al, 2001). Por otro lado, numerosos estudios confirfaa
asociacion de la PSP a un conjunto de polimorfisemola region 17921, incluyendo el
gen tau y genes flanqueantes, que constituyermpitio H1 (Baker Met al, 1999;

Pastor Ret al, 2002).

18



5.2.1. Region del haplotipo H1

a) Tauy region 3'UTR

La primera evidencia de asociacion de la PSP cgaretau fue el
descubrimiento de un polimorfismo intrénico de tagpén en el gen tau (Conradet
al., 1997), en que el genotipo a0/a0 estaba sobem@miado en PSP. Esta asociacion se
extendié después a otra serie de polimorfismog eriseno gen, abarcando unas 62kb,
gue estan en desequilibrio de ligamiento completméndo dos haplotipos, H1 y H2.
La frecuencia del haplotipo H1/H1 estaba increndmtn la PSP (Baker bt al,
1999; Ezquerrat al, 1999; de Silva Rt al, 2001). Posteriormente, estos haplotipos se
extendieron hasta abarcar una region de unas Pllidr Ret al, 2002), que incluye
varios genes de interés. Ademas, se han desarismtemente subhaplotipos de riesgo
dentro del haplotipo H1 (PastorePal, 2002; Pastoet al, 2004, Rademakers& al,
2005).

La asociacion del haplotipo H1 con el riesgo de B&Ra confirmado
consistentemente en distintas poblaciones causd€cmrad Gt al, 1997; Bennet P
et al, 1998; Higgins Jét al, 1998; Oliva Ret al, 1998; Baker Met al, 1999; Bonifati
V et al, 1999; Morris HRet al, 1999; Higgins Jét al, 1999; Higgins Jét al, 2000).
El haplotipo H1 también se ha asociado con la DQiBVaria Eet al, 2000; Houlden
H et al, 2001), y en menor grado con la enfermedad ddrzan de inicio tardio
(Pastor Ret al, 2000; Farrer Met al, 2002) y la demencia frontotemporal (Verpillat P
etal, 2002).

El mecanismo por el que este haplotipo incrementdniesgo de padecer PSP

no se conoce. Algunos datos indican que podriaantodulando la expresién o el
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splicingde tau (RademakersaR al.,2004; Takanashi Mt al.,2002; Myers Akt al,
2007), aungue el haplotipo no parece influir emliegles de tau insoluble en los
ganglios basales en la PSP (Liu Wtal, 2001). Datos recientes indican que el
subhaplotipo H1c aumenta transcripcion de proteing especialmente la proporcion
de isofromas 4R (Myers Aet al, 2007).

Dado que el genotipo H1/H1 esta presente en apeadamente el 90% de los
pacientes con PSP pero también en casi el 60%pm#blacion caucasica (Houldehet
al., 2001), probablemente son necesarios otros facgem&ticos 0 ambientales para
causar esta patologia. Calculos de riesgo sugipresolo alrededor del 68% del riesgo
de PSP seria atribuible al haplotipo H1 (Melquist &l.,2007).

Mutaciones del gen tau son suficientes por si gides causar FTDP-17, e
incluso algunos pacientes presentan rasgos cligipasol6gicos de PSP y DCB (Rosso
SMet al, 2002). Sin embargo, la gran mayoria de paciaedSP no tienen
mutaciones en el gen tau. Varios estudios han ilachautaciones en la region
promotora y codificante dau en casos de PSP tipica (Hoenicla dl, 1999;

Ezquerra Met al, 1999; Higgins Jét al, 1999; de Silva Rt al, 2001; Morris HRet

al., 2002), y s6lo 5 mutaciones tii han sido descritas en familias con sindrome PSP
atipico: la mutacidomissensé&k406W y R5L (Hutton Met al, 1998; Poorkaj et al,
2002), la silente S305S (Stanford #al, 2000; Wszolek Zket al.,2001), la
homozigota delN296 (PastorePal, 2001), y recientemente G303V en el exén 10 en
una familia con PSP autosémica dominante de ipi@goz (Ros Rt al, 2005).

En la regién del haplotipo H1 existen genes impaes para la funcion neuronal
o incluso relacionados con la funcion de tau. &ibargotau sigue siendo el principal
candidato como gen primariamente relacionado cdesrrollo de la enfermedad, ya

sea a través de defectos que influyan en la epresilicingo estabilidad del
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transcrito. Por ello, la investigacion de variaeigmm mutaciones en genes candidatos
dentro de la regidon del haplotipo, que puedanac@onar con tau, continla siendo un

tema de actualidad en la genética de la PSP.

b) Saitohin

El gen denominadsaitohin(STH)se identificé dentro de un intrén del gen tau,
situado entre los exones 9y 10 (Conraet @l, 2002).STHcodifica un péptido de 128
aminodacidos que no se parece a ninguna otra paatefrocida. Su patron de expresiéon
en el cerebro y otros tejidos humanos es muy girallde tau. Se ha reportado
asociacion del genotipo RR del polimorfismo Q7Red® gen con enfermedad de
Alzheimer (EA) de inicio tardio (Conradé al, 2002; Combarros €t al, 2003),
aunque otros estudios no han confirmado estosadsgl (Verpillat Ret al, 2002b;

Cook Let al, 2002; Clark LNet al, 2003; Oliveira SAet al, 2003; Streffer JRt al,
2003). Un estudio reciente mostré que el alelo iRexia el riesgo de EA en presencia

del alelo E4 de la ApoE (SeripadDal, 2004).

c) NIK

El genNIK (Nuclear Factor Kappa-B Inducing Kingse MAP3K14 (mitogen-

activated protein kinase kinase kinase 44 ha mapeado en la region asociada a

FTDP17, entre los marcadores D17S800-D17S791 (Adktet al.,1997), y codifica

una proteina que interacciona con el homologo hordara cadena ligera 1 de la
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dineina, implicada en la dinamica de los microtabiHiscott Xkt al, 1997). Este gen
podria participar en procesos neurodegenerativo® ¢a enfermedad de Parkinson
(EP) y laenfermedad de Alzheimer (EA) (Akama kT al, 2000; Hunot &t al, 1997).
NIK es una serina-treonina protein-kinasa que gigdien la cascada de sefializacion
gue activa el factor nuclear kappa B (NF-kB) (MaiNL et al, 1997), ademas de ser
un factor de transcripcion que controla la expresi® numerosos genes de respuesta
inmune, inflamatoria y de supervivencia y prolif@ém celular, y esta implicado en
procesos apoptoticos a través de la activacion dabtress-activated protein kinase/c-
Jun N-terminal kinaséAkiba Het al, 1998). NF-kB participa en procesos apoptéticos
de las neuronas dopaminérgicas mesencefalicas g@bientes con EP (Hunotgal,
1997) y esté implicado en la neurodegeneracioa @Al a través de la activacion de la
oxido nitrico-sintasa inducida por beta-amiloid&gfa KTet al, 1998; Kaltschmidt B
et al, 1997). Por su localizacion y funciddlK es uno de los genes de la region 17921

gue podria estar involucrado en la PSP.

d) CRHR1

El gencorticotropin releasing hormone recepto(@RHR1) esta situado en la
region cromosdémica adyacentéaa y forma parte de la region del haplotipo H1. Es
uno de los genes candidatos que podrian conttdopatogénesis de la PSP, debido a su
localizacion. Este gen codifica un receptor queimed efecto neuroprotector de la
hormona CRH, y es capaz de inactivar la kinasa GI3K& (Pedersen Wét al, 2002;
Bayatti Net al, 2003), la cual es importante en la fosforiladi@tau (Ferrer &t al,

2002). Asimismo, es capaz de activamigogen activated protein kinaglAPK), una
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kinasa también implicada en la fosforilacion de tucultivos neuronales (Bayadti

al., 2005).El efecto neuroprotector descrito de CRHR1 puetierde a la induccion de
la expresidn de factores neurotroficos o de supengia por parte de la hormona CRH,
o bien inhibiendo la apoptosis, ya sea a travda detivacion o inhibicion de vias de
sefializacion intracelular o a través de la inacttrade GSK-B (Lezoualc’h Fet al.,
2000; Bayatti Net al.,2005). La inmunoreactividad de CRH esta dismineiual

cortex de pacientes con enfermedades neurodegeasracluida la PSP (Whitehouse
PJet al.,1987). Todo ello sugiere que potenciales mutasiopeimorfismos o
alteraciones en la expresion génicaCdRHR1podrian tener un papel patogénico en la

PSP.

5.2.2. Genes candidatos fuera de la region del haplotipt:protein-kinasa GSK-B.

La proteina tau esta altamente fosforilada eralagdtias, por lo que
alteraciones de las protein-kinasas podrian reptasen factor de riesgo adicional para
la PSP. La proteina tau contiene sitios de fostoidh para diversas protein-kinasas:
PKA, PKC, CDK5, GSK3, MAPK/ERK, SAPK/JNK, p38, Cakihase Il, MARK y
casein-kinasas. La mayoria de ellas y sus forntasaadosforiladas se expresan junto
con los depésitos anormales de tau en la enferndladzheimer (EA) y otras
taupatias (Ferrerdt al, 2002). La posibilidad de que alteraciones fumnaies en estas
proteinas puedan estar implicadas en la PSP dspdtasis razonable.

GSK-3 y CDK5 son tau-kinasas implicadas en la falsfcion fisiologica y
patologica de tau en el cerebro humano. GSK-3 aserina-treonina-kinasa dirigida a

prolinas que se expresa principalmente en el sést@rvioso central. Se identifico
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originalmente como una reguladora del metaboliselgldicégeno, pero después se vio
gue actuaba en la ordenacién del citoesqueletoesim génica y diferenciacion
celular. En mamiferos GSK3 tiene dos isoformas, albeta, codificadas por distintos
genes y reguladas por fosforilacion. La isoformta ladunda en cerebro.

La sobreexpresion de GSK-8n neuronas induce hiperfosforilacion de tau y
alteracion en la formacién de los microttbulos @sidkt al, 2001). GSK-B se
acumula en el citoplasma de las neurgrastangle y su expresion estd aumentada,
junto con los ovillos neurofibrilares, en la EA (Béet al, 1997; Pei Jat al, 1999).
Ferreret al. (Ferrer let al,, 2002) han demostrado que en la EA, enfermed&iaie
PSP y CBD, GSK3 se asocia a hiperfosforilacién oweairy glial de tau y que la forma
inactiva GSK3 S9 colocaliza con tau anormal. Lasekpresion de la forma inactiva
de GSK3 puede representar una reaccion de proteceldlar frente a la
hiperfosforilacion de tau, o bien ser inducida parductos de peroxidacion lipidica que
se acumulan en el cerebro de pacientes con PSRi(Pdeal, 2000). Hasta el
momento se han descrito 5 polimorfismos en la regrdmotora de GSKf3 aunque

ninguno de ellos mostré inicialmente asociacion EAnRuss CGat al, 2001).
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Il. HIPOTESIS
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El haplotipo H1 esta sobrerepresentado en PSRnSargo, este haplotipo por
si solo no explica el desarrollo de la enfermegladjue también esta presente en la
mayoria de los sujetos sanos. Por tanto, otrosriEegenéticos y/o ambientales podrian

estar involucrados.

II. HIPOTESIS

1. Polimorfismos o mutaciones funcionales en genesdits dentro o cerca de la
regién 17921 o que codifican proteinas implicadakdosforilacion de tau

constituyen un factor de riesgo para la PSP encsugen el haplotipo H1.

2. La alteracion en la expresion cerebral de detemoimgenes relacionados con tau

puede condicionar el desarrollo de la PSP.
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lll. OBJETIVOS
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OBJETIVOS

Investigar si polimorfismos y mutaciones de losggsaitohin, CRHRY la region
3’-UTR detau, situados en la region 17921, constituyen un faagotiesgo o son

determinantes en el desarrollo de la PSP.

Analizar si variaciones génicas @&K-JF incrementan la susceptibilidad para el

desarrollo de PSP.

Analizar la expresion dERHR1en el cerebro de pacientes fallecidos con PSP.
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IV. METODOLOGIA
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IV. METODOLOGIA

1. Pacientes

Se seleccionaron pacientes con criterios de PSialpie (Tolosa et al, 1994;
Litvan | et al, 1996b) y controles sanos sin historia familigpeisonal de
parkinsonismo. Los sujetos fueron reclutados dagr@acientes y acompafnantes que
acudieron o se visitaron en la Unidad de Trastodeb®/ovimiento del Hospital Clinic
Provincial. Se obtuvo el consentimiento informado @scrito de todos los sujetos
participantes para la obtencion de las muestraauigre para extraccion de DNA y la
realizacion de los estudios genéticos. Todos lhslEs realizados contaron con la

aprobacion del Comité Etico y de Investigacion Gfea (CEIC) del Hospital Clinic.

2. Métodos

2.1. Técnicas generales

2.1.1. Extraccion de DNA

La extraccion de DNA gendmico se realizé a padisdngre periférica

utilizando el kitQiagen DNA MiniKit(QIAGEN, Hilden, Germany).
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2.1.2. Amplificacion gendmica mediante PCR

La amplificacién de productos génicos se realizdiarge la técnica de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) con el termoacR@C-100 (MJ Research,
Watertown, MA). Se utilizaroprimerspreviamente descritos, o bien disefiados
mediante el programa informatico DNAstar (DNAstar,IMadison, WI) a partir de las
secuencias obtenidas de la base de datos del Blafienter for Biotechnology
Information (NCBI) (http://www.ncbi.nim.nih.gov/eneiz/viewer). Logprimersfueron
sintetizados en la Unidad de DNA del Hospital @imimanufacturados por la empresa
Operon (Qiagen, Hilden, Germany). Se utilizarondiciones de amplificacion
descritas previamente, y en el caso detosersdisefiados por nosotros se ensayaron

distintas condiciones hasta optimizar el resultado.

2.1.3. Genotipado de polimorfismos

Para el genotipado de polimorfismos genéticos amundas técnicas de
amplificacion génica mediante PCR seguida de digesnzimética con endonucleasas
de restricciéon. Los productos génicos fueron satosta electroforesis en geles de
acrilamida/bisacrilamida o de agarosa y visualizadediante tincién argéntica o con

bromuro de etidio al 4% respectivamente.
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2.1.4. Cribado de mutaciones

El cribado de mutaciones se realiz6 mediante l@daae polimorfismo de
conformacion de cadena sencikingle strand conformation polymorphis85CP) en
distintas condiciones, o bien mediante secuenciatir@cta. La electroforesis de los
productos de PCR se realizé en geles de acrilabigdafilamida 29:1 a
concentraciones de 7-12% y tampdn TBE x0.5 6 xHigimtas condiciones de

temperatura y voltaje.

2.1.5. Secuenciacion

La secuenciacion de productos génicos se realiziiamte purificacion del
producto de PCR amplificado usand®®A Blood and Gel Band Purification Kit
(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ), la read2y@nTerminator Cycle
Sequencing Ready Reacti@erkin EImer Applied Biosystems, Foster City, GA)

posterior electroforesis en un secuenciador auiomaBI-prism(Perkin Elmer).

2.1.6. Andlisis estadistico

La distribucién genotipica y alélica de los difdemnpolimorfismos estudiados

en pacientes y controles se comparé mediante takkayg el test chi-cuadrado. Para el

analisis de las diferencias de frecuencias gemaspy alélicas del polimorfismo -50T/C

de GSK-3F se comprobd la desviacion del equilibrio de Hardgiwderg con el
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programa Finetti disponible dtp://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwal.pgbe realizd analisis
de regresion logistica para evaluar la posibleac®@on entre el estado de portador del
haplotipo H1/H1 y el genotipo TT d@SK-3 en los pacientes con PSP. Se comparo la
edad media de inicio de los pacientes con PSPigadistintos genotipos deSK-JF
mediante el analisis ANOVA. Para los calculos dstambs se usé el programa SPSS
11.5 para Windows (SPSS, Chicago, IL).

Los niveles de expresidon génica de mRNACIRHR1en pacientes y controles
se compararon con los tests no-paramétricos dek&rigallis o U de Mann-Whitney

con correccién de Bonferroni, usando el programasPl.5.

2.2. Secuenciacion del gen saitohin y de la regitau-3'UTR

La amplificacion del gen saitohin se realizé segu@todos previamente
descritos (Conrad €t al, 2002). Se diseiaron 4 parespdenerspara amplificar

fragmentos solapados de toda la region 3'UTR:

Fragmento 1 @nnealing57°C):

Forward: 5-ATCTCAGCAATGTCTCCTCCAC-3'
Reverse5'-GGCTTCCTCTCCCACTCC-3;,

Fragmento 2 @nnealing62°C):

Forward: 5-CAGTGGCAGTGGCAGCAACAAAG-3'
Reverse5-CCAGCGCTCTCAAGACATCAAG-3'

Fragmento 3 @nnealing57°C):

Forward: 5-TCGATGATGACCTCCTTAGAAA-3'
Reverse5'-GTACCTCCTGCAACCAACC-3,;

LOC147077 @nnealing56°C):

Forward: 5-GGTGTTTCTGCCTTGTTG-3'
Reverse5'-AGTCCTAATCCTGTGCTTCA-3'.

La mezcla de PCR consistio en un volumen totalxglZormado por: 1 pl de

cada oligonucleétido (30 pmol/ul); 4 ul de 1.25 dMTPs; 0.1 unidades de Taq
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Expand polimerasa (Boehringer, Mannheim, Germah®)ul de 10x Taq buffer; 1.5
mM de CI2Mg; 1 ul de DNA a 100 ng/ul; y 15.4 platpua bidestilada. Los productos

de PCR se secuenciaron tal y como se describepemts 2.1.5.

2.3. Genotipado del polimorfismo Q7R y del polimoitmo del promotor de tau

El genotipado del polimorfismo Q7R del gen saitohatel promotor de tau se
realizd segun métodos previamente descritos (Cdbetdhl, 2002; Ezquerra Mt al,

1999).

2.4. Secuenciacion del gen NIK y genotipado del pobrfismo del exén 15

Se amplificaron por PCR los diferentes exones éelINIK usandgrimersy
condiciones previamente descritos (Aronssorefél, 1998). Se disefiaron dos nuevos

pares derimerspara los exones mas largos (10 y 11):

Exo6n 10 @nnealing59 °C, fragmento 330 bp):

Forward: 5-TAACAGCCGGGTATCAGGA-3'
Reverse5-CCAGAGGGGGAAACTAAG-3;,

Exon 11 @nnealing57 °C, fragmento 481 bp):

Forward: 5-ATCTAGGAGGCAAAGGGTCAC-3'
Reverse5'-CTGCCAGGGGTTATTCATTCT-3".

La mezcla de PCR se hizo en un volumen total del 5consistio en 11 ul de
agua bidestilada, 4 ul de 1.25mM dNTPs, 2.5 pl@eraq buffer (100 mM Tris—HCI,
500 mM KCl, 0.1% gelatina, 1.5mM MgCl2), 2.5 pldienetilsulféxido, 10 pmol de

cada oligonucleétido, 1 U de Taq polimerasa y 8guDNA gendmico a 100 ng/l. Se
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realizd analisis por SSCP de los productos de P@&tpdos los exones, en gel de
poliacrilamida en distintas condiciones (concendra6é%, 9% y 12%, voltaje 200—
450V, TBE x0.5 y x1). Los productos de PCR de ksnes mas largos (4,5, 6, 8,10y
12) fueron digeridos previamente con diferentesneaiz para obtener fragmentos mas
pequefios para andlisis SSCP. Las bandas se vigoalizas tincion argéntica. Ello
permitio detectar un polimorfismo en el exén 15:gistente en una variacion G/C
(SNP rs1047833 de la base de datos del NCBI) pad&ion 2839, que no da lugar a
cambio de aminoacido. Para analizar si este polismoo esta incluido en el haplotipo
H1 y se comporta como factor de riesgo genética p&P, se realizé un estudio de
asociacién comparando con controles. Se amplifie&@ 15 y se digiri6 mediante el
enzima de restricciGHphl. Los productos se sometieron a electroforesiseédeay
poliacrilamida al 7% a 350V durante 2 horas, ddndar a diferentes patrones de
bandas para cada genotipo. La secuenciacion éxdoes del gen NIK se realizo tal

como se describe en el apartado 2.1.5.

2.5. Secuenciacion y estudio de expresion del geRKIR1

2.5.1. Secuenciacion del gen CRHR1

Se usaron muestras congeladas de DNA genomicddexagartir de sangre

periférica. Se disefar@rimersespecificos para cada exén de CRHRABLA 4):
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TABLA 4: primersdisefiados para la amplificacion de los exones @&RHR1L

Primers Exén T2annealing longitud

(°C) producto
PCR (bp)

Forward: 5-CGCCCGCCGGTCCCTCTG-3 1 65 198

Reverse: 5-CGCCCCCGCCCCCATCAC-3’

Forward: 5’-ATGAGGGGCGGCTGTCTGG-3 2 61 307

Reverse: 5-CTGGGGTAGGGGGCATTGTG-3

Forward: 5’-GTGGGGAGGTGGGCAGAACT -3’ 3 60 336

Reverse: 5-GGCGATCCCCACAAGAGGTAT -3

Forward: 5'-CCCCAGCTTCACTACACAACC -3’ 4 59 323

Reverse: 5-CCTCTGGCTCCCTGACTCC-3’

Forward: 5'-CCACCCCTAGGCGATGTCC -3’ 6 60 290

Reverse: 5-CCACCCTCTCCCAGCAACC-3’

Forward: 5'-TGGTGGGGAGGGACAAAACTT -3’ 7 60 290

Reverse: 5-CCTGGGGGTGCCTTCTACT-3'

Forward: 5’-TCTGGGCTGGGGTGATGG-3’ 8 60 302

Reverse: 5-ACTCCTGTTCTGTGGGCTCCTC-3’

Forward: 5-GGAGGAGCCCACAGAACAGGAG-3' 9 62 438

Reverse: 5-CCCACCCCCAAGAGGAGCAGAG-3

Forward: 5-GGGTGGGCGGCAGTAGAAGC -3’ 10 61 298

Reverse: 5-CAATGCCCGTGGGGAGTGTCA-3’

Forward: 5'-CTGTCCTGGCCAAGCACTGTCC-3' 11 60 196

Reverse: 5-CCACTGGGCCCTGTCTCCTG-3'

Forward: 5'-AAGAGGGGGCATGGGTCAGAGA -3° 12 60 277

Reverse: 5-TGGGGAGCAGGGGTTTCAT-3

Forward: 5'-CCACTCCCTCCCCCGACCTG-3 13 62 332

Reverse: 5-GGCTGCCCCTTGCTTCTCC -3’

Forward: 5’-GCAGGAGGCCAGGGAGAA -3’ 14 60 221

Reverse: 5-CTGGGAGGGGAGGAGAAGG -3’

Forward: 5’-TCCCAGGACATTTGAGAA -3’ 15 58 545

Reverse: 5-GAGTGGGCATGAGACCTAACAG -

La PCR para cada exon se realiz6 con un volumahdet25ul, que contenia
50ng de DNA gendmico, 18 de cada oligonucleotido a 10pmadl/4ul de 1.25mM
dNTPs, 2.5l de 10x Taq buffer (100mM Tris-HCI, 500 mM KCI,1056 gelatina,
1.5mM MgCb), 14.44 de agua bidestilada y 1U de TagExpand HiFi polasa
(Roche/Boehringer, Mannheim, Alemania). Se usarfamahtes condiciones de
termociclado para la amplificacion segun la temjpesadeannealingéptima de cada
par deprimers Los productos de PCR fueron purificados y sedaeos con las

técnicas anteriormente mencionadas.
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2.5.2. Genotipado del polimorfismo —16T/C de CRHR1

El SNP —16T/C de CRHRL1 se genotipdé mediante SSCP.

2.5.3. Muestras de cerebro

Se obtuvieron muestras congeladas de globus pallidd2 pacientes con PSP
diagnosticada neuropatoldgicamente, 10 pacientesmf@rmedad de Alzheimer en
estadio V-VI de Braak, 5 pacientes con enfermeeaelocovascular difusa de pequefo
vaso tipo Binswanger y 6 controles libres de enéstad neuroldgica. Los cerebros se

obtuvieron de los bancos de cerebros de las Umiaglss de Barcelona y Navarra.

2.5.4. Cuantificacion de RNA

El aislamiento de RNA total de tejido congeladoesdiz6 mediante éRNeasy
lipid tissue mini kit DNase fre@iagen). La integridad del RNA se confirmo con
electroforesis en gel de formaldehido-agarosagraatio la presencia de RNA
ribosomico 18S y 28S. Se sintetizé cDNA usandadastivos de transcripcion inversa
Taq Man (Applied Biosystems, Foster City, CA). bgoeesion génica se cuantificd con
PCR a tiempo real unsando el servidgsay-on Deman@Applied Biosystems) para
CRHRL1 (assay Hs00366363 _m1). Se cuantificaron &mlhiexpresion génica de
beta-actina (assay Hs99999903 m1l), ciclofilina #sé&y Hs99999904 m1) y GAPDH

(assay Hs99999905 m1) como controles enddégenosrisas/os de PCR TagMan a
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tiempo real para cada gen se realizaron con cDNAripicado de cada muestra en
placas Opticas de 96 pocillos en un sist&BaPrism 7900 Sequence Detection

(Applied Biosystems).

2.5.5. Andlisis de datos

Se calculd la cantidad relativa de mMRNAGRHR1con el programa gBase
version 1.1 (Center for Medical Genetics, Ghentdrsity Hospital, Belgium;
http://medgen.ugent.be/gbase/). El analisis edtedlise realizé con el programa SPSS
11.5. Los datos se expresaron como media+/-SD. Da€eldas distribuciones de los
niveles de expresion génica eran muy dispersagyrapararon grupos usando los tests
no-paramétricos de Kruskall-Wallis o U de Mann-Wikit con correccion de

Bonferroni. Se consideré como valor significativeayp<0.05.

2.6. Genotipado de los polimorfismos d&SK-3

El genotipado del polimorfismo -50T/C, localizadvola regiéon promotora del
gen GSK-3beta, se realiz6 usanqutonersy condiciones de PCR previamente descritos
(Russ Cet al, 2001). El producto de PCR se someti6 a digestitaimatica Alul) y
posterior electroforesis en gel de poliacrilamiciancentracion 7%, TBEx1) a 350V
durante 3 horas. El polimorfismo —1727A/T, tambééna region del promotor, se

analizo segun el método previamente descrito (Ruetsal, 2001).
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La mezcla de PCR se hizo para un volumen totabdk @onsistente en 50ng de
DNA gendmico, lul de cada oligonucleétido a 30pmd)/4ul de 1.25mM dNTPs,
2.5ul de 10x Taq buffer (L00mM Tris-HCI, 500 mM KCI 1056 gelatina, 1.5mM
MgCly), 2ul dimetilsulfoxido, 13.5l de agua bidestilada y 1U de Taq Expand
polimerasa (Boehringer, Mannheim, Germany). La RGRSistio en 5 min a 95°C,
seguido de 35 ciclos de 45s a 94°C, 45s a 50-6@%3 ya 72°C, y finalmente 10 min a
72°C. El genotipado se realizé mediante digestidrPwvull y electroforesis en gel de

poliacrilamida (concentracién 7%, TBEx1) a 350Vahte 3 horas.
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Sequence analysis of tau 3’untranslated region and saitohin
gene in sporadic progressive supranuclear palsy

M Ezquerra, J Campdelacreu, E Muiioz, R Oliva, E Tolosa

Background: The extended tau H1 haplotype has previously
been described in association with progressive supranuclear
palsy (PSP). Recently, a new gene called saitohin (STH),
nested within an intron of tau, has been discovered. The Q7R
polymorphism of STH appears to be related to late onset
Alzheimer’s disease.

Objectives: To search for genetic changes in the 3’untrans-
lated region (3'UTR) of tau and adjacent sequence
LOC147077, and in the coding region of STH in PSP
patients.

Methods: The study included 57 PSP patients and 83 healthy
controls. The genetic analysis of each region was performed
through sequencing. The Q7R polymorphism was studied
through restriction enzyme and electrophoresis analysis.
Results: No mutations were found in the regions analysed.
The QQ genotype of the STH polymorphism was over-
represented in participants with PSP (91.5%) compared with
control subjects (47%) (p<0.00001). This genotype co-
segregated with the H1/H1 haplotype in our PSP cases.
Conclusions: Our results do not support a major role for the
tau 3'UTR in PSP genetics. The QQ genotype of STH confers
susceptibility for PSP and is in linkage disequilibrium with the
H1/H1 haplotype.

syndrome accompanied by supranuclear gaze palsy,

pseudobulbar signs, axial dystonia, postural instability,
frontal dementia, and a poor response to levodopa.' In typical
cases of PSP, aberrant forms of the microtubule associated
protein tau precipitate in subcortical neurons and glial cells,
leading to neurofibrillary tangles (NFTs). The NFTs and other
abnormal filaments, found in many neurodegenerative
diseases such as frontotemporal dementia (FTD),
Alzheimer’s disease, or corticobasal ganglionic degeneration,
are produced by hyperphosphorylated tau species.” The fau
gene is organised into 16 exons expanding among 100
kilobases of DNA on chromosome 17g21. In CNS neurons,
exons 2, 3, and 10 are alternatively spliced allowing the
expression of six different tau isoforms.>* In particular, the
isoform carrying the alternatively spliced exon 10 has been
found to be increased in PSP and FTD.* Tau mutations in the
5’ splice site and missense mutations in exons 9, 10, 12, and
13 have been described in many cases of familial frontotem-
poral dementia.” ® Additionally, the allele A0 of a dinucleotide
repeat polymorphism in the tfau intron located between exons
9 and 10 has been found to be statistically associated with
PSP.”'° This association extends to other polymorphisms in
fau which are in linkage disequilibrium leading to a 100
kilobases haplotype called HI1," and an extended HIE
haplotype that includes some neighbour genes covering 360
kilobases."

Progrcssive supranuclear palsy (PSP) is a parkinsonian

J Neurol Neurosurg Psychiatry 2004,75:155-157

So far only four mutations in fau have been described in
cases of atypical PSP: the R406W missense mutation,” the
S305S silent mutation,” the homozygous delN296 muta-
tion," and the missense R5L mutation."”” Many studies have
failed to identify a causative mutation after analysing the
entire coding and promoter regions of fau in typical PSP
patients.” '* ' Thus, these data suggest that a separate gene or
other non-codifying regions of fau could be responsible for
PSP.

Recently, a gene called saitohin (STH) was discovered in the
intron between exons 9 and 10 of fau. STH expression is
similar to fau, and a polymorphism in this gene appears to be
associated with late onset Alzheimer’s disease.”® In this work,
we have analysed the fau 3'untranslated region (3'UTR), the
adjacent locus LOC147077 (NEDO human cDNA sequencing
project, unpublished), and STH in order to search for
mutations or new polymorphisms in typical PSP patients.

METHODS

Subjects

From the neurology service of our hospital we recruited 57
unrelated subjects (26 male, 31 female), who met the clinical
diagnostic criteria for probable PSP*' **; 83 healthy controls
(34 male, 49 female) were recruited from among patients’
spouses, and healthy volunteers. Informed consent was
previously obtained from all participants. The mean age of
patients at the onset of PSP was 70 (5.5) years, and the mean
age of the controls was 68.9 (7.5) years.

Genetic analysis

Genomic DNA was extracted from peripheral blood using
standard procedures. STH amplification, sequencing assay,
and Q7R polymorphism detection were performed as
previously described.” The fau promoter polymorphism was
also genotyped as previously described.'

Three pairs of primers were designed in order to amplify
different overlapping fragments of the whole fau 3'UTR
using the DNAstar software. The sequences of the designed
forward and  reverse  fau  primers  were: 5'-
ATCTCAGCAATGTCTCCTCCAC-3’ and 5'-
GGCTTCCTCTCCCACTCC-3" for fragment 1 (annealing
57°C); 5'-CAGTGGCAGTGGCAGCAACAAAG-3" and 5'-
CCAGCGCTCTCAAGACATCAAG-3' for fragment 2 (anneal-
ing 62°C); and 5'-TCGATGATGACCTCCTTAGAAA-3'" and 5'-
GTACCTCCTGCAACCAACC-3" for fragment 3 (annealing
57°C). For the amplification of the LOCI147077 sequence
the primers were 5'-GGTGTITCTGCCTTGTTG-3" and 5'-
AGTCCTAATCCTGTGCTTCA-3’ (annealing 56°C).

The PCR mix was constituted in a total volume of 25 pl
and consisted of: 1 pl of each primer (30 pmol/pl); 4 ul of

Abbreviations: PSP, progressive supranuclear palsy; UTR, untranslated
region; NFT, neurofibrillary tangle; FTD, frontotemporal dementia

www.jnnp.com


http://jnnp.bmjjournals.com

Downloaded from jnnp.bmijjournals.com on 30 January 2006

156

1.25 mM dNTPs; 0.1 units of Taq Expand polymerase
(Boehringer, Mannheim, Germany); 2.5 pl of 10x Taq buffer;
1.5 mM of Cl,Mg; 1 pl of DNA at 100 ng/pl; and 15.4 pl of
distilled water. The purified sample was sequenced by cycle
sequencing, using the Dye Terminator Cycle sequencing
Ready Reaction (Perkin Elmer, Foster City, USA), and run
on an ABI-prism automatic DNA sequencer (Perkin Elmer).

Statistical analysis

The genotypic and allelic distribution of the STH polymorph-
ism was analysed with a %2 test. All analyses were performed
using computer software SPSS 10.0 for Windows (SPSS,
Chicago, USA).

RESULTS
Sequencing of the fau 3'UTR, the adjacent locus LOC147077,
and the STH coding region showed no mutations in three
subjects with sporadic PSP. Analysis of the STH Q7R
polymorphism allowed us to identify three different geno-
types in patients and controls (fig 1). The frequencies
revealed that the QQ genotype was present in 91.2% of
patients and in only 47% of controls (p<0.000001).

The analysis of the fau promoter G(—221)C polymorphism
in participants with PSP'® showed that the CC genotype
cosegregated completely with the QQ genotype.

DISCUSSION
Many polymorphisms, in or near fau, have been described as
associated with PSP and leading to an extended HI1
haplotype." ** This association might be due to linkage
disequilibrium between these polymorphisms and a hypothe-
tical adjacent functional mutation responsible for the disease.
The half-lives and subcellular localisation of specific mRNAs
may depend on specific sequences in 3'UTR.” Therefore,
alterations in this region could potentially be responsible for
some pathological processes. However, we did not find any
genetic changes after sequencing this region and adjacent
locus LOC147077 in three typical cases of PSP.

We found that the QQ genotype of the STH polymorphism
was over-represented in our patients with PSP. This genotype
is segregated with the H1 haplotype because it is in complete

u u u ‘ <309 bp
u U u - ~ 242 bp

: \ - . —194bp

-— 97 bp

L

QQ QR RR QQ
Figure 1 Genotypes of the saitohin Q7R polymorphism. The different

Fcﬁerns were visudlised after digestion of the PCR r)roducts with HinFl
ollowed by electrophoresis in a 7% acrylamide gel and silver staining.
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Table 1  Saitohin polymorphism analysis in subjects with
progressive supranuclear palsy (PSP) and healthy controls
Genotypes Alleles
Subjects QQ (%) QR (%) RR (%) Q (%) R (%)
PSP (n = 57) 52(91.2)* 5(8.8) 0 109 5(4.4)
(95.6) *

Controls 39 (47) 40 (48.2) 4(4.8%) 118 48 (28.9)
(n = 83) (71.1)

n, number. *p<0.00001 (x? fest).

disequilibrium with the CC genotype of tau promoter
G(—221)C polymorphism, which in turn segregates with this
haplotype as we previously described."” After sequencing the
entire coding region of STH, we could not demonstrate
additional mutations. Therefore, the STH polymorphism,
which gives rise to an amino acid change, could behave as
a risk factor for PSP. The exact function of STH is still
unknown; however, the fact that STH and fau have very
similar expression patterns suggests that these two proteins
could function together in physiological or pathological
processes.” Interestingly, the QQ genotype is the opposite
of the genotype associated with Alzheimer’s disease (RR).”
As STH nests in the intron between exons 9 and 10 of tau, we
cannot rule out the possibility that STH polymorphism,
through the regulation of exon 10 alternative splicing, may
explain the different expression of tau isoforms in PSP and
Alzheimer’s disease.

In conclusion, our results do not support a major
pathogenic role of the fau 3'UTR in PSP genetics. The QQ
genotype of the STH polymorphism may be considered a risk
factor for PSP. Functional studies of STH could be very
important in disclosing whether it plays a role in fau splicing
or fau phosphorylation.
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Abstract

The nuclear factor kappa B inducing kinase gene (NIK) is located near the region of the haplotype associated with progressive
supranuclear palsy (PSP) in chromosome 17q. We have analysed the coding region of the NIK gene in PSP patients through single strand
conformation polymorphism and direct sequencing, in order to investigate the possible existence of pathogenic mutations. A change in exon
15 consisting of a G/C variation in position 2839 was found. This change was then analysed through restriction endonuclease Hphl in 40 PSP
samples and 35 control samples, but no differences in allelic frequency were found between the PSP and control groups. Our results do not

support a pathogenic role of the NIK gene in PSP.
© 2003 Elsevier Science Ireland Ltd. All rights reserved.

Keywords: Nuclear factor kappa B inducing kinase gene; Progressive supranuclear palsy; Tau; Genetics

Progressive supranuclear palsy (PSP) is a neurodegenera-
tive disease characterised by supranuclear gaze palsy,
parkinsonism, pseudobulbar signs, postural instability and
frontal dementia. The cause of the disease is not known, but
different studies have recently confirmed the association of
PSP to several polymorphisms in the 17q21 region,
including the tau gene and several flanking genes, which
constitute the haplotype HI [14]. A lesser degree of
association has been found between this haplotype and
corticobasal ganglionic degeneration [6], Parkinson’s dis-
ease [4,13] and frontotemporal dementia [22]. Mutations of
the tau gene have been found to be responsible for some
cases of familial frontotemporal dementia and parkinsonism
with linkage to the 17g21 region (FTDP17), as well as a few
cases of atypical PSP and multisystem tauopathy with
dementia [8,12,15-20]. However, the majority of patients
with tauopathies, including PSP, do not have mutations in
the tau gene. Therefore, it is possible that other genes in or
near the 17q21 region are involved in PSP. One of these
candidate genes could be the nuclear factor kappa B
inducing kinase gene (NIK), which could participate in

* Corresponding author. Tel.: +34-93-227-5414; fax: +34-93-227-5783.
E-mail address: jemunoz@clinic.ub.es (E. Muiioz).

some neurodegenerative processes such as Parkinson’s and
Alzheimer’s diseases [1,7].

We have analysed the coding region of NIK gene in
patients with PSP in order to investigate its role in PSP
genetics. Five patients who met the clinical diagnostic
criteria for probable PSP [10,21] were recruited from the
Neurology Service of the Hospital Clinic of Barcelona.
Blood samples were drawn after informed consent was
obtained. The different exons of the NIK gene were
amplified from genomic DNA through polymerase chain
reaction (PCR) using primer sequences and conditions
previously described [3]. Two new primers were designed
for the longest exons (10 and 11), with the DNAStarsoft-
ware: 5-TAACAGCCGGGTATCAGGA-3' (forward) and
5'-CCAGAGGGGGAAACTAAG-3' (reverse) as primers
for exon 10 (annealing 59 °C, fragment size 330 bp), and 5'-
ATCTAGGAGGCAAAGGGTCAC-3' (forward) and 5'-
CTGCCAGGGGTTATTCATTCT-3' (reverse) as primers
for exon 11 (annealing = 57 °C, fragment size 481 bp). The
PCR mix was made in a total volume of 25 pl and consisted
of 11 pl distilled water, 4 wl of 1.25mM dNTPs, 2.5 wl of
10 X Taq buffer (100 mM Tris—HCI, 500 mM KCl, 0.1%
gelatin, 1.5mM MgCl,), 2.5 pl of dimethylsulphoxide, 10
pmol of each primer, 1 U of Taq polymerase and 3 pl of

0304-3940/03/$ - see front matter © 2003 Elsevier Science Ireland Ltd. All rights reserved.
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genomic DNA at 100 ng/pl. A single strand conformation
polymorphism (SSCP) analysis of the PCR products was
carried out for all exons in a polyacrylamide gel using
different conditions (concentration 6%, 9% and 12%,
voltage 200-450V, TBE concentration 0.5 X and 1 X).
The PCR products of the longest exons (4, 5, 6, 8, 10 and 12)
were previously digested with different enzymes in order to
obtain smaller fragments to be analysed by SSCP. The
bands were visualised after silver staining. Additionally, in
order to search for potentially pathogenic mutations, not
detected by SSCP, all exons were sequenced in three
unrelated patients using the Dye Terminator Cycle Sequen-
cing Ready Reaction (Perkin Elmer) and run on an ABI-
prism automatic DNA sequencer (Perkin Elmer). We did
not find pathogenic mutations, but sequencing of exon 15
showed a polymorphism, consisting of a single nucleotide
variation G/C (SNP rs1047833 of the NCBI database) in the
position 2839, which does not produce an aminoacid
change.

To investigate whether this polymorphism is included in
the haplotype H1 and behaves as a genetic risk factor for
PSP, we performed an association study in 40 additional
PSP patients (18 males, 22 females) and 35 healthy control
subjects (14 males, 21 females). Controls were recruited
from spouses and volunteers without family history of
parkinsonism. The mean age of disease onset was 70 = 5.5
years and the mean age of controls was 68.9 £ 7.5 years.

Exon 15 was amplified by PCR and digested with the
restriction endonuclease Hphl. The PCR products were run
in a 7% polyacrylamide gel at 350 V for 2 h, giving rise to
different gel band patterns for each genotype. Genotype
frequencies were analysed using SPSS 10.0 for Windows
(SPSS Inc. Chicago) and chi-square was calculated. The
genotype and allele frequencies were not different between
patients and controls (P = 0.51, Table 1).

The NIK gene has been mapped, together with another
widely expressed gene, Cl7orfl (formin-like factor or
FMNL), to the region associated to FTDP17, between
markers D17S800-D17S791 [5]. Aronsson et al. searched
for mutations in these genes in two siblings with FTDP17,
but no mutations were found [3]. NIK is a serine-threonine
protein kinase that participates in the signalling cascade
leading to the activation of nuclear factor kappa B (NF-kB)
[11]. NF-kB is a transcription factor that controls the

Table 1
Genotype and allele frequency of the NIK polymorphism in exon 15 in PSP
patients and controls®

Genotype, n (%) Allele frequency, n

(%)

n CC CG GG C G

PSP 40 18 (45) 22 (55) - 58 (72.5) 22(217.5)
Controls 35 17 (48.6) 17(48.6) 1(2.9) 51(729) 19(27.1)

2 (P=0.51).

expression of multiple genes related to inmune or
inflammatory responses and cell survival and proliferation,
and is also involved in apoptotic processes through the
activation of stress-activated protein kinase/c-Jun N-term-
inal kinase pathway [2]. NF-kB participates in apoptotic
processes of mesencephalic dopaminergic neurons of
patients with Parkinson’s disease [7] and is involved in
Alzheimer’s disease neurodegeneration through beta-amy-
loid-induced nitric-oxide synthase activation [1,9]. How-
ever, there is not biological evidence that NIK participates
in tau deposition, and our results do not support a role of the
NIK gene in PSP genetics.
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Abstract

Several genes have been located in the chromosomal region 17q21 genetically associated with progressive supranuclear palsy (PSP). Corticotropin
releasing hormone receptor 1 (CRHR1) is a gene included in this region. In order to investigate the possible involvement of CRHR1 in PSP
pathogenesis, we measured the globus pallidus mRNA expression of this gene using real-time PCR in 12 PSP comparing with several control
groups composed by 10 Alzheimer’s disease, 5 cerebrovascular disease and 6 healthy controls subjects. We furthermore sequenced directly the
entire coding region of CRHR1 of two histopathologically confirmed PSP patients. Expression pattern of CRHR1 in globus pallidus was similar in
all groups. We did not find any coding non-synonymous mutation in the patients analysed. Our results do not support an involvement of CRHR1

gene in PSP pathogenesis.
© 2006 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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The H1/H1 haplotype is associated with a higher risk of pro-
gressive supranuclear palsy (PSP). This haplotype represents
a 1.14Mb region that includes several polymorphisms in the
17921 chromosomal region, extending between polymorphic
markers rs393152 and rs70602 [13]. The pathogenic effect of
this haplotype is not known, and it could act by modulating the
function of tau protein or be in linkage disequilibrium with a
potential causative neighbouring mutation in this region. Sev-
eral studies have excluded specific mutations in the promoter,
coding regions and 3’ untranslated region of tau in typical PSP
cases [3,4,6,7]. Mutations in the tau gene can cause FTDP-17
and multisystem tauopathy with dementia [8,18,20]. So far,
only five mutations of tau have been described in families with
PSP syndrome: R406W, R5L [8,17], S305S [21], homozygous
deIN296 [12], and recently G303V [19]. It is possible that
other genes located in the haplotype region could play a
pathogenic role in typical PSP cases. One of these genes is the
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corticotropin releasing hormone receptor 1 (CRHR1) gene that
it is located next to tau, and encodes a receptor that mediates a
neuroprotective effect of CRH. CRH is able to regulate several
kinases like GSK3-beta and MAPK [14,1,2]. Both kinases have
been involved in tau phosphorylation in PSP and Alzheimer’s
disease (AD) [5]. This makes this gene a candidate one in
this 17q21 chromosomal region worth investigating for the
involvement in PSP pathogenesis.

In order to search for a risk polymorphism for PSP in the
context of the haplotype H1, we sequenced the coding region of
CRHRI1 in two pathologically confirmed PSP and two healthy
controls. Additionally CRHR1 mRNA was quantified in the
globus pallidus in PSP brains. Similar studies were performed,
as controls, in globus pallidus of brains diagnosed as AD, cere-
brovascular disease (diffuse small vessel disease or Bingswanger
type) and from those without evident pathological changes. The
globus pallidus is a region severely affected by tau pathology in
PSP. In AD, the globus pallidus has been shown to have only
minor tau histopathology changes but present a significant cell
loss [10], and in patients with CVD no specific alterations are
described in the globus pallidus [9].

The frozen samples of globus pallidus were collected from
12 cases with neuropathologically proved PSP, 10 with AD in
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Table 1
Clinical data of PSP patients and controls

Sex (male/female) Age at disease onset (years)

mean £ S.D. (range)

Disease duration (years)
mean =+ S.D. (range)

Postmortem interval (h)
mean £ S.D. (range)

Age at death (years)
mean £ S.D. (range)

PSP 8/4 67.4+4.38 58+£15 73+5.4 8.1+4.2
n=12 (57-75) (3-7) (65-81) (4-15.2)
AD 3/7 61.4+£11.6 10.6 £3.8 71.6 £10.9 93+£55
n=10 (46-81) (6-17) (55-90) (3.5-18.5)
CVD 0/5 79+£6.9 1.8£1 80.5£5.5 7.7£3.7
n=>5 (70-86) (0-3) (73-88) (4-13.5)
Controls 2/4 - - 78.4£8.1 2.85£1.35
n=6 (71-92) (1-5)

stages V—VI of Braak, 5 with diffuse CVD type and 6 controls
free of neurological pathology (Table 1). Brains tissues were
obtained from the University of Barcelona — Hospital Clinic
and University of Navarra Brain Banks.

Forty unrelated subjects (17 male, 23 female), who met clin-
ical diagnostic criteria for probable PSP [11], and 51 healthy
controls (24 male, 27 female) were enrolled from the outpa-
tients clinics of Neurology Service at our hospital. The study
was approved by the hospital Ethics Committee. Informed con-
sent was obtained from all participating subjects.

Total RNA isolation from frozen brain tissue was performed
using the RNeasy lipid tissue mini kit DNase free (Qiagen).
RNA integrity was confirmed using formaldehyde-agarose gel
electrophoresis and assessing the presence of ribosomal RNA
18S and 28S. cDNA was synthesized using TagMan reverse
transcription reagents (Applied Biosystems, Foster City, CA).
Gene expression was quantified with the real-time PCR method
using the Assay-on Demand Service (Applied Biosystems)
for CRHR1 gene (assay Hs00366363_m1). Beta-actin (assay
Hs99999903_m1), cyclophilin A (assay Hs99999904_m1) and
GAPDH (Hs99999905_m1) gene expression was quantified as
endogenous controls. The real-time TagMan-PCR assays for
each gene were performed with triplicates of cDNA of each sam-
ple in 96-well optical plates on an ABI Prism 7900 Sequence
Detection system (Applied Biosystems).

Genomic DNA extracted from peripheral blood using the
QIAamp DNA Blood MiniKit (Qiagen, Hilden, Germany),
belonging from two patients with pathologically confirmed
PSP and two control subjects were used for the analysis. Spe-
cific primers were designed for each CRHR1 exon using the
DNAstar software (DNAstar Inc., Madison, WI) (Table 2). PCR
was performed in a total volume of 25 ul, containing 50 ng
of genomic DNA, 1.5l for of each primer at 10 pmol/pl,
4 pl of 1.25mM dNTPs, 2.5 ul of 10x Taq buffer (100 mM
Tris—HCI, 500 mM KCl, 0.1% gelatin, 1.5 mM MgCl,), 14.4 1
of double-distilled water and 1 U of TagExpand HiFi polymerase
(Roche/Boehringer, Mannheim, Germany). Different thermocy-
cling conditions were used for PCR amplification, depending
on optimal annealing temperature of each primer pair. The
CRHRI1 exons were purified using the DNA Blood and Gel
Band Purification Kit (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ).
Sequencing was performed using the Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction (Perkin Elmer, Foster City, CA)

and electrophoresis on an ABI-prism automatic DNA Sequencer
(Perkin Elmer). The —16C/T exon 6 polymorphism was geno-
typed in 40 PSP and 51 controls by single chain conformational
polymorphism (SCCP).

The relative amount of CRHRI mRNA was calcu-
lated by using the gBase version 1.1 software (Center
for Medical Genetics, Ghent University Hospital, Belgium;
http://medgen.ugent.be/qbase/). SPSS 11.5 software was used
for statistical analysis. Data were expressed as mean =+ S.D.
Because the distributions of the levels of gene expression were
highly skewed, groups were compared using the non-parametric
test of Kruskall-Wallis and Mann—Whitney U-test. We consid-
ered a significant value at P <0.05.

No differences were found in mRNA levels in globus pallidus
among PSP, AD, CVD or control brains without neuropatholog-
ical lesions (Kruskall-Wallis; P=0.62) (Fig. 1).
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Fig. 1. Comparison of the relative levels of mRNAs encoding for CRHR1.
Real-time PCR, levels normalized to cyclophilin, GAPDH and {3-actin genes,
Kruskall-Wallis test; P =0.62.
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Table 2

Primers sequences, annealing temperature and relative product size used for PCR and sequencing reactions

Primers Exon T Annealing (°C) PCR product lenght (bp)
Forward: 5'-CGCCCGCCGGTCCCTCTG-3' 1 65 198
Reverse: 5'-CGCCCCCGCCCCCATCAC-3’

Forward: 5'-ATGAGGGGCGGCTGTCTGG-3’ 2 61 307
Reverse: 5'-CTGGGGTAGGGGGCATTGTG-3’

Forward: 5'-GTGGGGAGGTGGGCAGAACT-3’ 3 60 336
Reverse: 5-GGCGATCCCCACAAGAGGTAT-3’

Forward: 5'-CCCCAGCTTCACTACACAACC-3' 4 59 323
Reverse: 5-CCTCTGGCTCCCTGACTCC-3’

Forward: 5'-CCACCCCTAGGCGATGTCC-3’ 6 60 290
Reverse: 5'-CCACCCTCTCCCAGCAACC-3’

Forward: 5'-TGGTGGGGAGGGACAAAACTT-3 7 60 290
Reverse: 5'-CCTGGGGGTGCCTTCTACT-3

Forward: 5'-TCTGGGCTGGGGTGATGG-3’ 8 60 302
Reverse: 5'-ACTCCTGTTCTGTGGGCTCCTC-3'

Forward: 5'-GGAGGAGCCCACAGAACAGGAG-3’ 9 62 438
Reverse: 5-CCCACCCCCAAGAGGAGCAGAG-3’

Forward: 5'-GGGTGGGCGGCAGTAGAAGC-3' 10 61 298
Reverse: 5-CAATGCCCGTGGGGAGTGTCA-3'

Forward: 5'-CTGTCCTGGCCAAGCACTGTCC-3’ 11 60 196
Reverse: 5'-CCACTGGGCCCTGTCTCCTG-3'

Forward: 5'-AAGAGGGGGCATGGGTCAGAGA-3' 12 60 277
Reverse: 5-TGGGGAGCAGGGGTTTCAT-3

Forward: 5'-CCACTCCCTCCCCCGACCTG-3’ 13 62 332
Reverse: 5-GGCTGCCCCTTGCTTCTCC-3'

Forward: 5'-GCAGGAGGCCAGGGAGAA-3’ 14 60 221
Reverse: 5-CTGGGAGGGGAGGAGAAGG-3’

Forward: 5-TCCCAGGACATTTGAGAA-3’ 15 58 545

Reverse: 5'-GAGTGGGCATGAGACCTAACAG-3'

Direct sequencing did not show non-synonymous mutations
in the coding region of CRHR1 in two PSP patients. We found
only one synonymous mutation (Pro20Pro) and the —16 C/T
polymorphism in the cryptic exon 6 [16], which was further
analysed in 40 PSP and 51 controls. The CC genotype was sig-
nificantly higher in PSP than controls (80% vs. 53%; Fisher’s
Exact test, P=0.007).

CRHRI1 gene is located next to tau, included in the H1
haplotype region, which others and we have previously found
to be associated with an increased risk for PSP [13,15].
Therefore, it would be possible that abnormalities in the gene
expression pattern or a codifying CRHRI1 polymorphism in
the context of HI haplotype could be implicated in the PSP
pathogenesis. We have determined that the CC genotype
(=16 C/T polymorphism), in the cryptic exon 6 of CRHR1
gene, is significantly increased in PSP compared to controls.
However, this association and genotype frequencies are similar
to other markers in the 17q21 chromosomal region linked to H1
haplotype [13], and do not provide additional relevant knowl-
edge about which is the functional polymorphism included
in this haplotype, that directly confers an increased risk for
PSP.

The globus pallidus suffers severe neuronal loss and tau pos-
itive inclusions in PSP. The CRHR1 gene expression profile in
this brain area in PSP cases is, however, similar to those observed
in healthy controls, AD, and CVD cases, although we can not
definitely rule out the possible involvement of other alternative
splicing CRHR1 transcripts or the presence of codifying muta-
tions in a subset of PSP patients.

In summary, our results do not support a direct and primary
role of CRHRI1 gene in the pathogenesis of PSP.
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Abstract

The —50 T/C glycogen synthase kinas@g @SK-33) promoter polymorphism is
associated with Parkinson’s disease and late-@mseAlzheimer’s disease. We
analysed the genotype frequencies of this polymsenplin 93 PSP patients and 125
healthy controls. We found no significant differeagn the genotype distributions and
no interaction with the H1/H1 haplotype definedtbg saitohin Q7R polymorphism.
However, the CC genotype was slightly decrease@.(#8), and the T allele was
significantly more frequent in PSP (p=0.033). Tindymorphism could be an

unspecific risk factor for neurodegenerative dissas

Introduction

Some neurodegenerative diseases, named tauopkatbsas progressive
supranuclear palsy (PSP), frontotemporal demetaidicobasal ganglionic
degeneration and Alzheimer’s disease (AD) are dbariged by abnormal deposition of
highly phosphorylated tau protein in the cytoplagmeurons and glial cells. PSP and
Parkinson’s disease (PD) are associated with thedplotype in the tau gene region
[1,2]. However, this haplotype is not enough bglitso cause PSP and PD as it is also
present in a high proportion of healthy controljeats. Since tau protein is highly

phosphorylated in tauopathies, changes in protegsks could represent an additional
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genetic risk factor for PSP. Tau protein contg@ihgsphorylation sites for several
protein kinases, and most of them and their phagpdted active forms are expressed
together with abnormal tau deposits in AD and othaopathies [3]. Russt al [4]
sequenced the promoter and coding region of thkitese GSK-3 gene in
Alzheimer’s disease (AD). They found five polymoigrhs in the promoter region, but
none of them showed a significant association wEh However, a recent study has
found that the TT genotype of the GSE-350 T/C polymorphism (rs334558), located
in the promoter region of the GSK3g8ene, is more frequent in late onset AD than in
controls in a Spanish population, and did not shavinteraction with theau H1
haplotype [5]. Moreover, the GSK33-50 T/C polymorphism interacts witau
haplotypes to modify disease risk in PD, and iteedent genotypes have differential
functional effects in GSK{3expression imn vitro studies [6]. Under the hypothesis
that this polymorphism could represent a nonspeask factor for neurodegenerative
diseases, and specifically for PSP, we testedabi€/€ GSK-B genotype and allelic

frequencies in PSP patients and controls.

Patients and methods

Ninety-three patients with sporadic PSP meeting-timécal criteria for probable
PSP [7,8] (49.4% men, 50.6% women; mean aget@Bb6mean age at onset 6B5647)
and 125 control subjects without neurodegeneraiserders (35% men, 65% women,;
mean age 66#9.8) were recruited from the Neurology Servicehaf Hospital Clinic of
Barcelona. Some patients were provided by the Haldgniversitari de Bellvitge. All
patients were Caucasian of Spanish origin. Bloogpdas for genetic analysis were

drawn after written informed consent, and the stwdg approved by the ethical
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committee of the Hospital Clinic. Genomic DNA wadracted from leukocytes
(QIAGEN, Hilden, Germany). Th&éSK-33 SNP -50T/C was analyzed in PSP patients
and controls, using primers and PCR conditionsiptesly described [6]. Genotyping
was carried out through restriction endonucledséandTrull. Thetau H1/H2
haplotype was defined by the presence oftiwhin (STHQ7R polymorphism [9],
and genotyping was performed as previously destifib@]. The digestion products
were run on a polyacrylamide gel (concentration T&Ex1) at 350V for 3 hours and
the bands were visualized by silver staining.

Tests for deviation from Hardy-Weinberg equilibriamd differences in allelic
and genotype frequencigg’{test) were performed using the FINETTI programnire!

at http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwal.pl. We usedistic regression analysis to test the

possible effect of an interaction between the agegiof H1H1tau and TTGSK-33
genotype on disease state. ANOVA analysis was tesedmpare the mean age at onset
of PSP patients with the differeGiSK-35 genotypes. Statistical analysis was carried out

with the SPSS 11.5 software for Windows (SPSS @ki¢cago).

Results

The distributions of th&SK-33-50 T/C andSTHQ7R genotypes were in
Hardy-Weinberg equilibrium in controls and casesl genotypic frequencies in
controls were similar to those reported in the $gapopulation [5]. There were no
significant differences in th@ SK-33-50 T/C genotype frequencies between PSP
patients and controlg{® p=0.078). We did not find a significant associativhen
comparing TT versus TC and CC genotypes wigi*atable (p=0.12). However, when

comparing CC versus TT and TC genotypes, the CGtgpe was significantly
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decreased in PSP patients (p=0.038). The all&guiency of the T allele was also
significantly increased in PSP patients (Table,.p2R). We have not been able to
detect interaction between the presence of Htldhaplotype and the TT genotype of
GSK-3gene (p=0.62). The mean age at onset of PSP waslatad with the€sSK-33

genotype.

Discussion

GSK-33 is involved in both physiological and abnormal pnosphorylation in
the human brain, being a protein potentially imgaied in the pathological process
underlying tauophaties, and a candidate gene &stigate possible risk polymorphisms
in neurodegenerative diseases. Recent reportsfband an association of the TT
genotype with AD and PD, suggesting that this fiomatl SNP has an effect on the risk
in both diseases [5,6]. In our study, we did ndédean increased risk for the TISK-
3p carriers, but a protective effect in the CC gepetygarriers. When we analyzed
allelic frequencies between controls and patidregdifferences were more significant.
As previously described in AD, thSSK-33 polymorphism was independent of tau H1
status and thus does not seem to act synergigt[6&lIThe functional effect of this
polymorphism is not known, but its location in fv®@moter region suggests a possible
influence on gene expression. Future studies wsiagger sample of PSP patients and
controls should be performed in order to confirmest results. The possibility is also
open to investigate whether other polymorphismt@GSK-33 gene are involved in
PSP, as described for PD [6], and whetB8K-33 genotypes alter mRNA expression in

PSP brains.

56



Acknowledgements:This work was supported by grants provided by thei&y for
PSP to Eduardo Tolosa, and Hospital Clinic Univarsand Mutual Médica de
Catalunya i Balears to Jaume Campdelacreu.

We acknowledge the collaboration of Ana Camaraamnpde collection and technical
support provided by the technician Manel Fernandéz thank Dr. Calopa from the

Hospital Universitari de Bellvitge for providingre@ PSP patients.

57



References

1. Conrad C, Andreadis A, Trojanowski JQ, DicksdW [Xang D, Chen X, Wiederholt
W, Hansen L, Masliah E, Thal LJ, Katzman R, XiaSéjtoh T. Genetic evidence for

the involvement of tau in progressive supranugbedsy. Ann Neurol 1997;41:277-281.

2. Pastor P, Ezquerra M, Tolosa E, Mufioz E, Mardj Walldeoriola F, Molinuevo JL,
Calopa M, Oliva R. Further extension of the H1 b&ye associated with progressive

supranuclear palsy. Mov Disord 2002;17:550-556.

3. Ferrer |, Barrachina M, Puig B. Glycogen synéhkimase-3 is associated with
neuronal and glial hyperphosphorylated tau deposi#dzheimer’s disease, Pick’s
disease, progressive supranuclear palsy and doased degeneration. Acta

Neuropathol 2002;104:583-591.

4. Russ C, Lovestone S, Powell JF. Identificatibeemuence variants and analysis of
the role of the glycogen synthase kinase 3 beta gad promoter in late onset

Alzheimer’s disease. Mol Psychiatry 2001;6:320-324.

5. Mateo |, Infante J, Llorca J, Rodriguez E, Bamna J, Combarros O. Association

between glycogen synthase kinase-3beta geneticnjoophism and late-onset

Alzheimer’s disease. Dement Geriatr Cogn Disorde2®D.228-232.

58



6. Kwok JBJ, Hallupp M, Loy CT, Chan DKY, Woo J, Mek GD, Buchanan DD,
Silburn PA, Halliday GM, Schofield PR. GSK3B polyrpbisms alter transcription and

splicing in Parkinson’s diseas&nn Neurol 2005;58:829-839.

7. Litvan |, Agid Y, Calne D. Clinical researchteria for the diagnosis of progressive
supranuclear palsy (Steele-Richardson-Olszewskirsyne): report of the NINDS-

SPSP International Workshop. Neurology 1996;47:1-9.

8. Tolosa E, Valldeoriola F, Marti MJ. Clinical di@osis and diagnostic criteria of
progressive supranuclear palsy (Steele-Richarddsre@ski syndrome). J Neural

Transm Suppl 1994;42:15-31.

9. de Silva R, Hope A, Pittman A, Weale ME, Mo@sWood NW, Lees AJ. Strong
association of the Saitohin gene Q7 variant withgpessive supranuclear palsy.

Neurology 2003;61:407-409.

10. Conrad C, Vianna C, Freeman M, Davies P. Ampolphic gene nested within an

intron of the tau gene: implications for Alzheineedisease. Proc Natl Acad Sci USA

2002;99:7751-7756.

59



Table. Genotype and allele frequencies of @8K-33-50T/C polymorphism in PSP
and controls.

Genotype, n (%)* Alleles, n (%)**
CcC CT TT C T
PSP (n=93) 9(9.6) 38 (40.4) 47 (50) 56 (29.8) 132 (70.2)
Controls (n=125) 21 (16.8) 59 (47.2) 45 (36) 101 (40.4) 149 (59.6)
*p=0.078
**p=0.022
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Adicionalmente, se realizé un estudio de asociacginotro polimorfismo
previamente descrito (Russe€al.,2001) del promotor d&SK-3F en 50 PSP y 50

controles, sin hallar diferencias significativa®\BLA 5):

TABLA 5. Frecuencias genotipicas y alélicas del patorfismo de GSK-3
-1727A/T en PSP y controles.

Genotipos, n (%) Alelos, n (%)
-1727AIT AA AT TT A T
PSP (n=50) 37 (74) 12 (24) 1(2) 86 (86) 14 (14)
Controles (n=50) 34 (68) 13 (26) 3 (6) 81 (81) 19 (19)
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VI. DISCUSION
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VI. DISCUSION

1. Delimitacion de la extensién del haplotipo H1 usqueda de mutaciones en esta
region en pacientes con PSP, analizando la regié®-UTR del gen tau y los genes

saitohin, NIK y CRHRL1.

Saitohin y tau 3'UTR

Las frecuencias de los diversos polimorfismos aqudiguran el haplotipo H1 estan
significativamente incrementadas en la PSP (Baket 8, 1999; Pastor Bt al,
2002). El mecanismo patogénico por el cual estiotipp causa un incremento del
riesgo se desconoce. Una de las posibilidadeseeegia asociacion se deba a un
desequilibrio de ligamiento entre estos polimorfisny una hipotética mutacion
funcional adyacente que sea la responsable d&drinas La vida media y la
localizacion subcelular de los mMRNA puede depeddda region 3'UTR de los genes
(Aronov Set al, 1999), y alteraciones en esta region podrianesponsables de
algunos procesos patologicos. Nosotros no encoafr@ambios tras secuenciar la
region 3'UTR deauy el locus LOC147077 en tres casos tipicos de B&P,
confirmacién histoldgica. El locus LOC147077 eragem hipotético adyacentdau en
el mapa gendmico publicado en la base de datds@@l en 2001. EI mapa gendmico
humano esta todavia en construccion y muchos dedo#tados son provisionales.
Posteriormente, la secuencia correspondiente doesitg hipotético pasé a formar parte
de la region 3'UTR deau.

El genotipo QQ dsaitohinesta sobrerrepresentado en nuestra poblacién de

pacientes con PSP (91.2%) comparado con cont®lés)( Tras secuenciar la regiéon
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codificante desaitohinno hemos hallado otras mutaciones o variantes@gaisociadas
al riesgo de PSP. Este genotipo QQ cosegrega dmpkitipo H1, pues esta en
completo desequilibrio de ligamiento con el germtC del polimorfismo del
promotor de tau G(-221)C, de forma que el alele@socia al haplotipo H1 y el alelo
R al haplotipo H2 (Conrad €t al, 2004, Verpillat Ret al, 2002). De forma
simultanea, otros autores han confirmado la asidciaeportada por nosotros
(Peplonska Bet al, 2003; de Silva Rt al, 2003). Asimismo, otro estudio de asociaciéon
también mostré asociacion del haplotipo H1 y delloa@Q y completo desequilibrio de
ligamiento de ambos en pacientes con enfermed&adudenson (Levecque € al.,
2004).

El papel fisiopatolégico de STH sigue siendo pomaocido. Estudiom vitro
han determinado que la proteina STH interacciongpeooxiredoxina 6 (Prdx6) (Gao L
et al, 2005). La Prdx6 tiene funcién antioxidante yfdtipasa A2 (Fisher ARet al,
1999; Chen JV¥¢t al, 2000). Prdx6 se expresa ampliamente en muchdsse
especialmente en tejido neuronal. Alteracione®smiveles de Prdx6 se asocian a
enfermedad de Pick, demencia con cuerpos de Leamyjeymedad de Creutzfeldt-Jakob
esporadica (Power Jét al, 2002; Krapfenbauer Kt al, 2002; Krapfenbauer Kt al.,
2003). La interaccion de STH con Prdx6 activa tdusion del exén 10 del mRNA de
tauen estos estudias vitro (Gao Let al, 2005). En este contexto, la expresion
diferencial de STH, y de cada alelo individual déiSpodria influir en la alteracion del

splicingdel mMRNA de tau en la PSP.
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NIK

El gen NIK se habia mapeado entre los marcadorgS810 y D17S791 por lo
que se incluyd inicialmente en la region del haptoasociado a PSP (Pastoetral,
2002). La ausencia de mutaciones\d€ en pacientes con PSP no apoya que este gen
represente algun papel en la genética de estaverdad. Ademas, el polimorfismo
hallado que analizamos no esta sobrerepresentddd?&P, ni esta incluido en el
haplotipo H1. Este resultados son compatibles studes posteriores en los cuales se
determin6 con mas exactitud la region genémicaiada@ la PSP (PastorePal,

2004) EIGURA 2).

CRHR1

Hemos hallado que el genotipo CC del polimorfisi6G/T en el exon criptico
6 del gen CRHR1 esta sobrerepresentado en PSRadesiacion y las frecuencias
genotipicas son sin embargo similares a otros rdarea en la regién 17921 ligada al
haplotipo H1 (Pastor €t al.,2004), por lo que no aporta nuevos datos sobiessua
variacion responsable del riesgo de PSP en estatipap Por otro lado, el patron de
expresion d€RHR1en el globus pallidus, nicleo que muestra sevendiga neuronal
e inclusiones tau-positivas en la PSP, no difieréod controles ni de los casos con
enfermedad de Alzheimer o enfermedad cerebrovasewlaque no podemos descartar
con este trabajo la posibilidad de la implicaciértrdnscritos alternativos @RHR1
por diferentesplicing En resumen, a pesar de iRHR1es un gen proximotauy se

ha descrito que tiene un papel neuroprotectoydarecia de mutaciones ERHR1

65



junto con la ausencia de alteraciéon de la expragédica en globus pallidus no apoya

un papel del gen CRHR1 en la patogenia de estaneedad.
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2. Andlisis de la protein-kinasa GSK-8.

GSK-33 esta implicada en la fosforilacion fisiologicaat@logica de tau en el
cerebro humano, y es una proteina potencialmeniceda en el proceso patolégico
subyacente a las taupatias y un gen candidateeatigar para posibles polimorfismos
de riesgo en enfermedades neurodegenerativas tuthaeeeciente ha encontrado que
el genotipo TT del polimorfismo del promotor -50T6334558) d&SK-3F se asocia
a un mayor riesgo (OR 1.99, p = 0.003) para larerddad de Alzheimer (EA) de inicio
tardio (Mateo kt al, 2006). También se ha descrito que la interact@aste
polimorfismo con el haplotipo H1 modifica el riesgara enfermedad de Parkinson
(EP) (Kwok JBJet al, 2005). Los mismos autores demostraron que —583 At
polimorfismo funcional, pues el alelo T de -50TA@reenta la eficacia transcripcional
vitro (Kwok JBJet al, 2005). En nuestro estudio no detectamos un riasgentado
para los portadores del genotipo TT, pero si ucteferotector en los portadores del
genotipo CC. Al analizar las frecuencias alélitas diferencias entre pacientes y
controles fueron alin mas significativas. Tal corag describio para la EA, este
polimorfismo es independiente del haplotipo H1 ypaoece actuar sinergisticamente
(Mateo let al, 2006). Deberian realizarse futuros estudios c@nmiuestra mayor para
confirmar estos resultados. Sigue abierta la pafsiol de investigar si otros
polimorfismos deGSK-3F estan implicados en PSP vy si los diferentes geo®tilteran
la expresidn cerebral de la proteina en cerebno$&F.

El reconocido papel de las tau-kinasas en los n&oas de neurodegeneracion
invita a investigar el papel de sus variantesag@nén la PSP. A parte @SK-3, seria
interesante el estudio dedgclin-dependent kinase(6DKD5), que participa de forma

importante en la fosforilacién y agregacion dedauda EA (Borghi Let al, 2002), y
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cuya inmunoreactividad estd aumentada en neuramsactimulo de tau y en las
regiones del cerebro afectadas por PSP (BorgiidR, 2002), datos que sugieren su
posible participacion en la patogenia de esta prddad.

Ademas, trabajos recientes indican la existeneiaths regiones de interés,
como sugiere el hallazgo de una familia con PSHigamiento al cromosoma 1 (Ros
R et al, 2005) y ultimamente la deteccion de un nuevodatririesgo mediante
genomewide scaen el cromosoma 11 (Melquistebal, 2007), lo que proporciona una
nueva ampliacion de las vias de investigacion selbremplejo sustrato genético de

esta enfermedad.
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VII. CONCLUSIONES

1. Nuestros resultados no apoyan que la regionRB'tEtau presente mutaciones o
variantes génicas que puedan explataiesgo proporcionado por el haplotipo H1 para

sufrir PSP.

2. El genotipo QQ dsaitohinesta asociado a PSP en nuestra poblacion y faane p

del haplotipo H1.

3. El genNIK no esta incluido en el haplotipo H1 y no increraaitriesgo genético

para desarrollar PSP.

4. La ausencia de mutaciones y de alteracion ergeesion génica en ganglios basales
no apoya un papel funcional del gen CRHR1 en la ES§enotipo CC del

polimorfismo —16C/T de este gen se asocia a P3P amtexto del haplotipo H1.

5. El alelo T del polimorfismo —-50T/GSK-3 esta sobrerepresentado en PSP y podria

ser un factor de riesgo adicional independienténdplotipo H1. Alternativamente, el

genotipo CC de dicho polimorfismo podria ser uridaprotector.
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IX. Anexo: ABREVIATURAS

3'UTR: 3’ untranslated region

CaMkinase Ill:calmodulin kinase I

CDKS5: cyclin dependent kinase 5

cDNA: DNA complementario

CEIC: Comité Etic i d’'Investigacié Cientifica

CRH: corticotropin releasing hormone

CRHR1.:corticotropin releasing hormone receptor 1

dNTP: dinucledtidos trifosfato

EA: enfermedad de Alzheimer

EP: enfermedad de Parkinson

FTDP-17: demencia frontotemporal con parkinsoni$igama al cromosoma 17
GAPDH: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
GSK-3betaglycogen synthase kinase 3 beta

LD: linkage desequilibrium

MAP3K14: mitogen activated protein kinase kinase kinase 14
MAPK/ERK: mitogen activated protein kinase/extracellular sigregulated kinase
MAPK: mitogen activated protein kinase

MAPT: microtubule associated protein tau

MARK: microtubule affinity regulating kinases

MRNA: RNA mensajero

MT: microtubulos

NCBI: National Center for Biotechnology Information

NF-kB: nuclear factor kappa B

95



NIK: NF-kB inducing kinase

NSF:N-ethylmaleimide sensitive factor

ONF: ovillos neurofibrilares

OR: odds ratio

PCR:polymerase chain reaction

PET: positron emission tomography

PKA: protein kinasa A

PKC: protein kinasa C

Prdx6: peroxiredoxina 6

PSP: paralisis supranuclear progresiva

RMN: resonancia magnética nuclear
SAPK/JNK:stress-activated protein kinase/c-Jun N-terminabkie
SNP:single nucleotide polymorphism

SPECT:single photon emission computed tomography
SSCPssingle strand conformation polymorphism

STH: saitohin

TBE: Tris-borato-EDTA
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