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DESCRIPCION

GEN DE PREDISPOSICION A LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a cribas genéticas para la propension a
la enfermedad de Alzheimer. En particular, la invencién se refiere a cribas
genéticas basadas en el genotipado del polimorfismo p21E2c31 y/o el
polimorfismo p21E3+20 C/T en el gen p21cip 1.

Antecedentes de la invencion

A medida que la esperanza de vida aumenta, la enfermedad de
Alzheimer (AD) se esta convirtiendo en un problema de salud de gran
importancia en el mundo occidental. Se han realizado investigaciones
exhaustivas con el objetivo de identificar una cura fiable o medidas preventivas
para la enfermedad, hasta el momento sin éxito.

Cada vez esta mas aceptado que la reentrada en el ciclo celular y el
posterior fallo regulador en neuronas se encuentra en la base patogena de la
enfermedad de Alzheimer (Nagy, Z., M. M. Esiri, y A. D. Smith, The cell division
cycle and the pathophysiology of Alzheimer's disease. Neuroscience, 1998. 84
(4): pags. 731-739; también la solicitud de patente internacional publicada del
solicitante WO 02/073212). También existen indicaciones de que esta
disfuncion reguladora del ciclo de divisidn celular no esta restringida a las
neuronas de pacientes con enfermedad de Alzheimer (Nagy, Z., et al., Cell
cycle kinesis in lymphocytes in the diagnosis of Alzheimer's disease. Neurosci
Lett, 2002.317 (2): pags. 81-4). Existen evidencias de que otros tipos celulares,
tales como linfocitos y fibroblastos, originarios de enfermos de enfermedad de
Alzheimer tienen una maquinaria reguladora del ciclo celular deficiente. Esta
deficiencia reguladora conduce a una respuesta aberrante de estas células a
diversos estimulos in vitro (véase el documento WO 02/073212). Ademas, los
pacientes con enfermedad Alzheimer son mas propensos a ciertos tipos de
canceres que los sujetos de control de la misma edad. En base a estas
evidencias, es plausible que el fallo regulador en el punto de transicion G1/S
responsable del desarrollo de una patologia relacionada con AD en neuronas
se deba a mutaciones o variaciones alélicas de los genes reguladores del ciclo
celular, particularmente los inhibidores de quinasa dependientes de ciclina o
CDKI.
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Dado que las alteraciones del ciclo celular parecen ser un suceso muy
temprano en la enfermedad de Alzheimer, que precede al desarrollo de
cualquier sintoma clinico, la identificacién de mutaciones y polimorfismos en los
genes reguladores del ciclo celular permitira la identificacién de pacientes que
no han desarrollado completamente la enfermedad de Alzheimer pero pueden
presentar un mayor riesgo de desarrollar la enfermedad. Esto puede permitir, a
su vez, la intervencion temprana con estrategias cuyo objetivo sea prevenir el
desarrollo y/o retardar el inicio de la patologia de la enfermedad de Alzheimer.

El gen inhibidor de quinasa dependiente de ciclina 1A humano (numero
de entrada de la OMIM 116899, denominado en este documento como p21cip
1, nomenclatura de la OMIM CDKN1A, también conocido en la técnica como
proteina de interaccion con CDK 1, CIP1, p21, fragmento 1 activado por p53 de
tipo silvestre, o WAF1) es uno de los genes de CDKI responsables de la
regulacion del punto de transicion G1/S. El gen codifica una proteina de 21 kd
que se encuentra en inmunoprecipitados de ciclina A, ciclina D1, ciclina E y
CDK2. El gen p21cip 1 se ha mapeado a 6p21.2 mediante hibridacion in situ
por fluorescencia (Véase Online Mendelian Inheritance in  Man
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Omim).

Se ha identificado un polimorfismo en el codén 31 de p21cip 1 (Chedid,
M. et al., Oncogene, Vol 9 (10), 3021-4, 1994), donde una mutacién puntual
cambia el alelo normal o “de tipo silvestre” AGC (ser) a un alelo variante AGA
(arg). El numero de entrada de la OMIM para este polimorfismo (denominado
en este documento como p21E2c31) es 116899.0001. La sustitucion de un
unico nucleétido da como resultado la pérdida de un sitio de restriccion y la
ganancia de otro, permitiendo el cribado rapido del polimorfismo (Chedid, M. et
al., 1994, ibidem). El analisis del polimorfismo ha revelado que éste esta
relacionado con un mayor riesgo de algunos tipos de cancer (Harima, Y., et al.,
Polymorphism of the WAF1 gene is related to susceptibility to cervical cancer in
Japanese women. Int J Mol Med, 2001. 7(3): pags. 261-4). También se sabe
que un polimorfismo de unico nucleétido adicional en el gen p21, una transicion
de C a T que se produce 20 nucle6tidos cadena abajo del extremo 3' del exén
3 (denominado en este documento como p21E3+20 C/T) esta asociado al
cancer (Facher, E. A., et al., Association between human cancer and two
polymorphisms occurring together in the p21Waf1/Cip1 cyclin-dependent kinase
inhibitor gene. Cancer, 1997. 79(12): pags. 2424-9).
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El presente inventor ha demostrado ahora que el polimorfismo p21E2c¢c31
muestra una asociacion significativa con la enfermedad de Alzheimer. Ademas,
la simultaneidad del polimorfismo p21E2c31 con el polimorfismo p21E3+20 C/T
mejora la significacion de la asociacion con la enfermedad de Alzheimer. Estas
observaciones han conducido al desarrollo de nuevas cribas genéticas que
pueden usarse para identificar individuos genéticamente predispuestos a
desarrollar enfermedad de Alzheimer.

Descripcién de la invencion

De acuerdo con un primer aspecto de la invencion, se proporciona un
método de cribado de un sujeto humano masculino para la predisposicion a la
enfermedad de Alzheimer, que comprende genotipar al sujeto para el
polimorfismo p21E2c31 C/A en el gen p21cip 1 y/o el polimorfismo p21E3+20
C/T en el gen p21cip 1, en el que la presencia de al menos un alelo variante
p21E2c31 A y/o p21E3+20 T se toma como una indicacién de que el sujeto
tiene predisposicion a la enfermedad de Alzheimer.

La invencion proporciona ademas un meétodo de determinacién de
cualquier base genética para la enfermedad de Alzheimer en un sujeto humano
masculino, que comprende genotipar al sujeto para el polimorfismo p21E2c31
C/A en el gen p21cip 1 y/o el polimorfismo p21E3+20 C/T en el gen p21cip 1,
en el que la presencia de al menos un alelo variante p21E2¢c31 A y/o p21E3+20
T indica que esta variacidon genética contribuye a la base genética para la
enfermedad de Alzheimer en el sujeto.

La invencion proporciona ademas un método in vitro de evaluacion de la
edad probable del inicio de la enfermedad de Alzheimer en un sujeto humano
femenino que comprende genotipar al sujeto para el polimorfismo p21E2c31
C/A 'y el polimorfismo p21E3+20 C/T, en el que la presencia de al menos un
alelo variante p21E2c31 A y al menos un alelo p21E3+20 T indica una probable
reduccion de la edad de inicio de la enfermedad de Alzheimer, en comparacion
con individuos homocigéticos para los alelos normales p21E2c31 C vy
p21E3+20 C.

Los métodos de la invencidn son cribas genéticas que comprenden
genotipar sujetos humanos para el polimorfismo p21E2c31 C/A ylo el
polimorfismo p21E3+20 C/T en el gen p21cip 1. Los sujetos que tienen uno o
dos alelos variantes (es decir heterocigdticos u homocigéticos para el alelo
variante) en ambos de estos loci (siendo los alelos variantes p21E2c31 “A” y
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p21 E3+20 “T”) pueden valorarse, dependiendo de si la criba se usa como
diagnéstico o como pronostico, como que tienen una predisposicion a la
enfermedad de Alzheimer (AD) o que tienen la propia AD.

La expresidon “polimorfismo p21E2¢c31” se refiere a un polimorfismo de
unico nucleétido en el exon 2 del gen p21cip 1 humano. En el contexto de esta
solicitud, la expresion “polimorfismo p21E2¢c31” puede usarse para referirse al
locus polimorfico. La variacidn genética es una sustitucidon de unico nucledétido
C—A que se produce en el codon 31 del gen (AGC—AGA), dando como
resultado una sustitucion de unico aminoacido serina (S)—arginina (R) en la
posicion 31 en la proteina p21. Como se ha mencionado anteriormente, en la
técnica se sabe que este polimorfismo estd asociado al cancer (Chedid et al.,
Facher et al., ibidem). El alelo variante de este polimorfismo es p21E2c31 A.

La expresion “polimorfismo p21E3+20 C/T” se refiere a un polimorfismo
de unico nucledétido, una sustitucion de unico nucleétido C—T, que se produce
20 nucledtidos cadena abajo del extremo 3’ del exon 3 del gen p2icip 1
humano.

En el contexto de esta solicitud, la expresion “polimorfismo p21E3+20
C/T” puede usarse para referirse al locus polimorfico. En la técnica también se
sabe que este polimorfismo esta asociado al cancer (Chedid et al., Facher et
al., ibidem). El alelo variante de este polimorfismo es p21E3+20 T.

Como se ilustra en los ejemplos adjuntos, el inventor ha mostrado que la
presencia del alelo variante p21E2c31 “A” esta asociada significativamente con
un mayor riesgo de desarrollar enfermedad de Alzheimer en sujetos masculinos
y con una reduccién de la edad de inicio de la enfermedad de Alzheimer en
sujetos femeninos, en comparacion con individuos homocigoéticos para el alelo
normal p21E2c¢31 “C”. La significacion de estas asociaciones aumenta cuando
el alelo p21E2c¢31 “A” aparece junto con el alelo p21 E3+20 “T".

La enfermedad de Alzheimer es una afeccidon compleja y multi-factorial.
En cualquier individuo dado, es probable que el desarrollo de AD esté asociado
con la acumulacion de variacion genética dentro de un unico gen, o en
multiples genes, y las variantes acumuladas pueden tener un efecto aditivo.
Como se describe en la solicitud de patente internacional publicada del
solicitante WO 02/073212, esencialmente cualquier variacion genética que
tiene un efecto adverso sobre la funcion de un gen regulador del ciclo celular
puede dar como resultado, potencialmente, que se evite el punto de control de
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la transicion G1/S, y la consiguiente patologia de AD.

En vista de lo anterior, el genotipado de los polimorfismos p21E2c31 y
p21 E3+20 C/T puede realizarse junto con el genotipado de “otros”
polimorfismos que son marcadores de susceptibilidad/predisposicion a
enfermedad de Alzheimer en el mismo sujeto humano, por ejemplo como una
“criba de panel” de multiples variantes genéticas. Las “otras” variantes para su
inclusion en dicha criba de panel pueden incluir polimorfismos adicionales en
p21, polimorfismos, polimorfismos en otros genes reguladores del ciclo celular,
cualquier otro polimorfismo que se sabe que esta asociado a la enfermedad de
Alzheimer, se produzca(n) o no dicho(s) polimorfismo(s) en p21 o cualquier otro
gen regulador del ciclo celular, y polimorfismos en desequilibrio de ligamiento
con cualquiera de los anteriores. El genotipado de multiples polimorfismos en
una unica muestra del paciente puede realizarse simultaneamente, por ejemplo
con el uso de una micromatriz o geno chip (“Gene Chip”).

El “genotipado” de cualquier variante polimérfica dada puede
comprender ventajosamente el cribado para la presencia o ausencia en el
genoma del sujeto del alelo normal o de tipo silvestre y el alelo variante o
mutante o puede comprender el cribado para la presencia o ausencia de
cualquier alelo individual, siendo posible generalmente sacar conclusiones
sobre el genotipo de un individuo en un locus polimérfico que tiene dos formas
alélicas alternativas solamente cribando para uno u otro de los alelos
especificos.

El genotipado de variantes polimérficas puede realizarse usando
cualquier metodologia adecuada conocida en la técnica y debe entenderse que
la invencién no esta limitada en absoluto por la técnica precisa usada para
realizar el genotipado.

Las técnicas conocidas que pueden usarse para genotipar polimorfismos
de unico nucledtido incluyen reaccién de deteccion de ligamiento (LDR; Day, D.
J., Speiser, P. W., White, P. C. & Barany, F. Genomics 29, 152-62 (1995)),
espectrometria de masas, particularmente espectrometria de masas de tiempo
de vuelo con desorcién/ionizacion por laser asistida por matriz (MALDI-TOF-
MS), extension por cebador de unico nucleétido y chips o micromatrices de
ADN (véase la revision de Schafer, A. J. y Hawkins, J. R. en Nature
Biotechnology, Vol 16, pags. 33-39 (1998)). El uso de chips o micromatrices de
ADN puede permitir el genotipado simultdneo en muchos loci polimérficos
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diferentes en un unico individuo o el genotipado simultaneo de un unico locus
polimérfico en multiples individuos. Los SNP (polimorfismos de unico
nucle6tido) también pueden valorarse mediante secuenciacion de ADN.

Ademas de lo anterior, los SNP se valoran habitualmente usando
técnicas basadas en PCR, tales como PCR-SSP usando cebadores especificos
de alelo (descrita por Bunce M, et al., Tissue Antigens, 1995; 50: 23-31). Este
método generalmente implica realizar reacciones de amplificacion de ADN
usando ADN gendémico como plantilla y dos pares de cebadores diferentes,
comprendiendo el primer par un cebador especifico de alelo que, en
condiciones apropiadas, es capaz de hibridar selectivamente con el alelo de
tipo silvestre y un cebador no especifico de alelo que se une a una secuencia
complementaria en cualquier otra parte en el gen en cuestion, comprendiendo
el segundo par un cebador especifico de alelo que, en las condiciones
apropiadas, es capaz de hibridar selectivamente con el alelo variante y el
mismo cebador no especifico de alelo. Técnicas adicionales adecuadas para
valorar SNP incluyen PCR-ELISA y cromatografia liquida de de alta resolucién
desnaturalizante (DHPLC).

Si el SNP da como resultado la supresion o creacién de un sitio de
restriccion, el genotipado puede realizarse, realizando PCR usando cebadores
no especificos de alelo que abarcan en sitio polimérfico y digiriendo el producto
de PCR resultante usando las enzimas de restriccibn apropiadas (también
conocido como PCR-RFLP). Los polimorfismos de longitud de un fragmento de
restriccion, incluyendo aquellos que resultan de la presencia de un
polimorfismo de unico nucle6tido, pueden valorarse digiriendo ADN gendémico
con una enzima apropiada y realizando a continuaciéon una transferencia de
Southern usando una sonda marcada correspondiente a la region polimérfica
(véase el documento Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Sambrook,
Fritsch y Maniatis, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY).

Las técnicas conocidas para genotipar polimorfismos son de
aplicabilidad general y sera facilmente evidente para especialistas en la técnica
que muchas de las técnicas conocidas pueden adaptarse para la valoraciéon de
polimorfismos de unico nucleétido en el gen p21. En el caso de p21E2c31 y
p21E3+20 C/T, la técnica preferida para genotipar sujetos para estos SNP es
PCR-RFLP, como se describe en el ejemplo adjunto y en el documento Facher
et al., ibidem. Sin embargo, la invencién no pretende estar limitada al uso de
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esta técnica.

El genotipado se realiza preferiblemente in vitro, y de la forma mas
preferible se realiza en una muestra aislada que contiene ADN gendmico
preparado a partir de una muestra tisular adecuada obtenida del sujeto en
ensayo. De la forma mas habitual, el ADN genémico se prepara a partir de una
muestra de sangre completa o tejido cerebral, de acuerdo con procedimientos
convencionales que se conocen bien en la técnica. Si los datos de la secuencia
genomica para en individuo en ensayo en la region que contiene el SNP estan
disponibles, por ejemplo en una base de datos de secuencia gendmica como
resultado de un ejercicio anterior de secuenciacidn genomica, entonces el
genotipado del SNP puede realizarse buscando los datos de secuencia
disponibles.

En el caso de variantes genéticas que tienen un efecto detectable sobre
los transcritos de ARNm transcritos desde un gen dado, por ejemplo variantes
que causan corte y empalme alterado o que afectan a la terminacién del
transcrito o que afectan al nivel de expresibn de ARNm, entonces como
alternativa a la deteccién de la presencia de la variante a nivel del ADN
genomico, la presencia de la variante puede inferirse evaluando el patrén de
expresion de ARNm usando cualquier técnica adecuada. Analogamente, en el
caso de variantes genéticas que tienen un efecto detectable sobre los
productos proteicos codificados por un gen, por ejemplo variantes que causan
un cambio de la secuencia primaria de aminoacidos (tales como p21E2c31),
estructura o propiedades de la proteina codificada, la presencia de la variante
puede inferirse evaluando la secuencia, estructura o propiedades de la proteina
usando cualquier técnica conveniente.

Los métodos de cribado descritos anteriormente pueden usarse como
prondstico para identificar individuos con predisposicion a la enfermedad de
Alzheimer (AD) en virtud a su composicion genética. La “predisposicion a la
enfermedad de Alzheimer’ puede manifestarse como un mayor riesgo de
desarrollar la enfermedad en comparacioén con individuos que no poseen un
alelo variante (es decir, sujetos que son homocigéticos para el(los) alelo(s)
normal(es) correspondiente(s) p21E2c31 “C”, p21E3+20 “C”), o como una edad
mas temprana de inicio de la enfermedad en comparacién con individuos que
no poseen un alelo variante. El método puede usarse para cribar individuos
asintomaticos (es decir individuos que no muestran sintomas significativos de
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AD de acuerdo con criterios de diagndstico convencionales) para identificar
aquellos “en riesgo” de desarrollar AD, y/o aquellos que es probable que
muestren una edad mas temprana de inicio de AD. En realizaciones
particulares, las cribas pueden usarse para evaluar el riesgo de desarrollar
enfermedad de Alzheimer en sujetos humanos masculinos o para evaluar la
edad probable de inicio de la enfermedad de Alzheimer en sujetos humanos
femeninos. Los resultados de dichas cribas pueden facilitar la intervencion
temprana con tratamientos terapéuticos, particularmente tratamientos
profilacticos cuyo objetivo es prevenir, reducir o retrasar los sintomas clinicos
de la enfermedad de Alzheimer.
La invencion se entendera mejor en referencia a los siguientes ejemplos
experimentales, junto con las figuras adjuntas, en las que:
La figura 1 ilustra el genotipado de los polimorfismos p21E2c31 y
p21E3+20 C/T del gen p21cip 1 humano mediante PCR-RFLP. El panel
(a) muestra el genotipado de p21E2c31, el exdn 2 de p21 se amplifica a
partir de ADN genomico mediante PCR como se describe en los ejemplos
adjuntos, los alelos normales y variantes se distinguen a continuacion
mediante digestion del producto de PCR resultante con BsmA I. El panel
(b) muestra el genotipado del polimorfismo p21E3+20 C/T, el exén 3 de
p21 se amplifica a partir de ADN genémico mediante PCR como se
describe en los ejemplos adjuntos, los alelos normales y variantes se
distinguen a continuacion mediante digestion del producto de PCR
resultante con Pst I.
La figura 2 ilustra la relacion entre la mutacion del codon 31 del exén 2 de
p21 (p21E2c31) y la incidencia de la enfermedad de Alzheimer. p21c31-N
se refiere al alelo “C” normal; p21c31-X se refiere al alelo “A” variante.
La figura 3 ilustra la relacion entre la enfermedad de Alzheimer y la
simultaneidad de mutaciones exoénicas (p21E2c31) e intronicas (p21
E3+20 C/T) de p21. p21c31-N se refiere a loa individuos normales;
p21c31-X se refiere a individuos que tienen el alelo variante “A” y el alelo
variante p21E3+20 “T".
La figura 4 ilustra la relacion entre la mutacion del codon 31 del exén 2 de
p21 (p21E2c¢31) y la edad de inicio de la enfermedad de Alzheimer (afios).
Ejemplo 1-genotipado de polimorfismos de p21cip 1
Poblacion de pacientes
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Los sujetos ensayados eran participantes a tiempo completo en el
Oxford Project to Investigate Memory and Ageing (OPTIMA). La rutina anual de
examen de OPTIMA incluye un examen fisico, ensayos cognitivos y
neuropsicoldgicos. La ingesta de farmacos y cualquier infeccion interrecurrente
se registran.

Materiales y métodos

El exén 2 de p21cip se amplificd a partir de ADN genomico (extraido de
cerebro 0 sangre) usando los cebadores 5'-
CGGGATCCGGCGCCATGTCAGAACCGGC-3' (SEC ID N° 1) y 5-
CCAGACAGGTCAGCCCTTGG-3' (SEC ID N° 2) (Facher, E. A., et al,
Association between human cancer and two polymorphisms occurring together
in the p21Waf1/Cip1 cyclin-dependent kinase inhibitor gene. Cancer, 1997. 79
(12): pags. 2424-9). La amplificacion por PCR se realiz6é en un volumen final de
50 ul usando 1,25 unidades de Taq ADN polimerasa, MgCl, 1,5 mM, Gelatina
al 0,1%, 200 uM de cada dNTP en tampoén de PCR (Tris-HCI 75 mM, pH 8,8,
(NH4)2SO4 20 mM y Tween al 0,01%). Al inicio en caliente (95°C durante 5
minutos) le siguieron 30 ciclos de 95°C durante 1 minuto, 65°C durante 1
minuto, 72°C durante 1 minuto. El polimorfismo del exdn 2 se detecté usando
digestidon mediante enzima de restricciéon con BsmA |.

El exén 3 de p21cip se amplific6 a partir de ADN gendémico (extraido de
cerebro o sangre) usando los cebadores 5-CCCAGGGAAGGGTGTCCTG-3'
(SEC ID N° 3) y 5-GGGCGGCCAGGGTATGTAC-3' (SEC ID N° 4). La
amplificacion por PCR se realizé en un volumen final de 50 ul usando 1,25
unidades de Taq ADN polimerasa, MgCl, 1,5 mM, Gelatina al 0,1%, 200 uM de
cada dNTP en tampé6n de PCR (Tris-HC1 75 mM, pH 8,8, (NH4)2SO4 20 mM y
Tween al 0,01%). Al inicio en caliente (95°C durante 5 minutos) le siguieron 30
ciclos de 95°C durante 30 segundos, 52°C durante 30 segundos, 72°C durante
30 segundos. La mutacion intronica cerca del exdén 3 se detectd mediante
digestidn por enzima de restriccidon usando Pst I.

Resultados

Los resultados se ilustran en las figuras adjuntas 1 a 4 y se resumen en
la Tabla 1, a continuacién. La aparicion de la mutacion ser a arg en el codon 31
de p21cip 1 (es decir la sustitucion p21E2c31 C—A) conduce a un mayor
riesgo de enfermedad de Alzheimer en hombres (Fig. 2). La figura 3 ilustra que
la significacion de la asociacion con la enfermedad de Alzheimer aumenta
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cuando el alelo p21E2c31 A y el alelo p21E3+20 T aparecen juntos. En
mujeres, el riesgo de desarrollar enfermedad de Alzheimer no aumentaba
significativamente en la poblacion de este estudio. Sin embargo, la edad de
inicio de la enfermedad de Alzheimer se redujo significativamente en mujeres
portadoras del alelo variante.

Tabla 1
Gen variante N° | Gen normal N° Frecuencia Oportunidad relativa
de sujetos de sujetos relativa (Odds Ratio)

AD 12 76 14% 1,61

Hombres 7 41 15% 4,44

Mujeres 5 35 13% 0,98
Controles 10 82 11%

Hombres 2 35 5%

Mujeres 8 47 15%
Otras 1 30 3%
Demencias

Hombres 0 15 0%

Mujeres 1 15 6%
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro de cribado de un sujeto humano masculino para la
predisposicidon a la enfermedad de Alzheimer, que comprende genotipar al
sujeto para el polimorfismo p21E2c31 C/A en el gen p21cip 1 y el polimorfismo
p21E3+20 C/T en el gen p21cip 1, en el que la presencia de al menos un alelo
variante p21E2c¢31 A y al menos un alelo variante p21E3+20 T se toma como
una indicacion de que el sujeto tiene predisposicion a la enfermedad de
Alzheimer.

2. Un método in vitro de determinacion de cualquier base genética para la
enfermedad de Alzheimer en un sujeto humano masculino, que comprende
genotipar al sujeto para el polimorfismo p21E2c31 C/A y el polimorfismo
p21E3+20 C/T, en el que la presencia de al menos un alelo variante p21E2c31
A y al menos una alelo variante p21E3+20 T indica que estas variaciones
genéticas contribuyen a la base genética para la enfermedad de Alzheimer en
el sujeto.

3. Un método in vitro de evaluacién de la edad probable del inicio de la
enfermedad de Alzheimer en un sujeto humano femenino, que comprende
genotipar al sujeto para el polimorfismo p21E2c31 C/A y el polimorfismo
p21E3+20 C/T, en el que la presencia de al menos un alelo variante p21E2c31
Ay al menos un alelo p21E3+20 T indica una probable reduccién de la edad de
inicio de la enfermedad de Alzheimer, en comparacion con individuos
homocigoticos para los alelos normales p21E2c¢31 C y p21E3+20 C.
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Figura 1
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Figura 4
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