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INTRODUCCION






1. DEGENERACION LOBAR FRONTOTEMPORAL

1.1 Descripcion y epidemiologia de la degeneracién lobar frontotemporal

La degeneracion lobar frontotemporal (DLFT) es un término que, independiente de la
neuropatologia subyacente, engloba 3 sindromes clinicos diferentes: la variante frontal de la DLFT
(DLFT-vf) o demencia frontotemporal, la afasia progresiva no fluente (APNF) y la demencia
semantica (DS), que representan respectivamente un 75%, 15% y 10% de su forma de presentacién
(Neary et al.,, 1998; Pickering-Brown et al., 2007). La edad de inicio de la DLFT se situa
habitualmente entre la quinta y sexta década de la vida, si bien estudios epidemiolégicos encuentran
que una cuarta parte de los pacientes con DLFT inician la sintomatologia en edades superiores a los
65 afios (Rosso et al., 2003). Se estima que entre el 10-15% de los casos de demencia degenerativa
primaria corresponden a DLFT, siendo la segunda causa de demencia neurodegenerativa en

pacientes menores de 65 afos.

1.2 Genética de la degeneracion lobar frontotemporal

Alrededor de un 20-40% de pacientes con DLFT tiene antecedentes familiares de dicha
enfermedad (Poorkaj et al., 2001; Rosso et al., 2003). Este elevado porcentaje sugiere que en la
etiologia de la DLFT existe un componente genético importante (Snowden et al., 2002). Sin embargo,
la genética de la DLFT es compleja, identificandose en los ultimos afios 7 loci cromosomicos
relacionados (uno en el cromosoma 3, tres en el cromosoma 9y tres en el cromosoma 17) (Pickering-
Brown et al.,, 2007). Entre ellos se han identificado 4 genes causantes de DLFT: los genes
Microtubule-associated protein tau (MAPT) y Progranulina (PGRN) en el cromosoma 17, el gen
Charged multivesicular body protein 2B (CHMP2B) en el cromosoma 3 y el gen valosin-containing
protein (VCP) en el cromosoma 9 (Hutton et al., 1998; Watts et al., 2004; Skibinski et al., 2005; Baker
et al., 2006; Cruts et al., 2006). Entre ellos las mutaciones en los genes MAPT y PGRN son las mas
prevalentes y seran comentadas ampliamente en los apartados siguientes. EI gen CHMP2B se
identifico recientemente en una familia danesa con DLFT-vf ligada al cromosoma 3 (Skibinski et al.,
2005). Estudios posteriores han evidenciado que mutaciones en este gen son causa muy infrecuente
de DLFT (Cannon et al., 2006). El otro gen causante de DLFT descrito es el gen VCP asociado a un
perfil clinico muy especifico que incluye miopatia por cuerpos de inclusién, enfermedad ésea de
Paget y DLFT-vf (Schréder et al., 2005).

1.3 Aspectos clinicos de la degeneracion lobar frontotemporal

La DLFT se caracteriza clinicamente por una alteracion conductual y/o del lenguaje, y a
diferencia de la enfermedad de Alzheimer (EA) existe una relativa preservacion de la memoria y las

capacidades visuoespaciales en los estadios iniciales de la enfermedad. En la DLFT-vf predomina el



trastorno conductual y un cambio progresivo en la personalidad que conllevan dificultades en modular
el comportamiento, asi como respuestas o actividades inapropiadas. Cuando predomina el trastorno
del lenguaje, podemos encontrarnos ante la APNF en la que destaca la dificultad para generar un
lenguaje gramaticalmente correcto con una fluencia disminuida y preservacion inicial de la
comprension, o ante la DS en la que predomina la pérdida del significado de las palabras, de la
comprension de 6rdenes y anomia con relativa preservacién de los aspectos fonolégicos y
sintacticos. A los sintomas cognitivo-conductuales a menudo se le afiaden sintomas parkinsonianos o
de enfermedad de motoneurona (DLFT-ELA) (Lomen-Hoerth et al., 2002). Para el diagnéstico clinico
de estas entidades se utilizan los criterios consensuados en 1998 (Neary et al., 1998), los cuales
presentan una alta especificidad si bien su sensibilidad es baja (Méndez et al., 2007). La duracién de
la enfermedad oscila entre 3 y 15 afos.

Estudios de neuroimagen estructural evidencian que los pacientes con DLFT-vf presentan un
patrén de atrofia con afectaciéon frontal y temporal anterior (Cardenas et al., 2007). Las pruebas de
neuroimagen funcional como la espectroscopia de emision de foton Unico (SPECT) y la tomografia
por emision de positrones (PET), son capaces de detectar alteraciones en la perfusion y/o
metabolismo en areas frontales y temporales mas precozmente que las pruebas de neuroimagen
estructural presentando una mayor sensibilidad en el diagnoéstico de DLFT-vf (Méndez et al., 2007).
Por otro lado, estudios morfométricos han mostrado que la APNF se asocia a una atrofia insular y
frontal inferior izquierda y la DS a una atrofia de predominio en el polo anterior temporal con

frecuencia asimétrica (Gorno-Tempini et al., 2004).

1.4 Anatomia patoldogica de la degeneracién lobar frontotemporal

El diagnostico definitivo de la DLFT requiere el examen neuropatolégico. A nivel
neuropatolégico el diagnéstico de DLFT incluye diferentes grupos de enfermedades
neurodegenerativas con una afectacion principal de los l6bulos frontal y temporal. Recientemente se
ha llevado a cabo una revisién y actualizacion de los criterios diagndsticos neuropatologicos
utilizados hasta la actualidad (McKhann et al., 2001), con el objetivo de incluir las nuevas entidades
descritas, las alteraciones genéticas causantes de enfermedad y los nuevos avances en bioquimica
molecular (Cairns et al., 2007) (Tabla 1).

A nivel macroscépico la DLFT se caracteriza por una atrofia simétrica focal de los I6bulos
frontales y/o temporales. Sin embargo, algunos pacientes presentan una marcada asimetria,
especialmente de la region perisilviana (Hodges et al., 2004; Cairns et al., 2007). En algunos casos
también existe una atrofia de los ganglios basales y una despigmentacion de la sustancia negra.

A nivel microscépico las tinciones con hematoxilina-eosina muestran una microvacuolizacion y
pérdida neuronal, que es mas evidente en la capa Il del cortex afecto. También puede existir pérdida
neuronal en los ganglios basales y sustancia negra. En la sustancia blanca se puede apreciar pérdida
de mielina y gliosis astrocitica. El diagnéstico especifico de la entidad causante de la DLFT requiere

estudios inmunohistoquimicos con anticuerpos especificos (anticuerpos anti-tau, anti-ubiquitina, anti-



B-amiloide, anti-a-synucleina, anti-TDP-43, anti-a-internexina) y estudios genéticos (MAPT, PGRN,
VCP, CHMP2B) (Cairns et al., 2007).

Los criterios neuropatolégicos actuales establecen que las enfermedades neurodegenerativas
asociadas a la DLFT clinica incluyen 7 subtipos neurohistolégicos (Tabla 1) (Cairns et al., 2007). Este
extenso espectro de subtipos de DLFT se puede dividir en dos amplias subdivisiones patolégicas:
aquellos casos con patologia tau-positiva y aquellos con patologia tau-negativa. El primer grupo
incluiria la DLFT con cuerpos de Pick, la degeneracion corticobasal (DCB), la paralisis supranuclear
progresiva (PSP), la enfermedad por granos argirofilos, la taupatia multisistémica, la demencia con
ovillos neurofibrilares y la DLFT asociada a mutaciones MAPT (McKhann et al., 2001; Forman et al
2006; Cairns et al., 2007). El segundo subgrupo incluiria la DLFT con inclusiones ubiquitin positivas
(DLFT-U) (Cairns et al.,, 2007), la demencia sin hallazgos histolégicos distintivos (DLDH), la
enfermedad por inclusién neuronal de filamentos intermedios (NIFID) y la miopatia por cuerpos de
inclusiéon con enfermedad 6sea de Paget y DLFT-vf (McKhann et al., 2001; Cairns et al., 2003; Watts
et al., 2004). Recientemente, la TAR DNA-binding protein 43 (TDP-43) ha sido identificada como el
principal componente de las inclusiones ubiquitin-positivas-tau-negativas en casos esporadicos de
DLFT con o sin motoneurona, casos esporadicos de ELA, y casos familiares con mutaciones en
PGRN o VCP (Neumann et al., 2006; Cairns et al., 2007). Esta proteina, implicada en la regulaciéon
de la transcripcion, define ahora una nuevo tipo de enfermedades neurodegenerativas, llamadas
colectivamente proteinopatias TDP-43. Ademas no es infrecuente la coexistencia de los hallazgos
caracteristicos de DLFT con los de otras entidades, los cuales pueden contribuir al cuadro clinico de
forma variable.

Dentro de la DLFT, un mismo sindrome clinico (DLFT-vf, APNF o DS) puede ser causado por
diferentes procesos patologicos, por lo que es de gran interés el estudio de la correlacion clinico-
patologica con el objetivo de poder conocer si algunos datos clinicos pueden ayudar a predecir en
vida cuales son las alteraciones bioquimicas y moleculares subyacentes a la enfermedad. Los
estudios actuales muestran que en general la anatomia patolégica de la DLFT es impredecible, si
bien, y a pesar de la inconcordancia entre diferentes estudios, existirian algunos datos clinicos que
podrian ser utiles. En este sentido la DS y la apariciéon de signos de motoneurona serian causados
principalmente por una DLFT-U, mientras que las inclusiones tau-positivas serian el principal sustrato
de la APNF (Hodges et al., 2004; Shi et al., 2005; Josephs et al., 2006b; Knibb et al., 2006). Sin
embargo, es necesario el estudio de series amplias de casos para corroborar estas y nuevas

asociaciones clinico-patoldgicas.
2. GEN MAPT
El gen MAPT, que codifica la proteina asociada a microtubulos tau, fue uno de los primeros

candidatos en el estudio genético de la DLFT. En 1994, se establecié por primera vez una relacion

entre una forma de DLFT-vf y el cromosoma 17, que se denominé complejo desinhibicion-demencia-



Tabla 1. Criterios para el diagnéstico neuropatologico de degeneracién lobar frontotemporal

(DLFT) propuestos por Cairns et al., 2007

1. Taupatia (con pérdida neuronal y gliosis asociada) con predominio de isoformas 3R en la
tau insoluble, los diagnésticos mas probables son:

-DLFT con cuerpos de Pick

-DLFT con mutaciones en MAPT

2. Taupatia (con pérdida neuronal y gliosis asociada) con predominio de isoformas 4R en la
tau insoluble, los diagnésticos mas probables son:

-Degeneracion corticobasal

- Paralisis supranuclear progresiva

-Enfermedad por granos argiréfilos

-Taupatia multisistémica esporadica con demencia

- DLFT con mutaciones en MAPT

3. Taupatia (con pérdida neuronal y gliosis asociada) con predominio de isoformas 3Ry 4R en
la tau insoluble, los diagnoésticos mas probables son:

- Demencia con ovillos neurofibrilares

- DLFT con mutaciones en MAPT

4. Pérdida neuronal y gliosis frontotemporal sin inclusiones tau- or ubiquitin/P62-positivas, el
diagnoéstico més probable es:
DLFT (también conocida como demencia sin hallazgos histolégicos distintivos)

5. Proteinopatia TDP-43 asociada a pérdida neuronal e inclusions ubiquitin-positivas/P62-
positivas tau-negativas con o sin enfermedad de motoneurona pero con inclusiones tipo-ELA,
agnosticos mas probables son:

DLFT-U con enfermedad de motoneurona (DLFT -U tipos 1-3)

DLFT -U sin enfermedad de motoneurona (DLFT -U tipos 1-3)

DLFT -U con mutaciones en el gen PGRN (DLFT -U tipo 3)

DLFT -U con mutaciones en el gen VCP (DLFT -U tipo 4)

DLFT -U ligada al cromosoma 9p (DLFT -U tipo 2)

Otras proteinopatias TDP-43 todavia no identificadas

6. Pérdida neuronal y gliosis frontotemporal con inclusiones ubiquitin-positivas/P62-positivas,
TDP-43- y tau-negativas, los diagnésticos mas probables son:

DLFT con mutaciones en el gen CHMP2B

Enfermedad por cuerpos de inclusion basofilos

Otras DLFT-U todavia no identificadas, no TDP-43 proteinopatias

7. Pérdida neuronal y gliosis frontotemporal con inclusiones ubiquitin/P62 y a-internexin-
positivas, el diagnéstico mas probable es:
Enfermedad por inclusién neuronal de filamentos intermedios (NIFID)

parkinsonismo-amiotrofia (Lynch et al., 1994) y posteriormente demencia frontotemporal con
parkinsonismo ligada al cromosoma 17 (DFTP-17). En 1998, 3 grupos de investigacion identificaron
las primeras mutaciones en el gen MAPT en 8 familias con DFTP-17 (Hutton et al., 1998; Poorkaj et
al., 1998; Spillantini et al., 1998). Desde entonces se han identificado 41 mutaciones diferentes en
mas de 100 familias (Tabla 2). (Alzheimer Disease & Frontotemporal Dementia Mutation Database:

hhtp://www.molgen.ua.ac.be/admutacions/).




Tabla 2. Numero y porcentaje de mutaciones en el gen MAPT descritas hasta la actualidad en

cada exo6n e intrdn del gen y numero de familias afectas (Alzheimer Disease & Frontotemporal

Dementia Mutation Database: hhtp://www.molgen.ua.ac.be/admutacions/).

Exoénlintrén Numero mutaciones Numero de familias

(porcentaje) (porcentaje)
EX1 2 (4,88 %) 2 (1,71%)
EX9 4 (9,76 %) 6 (5,13 %)
IVS9 1 (2,44 %) 1 (0,85 %)
EX10 11 (26,83 %) 54 (46,15%)
IVS10 7 (17,07 %) 32 (27,35%)
EX11 4 (9,76 %) 5 (4,27 %)
EX12 7 (17,07 %) 7 (5,98 %)
EX13 5 (12,20 %) 10 (8,55 %)
Total 41 117

La proteina tau es una fosfoproteina involucrada en el ensamblaje y estabilizacion de los
microtubulos jugando un papel importante en el mantenimiento de la integridad neuronal y en el
transporte axonal. En el cerebro adulto existen 6 isoformas de tau, con una longitud entre 352 y 441
aminoacidos, todas ellas derivadas del gen MAPT a través del procesamiento alternativo de los
exones 2, 3 y 10 (Figura 1) (Goedert et al., 1989). La interaccion entre la proteina tau y los
microtubulos es mediada por los dominios repetitivos localizados en posicién C-terminal y codificados
por los exones 9-12 (Lee et al., 1989). En funcién de la presencia de 3 6 4 de estas repeticiones,
podemos subdividir las isoformas de tau en 2 subgrupos principales. Asi, la inclusion del exén 10
produce isoformas con 4 repeticiones (4R), isoformas que predominan en los depoésitos de tau de
PSP y DCB, mientras que la exclusion de este exén proporciona isoformas con 3 repeticiones (3R),
que predominan en la DLFT con cuerpos de Pick (Buée et al., 2000). En el cerebro adulto, la ratio
4R/3R es aproximadamente 1 (Goedert and Jakes, 1990). Ademas, el procesamiento alternativo de
los exones 2y 3 proporciona isoformas 3R y 4R con ninguna (ON), una (1N) o dos (2N) inserciones

localizadas en la posicion N-terminal y de funcion todavia desconocida.

2.1 Epidemiologia

La frecuencia de mutaciones en MAPT en pacientes con DLFT varia entre los diferentes
estudios (Houlen et al., 1999; Rizzu et al., 1999; Binetti et al., 2003; Stanford et al., 2004; Le Ber et
al., 2007). En general dichas mutaciones son relativamente infrecuentes en cohortes de DLFT
diagnosticada clinicamente (0-17,8%), siendo mas frecuentes si existe una historia familiar de DLFT
con patron de herencia autosémica dominante (7,6%-50%) (Rizzu et al., 1999; Stanford et al., 2004) y

confirmacién patolégica de DLFT tau-positiva (Morris et al., 2001; Poorkaj et al., 2001).
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Figura1. Representacion esquematica del gen MAPT vy las 6 isoformas de tau expresadas en el sistema
nervioso central (SNC) de humanos adultos. De los 16 exones que contiene MAPT, sélo 11 son utilizados en el
SNC (recuadros verdes y violetas). El procesamiento alternativo de los exones 2, 3 y 10 (recuadros violetas)
genera 6 isoformas en funcién del numero de inserciones N-terminal (N) y repeticiones C-terminal (R). Las
barras negras representan las repeticiones que se unen a microtibulos, codificadas por los exones 9-12.
Adaptada de Ingram and Spillantini, 2002.

La mayoria de mutaciones se han encontrado en una Unica familia (van Swieten and Spillantini,
2007). Sin embargo, otras han sido descritas en diferentes zonas geograficas, sin poderse descartar,
en algunas de ellas, un efecto fundador. La mutacién mas frecuente es la P301L, que se ha
encontrado en mas de 20 familias de diferentes paises (Hutton et al., 1998; Rizzu et al., 1999;
Poorkaj et al., 2001).

2.2 Mecanismos patogénicos y factores de susceptibilidad

2.2.1 Mecanismos patogénicos de las mutaciones determinantes

La presencia de diferentes mutaciones en el gen MAPT en pacientes con enfermedades
neurodegenerativas junto a estudios funcionales de dichas mutaciones aportan evidencia directa que
la disfuncién de la proteina tau conduce a la neurodegeneracion (Hutton, 2001). La mayoria de
mutaciones patogénicas del gen MAPT se sittan en la regién codificante de dicho gen. De ellas las
mutaciones situadas en los exones 1, 9, 11, 12, y 13 afectan a todas las isoformas de tau, mientras
las localizadas en el exon 10 unicamente afectan a las isoformas 4R (Hong et al., 1998; van Herpen
et al., 2003; Grove et al., 2003). Todas ellas causan neurodegeneracién a través de la disfuncion de
la proteina tau, si bien los mecanismos patogénicos subyacentes pueden diferir. En este sentido se

han dividido estas mutaciones en funcién de si su principal mecanismo patogénico es a través de la



afectacion del procesamiento del exén 10 o bien directamente afectando la capacidad de ensamblaje
entre tau y los microtubulos. Esta diferenciacion no es absoluta ya que algunas mutaciones (AK280,
AN296, N296H y E342V) pueden presentar efectos tanto a nivel proteico como de RNA mensajero
(RNAm) (van Swieten and Spillantini, 2007).

2.2.1.1 Mutaciones que alteran la interaccion tau-microtubulos vy la formacién de filamentos.

La mayoria de las mutaciones situadas en las regiones de unién a microtubulos (exones 9-12)
o en su proximidad (ex6n 13) disminuyen la capacidad de tau para promover el ensamblaje de
microtubulos al reducir su afinidad por ellos (Hasegawa et al., 1998; Hong et al., 1998; Dayanandan
et al., 1999). Existe alguna excepcién a esta norma general, como la mutacién Q336R en el ex6n 12
que incrementa la habilidad de la proteina tau para unirse a microtiubulos (Pickering-Brown et al.,
2004). La reduccion de la capacidad de unién a microtubulos también se ha descrito en mutaciones
alejadas de los dominios de union (exé6n 1) (Hayashi et al., 2002). En este caso, este fenomeno
podria ser debido a un cambio conformacional en el dominio amino-terminal, que conduciria a una
alteracion en el transito de tau, afectando las interacciones con los microtibulos y su dinamismo.
Ademas de afectar las interacciones entre tau y microtibulos, algunas mutaciones también presentan
efectos fibrilogénicos (Goedert et al., 1999). Asi, se ha demostrado que algunas de ellas tienen un
efecto estimulador directo en el ensamblaje de filamentos de tau inducido por heparina en estudios in
vitro (Rizzini et al., 2000). Cambios funcionales adicionales podrian ser causados por la introduccion
o eliminacién de sitios potencialmente fosforilables (Hasegawaet al., 1998; Rizzini et al., 2000; Ros et
al., 2005).

2.2.1.2 Mutaciones que alteran el procesamiento del exén 10.

Existen dos mecanismos patogénicos a través de los cuales las mutaciones en MAPT alteran el
procesamiento del exén 10: la disrupcion del bucle del RNAm y la alteracion de secuencias
reguladoras del procesamiento. El analisis de la estructura secundaria predice un bucle de RNAm
muy estable en la frontera entre el exén 10 y el intron siguiente (Figura 2) (Varani et al., 1999). La
mayoria de las mutaciones intronicas y algunas exoénicas (S305N) afectan Ila estabilidad
termodinamica de esta estructura incrementando la inclusién del exén 10 y por consiguiente la
expresion de isoformas 4R (Varani et al., 1999; Lee et al., 2001). Sin embargo, algunas de ellas (+19)
incrementan la exclusion del exdon 10, conduciendo a un incremento de las isoformas 3R (D’Souza
and Schellenberg, 2002; Stanford et al., 2003). Por el contrario, mutaciones como N279K y L284L
producen su efecto patogénico alterando las secuencias reguladoras del procesamiento (D’Souza et
al., 1999). Asi, estas mutaciones fortalecen un elemento favorecedor de la inclusién del exén 10
aumentando los niveles de las isoformas 4R (D’Souza and Schellenberg, 2002).

En resumen, las mutaciones intrénicas y algunas de regiones codificantes alteran el
procesamiento del RNAm de MAPT alterando la ratio 4R/3R de este e indicando la importancia del

balance entre la ratio de las diferentes isoformas.
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Figura 2. Localizacion de las mutaciones en el gen MAPT (a) Se muestran los exones 1 y 9-13 con las
diferentes mutaciones descritas y el bucle del RNAm, localizado en la frontera entre el ex6n 10 y el intrdn
siguiente. Las mutaciones exénicas se han nombrado en funcién del codén donde se localizan y la primera letra
del codigo de aminoacidos. Las mutaciones intronicas se han denominado en funcién del nimero de nucleétido,
otorgando al primer nucle6tido del intron el nimero 1. (b) Ampliaciéon del bucle de RNAm y localizacién de las
mutaciones descritas en esta region. Adaptada de van Swieten and Spillantini, 2007.

2.2.2 Alteracion de dosis génica

El unico gen causante de DLFT tau-positiva conocido hasta la actualidad es el gen MAPT, si
bien existen una proporcién significativa de pacientes, tanto familiares como esporadicos con DLFT
tau-positiva sin mutaciones en dicho gen (Morris et al., 2001). Esto sugiere que otros genes u otros
mecanismos mutacionales, como la alteracion de la dosis génica (duplicaciones vy ftriplicaciones de
genes), podrian estar implicados en la etiologia de la DLFT. En este sentido, recientemente se ha
implicado la alteracién de la dosis génica en diferentes enfermedades neurodegenerativas causadas
por el acumulo de proteinas a nivel cerebral como la enfermedad de Parkinson y la EA (Singleton et

al., 2003; Rovelet-Lecrux et al., 2006). Asi, se ha descrito que algunos pacientes con enfermedad de
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Parkinson presentan una duplicacién o triplicacion del gen de la a-sinucleina (Singleton et al., 2003).
De igual manera, también se han descrito casos de EA causados por la duplicacion del gen de
proteina precursora del amiloide (Rovelet-Lecrux et al., 2006).

La regién 17921, que como hemos visto contiene el gen MAPT, tiene una compleja arquitectura
gendmica flanqueada por tres bloques altamente homélogos de duplicaciones segmentarias (Cruts
et al, 2005) (Figura 3). Las duplicaciones segmentarias son puntos calientes para los
reordenamientos cromosomicos como deleciones, duplicaciones o inversiones mediadas por una
recombinacion homologa no alélica (Eichler et al., 2001). Estos reordenamientos pueden ser
patogénicos o0 Unicamente causar una variaciébn del numero de copias (CNV) o polimorfismos
estructurales (Redon et al., 2006). Hasta la actualidad se han descrito inversiones y deleciones en la
regién 17g21. Concretamente una inversion de 900 kb polimérfica en la poblacién (Stefansson et al.,
2005) y varias deleciones de novo, que incluyen MAPT, en pacientes con retraso mental, hipotonia y
dificultad para el aprendizaje (Coleen et al., 2006; Shaw-Smith et al., 2006; Varela et al., 2006). Estos
hallazgos sugieren que un reordenamiento reciproco que cause una duplicacion en MAPT podria
existir con una frecuencia similar a la delecion, y por lo tanto, podria conducir tanto a DLFT

esporadica como familiar, a través de un aumento de funcioén.
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Figura 3. Arquitectura genémica de la region 17g21. Las duplicaciones segmentarias estan representadas
con rectangulos y las flechas horizontales superiores indican su orientacion relativa. La localizacion y longitud de
los genes estan representadas por flechas. La linea simple indica la regibn comun delecionada en los pacientes
descritos con retraso mental (Koolen et al., 2006; Shaw-Smith et al., 2006). La linea doble indica las regiones
gendmicas descritas como variacion del nimero de copias (CNV) en individuos fenotipicamente normales
(Redon et al., 2006).

2.2.3 Factor de susceptibilidad: haplotipo H1

La region que incluye MAPT se puede dividir en 2 haplotipos mayores, H1 y H2, en funcion de
varios polimorfismos y una inversiéon de 900 Kb. El genotipo MAPT H1/H1 se ha asociado a un riesgo
elevado de padecer PSP y DCB, a pesar que su implicacién en DLFT es mas inconsistente (Baker et
al., 1999; Verpillat et al., 2002; Sobrido et al., 2003; Pastor et al., 2004; Pittman et al., 2005). Por otro
lado se ha sugerido que este genotipo podria influenciar en el fenotipo de los portadores de
mutaciones en MAPT (Walker et al., 2002; Kobayashi et al., 2002). Asi, tras analizar 61 casos de
pacientes con mutaciones en MAPT (P301L, P301S, N279K, +16) Baba et al. encontraron que existe
una asociacion entre genotipo H1/H1 y un fenotipo parkinsoniano y entre genotipo H1/H2 y un

fenotipo con predominio de los signos cognitivos. Estas descripciones sugieren que el genotipo
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H1/H1 podria predisponer a una sintomatologia especifica al inicio de la enfermedad (Baba et al.,
2005). Sin embargo esta hipotesis no ha sido replicada en otros casos (Tsuboi et al., 2002) y futuros
estudios en series de pacientes mas extensas seran necesarios para evaluar la influencia real del

genotipo de MAPT en las caracteristicas clinicas en pacientes con DLFT.

2.2.4 Expresion génica de MAPT cerebral

Los depoésitos de proteina tau, como hemos visto, son el hallazgo neuropatolégico mas
caracteristico de diferentes entidades neurodegenerativas como algunos subtipos de DLFT, la DCB o
la PSP (McKhann et al., 2001; Cairns et al., 2007). Por ello, el estudio de varios aspectos de dicha
proteina ha centrado la investigacion en estas enfermedades. Concretamente, estudios de expresion
cerebral han descrito un incremento de la ratio 4R/3R del RNAm de MAPT en éareas cerebrales
afectas de pacientes con PSP y DCB, sugiriendo que la causa de la neurodegeneracion en ellos
podria ser una alteracién a nivel del procesamiento de MAPT cerebral (Chambers et al., 1999;
Takanashi et al., 2002). Sin embargo, los pocos estudios de expresién génica cerebral realizados en
pacientes con DLFT sin mutacién en MAPT no detectan alteraciones en la ratio 4R/3R de RNAm de
MAPT (Connell et al., 2005).

Otro aspecto actualmente en investigacibn es la relacion entre el haplotipo H1 y el
procesamiento de MAPT (Takanashi et al., 2002; Caffrey et al., 2006; Myers et al., 2007). El
mecanismo patogénico por el que el genotipo H1/H1 predispone a algunas taupatias se desconoce,
si bien resultados recientes sugieren que cambios en la regulacién de la expresion de MAPT o en el
procesamiento alternativo podrian ser algunos de los mecanismos subyacentes (Caffrey et al., 2006;
Myers et al., 2007). Ademas, el haplotipo H1 puede ser dividido en varios subhaplotipos, siendo el
subhaplotipo H1c, el mas especifico para PSP y por lo tanto podria ser uno de los mas implicados en
la modulacién de la expresion cerebral de tau (Rademakers et al., 2005).

En este contexto pensamos que evaluar la expresion cerebral de las diferentes isoformas de
tau y determinar su influencia por los haplotipos de MAPT puede ser de interés para conocer mejor la

etiopatogenia de la neurodegeneracion en la DLFT.

2.3 Clinica

El numero reducido de pacientes descritos en la mayoria de mutaciones, junto a la expresion
clinica variable incluso en pacientes con la misma mutaciéon hace dificil establecer una correlacion
genotipo-fenotipo (Bird et al., 1999). Sin embargo, y a pesar de la variabilidad descrita, se pueden
detectar similitudes clinicas entre diferentes familias con la misma mutacién. Esto sugiere que la
mutacién es la principal responsable de la enfermedad si bien existen un conjunto de variables
ambientales y genéticas que condicionan la expresion fenotipica final en un paciente concreto.

La mayoria de mutaciones en MAPT se asocian a un patron de herencia autosémica
dominante con una penetrancia practicamente del 100% a los 65 afios, siendo excepcionales los

casos con una edad de inicio posterior (algunos pacientes con las mutaciones R5H y 1260V), un

12



patron autosémico recesivo (deIN296) o la penetrancia incompleta (L315R) (Pastor et al., 2001;
Nicholl et al., 2003; van Herpen et al., 2003).

Existe cierta correlacion entre el tipo y localizacién de la mutacion en el gen MAPT y la edad de
inicio de las manifestaciones neurolégicas asociadas a ellas, si bien también existe una considerable
variabilidad inter e intrafamiliar (Bird et al., 1999). Asi, el inicio de la clinica en los pacientes con la
mutacién P301L o con la mayoria de mutaciones intronicas se situa entre los 45 y 65 afios (van
Swieten et al., 1999; Pickering-Brown et al., 2002). Para otras mutaciones (P301S, L315R, G335S y
G335V) la edad de presentacion es mas precoz, situandose entre los 20-30 afios (van Swieten and
Spillantini, 2007). También se han descrito algunos casos de inicio después de los 65 afios en
familias con las mutaciones R5H y 1260V (Hayashi et al., 2002; Grover et al., 2003). La duracion
media de la enfermedad se situa entre los 8 y 10 afos, si bien existen casos (R406W) con una
duracion superior a los 25 afios (van Swieten et al., 1999) y casos, habitualmente con un inicio mas
precoz de la enfermedad, con una supervivencia inferior a los 5 afios (Bugiani et al., 1999; van
Herpen et al., 2003).

Las manifestaciones clinicas asociadas a las mutaciones en MAPT se han subdividido en 2
grandes subtipos, en funcién de si predomina la sintomatologia cognitiva o la parkinsoniana (van
Swieten and Spillantini, 2007).

Los pacientes en los que predomina la clinica cognitiva presentan habitualmente un fenotipo
clinico dentro de la esfera de la DLFT, cumpliendo los criterios diagnésticos de DLFT-vf (Bronner et
al., 2005). Asi, la enfermedad se inicia con cambios de personalidad y alteracién conductual
(desinhibicion, conductas sociales inapropiadas, apatia, perdida de iniciativa y/o hiperoralidad) (van
Swieten et al., 1999). También se objetiva dificultad para la planificacion, inatencién y pérdida de la
autocritica. La memoria episddica reciente suele estar relativamente preservada, a pesar que la grave
afectacion de la memoria de trabajo puede llevar a una baja puntuaciéon en los test de memoria
estandar, lo que en ocasiones conduce errébneamente a un diagnéstico de EA (Rosso et al., 2002).
Otra manifestacion frecuente es la alteracion del lenguaje con dificultad para la nominacion y la
utilizacion de palabras y frases estereotipadas (Bugiani et al., 1999; van Swieten et al.,, 1999).
Parafasias semanticas y alteracién en la comprension han sido también observadas si bien en ningin
caso se ha descrito una verdadera demencia semantica (Pickering-Brown et al., 2002; van Swieten
and Spillantini, 2007). Las alteraciones visuoconstrucutivas y la desorientacién espacial suelen estar
ausentes o ser poco relevantes en estadios iniciales de la enfermedad.

Los signos parkinsonianos (rigidez, bradicinesia, temblor en reposo, inestabilidad postural y
alteracion de la marcha) son frecuentes en la evolucidon de la enfermedad, siendo la principal
caracteristica clinica de presentacion en algunos casos como en la mayoria de mutaciones intrénicas
y algunas exodnicas (N279K) (Yasuda et al., 1999; Iseki et al., 2001; Miyamoto et al., 2001; Pickering-
Brown et al., 2002). Dicha sintomatologia no responde, o solo parcial y transitoriamente, a L-dopa.
Algunos casos (AN296 y S305N) presentan como primeros sintomas un fenotipo clinico similar a la
PSP, con paralisis supranuclear de la mirada vertical y rigidez axial (Stanford et al., 2000; Pastor et

al., 2001; Poorkaj et al., 2002). En otros casos el conjunto de sintomas cognitivos y motores sugieren
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un diagnoéstico de DCB (Bugiani et al., 1999; Casseron et al., 2005). Asi, se puede observar un
solapamiento clinico entre DLFT, PSP y DCB en pacientes con mutaciones en el gen MAPT.

Las crisis epilépticas parciales o generalizadas son una caracteristica poco comun en
pacientes con mutaciones en MAPT, y solo se han descrito en algunas mutaciones especificas
(Sperfeld et al., 1999). Otra manifestacion clinica que puede existir es la afectacion de motoneurona,
que si bien es frecuente en pacientes con DLFT (Lomen-Hoerth et al., 2002), es infrecuente en los
casos con mutaciones en el gen MAPT (Zarranz et al., 2005; Le Ber et al., 2007).

Las pruebas de neuroimagen muestran en la mayoria de casos, como hallazgo mas
caracteristico una atrofia frontal y/o temporal (Bird et al., 1999; van Swieten et al., 1999; Bugiani et
al., 1999; Hayashi et al., 2002). En otros casos, especialmente en pacientes con mutaciones
intrénicas, la atrofia cerebral es mas difusa (Goedert et al.,, 1999; Miyamoto et al., 2001). Las
pruebas funcionales (SPECT y PET) muestran una hipoperfusiéon e hipometabolismo de la parte
anterior del cerebro en estadios iniciales, incluso cuando la neuroimagen estructural no evidencia

alteraciones (Nasreddine et al., 1999; Murrell et al., 1999).

2.4 Anatomia patologica

Hasta la actualidad todos los cerebros analizados de pacientes con mutaciones en el gen
MAPT muestran depositos de filamentos de proteina tau hiperfosforilada, si bien la morfologia, la
composicion de isoformas y la distribucion de los filamentos y depésitos varia en funcion del tipo de
mutacién (Morris et al., 2001; van Swieten and Spillantini, 2007).

El estudio macroscopico de los cerebros de pacientes con mutaciones en MAPT evidencia, en
la mayoria de casos, una atrofia de predominio frontotemporal, si bien en algunos casos puede ser
poco marcada (Poorkaj et al., 2002). A nivel temporal la atrofia suele predominar en la parte mas
anterior de dicho I6bulo (Bird et al., 1999) y afectar en algunos casos el hipocampo y la amigdala
(Bird et al., 1999; Hogg et al., 2003). Los ganglios basales varian desde la normalidad hasta la
afectacion severa, y la sustancia negra aparece despigmentada en algunos casos (Lantos et al.,
2002).

A nivel microscopico se evidencia pérdida neuronal y gliosis principalmente en la corteza frontal
y/o temporal. En muchos casos también se objetiva una pérdida de células piramidales del
hipocampo, afectacion de la amigdala, ganglios basales, sustancia negra y locus ceruleus, si bien en
otros estas estructuras resultan bastante preservadas (van Swieten et al., 1999; Rizzini et al., 2000).
En algunos casos también se ha descrito pérdida neuronal en otros nucleos del tronco cerebral, el
nucleo dentado del cerebelo y en la médula espinal asi como gliosis y/o pérdida de mielina en la
sustancia blanca subcortical, con ocasional degeneracion del tracto corticospinal (Iseki et al., 2001).

A nivel inmunohistoquimico las tinciones con anticuerpos anti-tau muestran diferentes lesiones
localizadas principalmente a nivel del cértex frontotemporal y nucleos subcorticales, pero también se
pueden observar en tronco cerebral, cerebelo y médula espinal. Entre ellas encontramos la

degeneracion neurofibrilar en forma de tangles y pre-tangles, hebras neuriticas, neuritas distréficas,
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cuerpos de Pick, cuerpos Pick-like, inclusiones tipo “coiled bodies” y los astrocitos tipo “tufted”
(Ingram and Spillantini, 2002).

La localizacién de las inclusiones en neuronas y/o glia, asi como los diferentes perfiles de tau
insoluble en los estudios bioquimicos por inmunoblot, dependera del tipo y localizacién de las
mutaciones dentro del gen MAPT. La mayoria de las mutaciones localizadas en el ex6n 10 y las que
alteran el procesamiento de este ex6n, muestran predominantemente isoformas 4R, que
normalmente se asocian a patologia tanto neuronal como glial (astrocitos y oligodendrocitos) (Bugiani
et al., 1999; Lantos et al., 2002; Grover et al., 2003). Por el contrario mutaciones localizadas fuera del
exon 10 conducen a una taupatia principalmente neuronal, sin practicamente afectacion glial (Rizzini

et al., 2000), con predominio de las isoformas 3R (Ingram and Spillantini, 2002).

3. GEN PGRN

En los ultimos afios se habian descrito varias familias de DLFT con un patron autosémico
dominante ligadas a la misma region que se encuentra MAPT (region 17g21) sin hallarse mutaciones
en este gen (Mackenzie et al, 2006b). Existian 2 posibles causas de esta situacion: la existencia de
una mutaciéon compleja en MAPT no detectada por estudios de secuenciacién convencionales o la
existencia de otro gen causante de DLFT en la misma regién. La ausencia de depésitos de proteina
tau en los cerebros de estos casos apoyaba esta segunda hipétesis, que fue confirmada en 2006 al
hallarse que mutaciones en el gen PGRN podian causar DLFT (Baker et al, 2006; Cruts et al., 2006).
El gen PGRN esta localizado a 1.7 Mb centromérico a MAPT y consta de 12 exones codificantes y
uno no codificante (Figura 4). Desde entonces se han identificado 44 mutaciones diferentes en mas
de 80 familias (Tabla 3) (Alzheimer Disease & Frontotemporal Dementia Mutation Database:

hhtp://www.molgen.ua.ac.be/admutacions/).

RNAm PGRN

Figura 4. Representacion esquematica del gen PGRN y del RNAm que codifica por la proteina PGRN,
mostrando las mutaciones identificadas en este gen. Las letras en los recuadros de la proteina PGRN hacen
referencia a las repeticiones de un residuo altamente conservado de 12 cisteinas. Las mutaciones son
nombradas en relacion al transcrito mas largo de PGRN. Adaptada de Gass et al., 2006.
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Tabla 3. Numero y porcentaje de mutaciones en el gen PGRN descritas hasta la actualidad en

cada exo6n e intrdn del gen y numero de familias afectas (Alzheimer Disease & Frontotemporal

Dementia Mutation Database: hhtp://www.molgen.ua.ac.be/admutacions/).

Exoénlintrén Numero mutaciones Numero de familias

(porcentaje) (porcentaje)
IVS1 2 (4,55 %) 9 (11,11 %)
EX2 6 (13,64 %) 10 (12,35 %)
IVS2 1 (2,27 %) 2 (2,47 %)
EX3 3 (6,82 %) 6 (7,41 %)
EX5 5 (11,36 %) 6 (7,41 %)
IVS5 1 (2,27 %) 1 (1,23 %)
EX6 1 (2,27 %) 1 (1,23 %)
EX7 1 (2,27 %) 3 (3,70 %)
IVS7 3 (6,82 %) 8 (9,88 %)
EX8 2 (4,55 %) 3 (3,70 %)
IVS8 2 (4,55 %) 2 (2,47 %)
EX9 3 (6,82 %) 3 (3,70 %)
IVS9 1 (2,27 %) 1 (1,23 %)
EX10 5 (11,36 %) 5 (6,17 %)
EX11 6 (13,64 %) 7 (8,64 %)
EX12 2 (4,55 %) 14 (17,28 %)
Total 44 81

El gen PGRN codifica un factor de crecimiento de 593 aminoacidos expresado en multiples
tejidos denominado progranulina. Esta proteina estd compuesta de un péptido sefial seguido de 7,5
repeticiones de un residuo altamente conservado de 12 cisteinas (Figura 6). En el sistema nervioso
central se expresa en neuronas del cortex cerebral, especialmente en las células granulosas del
hipocampo y en las células de Purkinje del cerebelo (Daniel et al., 2000) y también en microglia
activada (Baker et al., 2006; Ahmed, et al., 2007). La progranulina tiene funciones en el desarrollo, la
progresion del ciclo celular y en la inflamacion. A nivel cerebral se desconoce su papel, si bien se ha

hipotetizado que actuaria en el mantenimiento de la supervivencia neuronal.

3.1 Epidemiologia

En el articulo original que demuestra que mutaciones en el gen PGRN son causa de DLFT se
describe que 10,6% (11/103) de los pacientes estudiados presentan una mutacién en este gen como
etiologia de la DLFT, porcentaje que alcanza el 25,6% (11/43) en los casos familiares. En esta misma

serie belga las mutaciones en MAPT representaban sélo el 2,9% (3/103) del global y el 7% (3/43) de
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los casos familiares, concluyendo los autores que en esta poblacién la frecuencia de mutaciones en
PGRN es 3,5 veces superior a MAPT (Cruts et al., 2006). Sin embargo, 8/11 pacientes con mutacion
en PGRN presentan la misma mutacién (IVS0+5G>C), lo que puede ser debido a un efecto fundador
en esta poblacién. De confirmarse una procedencia comun de estos pacientes, la incidencia de
mutaciones entre MAPT y PGRN seria bastante similar. En otro estudio epidemiolégico que incluye
378 pacientes con DLFT se describe una frecuencia de mutaciones en PGRN del 10,5% en global y
del 22,5% con historia familiar positiva. La muestra de este estudio presenta un sesgo de seleccion al
incluir un elevado porcentaje de pacientes con confirmacion patolégica de DLFT-U, hallazgos
asociados a mutaciones de PGRN. En este mismo estudio, con el objetivo de obtener una estimacion
mas representativa de la poblacion se analizé separadamente un subgrupo de 167 pacientes, en el
cual el porcentaje de pacientes con mutaciones en PGRN disminuia hasta el 5%, frecuencia similar a
las mutaciones encontradas en MAPT en la misma poblacién (Gass et al., 2006). Recientemente, un
estudio europeo en pacientes con DLFT encuentra una prevalencia global de mutaciones en PGRN
del 4,8% (10/210), siendo del 3,2% (5/158) en aquellos casos esporadicos y del 9,6% (5/52) en
aquellos con historia familiar, definida como al menos 1 familiar de primer grado afecto de DLFT. En
esta misma serie la frecuencia global de mutaciones en MAPT es algo inferior (2,9%), concluyendo
que las mutaciones en PGRN tienen una prevalencia 1,5 veces superior a MAPT, si bien en los casos

familiares las mutaciones en MAPT (11%) serian ligeramente mas prevalentes (Le Ber et al., 2007).

3.2 Mecanismos patogénicos

La mayoria de mutaciones patogénicas identificadas en el gen PGRN son mutaciones que
producen un cambio en la pauta de lectura creando un codén stop prematuro y conduciendo a la
degradacion del RNA mutado mediante el proceso llamado nonsense-mediated RNAm decay (NMD)
(Baker et al, 2006; Cruts et al., 2006; Gass et al, 2006). Ademas se han descrito mutaciones que
destruyen o eliminan el codon Met1 (IVS1+1G>A) imposibilitando el inicio de la traduccién, y por tanto
bloqueando la produccién de proteina por este alelo (Gass et al, 2006). Por otro lado, las mutaciones
descritas en el sito donador del ex6n 0 conducen a la retencién del intrén 0 en el transcrito resultante
impidiendo la externalizacion nuclear de éste y la consiguiente degradacion del RNAm a nivel nuclear
(Cruts et al., 2006; Van der Zee et al., 2006; Le Ber et al.,, 2007). Asi, todas las mutaciones
patogénicas en este gen conllevan la formacion de una proteina defectuosa y por tanto que los
pacientes portadores heterocigotos tengan unicamente un 50% de progranulina en comparacion a
sujetos sin mutacion, sugiriendo que el principal mecanismo patogénico de las mutaciones de PGRN
es la haploinsuficiencia de este gen. Este mecanismo lleva a algunos autores a hablar de

hipoprogranulopatias (Boeve et al., 2006).

3.3 Clinica

Los pacientes afectos de DLFT portadores de mutaciones en PGRN muestran una edad de

inicio de la enfermedad muy variable (45-83 afos), con una media de 59 + 7 afios (Gass et al, 2006;
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Huey et al., 2006; Le Ber et al., 2007). La duracion media de la enfermedad en estos pacientes es
aproximadamente de unos 7 afios (Le Ber et al., 2007). Resultados recientes estiman una
penetrancia de la enfermedad en portadores de mutaciones en el gen PGRN del 50% a los 60 afios y
superior al 90% a los 70 afos (Gass et al., 2006). Ademas no todos los pacientes con mutaciones en
PGRN presentan historia familiar de DLFT, lo que afiade nuevas dificultades al consejo genético de
estos pacientes.

El perfil clinico asociado a las mutaciones de PGRN es, en la mayoria de los casos, similar a la
DLFT-vf. Sin embargo, se debe enfatizar que la alteracion del lenguaje puede ser el primer sintoma
en un porcentaje considerable, conduciendo al diagnéstico de APNF (Gass et al., 2006; Snowden et
al., 2006; Le Ber et al., 2007). También se han descrito casos con el diagnéstico clinico de DCB, EA o
enfermedad de Parkinson, si bien el examen neuropatolégico de estos confirma que nos hallamos
ante una DLFT-U (Gass et al., 2006; Masellis et al., 2006). Algunos pacientes presentan al inicio
alucinaciones visuales y una severa alteracién psiquiatrica con ideas paranoides y delirios, si bien es
mas frecuente que aparezcan en el fases no iniciales de la enfermedad (Le Ber et al., 2007). La
aparicion de signos parkinsonianos es frecuente en el curso de la enfermedad (Le Ber et al., 2007),
siendo por el contrario practicamente inexistente la aparicion de signos que sugieran enfermedad de
motoneurona (Gass et al., 2006; Le Ber et al., 2007).

Las pruebas de neuroimagen estructural suelen evidenciar atrofia frontal o frontotemporal, que
en ocasiones se puede extender al I6bulo parietal, a menudo asimétrica (Le Ber et al., 2007).
Estudios comparativos de morfometria a través de analisis voxel a voxel han mostrado que pacientes
con mutaciones en PGRN presentan una atrofia cerebral mas severa que los pacientes sin
mutaciones en PGRN, especialmente en la parte superior del I6bulo frontal y en el 16bulo parietal
(Whitwell et al., 2007). La neuroimagen funcional también objetiva la existencia de hipometabolismo o

hipoperfusion en estas localizaciones. (Huey et al., 2006; Sipina et al., 2007).

3.4 Anatomia patoldgica

Diferentes estudios en pacientes con mutaciones en PGRN han demostrado que el sustrato
patologico de estos casos es la DLFT-U (Gass et al., 2006; Mackenzie et al., 2006a; Davion et al.,
2007). Antes de la descripcion del gen PGRN como causante de enfermedad ya se habia descrito
que las inclusiones neuronales intranucleares (INI) ubiquitin-positivas eran una caracteristica de los
pacientes con DLFT familiar ligada al cromosoma 17q21 sin mutaciones en MAPT (Mackenzie et al.,
2006b). Estas inclusiones, también conocidas como inclusiones en ojo de gato (“cat’s eye”) por su
morfologia lentiforme, se han propuesto como un marcador para detectar pacientes con mutaciones
en PGRN, si bien varios estudios posteriores demuestran que a pesar de estar presentes en todos
los pacientes con mutaciones en PGRN, es un hallazgo inespecifico y por lo tanto no serian
patognomonicas de esta entidad (Gass et al., 2006; Mackenzie et al., 2006a; Davion et al., 2007). Por
otra parte, estudios recientes han evidenciado que la proteina depositada en las lesiones
ubiquitinadas de los pacientes con mutaciones en PGRN es la TDP-43, caracteristica también

inespecifica ya que esta proteina también esta presente en otros casos de DLFT-U y ELA (Neumann
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et al.,, 2006). Asi, y a pesar del importante avance en este campo, el estudio de mas casos sera

necesario para acabar de detallar la expresion patolégica de las mutaciones en el gen PGRN.

En resumen, la DLFT es una enfermedad neurodegenerativa con una importante carga
genética y con un sustrato patolégico muy heterogéneo, por lo que un estudio de las bases genéticas
y sus correlaciones clinico-patologicas puede ser de utilidad para conocer mejor su fisiopatologia,

mejorar su diagnostico y el asesoramiento genético a los afectos y sus familias.
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HIPOTESIS
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HIPOTESIS:

1. Las mutaciones en los genes MAPT y PGRN causan DLFT a través de mecanismos
patogénicos diversos que incluyen alteraciones en la funcién de la proteina tau y en el

procesamiento del gen MAPT y una posible haploinsuficiencia en el gen PGRN.

2. El haplotipo H1 del gen MAPT es un factor de susceptibilidad para padecer DLFT a

través de una alteracion del procesamiento de MAPT cerebral.

3. Las mutaciones en los genes MAPT y PGRN se asocian a fenotipos clinicos y

patologicos de DLFT caracteristicos.
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OBJETIVOS
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En relacion a las hipétesis descritas, los principales objetivos de este trabajo son:

1. Identificar nuevas mutaciones patogénicas en los genes MAPT y PGRN vy analizar
sus posibles mecanismos patogénicos. Cuantificar el numero de copias del gen

MAPT en pacientes con DLFT y valorar su papel en la patogenia de la enfermedad.
2. Determinar si el haplotipo H1 de MAPT actua como factor de susceptibilidad para

desarrollar una DLFT. Estudiar la correlacién entre el haplotipo H1 y la expresion

génica de las isoformas 3R y 4R de RNAm de MAPT a nivel cerebral.

3. Determinar el fenotipo clinico y patolégico de los pacientes con DLFT asociada a

mutaciones en los genes MAPT y PGRN.
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MATERIAL Y METODOS
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Los materiales y métodos utilizados en la presente tesis estdn explicados en detalle en el
apartado correspondiente de cada trabajo, citando aqui brevemente los criterios de seleccion

de los pacientes estudiados y las principales técnicas utilizadas.

1. PACIENTES

Los pacientes seleccionados para este trabajo fueron pacientes visitados en consultas externas
del Servei de Neurologia de I'Hospital Clinic de Barcelona o procedentes de otros centros
espafoles, que cumplian los criterios clinicos establecidos de DLFT (Neary et al.,, 1998,).
Todos los pacientes que participaron en el estudio firmaron un consentimiento informado. Se
han estudiado también muestras de tejido cerebral de pacientes con el diagnéstico
neuropatolégico de DLFT procedentes del Banc de Teixits Neurologics de la Universitat de
Barcelona-Hospital Clinic (McKhann et al., 2001). Este estudio ha sido aprobado por el Comité

ético del Hospital Clinic de Barcelona.

2. METODOS

Las principales técnicas utilizadas para el desarrollo de esta tesis son las siguientes:

1. Extraccion de DNA de sangre periférica v de tejido cerebral.

2. Extracciéon de RNA de tejido cerebral.

3. Secuenciacion directa: esta técnica se ha utilizado para detectar mutaciones en los exones

0-12 de PGRN y 1 y 9-13 de MAPT segun las condiciones descritas previamente (Hutton et al.,.
1998; Baker et al., 2006; Cruts et al., 2006).

3. Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Lenght Polymorphism (PCR-RFLP): la

amplificacion y posterior digestion con enzimas de restriccion se ha utilizado para genotipar un
polimorfismo que define el haplotipo H1/H2 de MAPT (Baker et al., 1999) y para el cribado en
controles de las nuevas mutaciones halladas para eliminar la posibilidad de que estas fueran

polimorfismos comunes y no patgénicos en la poblacion.

4. Ligacién y amplificacion de multiples sondas (MLPA): esta técnica se ha utilizado para el
estudio de dosis génica del gen MAPT (Schouten et al., 2002).

5. PCR cuantitativa a tiempo real: esta técnica nos ha permitido la cuantificacion relativa de las
isoformas 3R y 4R del RNAm de MAPT (Takanashi et al., 2002).
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In the last decade, at least 40 mutations
have been identified in the gene encoding
the protein tau (MAPT) in patients with
familial dementia. The clinical profile of
these patients is usually frontotemporal
dementia (FTD), although there are some
reports of individuals developing different
phenotypes, such as progressive supra-
nuclear palsy (PSP) or corticobasal
degeneration [1]. We describe a patient
with familial dementia associated to a
new MAPT mutation. The proband was
a 57-year-old right-handed man, who was
admitted to our hospital with 2 years
history of cognitive decline and gait dis-
turbances. His disease started at age 55
with progressive behavioural changes
characterized by inhibition and apathy.
Few months later, his family noticed
speech difficulties with phrase length
reduction and high latency when
answering. He also presented progressive
generalized slowness and difficulty in
walking that made him fall frequently.
Two years after disease onset, he needed
assistance for several activities of daily
living (i.e. grooming and dressing).

On admission, neurological examination
disclosed non-fluent speech with
echolalia, mask-like facial expression,

© 2007 EFNS

axial predominant symmetric rigid-aki-
netic parkinsonism and impairment of
postural reflexes. The gait was slow, with
small steps, diminished arm swing and
freezing. Paresis of vertical gaze move-
ments and an increased latency in initi-
ating lateral gaze were also noticed.
Neuropsychological examination dis-
played severe attentional deficits, execu-
tive dysfunction, motor perseveration and
generalized apraxia. Naming and single-
word comprehension were within normal
limits, although he clearly showed deficits
in complex sentences comprehension.
Memory evaluation was impossible
because of attentional deficits, but
remembrance of day-to-day events was
preserved. MRI showed mild global
atrophy more marked in frontal and
temporal lobes. During the next months
his balance deteriorated and he became
wheel-chair bound. His speech also con-
tinued to decline and he became func-
tionally mute, vertical gaze was limited
although he still could initiate horizontal
gaze movements. Currently, the patient is
alive in an advanced stage of the disease.
Four familial members had a disorder
that resembled the patient’s disease, sug-
gesting a pattern of autosomal dominant
inheritance (Fig. 1). The proband’s father
presented at age 56 with personality
changes, becoming more irritable, apa-
thetic, inhibited and emotional labile. In
few months, he developed memory loss
and language disturbances. He died
7 years after disease onset. One paternal
uncle died at age 56 after a 3-year history
of progressive cognitive impairment. An-
other paternal uncle died at age 34
affected by progressive cognitive decline

doi:10.1111/j.1468-1331.2007.01763.x

with early mutism which started 1 year
before. Four paternal uncles died at a
young age to unrelated causes and two
are in the eighth decade of life and
asymptomatic. The paternal grandmother
also presented early onset cognitive
decline, and died at 56, 4 years after
disease onset. No pathological examina-
tion has been performed in any of the
affected dead relatives.

The sequence analysis of exons 1 and
9-13 of MAPT gene of proband identified
a heterozygous C — A transversion in
exon 10 [2]. This mutation predicts an
aminoacid change from proline (CCG)
to threonine (ACG) leading to a P301T
mutation. This mutation was not
previously described in the literature and
was absent in 50 normal individuals and
50 demented patients. Genetic analysis
could not be performed in the other
affected members that were only defined
through clinical reports.

This new mutation is located in the same
codon where other mutations have been
previously described (P301L and P301S),
highlighting the importance of this site in
tau function [1,3]. We can not discard that
this mutation could be a very rare poly-
morphism. However, its critical location,
the absence of this mutation in our controls
and in none of the reported MAPT
screening studies in the literature, together
with the family history support that P301T
is a new causal mutation. Functional stud-
ies will be necessary to confirm the patho-
genic effect of this mutation.

Different studies have pointed out the
clinical, pathological and genetic overlap
between FTD and PSP [4]. Our patient
presented clinical features of both FTD

AO 52y
AD 56y

.o

4

CEREN

AO56y AOS53y
AD63y AD56Y

AO 33y
AD 34y

Figure 1 Pedigree of the family. Black solid symbols show affected individuals. Slashes
indicate dead individuals. The arrow indicates the proband. AO, age at onset; AD, age

at death.
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and PSP phenotypes, reinforcing this
idea of overlap between these two
diseases. However, the prominent lan-
guage disturbances and the familial his-
tory suggest FTD as the most accurate
clinical diagnosis.
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Summary We describe a new mutation in the PGRN gene (A303AfsX57)
associated with late-onset frontotemporal dementia and with “cat’s eye”
shaped intranuclear and cytoplasmatic ubiquitin immunoreactive inclusions
in the neuropathological exam. The A303AfsX57 mutation is consistent
with a nucleotide deletion in exon 8 (c908delC). This deletion causes a
frameshift at codon 303 that introduces a premature termination codon
(A303AfsX57).

Keywords: Frontotemporal lobar degeneration, PGRN, ubiquitin, neuronal
intranuclear inclusions, frameshift mutation

Introduction

Frontotemporal lobar degeneration (FTLD) is a neurode-
generative disease characterized by focal atrophy of the
frontal and/or temporal lobes. The criteria proposed by
Neary et al. describe three clinical presentations of FTLD:
frontotemporal dementia (FTD), progressive nonfluent
aphasia (PNFA) and semantic dementia (Neary et al.,
1998). Around 40% of FTD cases have familial history
of the disease, and the majority of these cases show an
autosomal dominant pattern of inheritance (Rosso et al.,
2003). The presence of mutations in several genes has been
associated with FTLD. Until recently, MAPT mutations
were considered the most frequent cause of genetic FTLD.
However, the latest reports have shown that mutations in

Correspondence: Dr. José L. Molinuevo, Alzheimer’s Disease and Cogni-
tive Disorders Unit, Neurology Service, Hospital Clinic i Universitari,
Villarroel 170, 08036 Barcelona, Spain

e-mail: jlmoli@clinic.ub.es

the progranulin gene (PGRN) are as frequent as MAPT
mutations in FTLD (Gass et al., 2006).

FTLD is pathologically heterogeneous even among dis-
tinct clinical syndromes, although recent studies indicate
that FTLD with ubiquitin-positive, tau-negative inclusions
(FTLD-U) is probably the most frequent pathological sub-
strate (Shi et al., 2005). Mutations in certain genes are
strongly correlated with specific neuropathological fea-
tures. In this regard, patients with MAPT mutations have
been reported to present tau-positive deposits, while in
cases with PGRN mutations the presence of ubiquitin-posi-
tive neuronal intranuclear inclusions (NII) has been high-
lighted (Baker et al., 2006; Cruts et al., 2006). There have
been reports of two MAPT mutations (IVS10+29 and
A239T) associated with FTLD-U, although Pickering-
Brown et al. (2006) demonstrate that these cases also har-
bour a PGRN mutation, thus suggesting that these MAPT
variants may be non-pathogenic and that the underlying
cause of FTLD in these patients is more likely to be the
PGRN mutation.

Here we describe a novel PGRN mutation in a patient
with late-onset FTD and ubiquitin-positive NII in the neu-
ropathological study.

Case report

A 69 year-old woman was referred in December 1997 with
a two-year history of cognitive decline and behavioural
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changes. At the age of 67, shortly after her husband’s death,
her family first noticed that the patient had become forget-
ful and less talkative. Her behaviour had also changed: she
was apathetic, lacked motivation, was less aware of social
rules (including grooming), showed blunt emotions, and
had also developed certain eating compulsions. She ex-
pressed no concern or insight into her altered mental state.
There was no relevant previous medical history. She was a
housewife and had not completed primary school. Her
family had a history of dementia: her mother suffered cog-
nitive decline in her seventies and one of her siblings in his
sixties. Their relatives were not formally studied. At her
first visit, neurological examination revealed a fatuous
affect: she laughed at inappropriate situations and showed
echolalia and enhanced primitive reflexes. The remainder
of the physical exam was normal. The neuropsychological
exam highlighted the presence of a dysexecutive disorder.
In addition, her language output was reduced with persev-
erative responses, although grammatically correct. She
had problems naming and following sequenced commands,
and generated a deficient word list under both semantic and
phonemic cues. Her verbal short-term memory was also
impaired. She scored 16 out of 30 on the Mini-Mental State
Examination. MRI revealed asymmetric bilateral frontal
atrophy (more marked in the left hemisphere). SPECT
showed severe asymmetric left-sided predominant frontal
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Fig. 1. Intranuclear “cat’s eye” shaped ubiquitin-immunoreactive inclu-
sion in a neuron of the frontal cortex (x400)

A. Llado et al.

hypoperfusion. At this point, the clinical diagnosis was
frontotemporal dementia. During the follow-up, her spon-
taneous speech progressively diminished and she became
mute within 12 months after the first visit. By the age of 72
she was fully dependent for basic activities of daily living.
She died aged 74, seven years after disease onset.

Neuropathology examination: The brain weighed 1050 g.
Macroscopic exam disclosed severe atrophy of the frontal
cortex and anterior insular cortex, with moderate atrophy of
the anterior caudate and putamen and discrete atrophy of
the temporal lobes. The parietal and occipital cortex were
spared on gross examination. Neuron loss, spongiosis and
astrocytic gliosis were seen in the upper cortical layers of
the affected regions. Ubiquitin-immunoreactive neurites
and intracytoplasmic inclusions were mainly localized in
the frontal and insular cortices. Most important, “cat’s eye”
shaped intranuclear inclusions were also observed in the
same cortical areas (Fig. 1). The study failed to show reac-
tivity against B-amyloid, tau or o-synuclein.

Genetic analysis

Genomic DNA was isolated from frozen brain tissue using
a DNeasy tissue kit (Qiagen). Total RNA isolation from the
frozen brain tissues was performed using the RNeasy lipid
tissue mini kit, DNase free (Qiagen). cDNA was synthe-
sized using MultiScribe Reverse Transcriptase (Applied
Biosystems). PGRN exons 0—12 and the flanking intronic
were amplified by polymerase chain reaction (PCR) using
the primers and conditions previously described (Baker
et al., 2006; Cruts et al., 2006). The exonic primers 5'-
GGGCCTCATTGACTCCAAGTGTA-3' and 5'-GGTCTT
TGTCACTTCCAGGCTC-3’ were designed for cDNA spe-
cific amplification of exon 8 using the DNAstar software
Primer Express® software v2.0 (Applied Biosystems). The
PCR products were purified with the Gel Band Purification
Kit (Qiagen), and both sense and antisense strands were
subsequently sequenced using the Big Dye Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) and run on
a DNA ABI3200A sequencer (Applied Biosystems). The
study was approved by the local Ethics Committee.

Results

The sequence analysis of the PGRN gene in the proband, in
both the sense and the complementary strand, identified a
nucleotide deletion mutation in exon 8 (c908delC) in the
proband (Fig. 2). This mutation causes a frameshift at
codon 303 that introduces a premature termination at amino
acid 360 (A303AfsX57), which would lead to a truncated
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A
cccGGeaGGGGGCccCcaGaGaGGeTTCTTGCTC CC

protein. To determine the possible degradation of the mu-
tated PGRN mRNA, we compared the PGRN genomic
DNA and cDNA sequences obtained from the brain of the
patient. We confirmed the absence of mutant mRNA (data
not shown).

Discussion

We describe a novel PGRN mutation (A303AfsX57) asso-
ciated with late-onset FTD and familial history of senile
dementia. Progranulin is a 593-amino acid multifunctional
growth factor that is expressed in several tissues, includ-
ing brain. In previous studies, the most frequent types
of pathogenic mutations identified in the PGRN gene were
frameshift mutations, some of them leading to the deg-
radation of mutant RNAs by nonsense-mediated decay
(Baker et al., 2006; Cruts et al., 2006; Gass et al., 2006).
The A303AfsX57 mutation causes premature termination
of the coding sequence, leading to the degradation of mu-
tant RNAs, probably by nonsense-mediated decay. Thus, as
with other PGRN mutations a loss of progranulin function
(haploinsufficiency) is the most probable pathogenic mech-
anism of this novel PGRN mutation (Gass et al., 2006).
The clinical profile described as associated with PGRN
mutations is, in the vast majority of cases, similar to spora-
dic FTD or PNFA (Gass et al., 2006; Snowden et al., 20006).
In our case, the proband presented with prominent beha-
vioural symptoms that met Neary’s clinical criteria for
FTD, thus leading to a clinical diagnosis of FTD. However,
language disturbances that evolved to mutism appeared
early in the disease evolution. On the neurological exam-
ination, no signs of motor neuron disease or parkinsonism
were perceived. As described in other carriers of PGRN
mutations, neuroimaging in this case demonstrated asym-
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Fig. 2. DNA forward-sequence fragment of the PGRN gene
showing nucleotide deletion mutation in exon 8 (c908delC)
(A) and normal sequence (B)

metric frontal atrophy and hypometabolism (Huey et al.,
2006).

The neuropathological examination showed ubiquitin-
immunoreactive neuronal cytoplasmatic and intranuclear
“cat’s eye” shaped inclusions. These inclusions have been
previously described in familial FTD and have recently
been associated with PGRN mutations (Baker et al., 2006;
Cruts et al., 2000; Gass et al., 2006). We confirmed in our
case that NII are a consistent feature in the neuropatholo-
gical examination of PGRN mutation carriers, although
more epidemiological studies would be necessary to deter-
mine the specificity of this finding.

Finally, FTD is mainly considered a presenile dementia,
although epidemiological studies have found that nearly
one-quarter of patients present after 65 years of age (Rosso
et al., 2003). Carriers of PGRN mutations showed a broad
range of age at dementia onset (48—83 years), with a
mean of 59 £ 7 years (Gass et al., 2006). In recent series,
the penetrance distribution of the disease in PGRN muta-
tion carriers estimates that only 50% of these patients are
affected by age 60 (Gass et al., 2006). Furthermore, not all
the cases carrying PGRN mutations had familial history
of disease, thus posing new challenges for genetic counsel-
ling in FTLD. These findings contrast with FTD linked to
MAPT mutations, which usually presents a family history
of similar disease and penetrance near to 100% at 65 years
of age. Thus, epidemiological studies of FTD series do not
usually recommend MAPT gene screening in patients with
sporadic FTD or senile onset in clinical practice. However,
our case highlights the presence of a PGRN mutation in a
patient with late-onset FTD and familial history of senile
dementia. In this regard, patients with FTD and a family
history of dementia should be considered for PGRN muta-
tion screening despite an advanced age of onset.
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In conclusion, A303AfsX57 is a novel PGRN mutation
that causes a premature termination of the coding sequence,
leading to the degradation of mutant mRNA. This mutation
was associated with late-onset FTD and with “cat’s eye”
shaped intranuclear and cytoplasmatic ubiquitin immuno-
reactive inclusions in the neuropathological exam.
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Abstract

Recurrent deletions of the 17q21.31 region encompassing the microtubule-associated protein tau (MAPT) gene have recently been described
in patients with mental retardation. This region is flanked by segmental duplications that make it prone to inversions, deletions and duplications.
Since gain-of-function mutations of the MAPT gene cause frontotemporal lobar degeneration (FTLD) characterized by deposition of tau protein,
we hypothesize that MAPT duplication affecting gene dosage could also lead to disease. Gene dosage alterations have already been found to be
involved in the etiology of neurodegenerative disorders caused by protein or peptide accumulation, such as Alzheimer’s and Parkinson’s diseases.
To determine whether MAPT gene copy number variation is involved in FTLD, 70 patients with clinical diagnosis of FTLD and no MAPT mutation
(including 12 patients with pathologically proven tau-positive FTLD) were screened by using multiplex ligation probe amplification (MLPA)
with specific oligonucleotide probes. No copy number variation in the MAPT gene was observed in cases. Although our study was limited by the

relatively small number of patients, it does not support the theory that chromosomal rearrangements in this region are a cause of FTLD.

© 2007 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

Keywords: Frontotemporal lobar degeneration; MAPT; Segmental duplication; Copy number variation; Tau

Following the 1998 consensus criteria for frontotemporal lobar
degeneration (FTLD) diagnosis, three distinct clinical syn-
dromes have been defined: frontotemporal dementia (FTD),
semantic dementia (SD) and progressive nonfluent aphasia
(PNFA) [13]. Definitive diagnosis of FTLD requires patho-
logical examination, which reveals tau-positive inclusions in
approximately half of the cases [5,8]. Mutations in different
genes have been reported to cause FTLD, although only muta-
tions in the gene of the microtubule-associated protein tau
(MAPT) are associated with tau deposits in the neuropathologi-
cal examination [12]. Over-expression of human tau in glia and
neurons of mice recapitulates key features of human FTLD with

* Corresponding author at: Alzheimer’s disease and other Cognitive Disorders
Unit, Servei de Neurologia-ICN, Hospital Clinic i Universitari, Villarroel 170,
08036 Barcelona, Spain. Tel.: +34 9322 75414; fax: +34 9345 18240.

E-mail address: jlmoli@clinic.ub.es (J.L. Molinuevo).

0304-3940/$ — see front matter © 2007 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.neulet.2007.07.008

accumulation of abnormal tau aggregates with increasing age.
Recently, tau-negative FTLD has been found to be caused by
null mutations in the progranulin gene (PGRN) [1,3]. However,
a significant proportion of both sporadic and familial cases do
not present MAPT or PGRN gene mutations, which suggests
that other genes and/or mutational mechanisms, such as MAPT
duplication, could be involved in the etiology of FTLD. Conse-
quently, gene dosage alterations have already been implicated in
the etiology of neurodegenerative disorders caused by protein or
peptide accumulation: (1) a-sinuclein gene duplication or tripli-
cation has been found in some cases of Parkinson’s disease [21];
and (2) amyloid precursor protein (APP) gene duplication has
been reported as a cause of Alzheimer’s disease [16].

The 17g21.31 region encompassing the MAPT gene has a
complex genomic architecture and is flanked by three highly
homologous blocks of segmental duplications or low-copy
repeats [3] (Fig. 1). Segmental duplications are hotspots for
chromosomal rearrangements such as deletions, duplications
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Fig. 1. Transcriptional map and genomic architecture of the 17q21.31 region. Segmental duplications are depicted as rectangles with different designs indicating
shared homology, while the horizontal arrows show their relative orientation. Short vertical lines show the target sequences for the MLPA probes used. Dotted lines
illustrate the breakpoints responsible for the inversion polymorphism [3]. The solid line represents the common deleted region detected in mental retardation (MR)
phenotypes [7,20]. Double lines depict genomic regions reported as copy number variants (CNVs) in phenotypically normal individuals [14].

or inversions mediated by non-allelic homologous recombina-
tion (NAHR) [4]. These rearrangements can lead to disease or
genomic variation including large-scale copy-number variants
(CNVs) and structural polymorphisms [14]. To date, both inver-
sions and deletions of the 17q21.31 region have been reported
in different subjects. A 900 kb inversion is polymorphic in the
population, showing different prevalence among different ethnic
groups and undergoing positive selection in the Icelandic popu-
lation [3,22]. De novo deletions of the 17q21.31 region including
the MAPT and CRHRI genes have been identified in sev-
eral patients with developmental delay, hypotonia and learning
disability [7,18,20,23]. The discovery of heterozygous poly-
morphic inversions in the transmitting parents of patients with
deletions suggests that deletions are mediated by NAHR and
can be facilitated by the inversion. Finally, genomic CNVs sur-
rounding the flanking segmental duplications that may include
the MAPT gene (Fig. 1) have been found in a significant propor-
tion of controls and HapMap individuals by using array CGH
technology [9,14,19].

Since the reciprocal rearrangement causing a duplication
of the MAPT gene would have a similar frequency to the
reported deletion in mentally retarded patients, we hypothesized
that duplications could lead to sporadic or familial tau-positive
FTLD through an increase in tau protein. To evaluate this
hypothesis, we performed multiplex ligation probe amplifica-
tion (MLPA) [17] analysis in 70 FTLD patients not carrying
MAPT or PGRN mutations. Coding exons 1 and 9-13 of the
MAPT gene and exons 0—12 of the PGRN gene were screened
by direct sequencing as previously described [1,3,15]. Fifty-
eight patients fulfilling clinical criteria of FTLD (40 FTD, 10
PNFA and 8 SD) were selected from the Hospital Clinic de
Barcelona and Hospital Universitari de Bellvitge. Thirty-five
of these patients were men and 23 women. Their mean age at
onset of disease was 60 £ 9 years (range 39-75). The remaining
12 patients had pathologically proven tau-positive FTLD and
were selected from the University of Barcelona-Hospital Clinic
Barcelona Brain Bank [11]. Seven of them were men and five
women. Their mean age at onset of disease was 64 6 years
(range 52-70). Positive family history of disease was consid-
ered in 20 cases with at least one first-degree relative affected
by a clinical picture suggestive of dementia. To rule out poly-

morphic variation at the analysed loci in the normal population,
we also screened 310 healthy age-matched control subjects. The
study was approved by the local Ethics Committee and all partic-
ipants gave written informed consent for genetic testing before
inclusion.

All samples were subjected to MLPA with specific oligonu-
cleotide probes for MAPT gene sequences along with control
probes for genes located nearby and on different chromosomes
(Table 1). In order to detect possible partial duplications in addi-
tion to whole gene duplications two different probes for the
MAPT gene were used. PCR amplification of the different ampli-
cons was performed in a single assay using 150 ngr of genomic
DNA. The resulting fragments were separated by capillary elec-
trophoresis in a sequencer (ABI Prism 3100, ABI). Samples
were analyzed by visual examination of the peak profiles and
by exporting the peak heights to an Excel sheet with data cal-
culation as previously described [17]. A decrease of 35-55%
in the relative peak height of a probe is indicative of deletion
while an increase of 30-55% in relative peak height indicates an
increase in copy number from two to three in a diploid genome.
No copy number variation (deletion or duplication) was detected
by MLPA in the 70 FTLD patients or in the healthy control
group (310 subjects). A DNA sample from a subject with known
regional trisomy due to iso-17q used as positive control for dupli-
cation consistently revealed a 40% increase in MAPT relative
peak height (Table 2).

Therefore, we did not find MAPT gene dosage alterations in
our cohort of patients with FTLD, including a subgroup with
tau-positive inclusions as shown by their pathological exami-
nations. Previous studies did not find MAPT rearrangements in
cases of tau-negative ubiquitin-positive FTLD linked to chro-
mosome 17 (FTDU-17), although it is now known that most
of these cases are caused by PGRN gene mutations [3,2,6,10].
The absence of rearrangements in the 310 healthy controls stud-
ied also indicates that the MAPT gene is not part of the common
CNV previously described by BAC CGH-arrays [9,14,19]. Thus,
MAPT duplication could still be pathogenic or cause suscepti-
bility to disease. Given the instability in the MAPT genomic
region and the importance of the tau protein in neurodegenera-
tion, somatic rearrangement might also be involved in sporadic
dementias.



Table 1

Oligonucleotide sequences used as MLPA probes in the multiplex assay

Gene Chromosome Sequence oligo 5’ Sequence oligo 3’

MAPT-il 17q21.31 41,375K GAACATGACTCTGTAACGAGAGCATTTT GTTTTGTCAAAATGAGAACATATTATTG

MAPT-c14 17q21.31 41,458 K GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGTCAGTACGTAGAGGTCCTGGGACTTTAGGGCTAACCAGTTCTCTTTGTA AGGACTTGTGCCTCTTGGGAGACGTCCACCCGTTTCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC
NSF 17q21.31 42,188 K CAACATGTGCTCGCTCTGCATGATTAGTGCAATAAAACTCCCT TCCTTATGCATACTGAGATAGCTTAGTGTCTCGTGG

GOSR2 17q21.31 42,367K CTCCCTCCAGAAAGTTCACAACGGCATGGATGACCTCATT TTAGATGGGCACAATATTTTAGATGGACTGAGG

BAZIB 7q11.23 72,563K GGAAAGGTACAGTGAGCGCATTTGGACGTGCAAGAGTACT GGAAAGATACAGTGAACGCATTTGGACGTG TAAGAGTACA

WBSCR1 7q11.2373242K GGTAGCTCTCGAGAATCTAGAGGTGG ATGGGATTCCCGGGATGACTTC

HIRA 22q11.21 17,698 K CCCTCAGGATGTCGAGCTGTTCCTGAC ACTCGGTGAAGAGGCGCTGGAATC

COPS3 17p11.12 17,095K GGGTTCCCTAAGGGTTGGACTTGCGAAGAACTTATCCCATCTGGACACTGTGCTCGGGGCTCTG GATGTACAAGAACACTCCTTGGGCGTCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC

Table 2

MLPA peak values at each locus following normalization (mean = standard deviation), obtained from patient and control samples (A) as well as from the sample with the karyotype with the isochromosome 17q (B)
Locus/probe WBSCRI (7q11) HIRA (22q11) BAZI1B (7ql11) COPS3 (17p) MAPT-i1 MAPT-el4 NSF GOSR2

(A) Patients and controls 0.989 £ 0.057 0.994 £ 0.057 1.006 + 0.081 1.008 £ 0.064 1.020 £ 0.088 1.009 £ 0.099 1.009 £ 0.146 1.007 £ 0.106
(B) Iso-7q sample 0.979 £ 0.028 1.035 £ 0.020 0.969 £ 0.011 0.632 £ 0.024 1.487 £ 0.080 1.342 £ 0.156 1.335 £ 0.056 1.285 £ 0.090

$9-19 (L00T) ¥Tt S42327] 22Ud19S0MNIN / “|D 12 9PV Y
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In conclusion, although our study is limited by the small
number of patients included, it does not support the theory that
chromosomal rearrangements in this region are a cause of FTLD.
Future studies with more extensive series of patients with patho-
logically proven tau-positive FTLD will be necessary to rule
out that gene dosage alteration of MAPT could be a disease
susceptibility factor or cause FTLD.
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Summary. Alterations in tau mRNA splicing and association with H1/H1
tau genotype have been described in some sporadic tauopathies. We evalu-
ated the 4R/3R tau mRNA ratio in 18 patients with frontotemporal lobar
degeneration (FTLD), and the effect of the HI1/H1 genotype on this ratio.
The 4R/3R mRNA ratio in frontal cortex was similar in FTLD patients
and controls. The H1/H1 genotype carriers showed a significant increase in
4R /3R mRNA ratio, suggesting that this genotype could modulate the tau
mRNA splicing.

Keywords: Frontotemporal lobar degeneration; haplotype; tau; expression

Introduction

Deposition of tau protein is the pathological hallmark of a
group of neurodegenerative disorders, including cortico-
basal degeneration (CBD), progressive supranuclear palsy
(PSP) and some types of frontotemporal lobar degeneration
(FTLD), such as classic Pick disease (PiD), multiple sys-
tem tauopathy (MST) and frontotemporal dementia associ-
ated to tau mutations (McKhann et al. 2001). However,
FTLD is pathologically heterogeneous and embodies tau-
negative phenotypes as FTLD with ubiquitin-only-im-
munoreactive neuronal inclusions (FTLD-U), neuronal
intermediate filament inclusion disease (NIFID) and de-
mentia lacking distinctive histology (DLDH) (Cairns et al.
2004; Shi et al. 2005). Recently, it has described that TDP-
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43 is the major disease protein in FTLD-U (Neumann
et al. 2006).

Alternative splicing of exon 10 in tau pre-mRNA re-
sults in different tau protein isoforms in the adult brain.
Inclusion of exon 10 produce tau isoforms with four mi-
crotubule-binding repeats (4R) that is the main isoform
found in pathological deposits of PSP and CBD, whereas
its exclusion results in tau isoforms with three of these
repeats (3R), which is the main isoform in PiD (Buée
et al. 2000). Functional studies of some tau mutations pro-
vided clear evidence that the alteration of normal 4R/3R
tau mRNA ratio results in neurodegeneration (Hutton
2001). Furthermore, it has been described that the 4R /3R
tau mRNA ratio is increased in affected brain areas of
sporadic PSP and CBD (Chambers et al. 1999; Takanashi
et al. 2002).

The H1 tau haplotype has been associated with a higher
risk of developing PSP and CBD, although its implication
in FTLD is controversial (Verpillat et al. 2002; Sobrido
et al. 2003). The functional effects of this haplotype in
the pathogenesis of these diseases are unknown, but it
could act modulating tau splicing (Chambers et al. 1999;
Pittman et al. 2005).

To evaluate if the tau mRNA differential expression may
contribute to cause FTLD, and to determine the influence
of different tau gene haplotypes on the 4R/3R tau mRNA
ratio, we measured the 3R and 4R tau mRNA expression,
using quantitative real time PCR, in frontal cortex of
patients with this pathological diagnosis and controls.



Material and methods

Human brain tissues

Frozen frontal cortex tissues of eighteen subjects with neuropathologically
diagnosed FTLD and five controls were collected from the brain banks of
University of Barcelona/Hospital Clinic and University of Navarra. The
cortex frontal was chosen as a representative area for analysis because is one
of the more affected areas in FTLD. Tau and progranulin (PGRN) genes
were analysed by direct sequencing in all samples. Cases of FTLD with tau
or PGRN mutations were excluded of this study. FTLD was defined by
neuronal loss and gliosis in frontal and/or temporal lobes and absence of
other lesions that could explain the symptoms of the patient. PiD, MST,
FTLD-U, NIFID and DLDH cases were classified depending on the immu-
nohistochemical features as described previously (Llad6 et al. in press). The
patients were stratified in two groups for statistical analysis, according to
the presence or absence of tau deposit: tau-positive FTLD (PiD and MST)
and tau-negative FTLD (FTLD-U, DLDH and NIFID). The local Ethics
Committee approved this study.

mRNA quantification

Total RNA isolation from the frozen brain tissues 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
MultiScribe Reverse Transcriptase (Applied Biosystems). The analysis of
3R and 4R mRNA isoforms was performed by real-time PCR as previously
described (Takanashi et al. 2002). Beta-actin (assay Hs99999903_m1) and
cyclophilin A (assay Hs99999904_m1) were used as endogenous controls
for gene expression (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The real-
time TagMan-PCR assays for each gene were performed with duplicates of
each sample in 96-well optical plates on an ABI Prism 7900 Sequence
Detection system (Applied Biosystems). The expression calculation and
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normalization with the housekeeping genes for relative quantification were
made using the qBase version 1.1 software (Center for Medical Genetics,
Ghent University Hospital, Belgium; http://medgen.ugent.be/gbase/).

Genotyping

H1/H2 tau haplotypes were defined by genotyping the previously described
polymorphism in exon 1 (Baker et al. 1999). The promoter polymorphism
rs242557 was genotyped amplifying a DNA fragment using the primers F-
GACACTAATAAGGGAAAATCTC and R-GACTGTGGAAGGCTCTGA
(53° C annealing), digesting the PCR product with the restriction endonu-
clease Apall (Rademakers et al. 2005). Acrylamide electrophoresis and
ethidium bromide staining detected the digested PCR fragments.

Statistical analysis

SPSS 12.0 software was used for the statistical analysis. We used ANCOVA
analysis to identify differences between the studied groups. Adjustments
were made for postmortem interval, gender and age at death.

Results

Demographical characteristics and post-mortem time of the
subjects are presented in Table 1. Five cases were classified
as tau-positive FTLD (3 PiD and 2 MST) and thirteen as
tau-negative FTLD (8 FTLD-U, 2 NIFID and 3 DLDH).
The 4R/3R tau mRNA ratio in the frontal cortex did
not present statistical differences among the tau-positive
FTLD, tau-negative FTLD and controls (ANCOVA, P =
0.295) (Fig. 1).

Table 1. Demographic, neuropathological, and genetic features of 23 patients and controls studied

Sample Gender Age at onset Age at death Pathological diagnosis Postmortem time Tau gene genotype 4R /3R ratio
1 M 52 68 PiD 6.5 HI1/H1 3.22
2 M 50 56 PiD 9.5 HI1/H1 1.87
3 M 67 74 PiD 7 HI1/H2 1.71
4 w 66 81 MST 4 HI1/H1 0.96
5 M 70 72 MST 7 HI1/H2 1.30
6 M 50 63 FTLD-U 9.5 HI/H1 1.18
7 M 67 73 FTLD-U 5 HI1/H1 0.77
8 M 67 68 FTLD-U 25 H2/H2 0.77
9 w 63 69 FTLD-U 55 HI1/H2 0.76

10 M 69 71 FTLD-U 7 HI/H1 0.96

11 w 55 70 FTLD-U 13 HI1/H2 1.00

12 W 63 69 FTLD-U 9.5 HI1/H1 1.98

13 w 73 71 FTLD-U 7.5 HI1/H1 1.87

14 M 38 43 DLDH 4 HI/H1 3.18

15 M 60 69 DLDH 11.5 HI1/H2 0.79

16 W 82 86 DLDH 20 HI1/H2 1.04

17 M 37 44 NIFID NA HI1/H2 0.93

18 w 68 75 NIFID 8.50 HI/H1 1.48

19 w NA 79 CONTROL 5 HI1/H1 1.27

20 W NA 78 CONTROL 1 HI1/H2 1.00

21 M NA 77 CONTROL 1 HI1/H1 1.41

22 M NA 71 CONTROL 3.5 HI/H1 1.40

23 w NA 92 CONTROL 3 HI1/H2 0.78

PiD Pick’s disease; MST multiple system tauopathy; FTLD-U FTLD with ubiquitin-only-immunoreactive neuronal inclusions; DLDH dementia lacking
distinctive histology; NIFID neuronal intermediate filaments inclusions disease.
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When we analyzed all samples together (FTLD and
healthy controls), we found a significant increase of 4R/
3R tau mRNA ratio in the H1/H1 genotype carriers com-
pared with the non-H1/H1 genotype carriers (ANCOVA,
P=0.04) (Fig. 1). The 4R/3R tau mRNA ratio was
not affected by the rs242557 promoter genotype state
(ANCOVA, P =0.6).

No differences were found in 4R or 3R absolute val-
ues between HI1/HI1 carriers and non-H1/H1 carriers
(ANCOVA, 4R; P=0.17, 3R; P=0.13), or when comparing
patients with different genotypes in the rs242557 promoter
polymorphism (ANCOVA, 4R; P=0.9, 3R; P=0.18).

Discussion

In recent years, different studies have reported the presence
of an increased 4R/3R tau mRNA ratio in affected brain
areas of some sporadic tauopathies (PSP and CBD) but not
in others (PiD). To our knowledge, there are few studies
focusing on the possible involvement of tau mRNA ex-
pression in FTLD in which tau mutations have been ex-
cluded (Connell et al. 2005). Our results do not support
the presence of differences in 4R/3R tau mRNA ratio in
brains from FTLD patients, and thus post-translational
events could be the main factors leading to tau isoform
deposition in some tauopathies, as suggested previously
(Connell et al. 2005).

The possible link between the alteration of tau splicing
and the tau risk haplotype in specific tauopathies (PSP and
CBD), is actually a main line of research (Takanashi et al.
2002; Caffrey et al. 2006; Myers et al. 2007). The patho-
genic mechanism by which the HI /H1 genotype causes an
increased risk for some tauopathies is unknown; however,
subtle changes in the regulation of tau expression or alter-
native splicing could be one of the underlying mechanisms.

degeneration

Recent reports suggest that the Hl and H2 haplotypes
modulate tau gene mRNA expression in control and path-
ological brains (Caffrey et al. 2006; Myers et al. 2007).
Therefore, we pooled expression data from all samples,
independently of their clinical diagnosis. Then, we found
a significant increase of 4R/3R tau mRNA ratio in the
group of samples carrying the H1 /H1 genotype when com-
pared to the other genotypes. In this sense, it has been
described that H1 chromosomes express a greater amount
of exon 4R tau mRNA than H2 chromosomes (Caffrey et al.
2006). However, the specific mechanism and functional
exact polymorphisms, that produce a splicing alteration
of the tau exon 10, in the context of the H1 haplotype,
remain to be determined. So, the H1/H1 genotype could
behave a risk factor for some tauopathies, through increas-
ing the 4R /3R tau mRNA ratio. In addition, the previously
described lack of correlation between the increased 4R /3R
tau mRNA ratio and tau pathology suggests that not only
alternative splicing of tau mRNA, but also other factors
such as post-transcriptional or translational modifica-
tions may play a role in the pathogenesis of tauopathies
(Takanashi et al. 2002).

In addition, the H1 haplotype can be divided into different
sub-haplotypes. One of them, the subhaplotype Hlc, which
is defined by the promoter polymorphism rs242557, is a
more specific risk factor for PSP (Pastor et al. 2004), and
it has been proposed to be involved in tau expression mod-
ulation (Rademakers et al. 2005). We have not been able to
detect any effect of this promoter polymorphism on the tau
expression levels. We do not discard that this polymor-
phism could have a modest but relevant effect in the
mRNA expression undetectable in our study because the
limited number of cases. Haplotypic variability could lead
to differences in tau expression in some populations, but in
others, the main effect would be an alteration of tau splic-



ing (Myers et al. 2007). Under this hypothesis, we postulate
that in our population the splicing mechanism would be the
predominant functional event related to tau haplotypes.

In conclusion, although our work involves a pathologically
heterogeneous group and a limited number of subjects, our
results do not support the presence of an alteration of tau
splicing in the frontal cortex of FTLD. The 4R/3R tau
mRNA ratio in the frontal cortex is increased in H1/HI
genotype carriers. Finally, differences in tissue samples could
result in variable ratios of neuronal sub-groups and glial cells
acting as possible confounding factors. Therefore, future
studies using single cell gene expression should be consider-
ate in order to determinate the possible involvement of an
increased 4R /3R tau mRNA ratio in tauopathies.
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Abstract

Objective: To correlate clinical diagnosis and genetic features with different pathological

substrates in patients with frontotemporal lobar degeneration (FTLD) and corticobasal

degeneration (CBD).

Methods: 32 cases with pathological proven FTLD or CBD were selected. Patients were classified
clinically as frontotemporal dementia (FTD), progressive nonfluent aphasia (PNFA), semantic
dementia (SD), CBD or FLTD with motor neuron disease (FLTD-MND). Coding exons 1 and 9-13 of
MAPT and exons 0-12 of PGRN gene were screened by direct sequencing. Regarding the
neuropathological findings, cases were classified as tau-positive, ubiquitin-positive tau-negative
(FTLD-U), neuronal intermediate filaments inclusions disease (NIFID), dementia lacking distinctive
histology (DLDH) or CBD.

Results: 17 patients were clinically diagnosed of FTD. Ten showed tau pathology, 3 FTLD-U, 1
NIFID and 3 DLDH. All patients clinically classified as FTLD-MND (6 patients) or SD (3 patients) were
FTLD-U. Tau-positive pathology was the substrate of the three patients with PNFA. All three patients
classified clinically as CBD presented neuropathologic features of CBD. The three individuals with
familial history of early onset FTD and tau- positive pathology carried the P301L mutation in MAPT
gene. One out 3 cases with FTLD-U and intranuclear inclusions carried a mutation in PGRN gene.
Conclusions: We found that pathology underlying sporadic FTD is heterogeneous and not
predictable. MAPT mutations and clinical diagnosis of PNFA and CBD were associated to tau-positive
pathology. The presence of signs of lower MND and SD correlated with FTLD-U. Genetic study of

MAPT is only recommended when familial history of early onset DFT is present.
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INTRODUCTION

Recent studies demostrate that frontotemporal lobar degeneration (FTLD) and corticobasal
degeneration (CBD) show clinical and pathological overlap suggesting that these two entities are
closely related. However, some clinical features and distinctive pathological lesions continue to
define each disease [16].

After the 1998 consensus criteria for FTLD diagnosis, three distinct clinical syndromes have
been defined: frontotemporal dementia (FTD), semantic dementia (SD) and progressive nonfluent
aphasia (PNFA) [22]. In 10% of the FTLD patients the cognitive and behavioural symptoms are
associated with motor neuron disease (MND). The core clinical features of CBD are progressive
asymmetric parkinsonism and apraxia. Other typical features of CBD include myoclonus, dystonia,
cortical sensory loss and alien limb phenomenon. However, recently, more attention has been
given to speech deficits and frontal symptoms as possible early clinical signs of CBD [9,14,18].

Although around 40% of patients with FTD have familial history of disease, only in some
cases it is possible to identify a causal mutation, usually in the gene of the microtubule associated
protein tau (MAPT) or in the recently described progranulin (PGRN) gene [2,7,26]. CBD is more
frequently a sporadic disease, although some familial cases with MAPT mutations present the CBD
phenotype [4].

The definitive FTLD and CBD diagnosis requires pathological examination. The
hallmark of FTLD is neuronal loss, gliosis and spongiosis of frontotemporal distribution.
However, a wide spectrum of subtypes have been described according to
immunohistochemical features, such as classic Pick Disease (PiD), FTLD with ubiquitin-
only-immunoreactive neuronal inclusions (FTLD-U), neuronal intermediate filament
inclusion disease (NIFID), multiple system tauopathy (MST) and dementia lacking
distinctive histology (DLDH) [13,25]. Pathologic defining findings of CBD are the presence
of cortical achromatic ballooned neurons, tau-positive glia, threads and astrocytic plaques.
Prediction of the biochemical abnormality in an early stage of the disease could be now
important in terms of diagnosis and prognosis, but will become more important when future

treatments will become available.
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In this study we reviewed consecutive cases with pathological proven FTLD and CBD, in an
attempt to correlate the clinical diagnosis and genetic features with different pathological

substrates.

PATIENTS AND METHODS
32 patients with pathological proven FTLD or CBD and sufficient medical information about
their disease were selected from the University of Barcelona-Hospital Clinic Barcelona Brain Bank.

The study was approved by the local Ethics Committee.

Clinical classification:

Two neurologists with expertise in neurodegenerative diseases (JLM, RSV), retrospectively
reviewed the medical records blinded to the pathological diagnosis. In each case, the presence of
behavioural changes, language disturbances (agrammatism, single word comprehension, apraxia
of speech, and fluency), other cortical features, signs of upper or lower motor neuron and
extrapyramidal features was assessed. We considered that the disease had an early onset if the
symptoms appear before 60 years of age. Positive familial history of disease was considered when
at least one first-degree relative presented a clinical picture suggestive of dementia. An autosomal
dominant pattern of inheritance was defined by the presence of at least three members with
dementia in two generations.

The patients were clinically classified in five subtypes: (1) FTD, when the main clinical
syndrome was characterised by personality and behavioural changes according to consensus
criteria [22], (2) PNFA, when the language disturbances were predominant and characterized by
difficulty in speech and language production, agrammatism and relatively preserved word
comprehension, (3) SD, when the main difficulties in language were characterized by fluent,
grammatically correct speech with loss of word and/or object meaning, and (4) CBD, when
asymmetric levodopa unresponsiveness extrapyramidal features associated with apraxia, cortical
sensory loss or alien limb phenomenon were present [18]. Finally, (5) the patients who presented
symptoms of dementia and signs of lower MND, such as muscle atrophy, prominent and diffuse
fasciculations, or electromyographic evidences of MND were classified as FTLD-MND. Those

patients with upper motor neuron pattern of weakness were not included in this group.
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Neuropathological study
Representative sections including neocortex; entorhinal cortex and hippocampus; caudate,

putamen and globus pallidus; medial and posterior thalamus; subthalamus; Meynert nucleus;
amygdala; midbrain, pons and medulla oblongata; cerebellar cortex and dentate nucleus; and
spinal cord were studied. The neuropathological examination was carried out on formalin-fixed
paraffin included tissue. De-waxed, 5 um thick, sections were stained with haematoxylin and eosin,
and with Kllver Barrera, or processed for immunohistochemistry following the streptavidin LSAB
method (Dako, Dakopats, Barcelona). After incubation with methanol and normal serum, the
sections were incubated with one of the primary antibodies at 4°C overnight. Antibodies to
phosphorylated neurofilaments of 170 kDa or 200 kDa (clones BF10 and RT97, Boehringer-
Mannheim, Barcelona), glial fibrillary acidic protein (GFAP) (Dako), B-amyloid (Boehringer,
Mannheim), ubiquitin (Dako), a-synuclein (Dako), anti-alpha-internexin (Zymed, San Francisco
CA), pan-tau (Sigma, Madrid,Spain), AT8 antibody (Pierce Biotechnology Inc; Rockford) and anti-
phospho-specific tau rabbit (Thr181, Ser199, Ser202, Ser214, Ser231, Ser262, Ser396 and
Ser422) (Calbiochem, Barcelona) were used. Following incubation with the primary antibody, the
sections were incubated with LSAB for 1 h at room temperature. The peroxidase reaction was
visualized with 0.05% diaminobenzidine and 0.01% hydrogen peroxide. Sections were

counterstained with haematoxylin.

Neuropathological classification:

Two neuropathologists with expertise in neurodegenerative diseases (MJR, IF) performed the
pathological examination. FTLD was defined by neuronal loss and gliosis in frontal and/or temporal
lobes and absence of other lesions that could explain the symptoms of the patient. Cases were
classified depending on the immunohistochemical features. Since there is not an agreement on the
neuropathological classification of FTLD, we have used here an instrumental classification mainly
based on Lowe and Rossor practical approach. [19]

Two broad categories were defined:
(1) Tau-positive cases: (a) PiD characterized by hyper-phosphorylated tau-positive inclusions

including Pick bodies in then hippocampus, granule cells of the dentate gyrus and isocortex [3]; (b)
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CBD characterized by cortical achromatic ballooned neurons, neuropil threads, neurons with
tangles and pre-tangles, astrocytic plaques and coiled bodies [8]; (c) MST when cases of FTLD with
deposition of tau protein in neurons, glia and neurites that do not meet criteria for any of the other
entities [11]. Cases classified as progressive supranuclear palsy (PSP), based on the regional
distribution of tau-immunorecative lesions together with the presence of tufted astrocytes, were
excluded from this study [12].
(2) Tau-negative cases: (a) FTLD-U when there were evidence of neuronal loss, gliosis, and
spongiosis predominantly in frontal and temporal cortices and ubiquitin-positive, tau- and alpha-
synuclein-negative inclusions in neurons of frontal or temporal cortex, and granule cell layer of the
dentate gyrus [19], (b) NIFID was diagnosed when intraneuronal inclusions were stained with anti-
neurofilament and anti-alpha-internexin antibodies, variably with ubiquitin, but were negative for tau
and alpha-synuclein [5]; and (c) cases lacking any of the above distinctive biochemical features with
neuronal loss, gliosis, and vacuolation in frontal and/or temporal cortices were called DLDH [19].
The final neuropatholgical diagnosis was determined at the time of writing this review.
Statistical assessment for mean age at onset, disease duration and age at death in the different
clinical and pathological subgroups was made using the SPSS 10.0 Statistical Package (SSPS Inc.
Chicago) and compared using Chi square analysis.
Genetics

Genomic DNA was isolated from frozen brain tissue using Dneasy tissue kit (Qiagen). Coding
exons 1 and 9-13 of MAPT gene and exons 0-12 of PGRN gene were screened by direct
sequencing as previously described [2,7,24]. MAPT genotyping was performed in patients and 83
healthy individuals as previously described using PCR amplification over the polymorphism in exon

1 of the MAPT gene included in the H1 haplotype [1].

RESULTS

Demographic features and clinical classification:

The demographic and clinical features of 32 studied patients are summarized in Table 1.
Twenty-one patients were men and 11 women. Mean age at onset was 61 + 10 years (range 37-82

years).
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Clinically, 17 patients (53%) were classified as FTD. FTLD-MND was the second most
frequent group, with six patients (19%). MND symptoms appeared before the onset of cognitive
impairment in two patients, simultaneously in another and after in the remaining three patients (after
1, 4 and 13 years, respectively). Three patients were classified as PNFA (9%), three as SD (9%)
and three as CBD (9%). Two patients (1 FTD and 1 CBD) had upper MND signs without evidence
of lower MND.

Patients with clinical diagnosis of FTD started symptoms at a younger age than patients with
other clinical diagnosis (p=0.007) (Table 2). Disease duration in FTD patients was not significantly
different from other clinical subgroups (Table 2), although patients with early language alterations
tend to have longer survival. When MND symptoms appeared the mean survival was reduced to 2
years. Mean age at death was 68 + 10 years (range 43-86 years).

Familial history of dementia was positive in 9 patients (28%). However, only 6 patients (19%)

had a familial history of dementia and autosomal dominant pattern of inheritance (Table 1).

Neuropathological classification

Sixteen cases (50%) disclosed tau-positive inclusions. This group included 3 PiD, 5 MST and
8 CBD. Only 2 of 8 CBD have exclusively CBD pathology. In the other CBD cases, typical CBD
features coexisted with typical neuropathological findings of other entities (PSP, synucleinopathy,
argyrophilic grain disease) (Table 1).

Sixteen cases (50%) did not show abnormal tau deposits. Twelve (75%) of the tau-negative
cases were classify as FTLD-U. Three cases with FTLD-U showed neuronal intranuclear inclusions
(NI).Three patients had DLDH, and only one patient had suffered from NIFID.

There were no differences in mean age of onset or disease duration between tau-positive and

tau-negative subgroups (Table 3).

Genetic features:

The study of MAPT gene was performed in 28 patients and disclosed the presence of the
P301L mutation in three individuals (11%). Clinically, all of them suffered from early onset familial

FTD and autosomal dominant pattern of inheritance. The study of PGRN gene was performed in

50



the 3 FTLD-U cases with NIl. One out of the three cases carried a mutation in the PGRN gene.
Clinically, the patient suffered from familial FTD (submitted elsewhere).

The distribution of the frequency of the H1/H1 genotype was similar in the different
neuropathological subgroups of FTLD and controls (Table 4). All the 7 cases studied with CBD

pathology and all the 3 P301L carriers presented the H1/H1 genotype (Table 4).

Clinicopathologic and genetic correlation:

Ten patients (59%) classified clinically as FTD disclosed tau pathology (4 MST, 3 PiD and 3
CBD) (Table 5). Seven FTD patients (41%) lacked deposits of protein tau in the pathological
examination (3 FTLD-U, 1 NIFID and 3 DLDH). Two of the FTD patients with FTLD-U showed NII.

The neuropathological examination in the three cases with MAPT mutations disclosed tau
deposition in neurons, astrocytes and oligodendrocytes. However, the most characteristic feature
was tau-positive immunoreactivity in the perinuclear region and small cytoplasmic aggregates
designed as small Pick-like bodies, mainly in the dentate gyrus [10]. Therefore, in this series the
prevalence of MAPT mutations in patients with early onset FTD, autosomal dominant familial
history of disease and tau-positive neuropathology was 100%.

The three patients classified clinically as CBD presented neuropathologic features of
CBD. One of them also presented signs of asymmetric upper MND, initially left hemiparesis
that progressed to tetraparesis. However, these three cases clinically classified as CBD
correspond only to 37,5% of cases presenting pathological features of CBD. Three patients

with pathological diagnosis of CBD presented clinically as FTD and two cases as PNFA.

Tau-positive pathology was the pathological substrate of the three cases with clinical
diagnosis of PNFA. Two of them met criteria for CBD and one for MST (Table 5) [9]. The 3 cases
classified as SD showed FTLD-U. One of them also showed NII.

Finally, all patients classified clinically as FTLD-MND presented FTLD-U pathology (Table 5).

Furthermore, skein-like ubiquitin inclusions were present in the anterior horn cells in all of them.

DISCUSSION

We performed a clinicopathological correlation and genetic analysis in 32 consecutive

patients with neuropathological diagnosis of FTLD or CBD. According to previous studies, we
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described a broad spectrum of clinical and pathological features in these patients. However, we
found certain degree of association of some clinical subtypes to specific pathological substrates.

The range of the age at onset (37-82 years) and disease duration (1-16) in our series was
wide. Similar to previous studies [13], we did not find differences in demographic features between
tau-positive pathology and tau-negative subgroups. However, when we compared different clinical
subgroups we observe that patients with FTD had younger age at onset than patients with other
clinical syndromes. On the other hand, FTLD-MND had a tendency to have shorter disease
duration, and especially bad prognosis when MND symptoms appear. In this sense, other studies
also found shorter disease duration in FTLD-MND [25].

The clinical diagnosis of FTD did not correlate with any specific pathological subtype. In the
present study, 59% of FTD patients presented tau-positive pathology, although this group was very
heterogeneous (PiD, CBD, MST). Although other studies indicate that FTLD-U is the most common
pathology, in these studies they also included as FTD some patients with associated MND [14,25].
Some authors had suggested that most cases of DLDH can now be reclassified with ubiquitin
immunohistochemistry as FTLD-U [14]. However in the present series, no ubiquitin intraneuronal
inclusions were seen in the DLDH cases even after re-staining the sections with new anti-ubiquitin
antibodies. Finally, few cases of NIFID have been previously reported associated with different
clinical features, although FTD and CBD were the most frequent presentations [6]. In our series,
only one patient, presenting with FTD, showed neuronal intermediate filament inclusions (NIFID).

All patients classified as FTLD-MND disclosed FTLD-U pathology. Therefore, in agreement
with previous studies [13] we found a strong association between clinical FLTD-MND and FTLD-U
neuropathology.

On the other hand, only two patients presented clinical signs of prominent upper MND. Both
of them presented tau-positive pathology, one of them was classified as CBD although also
presented pathological features of PSP and the other lacked specific tau-positive inclusions (MST).
We consider that these cases are probably very close to those cases recently published by
Josephs et al., which were classified as atypical forms of PSP pathology [15].

There are some recent studies that correlate PNFA with tau pathology, while others only
found tau pathology in a minor proportion of PNFA patients [13,14,17,25]. The discrepancies in the

clinical definition of PNFA could account for these differences. In our series, we found that tau-
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positive pathology was the neuropathological substrate in all the patients clinically classified as
PNFA. In addition, the majority of patients with SD in those studies were associated to tau-negative
pathology, similar to the few cases reported in our study.

All patients with clinical diagnosis of CBD met criteria for pathological diagnosis of CBD. On
the contrary, only 37.5% of the patients with pathological diagnosis of CBD presented clinically as
CBD. In our series, as well as in those series reported by Josephs, FTD and PNFA were frequent
presentations of CBD [14].

Until recently mutations in the MAPT gene have been considered the most frequent cause of
genetic FTLD. We identified the P301L mutation in three individuals, which represents a global
prevalence of 11% in our series. All of them had a positive autosomal dominant familial history of
early onset FTD and tau-positive neuropathology. These results confirm that the presence of tau
deposits in familial early onset FTD strongly predicts the presence of a MAPT mutation, whereas
other pathological diagnosis nearly excludes the implication of MAPT mutations as a cause of the
disease [21]. Furthermore, the absence of MAPT mutations in sporadic FTD, PNFA, SD or CBD in
our study, and the lower prevalence disclosed in other studies would not justify routine screening of
MAPT mutations in sporadic cases [26].

NIl have been previously reported in patients with familial FTLD linked to chromosome
17921 [20] that lacked MAPT mutations. Recently, mutations in the PGRN gene have been
found causative in these families [2,7]. In this study, ubiquitin-positive NIl were found in three
patients. Only in this case the genetic analysis revealed the presence of a PGRN mutation.
However, larger series are needed to assess the specificity of the NIl as marker of PGRN
mutations.

On the other hand, it has recently been suggested that the H1 haplotype could also be a risk
factor for FTLD, although more inconsistently than for PSP or CBD [23,27]. Our results showed that
there were no differences in the distribution of the H1/H1 genotype and H1 haplotype between
FTLD patients and controls (Table 4). These results suggest that H1 haplotype is not risk factor for
FTLD. On the contrary, and in concordance with previous studies, all patients studied with CBD
pathology presented the H1/H1 genotype, suggesting that the H1 haplotype is a risk factor for CBD

[23].
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In conclusion, we found that the pathology underlying sporadic FTD was heterogeneous and
not predictable. Clinical diagnosis of PNFA or CBD and the presence of prominent upper MND
were associated with tau-positive pathology. The presence of signs of lower MND and SD
correlated with FTLD-U pathology. In clinical practice, genetic study of MAPT is only recommended
when familial history of early onset disease is referred and mutations in this gene are associated
with tau-positive pathology. Future prospective studies will be necessary to confirm these results
and to identify other clinical and genetic features than could predict specific neuropathological

subtypes.
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Table 1. Demographic features, clinical diagnosis, genetics and pathological diagnosis of all studied patients.

Familial history of Genotype
Patient Gender Age at Onset Age at Death Clinical diagnosis Pathological diagnosis
dementia (MAPT mutation)
1 M 53 58 FTD Yes* H1/H1(P301L) MST
2 M 52 58 FTD Yes* H1/H1(P301L) MST
3 M 46 52 FTD Yes* H1/H1(P301L) MST
4 M 52 68 FTD No H1/H1 PiD
5 M 50 56 FTD No H1/H1 PiD
6 M 67 74 FTD No* H1/H2 PiD
7 M 70 72 FTD- upper MND Yes* H1/H2 MST-AGD
8 W 66 81 PNFA No H1/H1 MST
9 M 60 67 FTD No H1/H1 CBD- AGD
10 M 65 68 FTD No H1/H1 CBD+PSP
11 w 65 76 PNFA No H1/H1 CBD+synucleinopathy
12 W 69 78 PNFA No H1/H1 CBD-PSP-AGD-
synucleinopathy
13 W 67 74 CBD No H1/H1 CBD
14 M 69 83 CBD-upper MND No H1/H1 CBD+PSP
15 W 64 72 CBD No H1/H1 CBD +PSP+ AGD
16 M 55 57 FTD No No DNA CBD
17 W 69 74 FTD Yes * H1/H2 FTLD-U-NII
18 M 50 63 FTD No H1/H1 FTLD-U
19 M 67 73 SD Yes H1/H1 FTLD-U
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20 M 56 65 FTD No* No DNA FTLD-U-NII
21 M 67 68 FTLD-MND No H2/H2 FTLD-U

22 w 63 69 FTLD-MND No H1/H2 FTLD-U

23 M 69 71 FTLD-MND Yes H1/H1 FTLD-U

24 w 55 70 FTLD-MND Yes * H1/H2 FTLD-U

25 w 63 69 FTLD-MND No H1/H1 FTLD-U

26 M 59 61 FTLD-MND No No DNA FTLD-U

27 w 72 77 SD No * H1/H1 FTLD-U-NII
28 M 63 78 SD No No DNA FTLD-U

29 M 38 43 FTD No” H1/H2 DLDH

30 M 60 69 FTD Yes H1/H2 DLDH

31 w 82 86 FTD No H1/H2 DLDH

32 M 37 44 FTD No H1/H2 NIFID

*Patients with autosomal dominant pattern of inheritance; # Father died at a young age; + Unknown father

FTD: frontotemporal dementia; MND: motor neuron disease; PNFA: progressive no fluent aphasia; CBD: corticobasal degeneration; FTLD-MND:
frontotemporal lobar degeneration with motor neuron disease; SD: semantic dementia; MST: multiple system tauopathy; PiD: Pick’s disease; AGD:
argyrophilic grain disease; PSP: progressive supranuclear palsy; FTLD-U: FTLD with ubiquitin-only-immunoreactive neuronal inclusions; NlI: neuronal

intranuclear inclusions; DLDH: dementia lacking distinctive histology; NIFID: neuronal intermediate filaments inclusions disease




Table 2. Demographic features in different clinical subtypes.

FTD FTLD-MND PNFA SD CBD
Number 17 6 3 3 3
M/F 15/2 3/3 0/3 2/1 1/2
Age at onset £SD, years 56 £ 12* 6315 67 £2 68+5 67+3
Age at death £SD, years 63 + 11 6814 78+3 76+3 766
Disease duration +SD, years 614 515 12+3 816 10+4
*p=0.007; FTD: frontotemporal dementia; FTLD-MND: frontotemporal lobar degeneration
with motor neuron disease; PNFA: progressive no fluent aphasia; SD: semantic dementia;
CBD: corticobasal degeneration.
Table 3. Demographic features in tau-positive and tau-negative cases.
Tau-positive Tau-negative
Number 16 16
M/F 11/5 10/6
Age at onset + SD, years 61+8 61 +£12
Age at death £ SD, years 68 £ 10 67 £ 11
Disease duration + SD, years 7+5 714
Table 4. Frequency of H1/H1 genotype and H1 haplotype in patients with frontotemporal lobar
degeneration and corticobasal degeneration.
Genotypes Alleles
H1/H1 (%) H1/H2 (%) H2/H2 (%) H1(%) H2(%)
Global (n=28) 18 (64) 9 (32) 1(4) 45(80) 11 (20)
FTLD excluding cases with 8 (44) 9 (50) 1(6) 25 (69) 11(31)
MAPT mutations (n=18)
FTLD tau-positive excluding 3 (60) 2 (40) 0 8 (80) 2 (20)
cases with MAPT mutations
(n=5)
FTLD tau-negative (n=13) 5(38) 7 (54) 1(8) 17 (65) 9 (35)
CBD (n=7) 7 (100) 0 0 14 (100) 0
CONTROLS (n=83) 39 (47) 40 (48) 4 (5) 118 (71) 48 (29)

FTLD = frontotemporal lobar degeneration; CBD = corticobasal degeneration
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Table 5. Clinical correlation to pathological classification.

FTD PNFA SD FTLD-MND CBD
PiD 3
MST 4 1
CBD 3 2 3
FTLD-U 3 3 6
NIFID 1
DLDH 3
Total 17 3 3 6 3

FTD: frontotemporal dementia; PNFA: progressive no fluent aphasia; SD: semantic dementia;

FTLD-MND: frontotemporal lobar degeneration with motor neuron disease; CBD: corticobasal

degeneration; PiD: Pick’s disease; MST: multiple system tauopathy; FTLD-U: FTLD with

ubiquitin-only-immunoreactive neuronal inclusions; NIFID: neuronal intermediate filaments

inclusions disease DLDH: dementia lacking distinctive histology.
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ABSTRACT

Objective: To report two new cases of neuronal intermediate filament inclusion disease (NIFID), which extend

the clinical and pathological phenotype of this disorder.
Design: Pathology proven case reports.

Patients: Two patients with pathologically proven NIFID were selected from the Universitat de Barcelona-
Hospital Clinic Brain Bank. Neuropathological exam in both patients revealed intracellular inclusions that were
stained with anti-neurofilament and alpha-internexin antibodies, variably with ubiquitin, but were negative for
tau, alpha-synuclein and TDP-43. One patient presented frontotemporal atrophy whereas parietal atrophy was

more remarkable in the other one.

Interventions Medical records were retrospectively reviewed.

Results: The first patient developed progressive behavioral changes characterized by apathy and indifference
at 37 years, which lead to the clinical diagnosis of frontotemporal dementia (FTD). The second patient
developed progressive tremor and mild speech disturbances at 70 years. Her neurological examination
showed mild dysarthria, hypomimia, a mild rigid-akinetic left-predominant parkinsonism and bilateral rest and
postural tremor. The clinical impression was atypical parkinsonism. No response was obtained with levodopa,

and the disease progressed rapidly with falls and frontal-subcortical cognitive impairment

Conclusion: Late onset presentation may be the clinical debut of NIFID. These two cases confirm the clinical
and pathological heterogeneity of NIFID, and suggest its inclusion in the differential diagnosis of several
neurodegenerative disorders including FTD and atypical parkinsonism.
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INTRODUCTION

Neuronal intermediate filament inclusion disease (NIFID) is a distinct neurological disease
pathologically characterized by gliosis and neuronal loss, as well as deposition of intermediate
neurofilaments containing a-internexin’. Frontotemporal dementia (FTD) is the most frequent
clinical presentation, and may also include pyramidal and extrapyramidals signsz's. We report two
new cases, which confirm the considerable heterogeneity of the clinical and pathological

phenotypes of this disease.
METHODS AND PATIENTS

Patients with pathologically proven NIFID were selected from the Universitat de Barcelona-
Hospital Clinic Barcelona Brain Bank. NIFID was diagnosed when clear intraneuronal cytoplasmic
inclusions, as seen with haematoxylin and eosin stain, were stained with anti-neurofilament and
alpha-internexin antibodies, variably with ubiquitin, but were negative for tau, alpha-synuclein and

TDP-43. The medical records of both identified cases were retrospectively reviewed.

Case report 1
A right-handed 37 year-old man developed progressive behavioral changes characterized by

apathy and indifference. Three years later, his family noticed language and memory disturbances.
He also presented inappropriate laughing and presented frequent falls. On admission, four years
after disease onset, the neurological examination disclosed generalized hyperreflexia, hypertonia
in the right upper limb and elicitation of primitive reflexes. Neuropsychological examination
displayed lack of insight, disorientation, severe attentional deficits, altered verbal retention,
executive dysfunction, non-fluent aphasia, and visuospatial and dressing apraxia. Past medical
and family histories were non-significant. Cerebral perfusion SPECT revealed left frontotemporal
hypoperfusion, while cranial CT revealed frontotemporal atrophy. The clinical diagnosis was
FTD. During the follow-up, he continued to decline and fell into a state of akinetic mutism. He
died at age 44 from aspiration pneumonia and a neuropathological exam was performed.

Neuropathological exam: The brain weighed 1200g, and macroscopically showed severe bilateral
frontal and temporal atrophy. The microscopic exam revealed severe neuronal loss with gliosis
and spongiosis in superficial layers of frontal, temporal and anterior parietal cortices. There was
also significant gliosis and moderate neuronal loss in the caudate and putamen. Less severe
changes were present in the hippocampus with severe neuronal loss in CA1. Pale, round or
ovoid, intracytoplasmic inclusions were observed in the neocortex in sections stained with
haematoxylin and eosin (Fig. 1 A). In addition to the frontal, temporal and cingular cortex, similar
neuronal cytoplasmic inclusions were seen in the hippocampus, amygdala, striatal nuclei, thalami
and brainstem. These inclusions were strongly immunoreactive with best seen with antibodies to
a-internexin (Fig. 1 B) and phosphorylated neurofilament epitopes, and moderately

immunoreactive to ubiquitin. Inclusions were not stained with antibodies to tau, a-synuclein and

66



TDP-43. B-amyloid immunostaning was negative. Some torpedoes in Purkinje cells were also

found.
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Figure 1. Case 1: Pyramidal neurons of the frontal cortex show barely defined inclusions
in haematoxylin and eosin-stained sections (A). These inclusions are strongly
immunoreactive to a-internexin (B). Case 2: Intracytoplasmic neuronal inclusions are
stained with antibodies to phosphorylated neurofilaments epitopes (clone RT97) (C and D),
and to a-internexin (E and F). C: frontal cortex, D: thalamus, E: cingular cortex, F: pons.

Bar = 25 microns.

Case report 2
A 70-year-old woman with diabetes and hypertension developed progressive tremor, mild speech

disturbances and multiple falls. Initial neurological examination showed mild dysarthria,
hypomimia, a mild rigid-akinetic left-predominant parkinsonism and bilateral rest and postural
tremor. Oculomotor testing was normal. No dysautonomia was present. Her grandmother
reportedly suffered similar symptoms but medical records were not available. Cranial CT
disclosed mild cortical-subcortical atrophy. The clinical impression was atypical parkinsonism.
Levodopa was started but no response was obtained with 450 mg/day. The disease progressed
rapidly and the patient developed significant gait disturbances, falls and frontal-subcortical
cognitive impairment. She was institutionalized 2 years after disease onset. She died at age 75
and a neuropathological study was performed.

Neuropathological study: The brain weight was 1040g with global, moderate atrophy
predominantly in the parietal lobes. Substantia nigra was mildly pale. The microscopic study
revealed pale neuronal intracytoplasmic inclusions, as revealed with haematoxylin and eosin
staining (Fig. 1 C), in the neocortex, striatal nuclei, thalami and several nuclei of the brainstem,

including the pons. These inclusions were identical to those observed in the first case. They were
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also inmunoreactive to a-internexin and variably to phosphorylated neurofilament epitopes and
ubiquitin (Fig. 1 D-F). Immunostaining to tau, a-synuclein and TDP-43 were negative. Axonal
degeneration was detected in the cerebellar cortex. Substantia nigra exhibited a selective loss of
pigmented cells. There were moderate senile plaques in the frontal and cingular cortex and striate

nuclei, and sparse plagues in the remaining neocortical areas.

DISCUSSION

We report two news cases of NIFID with different clinical presentations: FTD and atypical
parkinsonism.

To our knowledge there are only 16 clinically-described cases of NIFID in the literature>. All of
them have an early age at onset (mean age of 38 years and range 25 to 56 years) but our second
case expands the range of age at onset to 70 years. Clinically, frontal cognitive impairment, as in
case 1, is present in the majority of previously reported patients with NIFID, and leads to FTD
diagnosis (table 1). Movement disorders are also frequent, but rarely appear as the first or
predominant manifestation of the disease, as we described in case 2. Parkinsonian symptoms in
this patient failed to respond to levodopa, as has also been reported in other NIFID patients with
parkinsonism3’5, although the levodopa dosis administered to our patient was relatively low. Both
patients described here suffered falls at an early stage of the disease, and pyramidal signs and
akinetic mutism in the advanced stage. These clinical features are also present in the majority of
previously described cases (table 1).

A family history of NIFID is not common in these patients, suggesting that it typically a sporadic
disease. Furthermore, no mutations or duplications in a-internexin gene were found in four
sporadic NIFID patients studied®, although an animal model resembling NIFID has been
developed through genetic duplication and ftriplication of the a-internexin gene7. Case 2 had a
grandmother with similar symptoms, although limited clinical information on this case does not
allow us to make any definitive statement on the familial distribution of the disease.

As in most cases of NIFID, structural neuroimaging in case 1 demonstrated frontal and temporal
lobe atrophy. In other cases, atrophy of the caudate nucleus is also described. On the other hand,
generalized brain atrophy, as in case 2, is infrequently described in NIFID?. In 5 of 7 NIFID
patients, functional neuroimaging disclosed frontotemporal and basal ganglia hypoperfusion, as

was also observed in case 1.

Table 1.Clinical features of 2 presented cases and 17 previously described patients with NIFID.

Patient 1 Patient 2 n=17*

Gender Male Female 9:8 (M:F)
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Age at onset (years) 37 70 39 (25-56)**
Disease duration 7 5 4.78 (2.5-13)
Family history N Y e 117
Language deficit (mutism) Y Y 16/17
Memory loss Y Y 14/16
Executive dysfunction Y Y 13/14
Behavioural changes Y Y 11/17
Frontal lobe signs Y Y 16/17
Extrapyramidal signs Y Y 15/17
Pyramidal signs Y Y 13/15
Oculomotor abnormality N Y 9/15
Early falls Y Y 6/7
Clinical diagnosis FTD Atypical parkinsonism 7 FTD, 2 FTD+ MND,
1FTD+parkinsonismo,2
CBD, 1 CBD + PLS, 1
PLS, 1 MSA, 1
atypical dementia, 1
atypical MND

*Data from published data *°

**A patient started at age 3 with dysarthria, but at age 26 she suffered a sudden decline of motor
and cognitive functions

***This patient had a grandmother with a similar disease, although limited clinical information on
this case does not allow us to make an accurate diagnosis.

Y: yes, N: no, FTD: frontotemporal dementia, MND: motor neuron disease, CBD: corticobasal

degeneration, PLS: primary lateral sclerosis, MSA: multiple system atrophy.

From a pathological standpoint, the most common pattern of cerebral atrophy in patients with
NIFID is frontotemporal and caudate atrophy, and to a lesser extent atrophy of the parietal lobes.
The commonly described pattern is similar to that of case 1. In contrast, parietal atrophy was
more remarkable in case 2. The neuropathological hallmark of NIFID is intracellular inclusions
that stain with anti-neurofilament and anti-a-internexin antibodies, variably with ubiquitin, but not
with tau or alpha-synuclein antibodies. We found these inclusions located in the neocortex,
hippocampus (only in case 1), subcortical nuclei and brainstem. The cerebellum was also
affected in both cases, with Purkinje cell loss and frequent torpedoes in case 1. Intranuclear
inclusions have been described in NIFID, but we did not find any in these two patients. Previous
reports conclude that neuronal intermediate filament inclusions are most abundant in youngest
cases®. However, we found more inclusions in the older patient, suggesting that the pathology of

the disease may be more heterogeneous than previously described.
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In conclusion, the two cases described herein, expand the clinical and pathological spectrum of
NIFID, emphasizing that a late onset presentation may be the clinical debut of NIFID. NIFID
should be included in the differential diagnosis of several neurodegenerative disorders including

FTD and atypical parkinsonism, although neuropathological study is essential for its diagnosis.
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7. RESULTADOS NO PUBLICADOS

El estudio de los genes MAPT y PGRN se realiz6 en 18 pacientes con diagnéstico clinico de
DLFT (14 DLFT-vf, 3 DS, 1 APNF), de los cuales 12 presentaban una historia familiar de la
enfermedad, definida como al menos 1 familiar de primer grado afecto de DLFT. La edad media de
inicio fue 57 + 7 afos (rango 47-76 afos). Entre ellos se detectaron dos pacientes con mutaciones
en MAPT, uno con la mutacié P301T (articulo 1) y otro con la mutacién P301L. Este ultimo era un
paciente con el diagnéstico de DLFT-vf, con edad de inicio a los 50 afios, presentando un patrén de
herencia autosémico dominante de DLFT-vf de inicio precoz. No encontramos ninguna mutacion
en el gen PGRN en el resto de pacientes con diagnoéstico clinico de DLFT. Estos hallazgos
conducen a una frecuencia global de DLFT determinada genéticamente (MAPT y PGRN) en
nuestra serie, incluyendo los pacientes con diagnostico clinico (18 pacientes) y patolégico (32
pacientes), del 12% (6/50: 4 mutaciones P301L y 1 P301T en MAPT vy la mutacion A303AfsX57 en
PGRN). La prevalencia de mutaciones en MAPT en los casos con diagnéstico clinico de DLFT es

del 12% (2/18), mientras que este porcentaje se eleva al 17% (2/12) en casos familiares.
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DISCUSION
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La DLFT es un término que engloba 3 sindromes clinicos diferentes (DLFT-vf, APNF y DS) con
sustratos neuropatologicos diversos (Neary et al., 1998; Cairns et al., 2007). El elevado numero de
pacientes con DLFT y antecedentes familiares (20-40%) sugiere que la DLFT presenta un componente
genético importante (Poorkaj et al., 2001; Snowden et al., 2002; Rosso et al., 2003). Este hecho se ha
confirmado en la ultima década, al identificarse 4 genes causantes de DLFT (MAPT, PGRN, CHMP2B
y VCP), ademas de otros loci cromosomicos relacionados (Hutton et al., 1998; Watts et al., 2004;
Skibinski et al., 2005; Baker et al., 2006; Cruts et al., 2006; Pickering-Brown et al., 2007). Estos
hallazgos son de utilidad en el diagnéstico y consejo genético de la DLFT, y a la vez evidencian que el
sustrato genético de esta entidad es muy complejo. Sin embargo, son las mutaciones en los genes
MAPT y PGRN las mas prevalentes y sus descripciones ayudan a una mejor comprension de los
mecanismos que conducen a la neurodegeneracién y abren la posibilidad de nuevas estrategias

terapéuticas.

1. MUTACIONES HALLADAS Y EPIDEMIOLOGIA

En este estudio hemos detectado 2 mutaciones en el gen MAPT (P301L y P301T) y una en el
gen PGRN (A303AfsX57). De ellas las mutaciones P301T y A303AfsX57 han sido descritas por
primera vez. La mutacion P301T consiste en un cambio de nucleétido que condiciona un cambio de
aminoacido de prolina (CCG) a treonina (ACG) en el codon 301 del gen MAPT. La otra mutacién
encontrada en MAPT, y presente en 4 pacientes de nuestra serie, es la P301L, mutaciéon previamente
descrita y considerada la mutacion mas prevalente en este gen (Hutton et al., 1998; Rizzu et al., 1999;
Poorkaj et al., 2001). Por otro lado, la mutacion A303AfsX57 produce una delecién de un nucleétido en
el exén 8 de PGRN (¢c908delC) provocando un cambio de pauta de lectura a partir del codén 303 y la
introduccién de un codén stop en el aminoacido 360.

La frecuencia de mutaciones en el gen MAPT en nuestra serie es superior a la observada en
mutaciones en el gen PGRN, hallazgo en contraposicion a series previas que describen las mutaciones
en PGRN como la causa genética mas frecuente de dicha entidad (Cruts et al., 2006; Gass et al.,
2006; Le Ber et al., 2007). Estas diferencias pueden ser resultado de un posible sesgo de seleccion
derivado de la probable mayor participacibn en programas de donacién de cerebros por parte de
familiares de pacientes afectos de una enfermedad degenerativa de inicio precoz y patréon autosémico
dominante (patrén asociado mas frecuentemente a mutaciones en MAPT). Otra posibilidad que podria
explicar el elevado porcentaje de mutaciones en MAPT seria un efecto fundador en todas o algunas de
las mutaciones P301L. Sin embargo, no se puede descartar que en nuestra poblacién la incidencia de
mutaciones en MAPT sea realmente mas elevada que las mutaciones en PGRN. El estudio genético

de mas pacientes con DLFT permitira confirmar esta posibilidad.
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2. MECANISMOS PATOGENICOS Y FACTORES DE SUSCEPTIBILIDAD

2.1 Mecanismos patogénicos de las nuevas mutaciones determinantes

2.1.1 Mutacion P301T de MAPT

La mutacion P301T de MAPT se sitta en un coddon de vital importancia para el correcto
funcionamiento de tau, donde ya se han descrito otras mutaciones patogénicas (P301L y P301S),
afectando a una regidén codificante de una de las repeticiones C—terminal implicadas en la unién a
microtubulos (Figura 5). El hecho de que esta mutacion se sitle en una region critica para el
funcionamiento de la proteina tau y su ausencia en controles sanos apoyan su papel patogénico. A ello
se une la presentacion familiar de la enfermedad, por lo que aun y a pesar de que no hemos podido
realizar estudios de cosegragaciéon, hacen improbable que este cambio de base sea un polimorfismo
no patégenico infrecuente. El mecanismo patogénico que proponemos es similar al descrito en otras
mutaciones localizadas en el codon 301, y se caracterizaria por una reduccion de la capacidad de
promover el ensamblaje entre tau y los microtubulos, y adicionalmente por la estimulacién del
ensamblaje anémalo de filamentos de tau (Hasegawa et al., 1998; Goedert et al., 1999; Rizzini et al.,
2000). Ademas es posible que esta mutacion cree un nuevo sitio de fosforilacién, como se ha sugerido
también en la mutacion P301S (Bugiani et al., 1999). Esto es debido a que la treonina, igual que la
serina, son dos aminoacidos facilmente fosforilables, por lo que la sustitucién de la prolina por uno de
ellos aumenta la posibilidad de fosforilacion de tau. La fosforilacion de esta proteina dificultaria su
funciéon normal contribuyendo a la neurodegeneracién (Bramblett et al., 1993; Goedert et al., 1999).
Estas hipotesis, si bien confirmadas en las otras mutaciones del codén 301, precisaran de estudios
funcionales futuros con la mutacion P301T para ser confirmadas.
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Figura 5. Localizacién de las mutaciones en el gen MAPT descritas hasta la actualidad. En rojo se representa la
mutacion descrita por primera vez en este trabajo. Las mutaciones exoénicas se han nombrado en funcién del
codon donde se localizan y la primera letra del cédigo de aminoacidos. Las mutaciones intrénicas se han
denominado en funcion del nimero de nucleétido, otorgando al primer nucleétido del intron el nimero 1. Adaptada
de van Swieten and Spillantini, 2007.
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2.1.2 Mutaciones A303AfsX57 de PGRN

Todas las mutaciones descritas en el gen PGRN producen la formacion de alelos nulos, siendo
la degradacién del RNA mutado por nonsense-mediated RNAm decay (NMD) el principal mecanismo
subyacente (Baker et al., 2006; Cruts et al., 2006; Gass et al., 2006). EIl NMD es un mecanismo de
supervivencia que protege al organismo del efecto deletéreo que podrian producir las proteinas
truncadas. Los requisitos generales por la induccion del NMD son la presencia de un intrén antes al
codon stop prematuro vy la localizacién de dicho coddn a mas de 50-55 nucle6tidos después de la union
3’ exdn-exén (Gass et al., 2006). La mutacion detectada en nuestro estudio (A303AfsX57) consiste,
como hemos comentado anteriormente, en la delecidon de un nucleétido en el exdn 8 (c908delC) con
un cambio de pauta de lectura a partir del codén 303 y la introduccién de un codén stop prematuro en
el aminoacido 360, cumpliendo por lo tanto los requisitos de la degradacion por NMD. Ello nos lleva a
hipotetizar que el transcrito procedente del alelo mutado sufriria una degradacién a través de este
mecanismo. Con el objetivo de confirmar esta hipétesis realizamos la comparacion entre el DNA de
PGRN genoémico y las secuencias de cDNA obtenido del cerebro del paciente, confirmando la ausencia
de RNAm mutado en el cerebro. Asi, concluimos que el mecanismo patogénico por el cual la mutacion
A303AfsX57 conduce a la neurodegeneracion es la pérdida de funcion de progranulina, es decir, la
haploinsuficiencia. La disminucion de la expresion de PGRN en aproximadamente el 50% se ha
demostrado en linfocitos de pacientes portadores de una mutacién en este gen (Baker et al, 2006;
Cruts et al., 2006). Sin embargo, la reduccién de expresion de PGRN a nivel cerebral no se ha podido
establecer, ya que se conoce que las lesiones cerebrales provocan un incremento de la expresion de
PGRN a nivel de la microglia, de forma que en fases avanzadas de la enfermedad existen niveles
normales o incluso incrementados de PGRN (Baker et al, 2006; Cruts et al., 2006; Ahmed et al., 2007).

Se desconoce el mecanismo patogénico por el cual la haploinsuficiencia de PGRN lleva a la
neurodegeneracion, pero una posibilidad seria que la pérdida de PGRN altere el procesado normal de
la proteina TDP-43, produciendo una ubiquitinacién y acumulacién de esta proteina (Pickering-Brown,
2007). La TDP-43 tiene diversas funciones incluyendo la regulacién del procesamiento alternativo de
varios genes (Mercado et al.,, 2005). Asi, es posible que el procesado anormal de TDP-43 tenga
efectos sobre genes especificamente expresados en las regiones afectas por la DLFT.
Alternativamente, la neurodegeneracion podria ser secundaria al acimulo de TDP-43, de forma similar

a lo que pasaria con la proteina tau (Pickering-Brown, 2007).

2.2 Alteracion de la dosis génica de MAPT.

A diferencia de las mutaciones puntuales en el gen MAPT, no hemos encontrado que la alteracion
de la dosis génica (duplicaciones o triplicaciones) sea una causa de DLFT. Existen pocos estudios
previos que analicen si la alteracién de la dosis génica de MAPT puede ser una causa de DLFT, y la
mayoria de ellos lo hacen en pacientes con DLFT-U ligada al cromosoma 17 (Johnson et al., 2004). En
ellos, tampoco se encuentra que la alteracién en la dosis génica de MAPT sea responsable del

proceso neurodegenerativo, resultado esperable al conocer actualmente que la mayoria de los casos
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estudiados presentan mutaciones en el gen PGRN como causa de la DLFT (Baker et al, 2006; Cruts et
al., 2006; Gass et al, 2006).

Sin emabrgo, la ausencia de reordenamientos en los controles sanos evaluados indica que el gen
MAPT no forma parte de la CNV comun descrita previamente en esta region, y por lo tanto, si en
futuros estudios se identificara la duplicacién o triplicacién de MAPT, esta podria ser patogénica o
predisponer a la neurodegeneracion.

Nuestros resultados, si bien limitados por una muestra relativamente reducida, sugieren que los
reordenamientos gendmicos en esta region y la consiguiente alteracién de la dosis génica no son una
causa de DLFT. Sin embargo dada la inestabilidad de la regién de MAPT vy la importancia de la
proteina tau en la neurodegeneracion, futuros estudios con un mayor numero de pacientes con
confirmacién patologica de DLFT tau-positiva seran necesarios para descartar la alteracion de dosis
génica como causa o factor de susceptibilidad a padecer DLFT.

2.3 Factor de susceptibilidad: Haplotipo H1 de MAPT

2.3.1 Haplotipo H1 y DLFT.

En este estudio no hemos encontrado una relacién entre el genotipo H1/H1 de MAPT vy la DLFT.
Sin embargo el 100% en los casos con diagnostico patolégico de DCB estudiados presentan el
genotipo H1/H1. Estos resultados estan en concordancia con estudios previos en los que la asociacion
del genotipo H1/H1 con DCB y PSP es clara, mientras su asociacién con la DLFT es mas inconsistente
(Verpillat et al., 2002; Sobrido et al 2003). Una posible explicacién de esta inconsistencia, podria ser
que la DLFT engloba a diferentes entidades, cada una de las cuales podria tener un contexto genético
diferente. Esta hipotesis no es confirmada por los resultados de nuestro estudio, los cuales muestran
unas frecuencias del genotipo H1/H1 similares entre los diferentes subgrupos neuropatolégicos. En
conjunto estos resultados sugieren que el haplotipo de MAPT no seria un factor de susceptibilidad para
padecer DLFT. Sin embargo, seran necesarios estudios con series mas extensas y grupos
homogéneos de pacientes para determinar la influencia real de este haplotipo en algunos subtipos de
DLFT, especialmente aquellos caracterizados por depésitos de proteina tau.

2.3.2 Haplotipo H1 y expresion génica de MAPT a nivel cerebral.

El mecanismo patogénico por el cual el haplotipo H1 predispone a algunas taupatias (PSP y DCB)
es desconocido, si bien se ha sugerido que podria actuar modulando el procesamiento del exén 10 de
MAPT (Chambers et al., 1999; Pittman et al., 2005; Myers et al., 2006). Esta hip6tesis ha suscitado que
el estudio de la relacién entre genotipo H1/H1 y la alteracién del procesamiento del RNAm de MAPT se
haya convertido en una importante linea de investigacion en taupatias (Takanashi et al., 2002; Caffrey
et al., 2006; Myers et al., 2007).

Los resultados de nuestro estudio no muestran diferencias en la ratio cerebral 4R/3R de RNAm de

MAPT en pacientes con DLFT. Estos hallazgos similares a los pocos casos en los cuales se analiza la
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expresion génica de MAPT en pacientes con DLFT, sugieren que los eventos post-traduccionales
podrian ser el principal factor que causa el depésito de isoformas especificas de tau en algunas
taupatias, como algunos subtipos de la DLFT (Connell et al., 2005). Esto diferiria de otras taupatias
esporadicas como la PSP y la DCB, en las que se ha descrito un incremento de la ratio 4R/3R de
RNAmM de MAPT en areas cerebrales afectas de pacientes con estas entidades (Chambers et al., 1999;
Takanashi et al., 2002).

Por otro lado, muy recientemente se ha sugerido que el haplotipo H1, no solo modularia la
expresion de RNAm de MAPT en pacientes con algunas enfermedades neurodegenerativas, sino
también en controles sanos (Caffrey et al., 2006; Myers et al., 2007). Tras estos hallazgos, analizamos
conjuntamente los resultados de expresion génica de MAPT cerebral, independientemente del
diagnoéstico clinico o de la ausencia de enfermedad. Este analisis mostré un incremento significativo de
la ratio 4R/3R de RNAmM de MAPT en los portadores del genotipo H1/H1 en comparacién con los otros
grupos. Ello sugiere que el genotipo H1/H1, al incrementar la ratio 4R/3R de RNAm de MAPT, podria
ser un factor de riesgo para algunas taupatias.

El haplotipo H1 puede ser dividido en varios subhaplotipos, siendo el subhaplotipo H1c el mas
especifico para PSP (Pastor et al., 2004). Con el objetivo de estudiar si este subhaplotipo podria ser
uno de los mas implicados en la modulacién de la expresion cerebral de MAPT, como se ha sugerido
recientemente (Rademakers et al., 2005), analizamos la expresion de MAPT cerebral en funcion de
dicho subhaplotipo. Los resultados de este analisis no detectan ningun efecto de este polimorfismo
sobre los niveles de expresién de MAPT. A pesar de estos resultados, no se puede descartar que este
polimorfismo tenga un modesto pero relevante efecto en la expresibn de RNAm no detectable en
nuestro estudio por el niumero limitado de pacientes.

En resumen, a pesar del numero limitado de pacientes y la heterogeneidad de la muestra, nuestros
resultados no apoyan la presencia de una alteracién del procesamiento de RNAm de MAPT cerebral
en el cortex frontal de pacientes con DLFT. Sin embargo el incremento de la ratio 4R/3R de RNAm de
MAPT en portadores del genotipo H1/H1, sugiere que este haplotipo podria predisponer a algunas
taupatias. Futuros estudios seran necesarios para elucidar los mecanismos moleculares precisos por

los cuales este haplotipo incrementa la ratio 4R/3R de RNAm de MAPT.

3. FENOTIPO CLIiNICO DE LAS MUTACIONES DETERMINANTES EN LOS GENES
MAPT Y PGRN

3.1 Fenotipo clinico de las mutaciones determinantes en el gen MAPT

Los 5 pacientes con mutaciones en el gen MAPT presentaron un sindrome clinico de DLFT-vf e
historia familiar con patrén autosémico dominante de inicio precoz. La edad media de inicio de la
clinica en los 4 portadores de la mutacién P301L fue de 50 afios (rango 46-53 afios). El unico paciente
con la nueva mutacion P301T inici6 la enfermedad a los 55 afios, edad de inicio similar al resto de
miembros afectos de su familia, a excepcion de un tio paterno que inicio la enfermedad a los 33 afnos.

La escasa informacion clinica sobre su tio y la imposibilidad de realizar el estudio genético no permitio
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comprobar la cosegregacion de la enfermedad con la mutacion. Las 2 mutaciones descritas
previamente en el coddon 301 (P301L y P301S), y probablemente también la P301T, producen una
fuerte inhibicién en el ensamblaje de microtibulos ademas de un efecto estimulador en la formacién de
filamentos de tau. Estos hallazgos sugeririan que estas mutaciones causaran una enfermedad en
edades muy precoces con abundantes depdsito de tau en los estudios neuropatolégicos (Hasegawa et
al., 1998; Bugiani et al., 1999). Sin embargo, esto s6lo se cumple con la mutacién P301S, que se
asocia a una enfermedad de inicio precoz rapidamente progresiva y abundante patologia tau (Bugiani
et al., 1999). Por el contrario, tanto la mutacion P301L como la P301T, conducen a un proceso
neurodegenerativo de inicio mas tardio (45-60 afos), sugiriendo que probablemente existen otros
mecanismos patogénicos no identificados u otros factores genéticos implicados en su patogenicidad.

El diagnéstico clinico de los 4 pacientes con la mutacion P301L, como en la mayoria de los casos
previamente descritos con esta mutacién, es DLFT-vf (Hutton et al., 1998; Rizzu et al., 1999; Poorkaj et
al., 2001). El primer sintoma en estos pacientes fue la alteracion conductual, acompafiada de una
alteracién del lenguaje en los primeros afios de enfermedad. En s6lo uno de estos casos se describe
un trastorno extrapiramidal (sindrome rigido-acinético bilateral de predomino derecho y postura
disténica de extremidad superior derecha) que aparecio en fases avanzadas de la enfermedad. Dado
que la recogida de los datos clinicos se realizé de forma retrospectiva, no podemos descartar que la
sintomatologia parkinsoniana estuviera también presente en otros casos. En ninguno de ellos se
documenté la presencia de signos clinicos de ELA ni se objetivaron signos electrofisiolégicos de esta
entidad en el Unico caso en el que se realiz6 un estudio electromiografico. Uno de los 4 pacientes
present6 ideas delirantes de perjuicio al inicio de la enfermedad que evolucionaron posteriormente a
ideas megalomaniacas. Estos trastornos psiquiatricos son poco frecuentes en mutaciones de MAPT, si
bien se han descrito en algunos pacientes con mutaciones en el gen PGRN (Le Ber et al., 2007). Las
pruebas de neuroimagen estructural mostraban una atrofia generalizada de predominio frontotemporal,
sin claras asimetrias. EI SPECT cerebral, como en otros casos descritos, evidenciaba hipoperfusion de
predominio frontotemporal (Nasreddine et al., 1999; Murrell et al., 1999).

El paciente con la mutacion P301T presentaba un fenotipo clinico con caracteristicas de DLFT-vf
(alteracion conductual) y de PSP (parkinsonismo rigido-acinético simétrico y alteracion de los
movimientos oculares sacadicos), si bien la alteracion en el lenguaje y la presentacion familiar sugerian
la DLFT-vf como diagndéstico clinico mas probable. La aparicién de sintomas y signos propios de la
PSP en este paciente no es sorprendente, pues han sido descrito fenotipos similares asociados a otras
mutaciones en MAPT (Stanford et al., 2000; Pastor et al., 2001; Poorkaj et al., 2002). La RMN cerebral
a los 2 anos de inicio de la clinica mostraba una ligera atrofia global con predominio frontal, si bien en
la realizada inicialmente no se detectaban alteraciones significativas. El estudio prospectivo de otros
miembros de la familia con la mutacion P301T, ayudara a determinar mejor el fenotipo clinico de esta
mutacion.

Por otro lado, como hemos visto anteriormente, se ha hipotetizado que el haplotipo de MAPT
puede influenciar en el fenotipo de los portadores de mutaciones en MAPT (Walker et al., 2002;
Kobayashi et al., 2002), existiendo una asociacién entre genotipo H1/H1 y un fenotipo parkinsoniano y

entre genotipo H1/H2 y un fenotipo con predominio de la sintomatologia cognitiva (Baba et al., 2005).
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Sin embargo, esta hipétesis no ha sido replicada en otros casos (Tsuboi et al., 2002) e incluso en el
mismo estudio de Baba et al., el 46% de los pacientes con H1/H1 presentan un fenotipo de DLFT-vf
(Baba et al., 2005). Los 5 pacientes de nuestra serie con mutaciones en MAPT son portadores del
genotipo H1/H1, si bien sélo el paciente con la mutacién P301T present6 una alteracién extrapiramidal
en fases iniciales de la enfermedad. Estos resultados en conjunto sugieren que si bien en algunos
casos el haplotipo de MAPT podria representar un papel en el desarrollo de la sintomatologia inicial en
portadores de mutaciones en MAPT, deben existir otros modificadores ambientales y/o genéticos que
determinen el desarrollo de dicha sintomatologia. Futuros estudios en series de pacientes mas
extensas seran necesarios para evaluar la influencia real del haplotipo de MAPT en las caracteristicas

clinicas de pacientes con DLFT asociada a mutaciones en MAPT.

3.2 Fenotipo clinico de las mutaciones determinantes en el gen PGRN

La edad de inicio de la paciente con la mutacion A303AfsX57 en el gen PGRN fue de 67 afios,
edad discretamente superior a la media descrita en pacientes con mutaciones en este gen (59 + 7
afos), si bien dentro de los rangos descritos (45-83 afios) (Gass et al, 2006., Huey et al., 2006; Le Ber
et al., 2007). La informacion familiar de la que disponemos es limitada, pero se podria clasificar el
patréon de herencia como autosémico dominante de inicio tardio (>65 afios). Estos datos apoyan la
edad de inicio tardia de muchos pacientes con mutaciones en PGRN enfatizando que la busqueda de
mutaciones en este gen debe ser mas amplia que en los casos MAPT. La edad de inico mas tardia
también se podria traducir en una penetrancia incompleta, dificultando, en ocasiones, la identificacion
de un patron autosdmico dominante y el consejo genético (Gass et al., 2006).

El perfil clinico de presentacion de la paciente con la mutacion A303AfsX57 se caracteriz6é por una
alteracion conductual prominente y precoz, si bien la alteracion del lenguaje era ya manifiesta en
estadios iniciales de la enfermedad y evolucion6 rapidamente a mutismo. El diagnéstico clinico fue de
DLFT-vf, si bien este caso enfatiza que la alteracion del lenguaje suele ser un sintoma relevante en
pacientes con mutaciones en PGRN (Gass et al., 2006; Snowden et al., 2006; Le Ber et al., 2007). La
paciente no presentd alucinaciones visuales ni signos parkinsonianos en el transcurso de la
enfermedad como se ha descrito previamente en otros pacientes (Le Ber et al., 2007). Asimismo,
tampoco se identificaron signos que sugieran enfermedad de motoneurona, en concordancia a
estudios previos (Gass et al., 2006; Le Ber et al., 2007). Las pruebas de neuroimagen evidenciaron
una atrofia de predomino frontal en la RMN cerebral e hipometabolismo también de predominio frontal
en el SPECT, ambos asimétricos de predominio izquierdo. La asimetria de la atrofia cerebral parece
ser un hallazgo frecuente en pacientes con mutaciones en PGRN (Huey et al., 2006; Le Ber et al.,
2007).
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4. FENOTIPO PATOLOGICO DE LAS MUTACIONES DETERMINANTES EN LOS
GENES MAPT Y PGRN

4.1. Fenotipo patoldgico de las mutaciones determinantes en el gen MAPT

Los 3 pacientes con la mutacion P301L en los que se ha realizado el examen neuropatoldgico,
presentaban una DLFT con presencia de depésitos de filamentos de proteina tau hiperfosforilada. El
estudio macroscopico de estos 3 cerebros mostrd una atrofia marcada de predominio frontotemporal,
junto a despigmentacion de leve a intensa de la sustancia negra. Estos hallazgos son similares a los
descritos en la mayoria de los casos asociados a mutaciones del gen MAPT (Morris et al., 2001;
Lantos et al., 2002). A nivel microscépico se evidencié pérdida neuronal cortical extensa que
predominaba en las capas superficiales | y Il. Las tinciones inmunohistoquimicas con anticuerpos anti-
tau mostraron inclusiones tau-positivas neuronales y gliales localizadas principalmente a nivel del
cortex frontotemporal, hipocampo y amigdala, si bien en algun caso también se observaban en
sustancia gris periacueductal, locus ceruleus y nucleos del puente. Sin embargo, el hallazgo mas
caracteristico de estos pacientes era la inmunoreactividad tau-positiva en la region perinuclear y
pequefios agregados citoplasmaticos denominados mini-cuerpos de Pick, principalmente en el giro
dentado (Ferrer et al., 2003).

Estos hallazgos neuropatologicos confirman que las mutaciones en MAPT conducen a una DLFT
tau-positiva y evidencian que la presencia de DLFT tau-positiva en pacientes con DLFT-vf de inicio
precoz y patréon familiar autosdbmico dominante es altamente predictiva de encontrar una mutacion en
el gen MAPT.

No disponemos del estudio patolégico de ningun familiar del paciente con la mutacién P301T, y él

en la actualidad sigue vivo en un estadio muy evolucionado de la enfermedad.

4.2. Fenotipo patoldgico de las mutaciones determinantes en el gen PGRN

El estudio patolégico del cerebro de la paciente con la mutacibn A303AfsX57 condujo a un
diagnostico de DLFT-U. Asi, a nivel macroscopico se observo una severa atrofia del cortex frontal e
insular anterior junto a una atrofia temporal discreta. A nivel microscopico el hallazgo mas
caracteristico fueron las inclusiones ubiquitin-positivas localizadas en las capas superficiales
principalmente del coértex frontal e insular, especialmente aquellas localizadas a nivel neuronal
intranuclear y con forma lanceolada (INI). Las inclusiones ubiquitin-positivas resultaron también
positivas en la inmunohistoquimica para TDP-43.

Muy recientemente se ha subdividido la DLFT-U en base al tipo, densidad y distribucion de las
inclusiones ubiquitin-positivas (Mackenzie et al., 2006a; Sampathu et al., 2006; Neumann et al., 2007;
Cairns et al., 2007). Existen diferentes propuestas de subclasificacion: una basada unicamente en la
patologia cortical (Sampathu et al., 2006, Neumann et al., 2007; Cairns et al., 2007) mientras que otra
(Mackenzie et al., 2006a) incluye tanto las inclusiones corticales como las de fascia dentada. En los

criterios actuales (Cairns et al., 2007) el tipo 1 (tipo 2 en Mackenzie et al., 2006a) se caracteriza por la
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presencia de abundantes neuritas distréficas (ND) en las capas corticales superficiales, sin o con
escasas inclusiones neuronales citoplasmaticas (INC) o INI. El tipo 2 (tipo 3 en Mackenzie et al.,
2006a) es caracterizado por numerosas INC tanto en capas superficiales como profundas de la corteza
cerebral, con infrecuentes ND y sin o escasas INI. En el tipo 3 (tipo 1 en Mackenzie et al., 2006a) la
patologia predomina en capas corticales superficiales y se caracteriza por la presencia de numerosas
INC, ND y numero variable de INI. El tipo 4 se caracteriza por abundantes INI e infrecuentes INC y ND
en areas neocorticales con relativa preservacién del hipocampo (Cairns et al., 2007). Los hallazgos
neuropatologicos anteriormente descritos permiten clasificar el caso de la mutacion A303AfsX57 en el
subtipo 3 de la DLFT-U (Cairns et al., 2007), aportando un nuevo caso que correlaciona este subtipo
con las mutaciones en PGRN.

Por otro lado, debemos comentar que en nuestra serie hay 2 casos con DLFT-U con INI sin
mutaciéon en el gen PGRN en el estudio genético por secuenciacion directa. Si bien no podemos
descartar una alteracion de la dosis génica en estos casos, estos hallazgos afiaden mas datos sobre la
inespecificidad de estas inclusiones como marcadores de mutaciones en PGRN. Asi podemos concluir
que si bien las INI estan siempre presentes en los cerebros de pacientes portadores de mutaciones en
PGRN, estas no pueden ser consideradas como un dato patognomonico de ellas (Gass et al., 2006;
Davion et al., 2007).

5. CORRELACION GENETICO-CLINICO-PATOLOGICA EN LA DLFT

Tras analizar 32 pacientes con diagnéstico neuropatoldégico de DLFT, encontramos variedad de
presentaciones clinicas. Desde el punto de vista neuropatolégico, la mitad de los pacientes
presentaban una DLFT tau-positiva y la otra mitad una DLFT tau-negativa, siendo ambos grupos muy
heterogéneos. No encontramos diferencias demograficas entre los diferentes subgrupos
neuropatolégicos, hallazgos similares a los descritos en otros estudios (Hodges et al., 2004). El rango
de edad de inicio fue amplio (37-82 afios), observandose una edad de inicio mas precoz en pacientes
con un fenotipo clinico de DLFT-vf en comparacién al resto de sindromes clinicos. La duracién de la
enfermedad presentaba también un rango muy amplio (1-16 afios), siendo la aparicion de signos de
ELA el unico marcador de pronéstico negativo objetivado.

El diagnostico clinico de DLFT-vf no se correlacioné con ningun sustrato patolégico concreto, si
bien la mayoria de ellos se asociaron a DLFT tau-positiva. Por el contrario, otras series concluyen que
la DLFT-U es el sustrato patolégico mas comun (Shi et al 2005, Josephs et al., 2006b), discrepancia
que podria ser consecuencia de no incluir en nuestro estudio los casos de DLFT-vf asociada a ELA en
el grupo de DLFT-vf, sino en un grupo diferenciado. Algunos autores sugieren que, con la apariciéon de
nuevos anticuerpos anti-ubiquitina mas sensibles, la mayoria de casos de DLDH se podrian reclasificar
actualmente como DLFT-U (Josephs et al., 2006b). Sin embargo, en los 3 pacientes con el diagnéstico
de DLDH, no se pudo detectar reaccién frente a ubiquitina a pesar de la utilizacién de anticuerpos de
nueva generacion. Finalmente, nuestra serie incluye un nuevo caso de NIFID con presentacién clinica

de DLFT-vf. La DLFT-vf y la DCB, son las presentaciones clinicas mas habituales de esta infrecuente
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entidad, si bien algunos casos se han presentado clinicamente con parkinsonismo o ELA (Cairns et al.,
2004).

El diagndstico clinico de DLFT-ELA se asocié en nuestra serie a un sustrato de DLFT-U, de forma
similar a lo descrito en otras series (Hodges et al., 2004). Sin embargo, la presencia de signos de
motoneurona superior de forma Unica o predominante se asoci6é a patologia tau-positiva. Estos casos
son probablemente similares a los publicados por Josephs et al., (Josephs et al., 2006a), sugiriendo
que la patologia subyacente es diferente si predominan los signos de motoneurona superior o los de
motoneurona inferior.

Por otra parte las dos variantes del lenguaje de la DLFT tienen sustratos patologicos diferentes.
Asi, en nuestra serie, al igual que en la mayoria de estudios recientes, la APNF se asocia a patologia
tau-positiva, si bien otras series ofrecen datos opuestos (Hodges et al., 2004; Knibb et al., 2006; Shi et
al 2005, Josephs et al., 2006b). Es probable que estas diferencias sean consecuencia de la definicion
clinica poco precisa de APNF. La DS se asocia en la mayoria de los casos publicados, incluyendo los
3 casos de nuestra serie, a DLFT-U.

Como hemos comentado en los apartados previos, en nuestra serie también hemos podido
evidenciar una fuerte correlacion genético-patolégica. Asi las mutaciones en el gen MAPT causan una
DLFT-tau-positiva, mientras que las mutaciones en el gen PGRN conduciran a una DLFT-U con INI. La
descripcion de nuevos casos pone mas en duda algunas asociaciones genético-patolégicas descritas
en los ultimos afos (Dermaut et al., 2004). En este sentido se han descrito casos de DLFT-vf con una
mutacién en el gen de la PSEN1 (insR352 ) y en el gen MAPT (IVS10+29 y A239T) asociadas a
DLFT-U (Pickering-Brown et al., 2006). Sin embargo, posteriormente se ha identificado en estos
pacientes mutaciones en el gen de PGRN, reconociendo los autores que probablemente las variantes
genéticas previamente descritas sean polimorfismos benignos infrecuentes (Boeve et al., 2006).

En resumen, los estudios genéticos y las correlaciones clinico-patolégicas son de gran interés en
la DLFT, aportando conocimientos sobre la fisiopatologia de esta entidad y permitiendo realizar una
aproximacion diagnostica sobre el tipo de anomalia molecular subyacente al proceso
neurodegenerativo en vida, y por tanto, en un futuro, realizar un enfoque terapéutico especifico en

cada caso.
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Las conclusiones de este trabajo son las siguientes:

1.

Hemos detectado 3 mutaciones distintas, la P301L y P301T en el gen
MAPT vy la A303AfsX57 en el gen PGRN. De ellas las mutacines P301T y
A303AfsX57 no habian sido descritas con anterioridad. El mecanismo
patogénico de la mutacion P301T es potencialmente multiple e incluye la
reduccion de la capacidad de promover el ensamblaje entre tau y los
microtubulos, la estimulacion del ensamblaje de filamentos anémalos de
tau y la creacion de un nuevo sitio de fosforilacion en la proteina tau. El
mecanismo patogénico de la mutacibn A303AfsX57 es la
haploinsuficiencia.

No se han encontrado variaciones en el numero de copias del gen MAPT
en las muestras estudiadas. Estos resultados no apoyan la existencia de

alteraciones en la dosis génica de MAPT como causa de DLFT.

La frecuencia del genotipo H1/H1 de MAPT en DLFT no es significativamente

diferente de la frecuencia en controles sanos en nuestro estudio, si bien el

incremento de la ratio 4R/3R de RNAm de MAPT en los portadores de este

genotipo, sugiere que este haplotipo podria tener relevancia funcional y

predisponer a algunas taupatias.

a.

Los pacientes con mutaciones en el gen MAPT presentan una historia
familiar con patron autosémico dominante de inicio precoz, siendo el
diagnéstico clinico mas frecuente el de DLFT-vf, si bien en ocasiones
pueden presentar sintomatologia similar a la DCB y PSP. Un cuadro de
parkinsonismo pueden estar presentes en la evoluciéon de la enfermedad,
siendo excepcionales los signos de enfermedad de motoneurona. El
examen neuropatolégico muestra una DLFT con presencia de depdésitos de
filamentos de proteina tau hiperfosforilada.

Los pacientes con mutaciones en el gen PGRN suelen presentar una edad
de inicio mas tardia que los pacientes con mutaciones en el gen MAPT. El
fenotipo clinico de estos pacientes suele ser de DLFT-vf, si bien la
importante alteracion del lenguaje puede conducir a un diagnostico de
APNF. El examen neuropatolégico muestra una DLFT-U con presencia de
inclusiones neuronales intranucleares. Estas inclusiones, sin embargo no
son patognomonicas de la presencia de mutaciones en PGRN. La proteina
depositada en las inclusiones neuronales ubiquitinadas presentes en los

pacientes con mutaciones en PGRN es la TDP-43.
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