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PRESENTACION Y OBJETIVOS

Las enfermedades neuroldgicas comprenden un amplio conjunto de patolo-
gias algunas de las cuales estan mediadas por proteinas andmalas debido a que hay
una alteracion en la secuencia de DNA (acido desoxirribonucleico) que las codifica.

La cavernomatosis cerebral familiar (CCFM - Cerebral Cavernous Family
Malformation) es una malformacion vascular cerebral, con herencia autosémica do-
minante, producida por mutaciones en secuencias de DNA localizadas en los locus
CCM1, CCM2 y CCM3. El gen CCMI1 codifica una proteina denominada KRIT-1,
cuya funcién no se conoce todavia.

Los cambios producidos en la secuencia de la proteina KRIT-1 provocan alte-
raciones en el mecanismo de angiogénesis y/o vasculogénesis cerebral y acaban dan-
do origen a los cavernomas. Estas alteraciones provocan un cuadro clinico caracte-
ristico en los pacientes afectados.

La proteina KRIT-1 interactua especificamente con Krev-1/rapla (Kirsten
Reverter virus/ Ras-related protein), una proteina con actividad supresora tumoral y
probablemente una alteracion en KRIT-1 altera todo el mecanismo en que esta impli-
cada Krev-1.

Los cavernomas cerebrales producen un cuadro clinico caracteristico con ata-
ques epilépticos, migrafias y hemorragias y pueden producir alteraciones de la sensi-
bilidad, de la funcion motora y alteraciones visuales. El conocimiento de la genética
de la cavernomatosis permitira comprender la base de las mutaciones que generan la
cavernomatosis a nivel molecular, desvelando el secreto de la patogenia de la enfer-
medad. Para el disefio racional de tests diagndsticos y terapéuticos es necesario co-
nocer los procesos moleculares que ocurren durante el desarrollo de la enfermedad.

Desde que en 1999 se comprob6 que efectivamente el desarrollo de los ca-
vernomas estaba directamente relacionado con mutaciones en el gen CCM1, se estan
llevando a cabo grandes esfuerzos en el sentido de intentar elucidar el mecanismo
patogénico de la enfermedad para en el futuro intentar desarrollar técnicas para diag-
nostico de laboratorio y tratamiento basado en la evidencia diagnostica.

Para ello hemos planteado los siguientes objetivos:

A) OBJETIVOS GENERALES:

Analisis de mutaciones en el gen CCM1 y su implicacién en el desarrollo de
la cavernomatosis cerebral familiar, mediante técnicas de genética molecular.
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B) OBJETIVOS CONCRETOS:

Los objetivos concretos del trabajo fueron los siguientes:

Recoleccion de familias diagnosticadas de cavernomatosis cere-
bral.

Extraccion de DNA y almacenamiento de muestras para formar
un banco de DNA.

Mantenimiento de datos clinicos y demograficos de familias de
cavernomatosis cerebral.

Separacion de formas familiares y esporadicas.

Puesta a punto de técnicas de genética molecular:

o PCRs especificas del gen KRIT-1.

. Analisis de polimorfismos de conformacion.

. Secuenciacion manual y automatica del gen KRIT-1.

Identificacion de las mutaciones responsables de la cavernomato-
sis cerebral familiar en poblacion espafiola y portuguesa.

El estudio de mutaciones se realizé con el DNA (acido desoxirri-

bonucleico) de personas sanas utilizadas como controles y pacientes
de cavernomatosis cerebral familiar.

Los individuos participantes del estudio fueron agrupados de la si-

guiente manera:

¢ Controles sanos

e Casos familiares de cavernomatosis, familias con 2 o mas
afectos de cavernomatosis o sintomaticos

e (Casos esporadicos
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I- INTRODUCCION

El primer caso de cavernomato-
sis fue descrito por Luschka en 1854
(Luschka, 1854). En 1928, Hugo Frie-
drich Kufs relaciona la cavernomatosis
con la herencia genética por primera
vez, a través del estudio de la autopsia
de un anciano de 81 afios de edad, cuyo
hijo a los 17 empezo a presentar sinto-
mas neurologicos. Desde entonces so-
lamente dos casos fueron descritos
hasta la llegada de la tomografia com-
puterizada y de la resonancia magnéti-
ca de imagen (MRI), cuando el mimero
de casos publicados aumenté enorme-
mente (Siegel et al, 1998).

En 1998, Labauge et al de-
mostraron la asociacion entre datos
clinicos y genéticos en cavernomatosis
cerebral familiar en 57 familias france-
sas. En 1999, se demostrd la existencia
de mutaciones en el gen CCMI1, en
formas familiares de cavernomatosis
(Labauge et al, 1999; Sahoo et al,
1999; Erola et al, 2000, Zhang et al,
2000). En 2001 Lucas et al demostra-
ron la aparicion en linea germinal de
mutaciones causantes de cavernomato-
Sis.

1 - ASPECTOS CLINICOS

1.1 - DEFINICION

Los cavernomas son anomalias
vasculares del cerebro caracterizadas
por la dilatacion de los vasos capilares,
que pueden causar un cuadro de altera-
ciones neuroldgicas con ataques epi-
Iépticos, migrafias y hemorragias. Son
lesiones formadas por la agrupacion de
vasos sanguineos dilatados y recubier-
tos por células endoteliales sin la parti-

cipacion del parenquima (Rigamonti,
1991).

Ademas de cavernomas, tam-
bién pueden ser llamados angiomas ca-
vernosos, hemangiomas cavernosos o
hemangiomas capilares. Ocurren en el
cerebro, medula espinal y meninges.

Recientemente se han descrito
mutaciones en CCM1, un gen que codi-
fica la proteina KRIT-1, en pacientes de
angiomas cavernosos hereditarios (La-
berge, 1999; Sahoo, 1999). KRIT-1 es
una proteina descrita como miembro de
la familia Ras de las GTPasas con acti-
vidad supresora de tumores.

1.2 - INCIDENCIA

Representan de un 5 a 15% de
todas las malformaciones vasculares del
sistema nervioso central y aunque los
sintomas pueden desarrollarse a cual-
quier edad y que se han encontrado casos
de cavernomatosis en la infancia, los
sintomas clinicos suelen aparecer entre
la segunda y tercera década de vida
(Curling et al, 1991, Zabramnski et al,
1994). Hombres y mujeres son afectados
igualmente. Es dificil estimar la verdade-
ra incidencia de los cavernomas debido a
que estas lesiones pueden estar mezcla-
das con otros tipos de malformaciones
vasculares. Los estudios de Gil-Nagel
(1996) y de Sahoo et al (1999), indican
una incidencia de 0,1 a 0,5% en la po-
blacién general. Curling (1991) y Robin-
son (1991) encontraron una incidencia
de 0,39% y 0,47% en la misma pobla-
cion. Estos datos son relativamente
idénticos a los encontrados en una serie
de estudios realizados en autopsias
(McCormick, 1984; Otten 1989; Za-
bramski , 1991) y representan entre 18 a
22 millones de personas afectadas en
todo el mundo (Johnson et al, 1995).
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1.3 - ETIOLOGIA

Los mecanismos de desarrollo
del angioma cavernoso no son bien
conocidos. Casos de cavernomas en
recién nacidos apoyan la hipotesis de
origen congénita (Gangemi et al, 1989,
Yasargil et al, 1987). Se creé que apa-
recen debido a un defecto congénito
causado por una diferenciaciéon meso-
dérmica desordenada entre la tercera y
octava semanas de gestacion. De hecho
existe una fuerte evidencia de que al-
gunas lesiones vasculares del sistema
nervioso central (SNC) ocurren debido
a traumas, radiaciones u otras agresio-
nes. (Zabramski et al, 1999; Sahoo,
1999).

Recientemente se ha descrito la
formacion de nuevas lesiones (de novo)
en formas familiares y esporadicas.
Detwiler et al, (1997). Zabramski et al,
(1994) compararan una serie de MRI
de individuos no emparentados entre si,
obtenidos en un intervalo de 6 a 12
meses y documentaron la formacion de
17 nuevos casos en un periodo de 2,2
afios.

Otros factores también pueden
estar asociados a la formacidn de nue-
vas lesiones, como infecciones virales,
angiogénesis reactiva tras microhemo-
rragia (Awad et al, 1993; Awad et al,
1986; Floks et al, 1965; Gross et al,
1970; Wilmore et al, 1978) y radiacio-
nes (Larson et al, 1998; Pozzati et al,
1989).

La formaciéon de cavernomas
multiples en ratones de laboratorio,
inducida por infecciones con polioma
virus podria explicar la formacién de
nuevas lesiones en algunos pacientes
(Flocks et al, 1965; Gross et al, 1970;
Wilmore et al, 1978).

Recientemente Laberge (1999)
y Sahoo (1999) demostraron que muta-
ciones en el gen CCM1 pueden ser la
causa de angioma cavernoso heredita-
rio. Los estudios de Craig et al (1998)
demostraron la asociacion de caver-
nomatosis a los loct CCM2 y CCM3.

Los estudios de nuestro grupo
de investigacion, (Lucas et al, 2001),
han demostrado que los cavernomas
también pueden ser causados por muta-
ciones no heredadas, que tienen lugar
en células de linea germinal o en las
primeras etapas de la embriogénesis.

1.4 - HISTOPATOLOGIA

Histologicamente los caverno-
mas estdn caracterizados por un com-
plejo de canales vasculares dilatados
(cavernas) y bien delimitados, con una
unica capa de endotelio vascular ro-
deada por una fina capa de tejido fibro-
so denso, con hemorragia microscopica
y con poca 0 ninguna intervencion del
parenquima (Davis et al, 1997, Hoang
et al, 1994; Hsu et al, 1993; Kondziol-
ka et al, 1995; Maraire et al, 1999). Las
paredes de los vasos estan desprovistas
de musculo liso y tejido elastico, sien-
do muy comunes las gliosis y la apari-
cién de macrofagos cargados de hemo-
siderina y calcificaciones.

También pueden presentarse
como focos de calcificacion y areas con
una apariencia hialinizada que tampoco
contienen elastina ni musculo liso. La
membrana basal, situada bajo el endo-
telio en los capilares normales, estd
ausente y muchos de los vasos dilata-
dos contienen trombos (Maraire et al,
1995; Rengachary et al, 1996; Riga-
monti et al, 1988; Zabramski et al,
1994).
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Episodios recurrentes de trom-
bosis y hemorragia llevan al deposito
gradual de hierro en forma de hemosi-
derina y otros subproductos de la san-
gre en el tejido cerebral cercano a la
lesion (Zabramski et al, 1999).

Las lesiones pueden variar de
tamafio desde pocos milimetros hasta
algunos centimetros de didmetro, sien-
do mayor en pacientes clinicamente
sintomaticos. Su crecimiento y reapari-
cion pueden estar relacionados con
sangrados repetidos y proliferacion
capilar (Laberge, 1999).

1.5 - CLASIFICACION
Puede ocurrir de dos formas:

Forma Esporadica: son lesiones
tipicamente solitarias y sin historia de
cavernomatosis cerebral familiar.

Forma Familiar; También de-
nominada forma multiple, se caracteri-
za por la presencia de un numero va-
riable de cavernomas y es heredada
como forma autosémica dominante con
penetrancia variable (Hayman et al,
1982; Dobyns et al, 1987; Rigamonti et

al, 1988; Allard et al, 1989; Malik et al,

1992; Zabramski et al, 1994).

Aproximadamente un 50% de
los pacientes presentan en la forma
familiar (Laberge et al, 1999), siendo
esta la forma predominante en la po-
blacidén hispanica y en la poblacion en
general (Detwiler et al, 1997; Gunel et
al, 1996; Maraire et al, 1995; Polyme-
ropoulos, 1997). Un estudio reciente
sugiere que el 75% de las lesiones es-
poradicas son en realidad de miembros
de una familia afectada, con lesiones
asintomaticas que enmascaran el patron
de segregacion autosémico dominante
(Labauge et al, 1998).

1.6 - SINTOMAS CLINICOS

Los pacientes suelen presentar
un cuadro neuroldgico significativo con
ataques epilépticos, migrafias y hemo-
rragias. Los déficits neurologicos pue-
den presentarse como debilidad mus-
cular, paralisis, pérdida o deficiencia de
tacto, audicion o vision. Un rasgo clini-
co muy significativo es la gran variabi-
lidad en el cuadro clinico.

Los ataques epilépticos son el
sintoma clinico mas comun en pacien-
tes de cavernomatosis cerebral familiar
resultando estar presente en el 40% al
70% de los sintomaticos (Zabramski et
al, 1994; Johnson et al, 1995), seguidos
por déficits neuroldgicos focales pre-
sentes en 35% a 50% y dolores de ca-
beza inespecificos presentes en un 10 a
30% de los pacientes (Voight et Yasa-
gil 1976, Simart et al, 1986; Rigamonti
et al, 1988; Villani et al, 1989; Curling
et al, 1991; Robinson et al, 1991; Za-
bramski et al, 1994).

Es comun la presencia de pe-
quefias hemorragias con episodios de
sangrados separados por meses o afios
pudiendo llevar a la muerte como con-
secuencia de la hemorragia (Hayman et
al, 1982; Gil-Nagel, 1995).

Factores como la presion san-
guinea, pueden desempefiar algun pa-
pel en el crecimiento de la lesion y en
la determinacion de la severidad clinica
de los cavernomas.

1.7 - HISTORIA NATURAL

La sintomatologia suele apare-
cer entre 20 o 30 afios de edad, aunque
es muy variable.
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En la cavernomatosis, las hemo-
rragias pueden ocurrir como un evento
clinico minimo o simplemente ser ob-
servado como un aumento en el tamafio
de la lesion sin ninguna secuela clinica.

Existe una marcada discrepan-
cia entre los porcentajes de hemorragia
publicados por distintos autores. En dos
estudios recientes realizados en un gran
niamero de pacientes, que fue seguido
por un intervalo de tiempo relativa-
mente corto se sugirid que el riesgo
anual de hemorragia era de 0,7 % por
lesion por afio en un estudio y de
0,25% por lesion por afio en el otro.
Otros estudios han sugerido que el ac-
tual porcentaje de hemorragia recu-
rrente es alto, en torno de 2% al afio (C.
Ogilvy, 2001). Kondzziolka et al
(1995) estim6 que el riesgo anual de
hemorragia varia entre un 0,6% para
los pacientes sin hemorragia previa
hasta un 5% para los casos en que el
cavernoma estd situado en el tronco
cerebral y hayan sufrido una hemorra-
gia anteriormente. Zabramski estimo en
1,1% la tasa de riesgo de lesion por
ano. Este resultado concuerda con el
0,7 % publicado con Robinson et al
(1991), pero es considerablemente ma-
yor que el 0,1% publicado por Curling
et al (1991). Varios estudios han de-
mostrado que la edad puede jugar un
papel importante en las hemorragias,
siendo comun en pacientes mas jovenes
(Farmer et al, 1988; Vaquero et al,
1989).

Lesiones nuevas suelen apare-
cer en un 29% de los pacientes debido
a la proliferacion capilar o hemorragias
focales o la combinacion de estos dos
factores (Pozzati et al, 1989; Rigamonti
et al, 1990).

Un 19% de los afectados pre-
sentan cambios en el tamafio de la le-
sion y un 38% de los pacientes presen-

tan cambios en la intensidad de la se-
fial, indicando que los cavernomas son
lesiones dinamicas que tienden a au-
mentar de tamafio hasta llegar a una
hemorragia y pueden bajar de tamaifio
durante periodos aquiescentes (Za-
bramski et al, 1994).

El tamafio y la localizacién de
la lesion son determinantes en la seve-
ridad de la enfermedad. Los caverno-
mas localizados en el tronco cerebral
suelen tener un curso especialmente
agresivo.

Poca informacion se tiene sobre
la historia natural y riesgos para pa-
cientes asintomaticos.

1.8 - DIAGNOSTICO

Generalmente el diagndstico en
un paciente con sintomatologia de ca-
vernomatosis se hace con resonancia
magnética por imagen (MRI). Antes de
la aparicion de la tomografia compute-
rizada y de la MR, el patron clinico de
cavernomatosis era frecuentemente
diagnosticado como un proceso des-
mielinizante. De hecho algunos pa-
cientes que habian sido diagnosticados
de esclerosis multiple resultaban tener
un cavernoma como etiologia de su
episodio de disfuncién neurologica.

La reciente disponibilidad de
marcadores genéticos ha mejorado mu-
cho la estrategia diagnostica de la en-
fermedad. La estimacion correcta de
los portadores asintomaticos es de gran
importancia para el consejo genético de
estos individuos.

1.8 1 - DIAGNOSTICO PRENATAL

El alto riesgo de que un porta-
dor del gen mutado pueda transmitir la
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enfermedad a su descendencia y la difi-
cultad del tratamiento hace especial-
mente relevante el diagndstico prenatal
de la cavernomatosis.

La situacion ideal para la reali-
zacion de un diagnostico prenatal es
disponer de un estudio molecular pre-
vio de la mutacion, por enzima de res-
triccion de la pareja o de la familia. El
estudio molecular de la familia es
siempre aconsejado debido a la exis-
tencia de portadores asintomaticos que
varia entre un 20 a 30% de los afecta-
dos.

En cualquier caso, tanto el
diagnodstico presintomatico como el
prenatal debe hacerse de acuerdo con
las normas del Comité General para la
Enfermedad de Huntington.

1.9 - TRATAMIENTO

El tratamiento y la conducta a
seguir en general, en los cavernomas
intracraneales es tremendamente con-
trovertida y todavia estd por darse la
ultima palabra. Aunque su prevalencia
sea alta, por razones desconocidas
(Houtteville, 1999), sélo algunos pa-
cientes siguen un curso clinico agresivo
y por ello las diferentes estrategias de-
ben tener en cuenta la evolucion natural
de las lesiones (Vilalta, 1999).

La cirugia debe ser considerada
en todo paciente con episodios de he-
morragias recurrentes, con deterioro
neuroldgico progresivo o epilepsia in-
tratable.

Otra alternativa es la radioci-
rurgia. Sus resultados son dificiles de
analizar y efectivamente los trabajos de
Amin-Hajani et al (1998) y de Karlson
et al (1998) advierten sobre los riesgos
de secuelas neurologicas e incluso de la

continuidad de la patologia. Es dificil
decidir sobre el tratamiento en pacien-
tes en que la lesién ha disminuido de
tamafio después del sangrado, simple-
mente por la reabsorcion de la sangre
alrededor de la misma. El unico test
fiable para saber si una radiocirurgia
tuvo éxito serd el control del paciente
durante un largo intervalo de tiempo.

En pacientes mayores con le-
siones de dificil acceso quirtrgico el
tratamiento paliativo parece ser el
apropiado. Sin embargo, para pacientes
jovenes con lesiones mas accesibles,
extirpar la lesion puede ayudar en el
control de la epilepsia, reducir el em-
peoramiento del déficit neurologico y
prevenir hemorragias subsecuentes.
Para lesiones con localizaciones criti-
cas, pueden ocurrir complicaciones en
el tratamiento y la posibilidad de esas
complicaciones debe ser cuidadosa-
mente valorada en funcion de la histo-
ria natural de la propia lesion.

1.10 - TERAPIA GENICA

Aunque la terapia génica to-
davia esta en su infancia y solo esta
comenzando a influir en la vida de los
pacientes, la posible curacion de en-
fermedades genéticas por medio de
técnicas de DNA recombinante ha sus-
citado un gran interés. Constituye un
area de investigacion muy activa y
aunque su uso ha estimulado la funcién
inmunitaria en pacientes con deficien-
cia de ADA (adenosina desaminasa) y
ha reducido los niveles de colesterol en
pacientes con hipercolesterolemia fa-
miliar. No esta muy claro en estos mo-
mentos que la terapia génica llegue a
proporcionar un tratamiento o curacion
segura a un costo razonable puesto que
todavia nadie se ha curado con terapia
génica. A pesar de estas reservas, la
investigacion en este campo estd apor-
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tando nuevas intuiciones de importan-
cia biologica fundamental. Al igual que
en muchos otros caminos de la investi-
gacion médica, el potencial de la in-
vestigacion en terapia génica e€s consi-
derable.

2 - GENETICA DE LA CAVER-
NOMATOSIS

2.1 - El DESCUBRIMENDO DE LA
PROTEINA KRIT-1

Serebriskii et al (2000), investi-
gaban proteinas que interaccionaban
con Krev-1, un miembro de la familia
Ras de las GTPasas con actividad su-
presora tumoral, con el objetivo de
elucidar la regulacion basica del con-
trol del crecimiento celular y entender
porqué la proteina Krev-1 puede fun-
cionar tanto como oncongen y como
antioncongen. Utilizaron el gen krev-1
como cebador en el chequeo de di-
hibridos para identificar proteinas que
podrian producir pistas o indicio de su
funcion. Se aislaron dos grupos de
proteinas que interacionaban especifi-
camente con Krev-1. Una clase corres-
pondia al oncogen Raf, que ya estaba
identificado como pareja de la proteina
Krev-1 y la segunda clase estaba repre-
sentada por 7 clones independientes del
nuevo gen. Uno de los ocho, interac-
ciond con afinidad intermedia y probo
ser un cDNA parcial de la oncoproteina
Raf, (Nassar et al, 1995). Los otros
siete clones interactuaron muy fuerte-
mente con Krev-1 y pertenecian una
nueva proteina que ha sido denominada
KRIT-1, del inglés - Krev-1 Interac-
tion Trapped 1.

2.2 - ESTRUCTURA

El cDNA inicialmente aislado
carecia de una metionina para la inicia-

cion de la traduccion y, ademas, se
suponia que era un cDNA parcial. Se-
rebriiski et al (2000) extendid el clon
de KRIT-1 con cDNA de higado hu-
mano y el resultado fue la adicion de
398 pares de bases a la nueva secuen-
cia. El cDNA ensamblado comprendia
1986 pares de base con una cola de
poli-A adicional de 18 pares de bases.
El coddn de la metionina localizado en
el 26 par de base de la extremidad 5' de
la secuencia ensamblada inicia la tra-
duccion de 529 aminoacidos de un
marco de lectura abierto (ORF - Open
Reading Frame), seguido por aproxi-
madamente 370 pares de bases de la
secuencia 3' no traducida, conteniendo
un "repeat” miembro de la familia Alu.

El alineamiento de la secuencia
del ¢cDNA de KRIT-1 con la secuencia
genodmica BAC RG161K23 del GEN-
BANK (Washington University Geno-
me Sequencing Center) revelé que el
ORF esta dividido en 12 exones exten-
didos en 37,7 Kb de DNA genomico
(Sahoo 1999; Laberge-le Couteulx
1999).

2.3 - ANALISIS POR ORDENA-
DOR DE LA PROTEINA
KRIT-1

Para mejor entendimiento de la
organizacion de KRIT-1 se realizé una
busqueda de dominios proteicos en la
base de datos SMART (Simple Modu-
lar Architecture Research). Este estu-
dio realizado por Sahoo et al (1999)
revelé que KRIT-1 contiene por lo me-
nos 3 dominios ankirina, empezando en
el aminoacido 80 y terminando en ami-
noacido 177 y un dominio FERM (fa-
mily Erzin, Radixin and Miosin) que
empieza en aminoacido 209 y termina
en el 433 (Fig. 1).
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Los dominios ankirina interme-
dian relaciones entre proteinas y son
encontrados en mas de 400 moléculas
representando una gran variedad de
actividades biologicas (Sedgwick et al,
1999). Los dominios FERM son en-
contrados en 51 proteinas y sirven de
mediadores entre proteinas citoplasma-
ticas y membranas (Tsukita et al,
1997).

Ademas, la composicion de
este dominio parece ser unica de KRIT-
1, pues ninguna otra proteina de la base
de datos SMART poseé ambos domi-
nios ankirina y FERM. Serebriiski et al
(1997) y Laberge-le Couteulx et al
(1999), detectaron 4 dominios ankirina
en la proteina KRIT-1, pero utilizando
criterios estrictos de SMART, Sahoo et
al (1999) identificaron solamente 3
dominios ankirina.

Sin embargo, dificultades con la
expresion de la proteina KRIT-1 re-
combinante y otras incongruencias su-
gerian que la secuencia de aminodcidos
publicada podria estar incompleta.

- El mRNA detectado por "Northern
blotting" era mayor que lo esperado
basado en la secuencia.

- La proteina KRIT-1 recombinante
presentaba un sistema de expresion
irregular.

- No se encontraron mutaciones en
KRIT-1 en varias familias que presu-
miblemente deberian estar ligadas al
locus CCM1 (Eerola et al, 2000; Sahoo
et al, 1999; Serebriiski et al, 1997).

Andlisis por ordenador de la
secuencia génica de KRIT-1 sugiri6 la
presencia de aminoécidos adicionales
que podrian extender la secuencia de
c¢DNA en 621 pb en la extremidad 5'.
Experimentos con la técnica de la RT-

PCR (Polimerase Chain Reaction -
Retrotranscription)  confirmaran la
existencia de por lo menos 4 exones
codificantes adicionales. La secuencia
completa de la proteina KRIT-1 poseia,
por tanto, 736 aminodcidos, 207 ami-
nodacidos adicionales a los 539 previa-
mente publicados por Laberge-le Cou-
tleux en 1999.

KRIT-1 contiene un gran por-
centaje de residuos aromaticos, parti-
cularmente tirosinas. Poseé regiones
hidrofobas, particularmente en la ex-
tremidad carboxi-terminal (Serebriiski,
1997) y un tnico dominio transmem-
branico en los aminodcidos 339 - 359
(Hofmann y Stoffel, 1993). No es
fuertemente homdloga a ninguna pro-
teina previamente descrita.

KRIT-1 interactia con Krev-1 a
través de su region carboxi-terminal
(aminoacido ~280 - 433). Puede estar
fuertemente relacionada a la familia de
proteinas citoesqueléticas y proteinas
asociadas a la membrana como la
proteina eritrocitica 4.1 (Comboy et al,
1986), incluyendo entre otras la miosi-
na, la azrina y la merlina (Trofatter,
1993). La extremidad N-terminal de
KRIT-1 (aminoacido ~ 83-215) con-
tiene 3 o 4 dominios ankirina (Bork,
1993, Serebriiski, 1999, Sahoo, 1999).
(Fig. 1). Se demostré que los dominios
ankirina son interactivos y pueden me-
diar la asociacion de krev-1 con otras
células. Estos dominios son extrema-
mente abundantes en proteinas de
membranas y proteinas citoesqueléti-
cas. La conocida localizacion de Krev-
1 en compartimentos endosomiales
(Beranger, 1991; Pizon et al, 1994) y la
presencia de multiples dominios anki-
rina sugiere que KRIT-1 podria simi-
larmente estar asociada a membranas
intracelulares.
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La secuencia completa de
CCM1 no interactua con Krev-1, sino
que presenta una fuerte asociacion con
una proteina asociada a la integrina
citoplasmatica - icapla. La nueva ex-
tremidad N-terminal de CCM1 contie-
ne tres dominios NPXY (asparagina,
prolina, cualquier aminoacido, tirosina)
en los residuos 191-194, 231-234 y
250-253, pero solamente uno de ellos,
el 250-253 es requerido para interac-
tuar con icapl, un modulador de la
transmision de sefiales en la integrina
B1 (J. Zhang et al, 2001).

Las integrinas son proteinas
heterodiméricas que poseen dos subu-
nidades a y b localizadas en la superfi-
cie celular y participan en el mecanis-
mo de transmision de sefiales (Howe,
1998), Brooks (1996), David (1999).
Tal como se pensd0 en las in-
vestigaciones iniciales con Krev-1, se
supone que las integrinas influencian
la angiogénesis, la morfologia y la in-
tegridad vascular (Hemler, 1998;
Brooks, 1996), pero esto no esta claro
todavia.

Hasta el momento ninguna otra
proteina poseé¢ ambos dominios ankiri-
na y FERM.

2.4 - FUNCION

Hasta el momento la funcion de
KRIT-1 no ha sido todavia determina-
da. Se cre¢ que es un fuerte candidato
como regulador de la funcion directa de
krev-1 y que puede funcionar como
supresor tumoral (Serebriiski et al,
1997).

El gen humano Krev-1/rapla
codifica una pequefia proteina ligada a
GTP relacionada al oncogen Ras. Ini-
cialmente se pensé que Krev-1 era un
oncogen debido a que su sobrexpresion

puede inhibir parcialmente Ras y a que
puede ligarse a la GTPasa Ras y activar
la proteina "in vitro”. Maés reciente-
mente se ha sugerido que Krev-1 tam-
bién puede funcionar como un oncon-
gen en algunas células. Cuando la es-
clerosis tuberosa tipo 2 (TSC2), fue
identificada como lesion genética, tam-
bién se demostro la funcion de la tube-
rina como proteina GAP (G7Pase acti-
vating protein) para Krev-1. La muta-
cion de un gen cuya funcion normal es
regular la actividad catalitica de Krev-1
produce un crecimiento celular anor-
mal, sugiriendo la idea de que Krev-1
también puede actuar como oncogen en
seres humananos (Golemis1995).

2.4.1 - INTERACCION DE KRIT-1
CON KREV-1/RAP1a

Krev-1 es una proteina que estd
implicada en la morfogenesis y dife-
renciacion celular y que también inte-
ractua con B-Raf, una proteina cuya
deficiencia lleva a apoptosis endotelial
en ratones (Boss, 1998; Wojnowski et
al, 1997; Asha et al, 1999; Pizén et al,
1996).

Se especula sobre el hecho de
que los cavernomas podrian ser “tumo-
res vasculares benignos” que se desa-
rrollan debido a una alteracion en el
mecanismo de control de transmision
de sefiales de Krev-1/rapla. Esta hipo-
tesis es apoyada por el hecho de que el
mecanismo de krev-1/rapla también
esta alterado en esclerosis tuberosa tipo
2 (TSC2), una enfermedad autosomica
dominante caracterizada por tumores
neurocutaneos benignos. En TSC2,
como en los cavernomas son frecuentes
los ataques epilépticos. La tuberina, el
producto del gen TSC2, funciona como
supresor tumoral y actGa como una
proteina activadora de las GTPasas
(GAP) (Wielnelce, 1995). La inactiva-
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cién somatica o pérdida de heterogozi-
dad en los alelos de la tuberina en
TSC2 asociados a tumores llevan a
activacion de Krev-1/rapla y al creci-
miento descontrolado (Mahehwar et al,
1996, Soucek et al, 1997).

La naturaleza de los caverno-
mas cerebrales sugiere que estos "tu-
mores vasculares" pueden desarrollarse
debido a la pérdida del alelo silvestre
en el desarrollo de los vasos cerebrales.
La funcion supresora tumoral de KRIT-
1 podria ser similar al del mecanismo
de la tuberina en TSC2 y por lo tanto
estar asociada a los tumores.

Todas las proteinas que inte-
ractiian con Krev-1 hasta ahora defini-
das también interactian en mayor o
menor grado con Ras.

Para definir el dominio de
KRIT-1 requerido para su interaccion
con Krev-1, se comparé la habilidad de
una serie de derivados truncados de
KRIT-1 para interaccionar con Krev-1.
Una pequeiia delecion de la extremidad
carboxi-terminal de la proteina KRIT-1
(aminoacido 483 - 529) resultd en la
pérdida casi total de la interaccidon
proteica, mientras que la sustitucion de
dos mutaciones sin sentido en el ami-
no4cido 368 y 363 causaba alguna dis-
minucion en la interaccion.

Analisis de "Western Blot" con-
firmaron que todas las proteinas deri-
vadas de KRIT-1 eran expresadas en
niveles similares.

Estos resultados indicaron que
KRIT-1 interacciona preferentemente
con krev-1, mientras que Raf interac-
ciona preferentemente con Ras. La re-
gion carboxi-terminal de KRIT-1 es
necesaria para mediar la interaccion
con krev-1, mientras que el dominio
amino-terminal ankirina contiene una

region que puede ser utilizada en la
asociacion con proteinas celulares adi-
cionales.

2.4.2 - INTERACCION DE KRIT-1
CON ICAP 1a

Estudios recientes han demos-
trado la existencia de una nueva regioén
N-terminal que contiene tres dominios
NPXY (asparagina, prolina, cualquier
aminoacido, tirosina) en los aminoaci-
dos 191-194, 231-234 y 250-253 (Jung
Zhang, 2001).

Cuando se utilizo la nueva pro-
teina KRIT-1 en experimentos con
Krev-1 no hubo interactuaccion entre
las dos proteinas como acontecia al
principio. La extension de la region N-
terminal de KRIT-1 produce una fuerte
interaccion con la integrina icapl (infe-
grin cytoplasmatic domain-associate
protein-1). Las integrinas son proteinas
de la membrana celular que en su ma-
yoria interactian con la matriz celular.
Constituyen un grupo de aproximada-
mente 20 moléculas distintas y estruc-
turalmente relacionadas (Pérez et al,
2001). (Howe et al, 1998; Brooks et al,
1996; David et al, 1999). Estan forma-
das por dos cadenas o subunidades alfa
y beta. Su papel especifico todavia no
esta claro.

Igual que la integrina B1, KRIT-
1 interactGa con los 200 aminoacidos
isoférmicos de icapla, pero no con los
150 aminoacidos que resultaron de un
"splicing" alternativo. La expresion de
KRIT-1 disminuye la interaccion entre
icapla y la integrina 1. Esto sugiere
que la integrina B1 y KRIT-1 compiten
por el mismo sitio en icapla, sugirien-
do que quizads constituyan mecanismo
de regulacion.
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Dominio FERM
Dominio Ankirina Region interaciona

con Krev-1/Rapla

1 2 314|567 |8 9|10 11|12

Fig. 1 - Esquema representativo de la estructura parcial del gen CCMI1. En la parte su-
perior se ve las regiones N' y C' terminal, el dominio ankirina (aa 80 a 177) y la region
que interacciona don Krev-1/rapla. En la parte inferior se representa los 12 exones pre-
viamente identificados.

[ Exones nuevos |
vV v oy

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

ATG nuevo ATG previo

Fig. 2 - Representacion esquematica de la estructura genomica total del gen CCM1. Los
nuevos exones predichos por el programa Genscan (CCR.081.mit.edu. GENSCAN.
html) estan representados bajos la llave. Las cajas cerradas representan las secuencias
codificantes, las cajas abiertas representan las secuencias no codificantes.
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Existen tres dominios NPXY en
la secuencia completa de KRIT-1, pero
solamente el dominio codificado por
los aminoacidos 191-194 es esencial
para la interaccion con icaplo.

2.5 - EXPRESION GENICA

Se ha demostrado varios niveles
de expresion en corazon, cerebro, pla-
centa, pulmoén, higado esqueleto, rifion
y pancreas, sugiriendo que la expresion
de KRIT no es exclusiva del epitelio
vascular o tejido cerebral. Analisis me-
diante "Northern Blot" demostraron
que la expresion de KRIT-1 es mas
fuerte en corazon, musculo y cerebro.

Como la cavernomatosis puede
presentarse en el nacimiento, la enfer-
medad puede desarrollarse en el utero,
mucho antes de la aparicion de cual-
quier sintoma clinico (Sahoo, 1999),
pero el patrén de expresion de KRIT-1
durante el desarrollo todavia es desco-
nocido. Es necesario conocer la expre-
sion de KRIT-1 en el contexto anaté-
mico y en el desarrollo para entender
por qué el desarrollo de la cavernoma-
tosis es casi exclusivo de vasos del
cerebro.

2.6 - PATRON DE HERENCIA

Analisis de varios cientos de
individuos demostraron que la caver-
nomatosis cerebral familiar se trans-
mite siguiendo un patrén de herencia
autosomica dominante (Siegel, 1998).
Existen varias evidencias a favor de
esta hipétesis. Los estudios de Siegel
(1998) indican que 69% de los afecta-
dos son descendientes de un progenitor
afectado. Otro hallazgo que apoya di-
cha transmision es la ausencia de saltos
de generacion en familias afectadas.

El patron de herencia recesi-
vo esta descartado por la transmision
regular de la enfermedad de una gene-
racion a la siguiente y por la ausencia
de multiples afectados procedentes de
progenitores sanos, mientras que la
transmision de la enfermedad de varon
a varon invalida una herencia ligada al
cromosoma X.

La herencia mitocondrial tam-
bién puede ser excluida por la existen-
cia de descendientes afectadas de un
varon afectado.

2.7 - PENETRANCIA

La cavernomatosis es una en-
fermedad neurodegenerativa bastante
frecuente en la vida adulta.

Aunque la evidencia para la
herencia dominante es convincente, el
fenotipo no es completamente pene-
trante. Las informaciones existentes
son claramente insuficientes para el
analisis. Aunque se hayan publicado
varios trabajos que determinaron la
penetrancia de la enfermedad no se
puede calcular una tasa exacta debido a
que los andlisis normalmente se limitan
a los familiares portadores de primer
grado. Los valores para penetrancia
calculados probablemente son inferio-
res a la penetrancia real, debido a la
existencia de casos asintomaticos que
no se contabilizan (Siegel et al, 1998) y
que solamente un 38% de asintomati-
cos se someten al escaner. De estos
38%, un 50% son positivos. Segun Sie-
gel et al, (1998) la tasa de individuos
asintomaticos es de un 24% y segin
Robinson et al (1991) es de un 30%.

Los valores para tasa de la pe-
netrancia publicados varian bastante
segln el autor. Los estudios realizados
por Craig et al (1988) calcularon una
tasa de 88%. Jan Dubovsky et al (1995)
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calcularan una penetrancia de 95%,
claramente inferior a la penetrancia real
debido a que en sus estudios 16 indivi-
duos que eran portadores obligatorios
presentaban MRI negativa.

Basandose exclusivamente en la
observacion del pedigri Polymeropou-
los et al (1997) demostraron un pene-
trancia de 76%.

Este grupo encontrd dos indivi-
duos asintomaticos con MRI positiva,
tres individuos con MRI negativa y
analisis genéticos positivos y otros
siete individuos asintomaticos con ana-
lisis positivos, pero que no les fue po-
sible realizar el MRI (Polymeropoulos
et al, 1997).

Los estudios de Detwiler (1997)
encontraron una penetrancia de 100%
utilizando criterios exclusivos de ima-
gen de resonancia magnética.

En contradiccion al previamente
publicado por Zabramski et al (1994)
Polymeropoulos (1998) encontré ine-
quivocas evidencias de un salto de ge-
neracion en una mujer asintomatica de
29 afios, con dos MRIs negativas que
tenia cuatro hermanos que estaban
afectados por cavernomatosis y que
eran descendientes de padre asintoma-
tico.

Segiin Polymeropoulos (1999),
no es frecuente que un individuo afec-
tado presente los cuatro sintomas a la
vez (migrafia severa, hemorragia cere-
bral, hemiparesias y ataques epilépti-
cos). Normalmente un tercio de los
afectados son monosintomaticos para
migrafias o ataques epilépticos. Y ade-
mas no es frecuente la existencia de
individuos sintomaticos con MRI ne-
gativa, pero este criterio no es comple-
tamente fiable (Polymeropoulos, 1998).

Los andlisis de Zhang et al
(2000) documentaron individuos que
portaban la mutacion, pero que no pre-
sentaban el fenotipo enfermo en el
"screening” 1nicial concordando con
una penetrancia incompleta o depen-
dencia de la edad. Seria interesante
seguir estos individuos para ver si desa-
rrollaran la cavernomatosis o si la pe-
netrancia en esta enfermedad es verda-
deramente incompleta.

En nuestros estudios (Lucas et al,
(2002 - in press) se ha dado el caso de
una familia que un paciente de 4 afios de
edad debuté con hemorragia cerebral,
cuya abuela de 82 afios presentaba mul-
tiples cavernomas y que sin embargo un
hermano de 18 afios de edad presentaba
MRI negativa y analisis genéticos positi-
vos, ilustrando perfectamente la pene-
trancia variable de la enfermedad.

Seglin los estudios de Eerola
et al (2000) un 38% de los individuos
afectados portadores de mutaciones en
el gen CCM1 también estan afectados
por lesiones cutdneas vasculares.

2.8 - ANTICIPACION

El fenémeno de anticipacion se
refiere a la aparicion cada vez mas
temprana de los sintomas y al aumento
de la severidad en generaciones sucesi-
vas en una enfermedad hereditaria
(Mclnnis, 1996). Recientes estudios de
genética molecular han demostrado la
existencia de un aumento en el nimero
de trinucledtidos inestables en la se-
cuencia en varias enfermedades neu-
rolégicas como la distrofia miotonica,
la enfermedad de Huntington, ataxias
espinocerebrales, etc.

Aunque todavia no ha sido
detectado un trinucleétido en tanden en
los enfermos de cavernomatosis cere-
bral familiar este es el mecanismo mas
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observado en este tipo de fendmeno.
Ninguna evidencia de anticipacion ha
sido observada en los estudios de Sie-
gel et al (1998). A pesar de esto este
autor considera que existen varias ra-
zones para tener en cuenta el fendmeno
de la anticipacion en la cavernomatosis,
como por ejemplo la dificultad en defi-
nir y comparar la severidad de la mani-
festacion en el SNC, el hecho de que el

mecanismo bioldgico determinante de
los sintomas clinicos todavia no esta
bien entendido y que el numero de
cavernomas sea un indicador cuestio-
nable de la severidad de la enfermedad,
porque multiples lesiones no causan
necesariamente sintomas mas Severos
que las lesiones unicas, sino su locali-
zacion.
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FUNCION DE KRIT-1

Factores de transcripcion

v

Expresion génica

Vasculogénesis

Fig 3: Esquema representativo de la funcion de KRIT-1. Esta hipétesis propone el papel
del complejo GAP/Krev-1 en la transmision de sefiales. Si el nivel de GTP en forma de
ras aumenta, la cantidad del complejo GAP/Krev-1 se reduce y esto estimulara el creci-
miento celular. Un fallo en la interaccion entre icapl y KRIT-1 afectaria toda la cadena
de sefiales, impediendo el desarrollo normal de la célula.
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3 - ASPECTOS MOLECULARES DE
LA CAVERNOMATOSIS

3.1 - LOCALIZACION CROMOSO-
MICA, MARCADORES Y MAPA
FiSICO DE LA REGION

En 1995 Dubowski et al, maped un
gen para la cavernomatosis en un intervalo
de 33 cM en el brazo largo del cromosoma
7 (7q11-22) limitado por los marcadores
D7S8502 y D7S821 o D7S479. Este resul-
tado fue confirmado por los grupos de in-
vestigadores de la universidad de Duke y
de la universidad de Yale. Mas tarde, Gil-
Nagel et al redujeron este intervalo a 15
cM limitado por los marcadores D7S660 y
D7S558/D751789.

El locus CCM1 comprendiendo una
region de 1,9 Mb fue definido como candi-
dato por la presencia de un haplotipo co-
mun en hispanos. Esto permiti6 construir el
mapa fisico completo del intervalo CCM1.
Se utilizé analisis por ordenador de la se-
cuencia a través de BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool), un programa di-
sefiado para buscar genes y transcritos o
bien el programa GRAIL II, GENESCAN,
y MZEF para identificar regiones codifi-
cantes dentro de secuencia génica. Los
exones identificados por analisis de orde-
nador de la secuencia génica fueron ampli-
ficados y posteriormente secuenciados para
identificar la mutacion auténtica. Sahoo et
al, han identificado y analizado aproxima-
damente 200 exones candidatos compren-
diendo 960 kb de la secuencia génica. Va-
rios genes conocidos como por ejemplo
CDK6, KRIT-1, AKAP450, YOTIAO y
PFTAIRE que se encuentran en el inter-
valo CCM1 también fueron analizados.
También se ha incluido estrategias para
detectar micro o macro deleciones que
pueden estar presentes en la region CCM1
del cromosoma 7q utilizando células so-
maticas hibridas aisladas de pacientes
afectados y no afectados.

3.2 - HETEROGENEIDAD GENETICA

Los estudios realizados por Gunel
et al (1996) identificaron dos familias
afectadas por cavernomatosis cuyas muta-
ciones no se localizaban en el locus
CCM1. Un estudio realizado en familias
francesas por Labauge et al (1998), de-
mostré que solamente un 50% de las 35
familias estudiadas eran portadoras de
mutaciones en el locus CCMI1 indicando
heterogeneidad genética.

Craig et al (1998) realizaron ana-
lisis de ligamiento en 20 individuos cauca-
sianos no hispanos con cavernomatosis
cerebral familiar y confirmaron la existen-
cia de dos nuevos loci: CCM2 en 7p15-p13
y CCM3 en 3q25-q27. Los analisis de-
mostraron que 40% estaban ligados a
CCML1, 20% ligados a CCM2 y 40% liga-
dos a CCM3; con evidencia altamente sig-
nificativa para ligamientos a 3 loci.

Analisis multilocus posteriores
entre familias con alta probabilidad de li-
gamiento a cada uno de los 3 loci refino la
localizacion de CCM2 y CCM3 a un inter-
valo de 22 c¢cM aproximadamente. El liga-
miento a 3 loci puede explicar la herencia
de CCM1 en todos los individuos estudia-
dos. También fueron identificadas signifi-
cativas diferencias en la penetrancia en
locus especificos.

3.3 - ANALISIS DE LIGAMENTO

Se denomina desequilibrio de liga-
mento a la asociacion de un determinado
alelo o combinacion de alelos (haplotipo)
con una enfermedad en una poblacién. La
existencia de un desequilibrio de liga-
mento se debe a la cercania entre el marca-
dor y el gen o a la presencia de un gen fun-
dador que hace que todos los enfermos de
una determinada poblacion hereden la
misma mutacion.
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En 1996, Gunel et al, encontraron
un haplotipo comtn en 6 familias hispano
americanas, indicando que un ancestral
comin era responsable de la mutacion.

Los analisis de ligamento en el gen
KRIT-1 han sido dificiles debido a la gran
variabilidad fenotipica del gen (Polymero-
poulos et al, 1997) y a que los individuos
afectados pueden presentar sintomas clini-
cos con lesiones en la resonancia magnéti-
ca, lesiones en la resonancia magnética y
cuadro clinico asintomatico y también cua-
dro clinico sintomatico con resonancia
magnética de apariencia normal.

Eventos de recombinacién en
miembros de una misma familia definieron
una region critica de ~2 Mb y un haplotipo
compartido asociado con un efecto funda-
dor en familias hispano mexicanas (Sahoo,
1999). Una misma mutacion estaba pre-
sente en 16 de las 21 familias estudiadas.
Estos estudios definieron una region critica
para CCM1, limitada por los marcadores
D7S2410 y D7S689 (Johnson et al, 1995).

Otras dos familias estudiadas com-
partian una porcion menor del intervalo
sugiriendo una region de ~450 kb dentro
de la extremidad telomérica de la region
mayor limitada por los marcadores 085-
222 en la zona céntrica.

Estos resultados fueron confirma-
dos por estudios posteriores realizados por
Jun Zhang et al (2000) que encontraron
cuatro familias hispano americanas porta-
doras de la misma mutacidn. Sin embargo,
este desequilibrio hasta el momento no ha
sido encontrado en otras poblaciones, co-
mo por ejemplo los estudios realizados por
nuestro equipo de investigacion (Lucas et
al, 2000) en poblacidn espafiola y portu-
guesa. En los estudios americanos el anali-
sis de la secuencia génica de este frag-
mento mutado reveld que la mutacion
742C—T era compartida por todos los
individuos afectados en poblacion hispa-
noamericana, mientras que la poblacion

espafiola y portuguesa estudiada no pre-
senta esta mutacion.

3.4 — ASOCIACION ENTRE CAVER-
NOMATOSIS CEREBRAL FA-
MILIAR Y MALFOMACION
VASCULAR CUTANEA HI-
PERQUERATOSICA

Las malformaciones vasculares cu-
taneas hiperqueratosicas son lesiones cuta-
neas raras que Ocurren en un pequefio gru-
po de individuos con cavernomatosis cere-
bral familiar. Los cavernomas y las lesio-
nes cutaneas tienen una apariencia histo-
patoldgica similar. Las malformaciones
vasculares son frecuentes en la piel pero
pueden ser encontradas en otros tejidos.
Analisis genéticos apoyan la hipétesis de
que la cavernomatosis cerebral familiar
puede estar asociada a malformaciones
vasculares cutaneas hiperqueratosicas.

Los estudios de Eerola et al (2000)
describen la transicion de una T — C, una
mutacion encontrada en un individuo con
cavernomatosis y lesiones cutaneas, que
altera el dinucledtido GT, que es el sitio de
“splicing” en el exdén 2 y la delecion de una
G (nt 103) en el exon 1, lo que podria cau-
sar el truncamiento proteico en el inicio de
la transicion.

En el estudio realizado por Laberge
et al (1999) en 57 familias francesas se
encontré 4 familias caracterizadas por la
asociacion de cavernomatosis con lesiones
cutaneas. En estas familias 8 de los 21 in-
dividuos diagnosticados de cavernomatosis
cerebral familiar por RMI y 2 que no se
hicieron la resonancia magnética poseian
lesiones cutaneas.

Cada familia poseia un haplotipo
distinto y los 8 individuos afectados de
lesion cutanea eran portadores del haploti-
po CCM de su familia. Las lesiones cuta-
neas de los 4 pacientes eran malformacio-
nes vasculares predominantemente del tipo
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capilar en asociacion con lesion hiperque-
ratosica epidérmica. No existia hiperplasia
celular y la proliferacion vascular invadia
también la hipodermis.

Estos resultados sugieren la asocia-
cion de cavernomas y lesiones cutaneas en
los miembros de estas familias. Estas le-
siones son raras puesto que fueron obser-
vadas solamente en 8 de los 21 individuos
com MRI positivas en un total de 173 indi-
viduos estudiados. Ninguno de los 89
miembros sanos presentaban la lesion fue-
ron observadas en por lo menos 2 miem-
bros de cada familia (Labauge, 1999).

Se supone que la ocurrencia de le-
siones cutaneas vasculares en estos pa-
cientes es debido a la misma anormalidad
genética causante de cavernomatosis. Esta
asociacién tiene una penetrancia calculada
en aproximadamente 38% (Eerola, 2000).
De acuerdo con estos estudios en un sub-
grupo en que la cavernomatosis es causada
por mutaciones en el gen CCM1 existe un
riesgo adicional de 40% de padecer lesio-
nes cutaneas. Estas mutaciones no fueron
encontradas en ninguno de los demas
miembros afectados ni en los 50 controles
sanos, sugiriendo que la mutacidn presente
en el gen CCMI1 era responsable por el
desorden expresado como cavernomas
asociado con lesiones cutaneas.

3.5- MUTACIONES

Hasta el momento todas las muta-
ciones descritas pueden ser clasificadas
como mutaciones sin sentido, deleciones e
inserciones, cambios en la pauta de lectura
o en el sitio de "splicing"” (corte y empal-
me) que resultaran en la formacion de un
codon de terminacion prematuro, y conse-
cuentemente en la formacidon de una pro-
teina truncada con pérdida de funcion.

3.5.1 - Mutacion 1283C—T

En tres individuos con caverno-
mas, Laberge-le Couteulx et al (1999) en-
contraron una mutacion sin sentido que
resulté en un codon de terminacidon cuya
mutacion era la transicion del nucledtido
CaT en la posicién 1283. OMIM 116860.

3.5.2 - Mutacion 1 BP DEL, 1342A

En cinco individuos con caverno-
matosis cerebral familiar, = Laberge-le
Couteulx et al (1999) encontraron delecio-
nes que cambiaban la pauta de lectura,
resultando en un coddn terminacion pre-
maturo. Uno de ellos era una delecion de
un par de bases en el nucledtido 1342.
OMIM 116860.

3.5.3 - Mutacion 1 BP INS, 1271C

En dos individuos con cavernoma-
tosis, Laberge-le Couteulx et al (1999)
encontraron una insercion de una citosina
después del nucledtido 1271, que cambiaba
la pauta de lectura, produciendo un codon
de terminacién prematuro. OMIM 116860.

3.5.4.- Mutacion 1 BP INS 247C

Esta mutacion identificada por La-
berge-le Couteulx et al (1999) describe la
insercion de una citosina antes de nucleoti-
do 247.
3.5.5 - Mutacién 261G2>A

Esta mutacion describe la transicion

de una guanina a adenina. (Laberge-le
Coutleux, 1999).
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3.5.6. - Mutacion 1012 DEL(26 BP)

Esta mutacion consistia en la dele-
cion de 26 pares de base en el exdn 8, que
producia un cambio en la pauta de lectura
y terminaba un codén terminacion. Tam-
bién fue descrita por Laberge-le Couteulx
et al en 1999.

3.5.7 - Mutacion 615 G2>A

La transicion de una G a una A en
nucleétido 615 produce un codén termina-
cion. (Laberge-le Couteulx, 1999).

3.5.8 - Mutaciéon 681 DEL(GAAT)

La delecion de los cuatro pares de
bases GAAT en el posicion 681, cambia la
pauta de lectura y produce un codon termi-
nacion.

3.5.9 - Mutacién 84 BP DEL 1348

Laberge-le Couteulx (1999) descri-
be la delecidon de 84 pares de base en un
individuo portador de cavernomatosis.

3.5.10 - Mutaci6on -12nt/1430 G>A

La amplificacion del cDNA de dos
pacientes reveld una banda mas pequeiia
de la misma intensidad que las bandas
normales, que estaba ausente en los indivi-
duos sanos y otros pacientes. Los analisis
de la secuencia del producto de la RT-PCR
identificaron la delecion del exén 11 (nt
1430-1546), llevando a la produccion de
una proteina truncada, en la cual faltaban
39 aminoécidos en la region que interactiia
con RaplA. La secuenciacion del DNA de
este paciente reveld la sustitucion de una
A—G en el intrén 10, 12 bp antes del sitio
de "splicing”, sugiriendo que el transcrito
truncado observado en el paciente podria
ser resultado de un "splicing” anormal.

El analisis de la secuencia del pro-
ducto de la RT-PCR del otro paciente re-

velo la delecion de un fragmento de 84 pb
(nt 1348-1431) llevando a la produccion de
una proteina truncada en la cual faltaban
28 aminoé4cidos en la region que interactiia
con RaplA. La amplificaciéon del DNA
genomico y la secuenciacion sugieren que
esta delecion se debe a una delecion en la
extremidad 3" del exén 10 y de la secuen-
cia introénica que contiene el cebador rever-
se usado en la secuenciacion del exén 10.
(Laberge-le Couteulx et al, 1999).

3.5.11 - Mutacién 1 BP DEL 436A

Esta mutacion consiste en la dele-
cion de una adenina en el nucleétido 436.
(Laberge-le Couteulx et al, 1999).

3.5.12 - Mutacion 1 BP DEL 633T

Esta mutacion consiste en la dele-
cion de una timina en nucleétido 633, pro-
duciendo un codon de terminacion (Laber-
ge-le Couteulx et al, 1999).

3.5.13 - Mutacién 742C—T,
GLN248TER

Los analisis realizados por Sahoo et
al (1999) en 21 familias mexico-
americanas con cavernomatosis, identifica-
ron una mutacién en el gen KRIT-1 que
consistia de una transicion de un par de
bases en 742C—T, cambiando una glicina
por un coddn de terminacién prematuro.
Esta mutacion estaba presente en todos los
miembros afectados. La identificaciéon de
un haplotipo comin en los individuos
afectados de esta poblacion sugiere un
efecto fundador. OMIM 116860

3.5.14 - Mutaciéon 1 BP DEL, 103G

Eerola et al. (2000) encontraron
esta mutacion en dos de cuatro individuos
de una familia con cavernomatosis que
también manifestaban lesiones cutaneas.
Todos los 4 individuos afectados fueron
heterocigotos para la delecion de un bp de
una G después del aminoacido 26 en el
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exon 1 que resultdé en un cambio de la
pauta de lectura y codén de terminacion
prematuro en el codon 37. OMIM 116860.

3.5.15 - Mutacion IVS2, T-C, +2

Eerola et al. (2000) estudi6 tres ge-
neraciones de una familia con cavernoma-
tosis en que los miembros afectados eran
heterocigotos para una transicion de T —-C
en el sitio de "splicing" del intrén 2 del gen
KRIT-1. Los analisis del producto de RT-
PCR de los individuos afectados produje-
ron un cDNA aberrante, producto del alelo
que faltaba en el exon 2 o en ambos exones
2 y 3. OMIM 116860.

3.5.16 - Mutacion 1089 DEL A

La delecion de una adenina en ami-
noacido 1089, en el exdn 8, resulta en un
cambio de la pauta de lectura y codon de

terminacion prematuro (Sahoo, 1999).

3.5.17 - Mutacién 1314 DEL T

La delecion de una timina en ami-.

noacido 1314, resulta en un cambio de la
pauta de lectura y codon de terminacion
prematuro en el exén 10 y fue encontrada
por Sahoo et al en 1999.

3.5.18 - Mutacién 990 T— A

Encontrada por Sahoo (1999), esta
mutacion presente en el exon 8 consiste en
la transicion de una timina a una adenina,
convirtiendo una tirosina en un codon de
terminacion.

3.5.19 M- Mutacién IVS4+1G - A

Sahoo et al (1999), encontraron esta
mutacion en el exén 4. La transicion de
una guanina a una timina, modifica el sitio
de "splicing” de GT a AT.

3.5.20 - Mutacion IVS8-2A— G

Esta mutacion encontrada en el in-
tron 8, modifica el sitio de aceptacion de
“splicing” de AG a GG (Sahoo et al
(1999).

3.5.21 - Mutacion 281C -G

Esta mutacion encontrada en el exon
3, cambia una serina a un codon de termi-
nacion (Sahoo et al 1999).

3.6 - CONTRIBUICION DEL ANALI-
SIS MOLECULAR AL DIAG-
NOSTICO DE LA CAVERNO-
MATOSIS CEREBRAL FAMI-
LIAR

Algunas técnicas derivadas de la
PCR permiten la identificacion rapida y
fiable de mutaciones que pueden ser utili-
zadas en el diagnostico directo de numero-
sas enfermedades moleculares. Existen
técnicas que estan dirigidas a la basqueda
de cualquier mutacion en el gen de interés,
como por ejemplo el SSCP y técnicas que
van dirigidas a la busqueda de mutaciones
concretas, previamente conocidas. Estas
técnicas no poseen una sensibilidad del
100%, aunque su sensibilidad depende
mucho de la mutaciéon en estudio. Su uso
en laboratorios de genética molecular faci-
litaria mucho el diagndstico de la caver-
nomatosis.

En un futuro préoximo el andlisis
para la identificacion de mutaciones se
realizard mediante sistemas automaticos en
que el DNA amplificado del paciente hi-
brida con una bateria de oligonuciedtidos
unidos a “microchips”, que cubren toda la
secuencia del DNA amplificado (Schena et
al, 1995; Hacia et al, 1996).

El avance en los conocimientos del
gen de la cavernomatosis permitiria la
identificacién de una parte importante de
las mutaciones de los afectados. Ademas
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permitiria la identificacion de portadores
entre los familiares y el diagnostico pre-
natal en parejas portadoras.

Para detectar las mutaciones el pri-
mer paso seria la amplificacion por PCR de
la region del gen donde aparece la muta-
cion. El hallazgo de la mutacion responsa-
ble por la enfermedad en una familia, no
solo confirma el diagnostico clinico, sino
que posibilita determinar que individuos

son portadores, establecer diagnostico pre-
sintomaticos y realizar diagndsticos pre-
natales.

Finalmente la construccion de mo-
delos animales podria aportar nuevos co-
nocimientos acerca de la fisiopatologia de
todos los procesos involucrados en la en-
fermedad. Ademas estos modelos abririan
el camino para nuevas terapias génicas o
farmacologicas.
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Material y Métodos

1- SUJETOS DE ESTUDIO

Se estudiaron 84 familias espa-
fiolas y portuguesas diagnosticadas clini-
camente de cavernomatosis cerebral fa-
miliar y esporadica por MRI, que fueron
enviadas para estudio genético por los
siguientes servicios: Servicio de Neuro-
logia del Hospital Universitario Virgen
Macarena (Sevilla), Servicio de Neuro-
logia del Hospital Miguel Servet (Zara-
goza) Servicio de Neurologia del Hos-
pital de Santa Maria, Lisboa (Portugal),
Servicio de Neurologia del Hospital Vir-
gen de las Nieves (Granada), Servicio de
Neurologia del Hospital “Verge dels
Lliris” (Valencia), Hospital del Mar
(Barcelona) y Servicio de Neurologia del
Hospital Ramoén y Cajal (Madrid). Tam-
bién nos han sido enviados pacientes
espafioles residentes en Alemania y
Australia.

Las 84 familias estudiadas cons-
tituian un total de 343 individuos. De
estos, 163 eran hombres y 180 mujeres.

El diagnoéstico clinico con Reso-
nancia Magnética por Imagen (MRI),
estaba basado en una evaluacién neuro-
logica detallada que incluyé examen
clinico, ocurrencia familiar y cuando
posible examen histopatologico pos-
quirurgico. Los individuos adultos asin-
tomaticos con MRI negativa y sin histo-
ria de ataques epilépticos, migrafias o
déficit neuroldgicos fueron clasificados
como no afectos y utilizados como con-
troles sanos.

1.1 - OBTENCION DE MUESTRAS
DE SANGRE

Todos los experimentos fue-
ron realizados a partir de ADN extraido
de leucocitos. Diez ml de sangre total
fueron extraidos por puncion venosa en
tubos con heparina litio.

2 - REACTIVOS

Todos los reactivos utilizados
eran de grado biologia molecular y se
obtuvieron principalmente en siguientes
casas comerciales: Merck, Boehringer
Mannhein, Sigma, Serva, Pronadisa,
Gibco, Pharmacia.

3 - PROCEDIMIENTOS

Los métodos empleados a lo lar-
go de este trabajo se detallan a continua-
cion.

3.1- EXTRACCION DE DNA

La extraccion de DNA se realizo
por el método del dextrano salino y
cuando el material presentaba poca can-
tidad de células se realizaba por el méto-
do de extraccion con fenol.

3.1.1 - EXTRAQCI(')N DE DNA POR
ELL. METODO DEL DEX-
TRANO SALINO

- A 10 ml de sangre extraida en tubo con
heparina litio, afiadir 2,5 ml de dextrano
T500 en suero fisiologico al 6%.

- Agitar el tubo de ensayo suavemente
por inversion y dejar reposar una hora.

- Recoger el sobrenadante y centrifugar
durante 10 minutos a 3.000 r.p.m.

- Despreciar el sobrenadante.

- Se da un choque hipoténico para elimi-
nar los posibles hematies que no fueron
eliminadas con el dextrano afiadiendo 2
ml de suero fisiologico y 6 ml de agua
destilada.

- Resuspender el pellet. Vortear durante
un minuto y afiadir 2 ml de NaCl
3,5%para restaurar la molaridad.

- Centrifugar 10 minutos a 3.000 r.p.m.

- Despreciar el sobrenadante.

- Afiadir 100 ul de PBS.
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- Afiadir 3 ml de tampon de lisis de leu-
cocitos (BLL: 4 ml de NaCl 5M, 200 ul
de EDTA 0,5M, 500 ul de Tris-HCI 1M
y 45,3 ml de agua destilada).

- Aiiadir 200 pl de SDS al 10%.

- Aifiadir 35 pl de proteinasa K (0,2
mg/ml). Después de una agitacion rota-
toria durante 1 hora y media a 50°C, de-
jar toda la noche a 37°C.

- Afiadir 1 ml de NaCl 6M, para preci-
pitar las proteinas.

- Vortear hasta que se quede homogéneo.
- Centrifugar 30 minutos a 3.000 r.p.m.

- Pasar el sobrenadante a un tubo "Fal-
con" de 50 ml.

- Afiadir 8 ml de etanol frio. Agitar sua-
vemente por inversion.

- Recoger la medusa de DNA con un asa
cortada y resuspender en 0,5 ml de Tris-
HCI-EDTA (10:1).

- Colocar en agitacion suave a 37°C
hasta que se disuelva el DNA.

- Medir la absorbancia a 260 y 280 nm y
calcular la concentracion.

- Preparar las diluciones de trabajo a 20
pg/ml y guardar a -20°C.

3.1.2 - EXTRACCION DE DNA CON
FENOL

- Colocar las células en un "eppendorf"
de 1,5 ml y afiadirles 500 ul de tampén
de lisis de leucocitos.

- Afiadir 34 pl de SDS al 10% y 6 ul de

proteinasa K.

- Incubar 1 hora a 50°C y toda la noche a

37°C.

- Afiadir a las células igual volumen de

fenol-cloroformo-isoamilalcohol

(25:24:1).

- Agitar bien. Reposar en hielo durante

15 minutos y centrifugar 10 minutos a

12-13.000 r.p.m.

- Quitar la fase acuosa (parte superior) y

pasar a otro tubo.

- Afiadir 0,1 volumen de acetato sddico

3M pH 7 e igual volumen isopropanol

absoluto.

- Mezclar bien y mantener toda la noche
a-20°C.

- Centrifugar 10 minutos a 12-13.000
r.p.m.

- Quitar fase superior y secar a tempera-
tura ambiente.

-Afiadir 100 ul de T.E 10:1 (Tris-HCL
10mM, EDTA 1mM) pH 8.

- Medir la absorbancia a 260 y a 280nm
y calcular la concentracion.

- Preparar las diluciones de trabajo a 20
pg/ml y guardar a -20°C.

3.2 - MEDIDA DE LA CONCEN-
TRACION DEL DNA

La determinacion de la concen-
tracion del DNA extraido, se realizé di-
luyendo 20 pl de la muestra en 600 pl de
agua destilada y midiendo la absorbancia
en un espectrofotometro Hitachi U-2000
a 260 nm y a 280 nm.

Atendiendo a la ley de Lambert
Beer que relaciona la densidad optica
con la concentracion, una absorbancia de
1 corresponde a una concentracién de 50
ug/ml de DNA de doble cadena. Por
tanto, para calcular la concentracion de
la muestra se multiplica el valor de la
absorbancia obtenida por 50 y por el
factor de dilucion. El resultado se expre-
sa en pg/ml.

Para comprobar el grado de pure-
za de la muestra calculase la razon entre
la absorbancia de 260 y 280 nm. Cuanto
mas proximo a 2 mas pura sera la mues-
tra, mientras que valores inferiores a 1,6
indican contaminacin proteica y en este
caso se recomienda la realizacion de una
reextraccion con fenol.

3.3-PCR

La PCR - "Polimerase Chain
Reaction" - es una técnica artificial rapi-
da y eficaz para replicar una secuencia
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corta y especifica de DNA, de forma que
se produzcan millones de copias de la
secuencia a partir de minimas cantidades
de las mismas. Esta técnica que fue
ideada por K. Mullis del equipo de H.
Erlich de Cetus Corporation, en 1985, ha
revolucionado la biologia molecular.

Para el proceso se necesitan los
cebadores, la enzima DNA polimerasa
termoestable, los nucledtidos y el DNA
genomico del individuo. Consta de tres
pasos basicos: desnaturalizacion del
DNA a alta temperatura, hibridacion de
los cebadores a baja temperatura y ex-
tension de los cebadores a una tempera-
tura intermedia.

Se fundamenta en la propiedad de
la DNA polimerasa de sintetizar secuen-
cias complementarias y en el hecho de
que las dos hebras de DNA pueden diso-
ciarse y reasociarse continuamente "in

vitro" por calentamiento y enfriamiento.

El DNA genémico se calienta a
una temperatura elevada para desnatura-
lizarlo y convertirlo en hebra simple.
Luego se enfria este DNA a una tempe-
ratura entre 35-65°C para que se hibride
con las bases complementarias de los
cebadores. Nuevamente se calienta el
DNA a una temperatura entre 70-75°C.
A esta temperatura la DNA polimerasa
sintetiza una nueva cadena de DNA,
extendiéndose a partir de la secuencia
cebadora. Este ciclo de calentamiento y
enfriamiento se repite varias veces y a
medida que se repite el DNA se va am-
plificando en proporcion geométrica,
puesto que las hebras de DNA neosinte-
tizadas también sirven de molde para los
cebadores.

3.3.1 - AMPLIFICACION DEL LO-
CUS CCM1

La amplificacion del locus
CCM1, que engloba los 12 exones del

gen CCMI1 descritos por S. Laberge et al
(1999), fue ejecutada en los probandos y
en los controles sanos utilizando los 12
cebadores previamente seleccionados y
que amplificaban fragmentos desde 181
a 346 pb.

La PCR inicial ha sido realizada
en un volumen final de 20 ul contenien-
do 100 ng de DNA genémico, 132 ng de
cada cebador sentido y antisentido, 5
unidades de Taq polimerasa, 1X Buffer
(Tris-HC1 10 mM pH: 8,3, MgCl, 1,5
mM, 200 mM de cada dGTP, dATP,
dTTP y dCTP). Después de una desnatu-
ralizacion inicial de 5 minutos a 95°C, se
realizaba 30 ciclos de amplificacion con
el siguiente perfil:

Desnaturalizacion 94°C 15 segundos
Hibridacion 45°C/50°C  15segundos
Extension 72°C 15 segundos

La reaccion se completaba con
una extension final de 10 minutos a
72°C.

Mezcla de reaccién para un vo-
lumen final de 20 ul:

Buffer 10X conMgClL 15mM . 2ul
Mezcla de nucledtidos 10 mM 1,6 ul

Cebador Foward 132 ng/pl 1 pl
Cebador Reverse 132 ng/ul 1 ul
Taq Polimerasa 5U/ul 0,2 ul
H,O destilada 9,2 ul
DNA 20mg/ul 5ul

Para los exones 1,2,5,6,7,9y
11 se utilizd el siguiente programa en el
termociclador:
94°C 3 minutos

94°C 5 segundos

30 ciclos | 45°C 15 segundos
72°C 15 segundos
72°C 10 minutos
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Para los exones 3, 8, 10 y 12 se
utilizé el mismo programa con una tem-
peratura de hibridacion de 50°C.

Para el ex6n 4 se utilizo el si-
guiente programa:

95°C 5 minutos

94°C 30 segundos
35 ciclos 56°C 60 segundos
72°C 60 segundos

72°C 10 minutos

La reacciéon se completaba
con una extension final de 10 minutos a
72°C y se realizd6 en termociclador
Eppendorf (Modelo Personal cycler).

3.3.2 - ANALISIS DEL PRODUCTO
AMPLIFICADO

Los fragmentos amplificados en
la PCR inicial fueron separados en elec-
troforesis horizontal en un gel de agarosa
a 1% en tampon TBE 1%, corriendo en
paralelo un marcador de peso molecular
de 100 pb.

3.3.3 - ELECTROFORESIS EN GEL
DE AGAROSA

Preparar el gel de agarosa a la
concentracidon deseada en funcién de los
fragmentos de DNA a separar, en tam-
pon TBE 1X. La agarosa se disuelve
mediante calor y se pone en un molde
con los extremos sellados y un peine
para formar los pocillos.

PROCEDIMIENTO:

- Pesar 0,560 g de agarosa .

- Disolver en 56 ml de TBE 1X mediante
calor, depositar la solucion en un molde
y dejar solidificar.

- Eliminar el sellado y depositar el gel en
una cubeta de electroforesis horizontal
con TBE 1X.

- Sacar el peine.

- Afiadir 2 pl de sacarosa al 40% a 8 ul
de muestra.

- Preparar el marcador de peso molecu-
lar: 2 ul del marcador mas 2 ul de saca-
rosa 40% y 6 ul de TE 10:1.

- Cargar la muestra y el marcador de
peso molecular en los pocillos.

- Cargar 3 pl de colorante de xilencia-
nol mas azul de bromofenol en un poci-
llo, para controlar €l movimiento de los
fragmentos.

La electroforesis se realiza en
TBE 1X a 100 voltios durante aproxi-
madamente 40 minutos.

3.3.4 - TINCION CON BROMURO
DE ETIDIO

Terminada la electroforesis depo-
sitar el gel de agarosa en una solucién de
bromuro de etidio (5 ng/ml) y exponer a
la luz ultra violeta para visualizar las
bandas. Como una segunda opcion se
puede afiadir el bromuro de etidio al
TBE o al gel de agarosa antes de vol-
carlo en el molde.

Los 12 ul restantes de la PCR
fueron submetidos a un proceso de puri-
ficacion para su posterior utilizacion en
la PCR de secuenciacion.

3.3.5 - PURIFICACION DE DNA

Antes de realizar la secuencia-
cion el producto de la PCR inicial fue
sometido a un proceso de purificacion
para eliminar posibles restos de dNTPS,
cebadores, tampon o cualquer otra subs-
tancia que no haya sido utilizada en la
reaccion y que pudiera interferir en el
proceso de la PCR de secuenciacion.
Para ello, hemos utilizado el "kit" co
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EXON SECUENCIA CEBADOR TAMANO PRODUCTO

(pb)
Krit1-F  GAGCGGATAAAAACTAAT 205
Krit1-R  GAGCTAAAATTGATTCAA 205
Krit2-F GCTCTTAATGGGTTTTTG 183
Krit2-R  AGCAATGTGGAGTAAAAC 183
Krit3a-F GTCCTGTTGTATTTTTCA 275
Krit3a-R TTTGGAATGAGAACAGTC 275
Krit4-F GTTGTTGTTTITTTGTTTG 194
Krit4-R  ACCTGGAAAATAACTTAC 194
KritS5-F  ATGTAATGCCTTTTTTCC 181
Krit5-R  ATGCCTGGCTCTAACTAT 181
Krit6-F  TTGTTAGATTGTGATGTA 238
Krit6b-R AACATAATAAAAACTTTC 238
Krit 6S - F CGAATATACAGAATGGATG 166
Krit7s-F TATTCAGTACAGAAGTGC 205
Krit7s-R AATTTCTGCCTCTAGTGC 205
Krit8-F TGTAGCCTAATAACCAAA 242
Krit8-R  AGCATAGCACAAGACCAT 242
Krit9-F  AATTACGTTACTGAAAGC 213
Krit9-R  TGTCTTTTCATTTCTAT 213
Krit 10b-F ATATTTACAAAGGCAAGC 297
Krit 10b- R TGACATGATTGGTAAAAA 297
Krit11-F GGTGAAGTTTTTAATATG 205
Krit11-R CAATAGTTTATGAAGTCC 205
Krit12a-F AATAGATAGGGAACTGCC 184
Krit 12a- R GTGGCTTGAGTAACAGTT 184

Fig. 4: Secuencia de los cebadores utilizados en las PCRs de los exones 1 al 12 del gen
CCM1 (S. Laberge, 1999; T. Sahoo, 1999).
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mercial Qiaquick Spin de Qiagen, si-
guiendo las instrucciones del fabrican-
te.

12 3 4P PM

- 2000 pb
1500 pb

g 1000 pb
- 500 pb

Fig. S: Producto de PCR del ex6n 3 de
distintos individuos en gel de agarosa
al 1%.

PROCEDIMIENTO:

- Afiadir 24 ml de etanol 96° al frasco
PE.

- Afiadir 5 volumenes de PB al tubo de
PCR. Mezclar bien.

- Identificar las columnas.

- Transferir la mezcla producto de PCR
+ PB a la membrana.

- Centrifugar 30-60 segundos a 1.300
r.p.m.

- Desechar el liquido que pasa a través
de la membrana y volver a montar la
membrana.

- Afiadir 0,75 ml de PE a la membrana
para lavar.

- Centrifugar 30-60 segundos a 1.300
I.p.m.

- Desechar el liquido que pasa a través
de la membrana y volver a centrifugar
por un periodo adicional de 1 minuto.

- Montar las columnas en tubo eppendorf
de 1,5 ml.

- Afiadir 30 pul de EB en el centro de la
membrana.

- Centrifugar 30 — 60 segundos a 1.300
r.p.m.

- Etiquetar y guardar en frio.

3.4 - SSCP - POLIMORFISMO DE
CONFORMACION DE HEBRA
SIMPLE

El SSCP - "Single Strand Con-
formation Polymorphisms" - s una
técnica para la deteccion de mutaciones
conocidas y no conocidas en productos
de PCR, DNA y RNA. Se fundamenta
en la variacion de la movilidad electro-
foréctica en geles de acrilamida no
desnaturalizante de las moléculas de
DNA o RNA.

Los 4cidos nucleicos adoptan
una conformacion que varia segin su
secuencia y el cambio de una tinica ba-
se puede producir una alteracion en
esta estructura y por lo tanto un cambio
en su movilidad electroforética.

Entre 70% y 90% de mutacio-
nes conocidas y desconocidas pueden
ser detectadas en fragmentos cortos. El
producto de PCR de doble hebra es
desnaturalizado a hebra simple.

Cada hebra asume una confor-
macion basada en el apareamiento in-
terno que depende de su secuencia y de
las condiciones de temperatura y fuerza
ionica. Esto permite distinguir un DNA
silvestre de un DNA mutado o dife-
rentes alelos. Estas hebras son separa-
das en electroforesis en gel de acrila-
mida bajo condiciones no desnaturali-
zantes. La sustitucion de una unica ba-
se puede causar un cambio en la con-
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formacion de la hebra comparada con
el tipo silvestre y cambiar su movili-
dad electroforéctica. Esto significa
que un cambio en la separacion pa-
tron comparado con el tipo silvestre
indica una mutacidn. Para detectar el
maximo nimero de mutaciones pun-
tuales en cada fragmento mutado
puede ser necesario la optimizacion
individual de las condiciones de ele-
troforéticas. Lo normal es correr las
muestras bajo por lo menos dos con-
diciones diferentes. El rango de tem-
peratura puede variar entre 5 y 30°C,
dependiendo del fragmento en estu-
dio.

3.4.1 - DETECCION DE POLI-
MORFISMO EN EL LOCUS
CCM1

Inicialmente se ha hecho un
"screening"” por SSCP en todos los pa-
cientes enfermos para determinar el
exon mutado. Para ello se realizé una
PCR en las condiciones descritas ante-
riormente y para separar las hebras se
realiz6 una electroforesis en un minigel
de acrilamida. Una vez encontrado este
exon se realizé la secuenciaciéon auto-
matica para identificar la mutacion.

PROCEDIMIENTO:

- Aifiadir 10 pl de buffer de carga con
formamida a 95%, azul de bromofenol
y xilencianol a 0,05% y NaOH 10 mM
a 10 pl del producto de PCR.

- Desnaturalizar a 95°C por S minutos y
meter inmediatamente en hielo.

- Cargar 20 pl en un minigel de acrila-
mida.

- Realizar la electroforesis en las con-
diciones adecuadas.

- Teiiir el gel con colorante SYBR
Gold hasta que las bandas se hagan
visibles en luz UV.

3.4.2 - ELECTROFORESIS EN MI-
NIGELES DE ACRILAMIDA

Después de la PCR inicial se rea-
liza la separacion de las hebras mediante
una electroforesis vertical en minigeles
de acrilamida. Antes de preparar los ge-
les, los cristales deben ser lavados con
detergente y agua en abundancia. Lim-
piar con alcohol y secar con papel absor-
bente. Montar los cristales uniendo uno
al otro con el auxilio de unas pinzas,
colocando entre ellos un separador. Pro-
ceder a la preparacion del gel. Para cada
cristal se prepara 8-10 ml de gel de la
siguiente forma:

PROCEDIMIENTO:

- 10 ml de la solucion acrilami-
da/bisacrilamida.

- Afiadir 70 ul de PSA al 10% y 5 ul de
TEMED.

- Mezclar bien, verter entre los cristales.
Encajar el peine y dejar gelificar por
unos 30 minutos.

Realizar una pre-electroforesis de
aproximadamente 15 minutos para lim-
piar y estabilizar el gel.

Debido a que las condiciones de
temperatura y fuerza ionica afectan el
apareamiento interno de la secuencia, las
electroforesis en minigeles de acrilamida
fueron realizadas en distintas condi-
ciones de concentracion y temperatura,
en presencia y ausencia de glicerol al
10% y voltaje, como se detalla a conti-
nuacion:

- Acrilamida al 6%, urea 7M,

100 voltios a temperatura ambiente.

- Acrilamida al 6%, urea 7mM,
100 voltios a 10°C.

Acrilamida al 6%, 100 voltios a tem-
peratura ambiente.
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PM1 2 3 4 5 6 7 8
2000 pb -
-
1000 pb -
500 pb -
J Doble Hebra
T s - e v wm| Simple Hebra

- Acrilamida al 6%, 100 voltios a 10°C.
- Acrilamida al 10% con glicerol al
10%, 100 voltios a 10°C.

3.4.3 - TINCION CON SYBR GOLD

Este colorante fluorescente
pose¢ una sensibilidad 25 a 100 veces
mayor que el bromuro de etidio, que
permite también la deteccion de hebras
simples.

Se prepara una solucion a 1X
en tampon TBE pH 7 donde se sumer-
ge el gel hasta que las bandas se hagan
visibles en luz ultra violeta utilizando
un transiluminador o el captador de
imagenes Molecular Analyst Software
(Versién 1,5 BIO-RAD Laboratories)

Fig. 6: SSCP del exon 1 del gen CCM1 de distintos individuos en minigel de acrilamida al 6%.
Se carece de control positivo.

para visualizar las bandas amplificadas
mediante PCR.

4 - RESTRICCION ENZIMATICA

El fendmeno de restriccion fue
explicado por Arder y Dussoix en 1962
que postularon que ciertas bacterias
contenian endonucleasas capaces de
romper el DNA desprotegido y otras
poseian un sistema de modificacion
para la proteccion de su DNA. Las en-
zimas de restriccion reconocen sitios
con secuencia especifica de diferentes
tamaifios y de diferentes composiciones
de base a lo largo del DNA. Lo rompen
en este sitio generando fragmentos de
DNA de diferentes tamafios.
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4.1 - DIGESTION DEL DNA CON
ENDONUCLEASAS DE RES-
TRICCION

Después de detectar las muta-
ciones mediante el analisis del pro-
ducto de la PCR por SSCP, el paso
siguiente fue la busqueda de una endo-
nucleasa de restriccion capaz de reco-
nocer la secuencia mutada.

En el ex6n III la mutacion con-
sistia de la transicion de dos pares de
bases CC/AT en los aminoacidos 85 y
86. Una arginina — CAC, era sustituida
por una glutamina — CAA y una argini-
na — CGA por un codén de terminacion
- TGA.

Para este exon no fue posible
encontrar ninguna enzima de restric-
cién capaz de reconocer la secuencia
mutada.

En el ex6n IV se identificéd la
delecion de un par de bases CA en la
posicion 519. Esta mutacion cambia la
pauta de lectura de la secuencia, produ-
ciendo un cambio de 11 aminoacidos y
termina con la formacion de un codon-
de terminacion en la posicion 155.

Se procedié a la busqueda de
una endonucleasa de restriccion capaz
de reconocer la secuencia, que resultd
ser la enzima Rsa I, que poseé como
sitio de restriccion la secuencia
GTJAC.

En el estudio por SSCP del
exon VI se encontrd una mutacion que
consistia de una transicion 742C— T.
La busqueda de una enzima de restric-
ci6n capaz de reconocer esta secuencia,
ya sea la normal o la mutada, manual-
mente y a través de programas de orde-
nador, no resulto positiva.

En el estudio del ex6n X se
identificé la insercion de una A en el
nucleotico 1282. Esta mutacion cambia
el aminoacido TAT a TAG, un codon
de terminacion en el aminoacido 453.
Se prodedié a la busqueda de una en-
conucleasa de restriccion capaz de re-
conocer la secuencia mutada, que re-
sulté ser la enzima Mse I, que poseé
como sitio de restriccion la secuencia
T|TAA.

4.2 - DIGESTION CON LA ENZI-
MA Mse I

Mezcla de restriccion:

Buffer especifico 2ul
Enzima de Restriccion Mse/ 0,2 pl
H,O destilada 2,8 ul

Afiadir 15 pl del producto de
PCR a la mezcla de restriccion e incu-
bar toda la noche a 37°C.

El producto de PCR del exdn
VI no digerido consiste de un frag-
mento de 238 pb y tras la digestion con
Msel se divide en dos fragmentos de
210 y 28 pb (fig. 25).

Se separan los fragmentos de
DNA obtenidos por electroforesis en
gel de acrilamida al 10% en tampén
TBE 1X. Se carga 20 ul de muestra con
3 ul de colorante conteniendo sacarosa
al 40% con azul de bromofenol y xi-
lencianol, corriendo en paralelo un
peso molecular que permitira conocer
el tamafio de los fragmentos.

La clectroforesis se realiza a
150 voltios durante una hora. Termina-
da la electroforesis desmontar la cubeta
cuidadosamente. Sacar el gel y teifiirlo
en SYBR Gold.
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4.3 — DIGESTION DEL DNA CON
LA ENZIMA Rsa I

Mezcla de reaccion:

Buffer especifico 2l
Enzima de restriccion Rsal 0,2 ul
H,O destilada 53 ul

Afadir 12,5 ul del producto de
PCR a la mezcla de restriccion e incu-
bar toda la noche a 37°C.

El producto de la PCR del ex6n
IV no digerido consiste de un frag-
mento de 286 pb y tras la digestion con
Rsal se divide en dos fragmentos de
192 y 94 pb.

Se separan los fragmentos de DNA
obtenidos por electroforesis en gel de
acrilamida al 10% en TBE 1X. Se car-
ga 20 pl de muestra con 4 ul de colo-
rante conteniendo sacaros al 40% con
azul de bromofenol y xilencianol, co-
rriendo en paralelo un peso molecular
que permitira conocer el tamafio de los
fragmentos.

La electroforesis se realiza a
150 voltios durante una hora. Termina-
da la electroforesis, desmontar cuida-
dosamente la cubeta. Sacar el gel y
tefiirlo en SYBR Gold.

Las mutaciones detectadas en los
exones I y VI no eran reconocidas por
ninguna enzima de restriccion.

S - SECUENCIACION DEL LO-
CUSs CCM1

El método de secuenciacion
enzimatica desarrollado pos Sanger en
1977 ha sido el método de eleccion
para nuestro trabajo. En este método,
denominado de  los dideoxi-
nucledtidos, un oligonucledtido com-
plementario al DNA en las proximida-
des de la secuencia de interés, se hibri-
da y se extiende con DNA polimerasa
que va afiadiendo nucleotido comple-
mentarios. La reaccidon de extension se
realiza en cuatro tubos por separado,
cada uno correspondiendo a un nucled-
tido G, A, T, C. En cada tubo se ponen
el DNA para secuenciar, ¢l oligonu-
cledtido, los cuatro dNTP's ( dGTP,
dATP, dTTP y dCTP ), la DNA poli-
merasa y el tampon. Cada tubo contie-
ne un didedxido diferencial que poseé
la caracteristica de que a polimerasa
puede incorporarlos a la secuencia pero
no puede extenderlos porque les falta el
grupo OH en la posiciéon 3'. Esta ca-
racteristica convierte cada ddNTP en
un nucledtido "stop”, de modo que al
entrar una copia sintetizada por la DNA
polimerasa, alli se acaba el crecimiento
de la cadena y se libera un fragmento
que termina con el ddNTP incorporado.
Terminada la reaccion los fragmentos
se separan en un gel de acrilamida al
6% y urea 7 M. Cada fragmento apare-
ce como una banda, que difiere de la
siguiente en un solo nucledtido.
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EXON III

Secuencia normal - TTT CCT CTC CAC CGA AGC GCC TGT GAA
Secuencia mutada -TTT CCT CTC CAA TGA AGC GCC TGT GAA

Fig. 7 : - Secuencia normal y secuencia mutada del exon 3

EXON IV

Secuencia normal - ATA GTA CAG ATT CTC CTA
Secuencia mutada - ATA GTA GAT TCTCCT A

Fig.8 : Secuencia normal y secuencia mutada del exon 4

EXON VI

Secuencia normal -CGT CTC TCT CAA GAA ACT CAG CAA TAT TTC ACT ATA TGG
ATT TGT TCA GAA AAC CTC AGC CTT CAA CTC AAA CCATAT CAT AAACCCTTG

Secuencia mutada -CGT CTC TCA AGA AAC TCA GCA ATA TTT CAC TAT ATG GAT
TTGTTC AGA AAA ACCTCA GCC TTC A AC TCA AAC CAT ATC ATA AAC CCT TGC
AAC ATG

Fig 10: Secuencia normal y secuencia mutada del exon 6

EXON X

Secuencia normal - ACT TAT GGA GCA GCA TTT
Secuencia mutada - ACT TAA TGG AGC AGC ATT T

Fig. 11: Secuencia normal y secuencia mutada del exén 10
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Fig.11: Esquema representativo del polimorfismo de restriccion del exon con la enzima Mse/
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Fig. 12: Esquema representativo del polimorfismo de restriccion del exon con la enzima Rsa /
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5.1 - SECUENCIACION AUTO-
MATICA

Esta técnica se basa en la secuen-
ciacion enzimatica y se realiza mediante
un secuenciador. Es un sistema de elec-
troforesis fuerte y versatil que automati-
za la separacion de los fragmentos de
DNA vy la determinacién de bases resul-
tantes en la secuenciacion.

Los cebadores utilizados estan
marcados en su extremo 5' con un
IRD800. Es un sistema de deteccion de
bandas de DNA visibles en fluorescen-
cia con IRD, que estd disefiado para
funcionar con rayo laser, excitindose a
680 y 785 nm. El IRD800 poseé grupos
de carbodimida (CDI) activos, que se
ligan covalentemente a la timina y a la
guanina en acidos nucleicos de simple
y doble cadena.

Cuando se termina la PCR de
secuenciacion, todos aquellos frag-
mentos que hayan incorporado el mis-
mo dideoxinucledtido presentaran el
mismo color. Posteriormente las cuatro
reacciones son cargadas en un gel de
acrilamida al 6%. Cada banda observa-
da corresponde a un fragmento.

La electroforesis se realiza de
forma continua en un solo carril. El
color de cada banda es seleccionado
previamente por el operador y cada
color correspondera al didedxido in-
corporado segun sea G, A, ToCy es
determinado cuando el IRD80O es ex-
citado por un rayo laser situado en la
base de aparato de secuenciacion,
produciendo una sefial que es recibida
por un fotomultiplicador y transmitida
a un ordenador. El analisis de las se-
flales recibidas por el ordenador per-
mite establecer con gran precision la
secuencia del fragmento en estudio,

incluso cuando hay cierta ambigiiedad.

Una alternativa a este proceso con-
siste en marcar los dideoxinucleé6tidos en
lugar de los cebadores.

5.2 - PCR DE SECUENCIACION

La secuenciacion ciclica de los
fragmentos fue hecha con el "kir” de se-
cuenciacion de Epicentre Thecnologies
(Madison, WI, USA).

Para ello se utilizé un cebador mar-
cado con IRD 800, una DNA polimerasa
termoestable, un programa de secuencia-
cioén ciclica y un equipo de deteccion y
analisis automatico LI-COR. Este sistema
detecta y analiza automaticamente la se-
cuencia de fragmentos de DNA, pudién-
dose visualizar directamente las bandas en
la pantalla.

El DNA amplificado por PCR era
purificado por Quiagen y su concentracion
era estimada en electroforesis de gel de
agarosa a 1% en TBE 1X y tincion en
bromuro de etidio de una pequefia alicota
de este DNA. Si la cantidad de DNA es-
timada era suficiente se purificaba y se
procedia a la reaccion de secuenciacion.

En un tubo "eppendorf" de 0,2 ml
poner 10 pl del producto de la PCR inicial
purificados, 1 pl del cebador correspon-
diente a 1uM marcado con IRD 800, 1 ul
de DNA polimerasa P.E, 25 nl de
"buffer"” de secuenciacion 10X y 3,5 pl de
agua destilada.

A cuatro tubo marcados con su nu-
cledtido correspondiente le afiadia 4 pl de
esta mezcla mas 2 pl del nucleétido. Se le
daba un "spin" para bajar los reactivos al
fondo del tubo y se procedia el siguiente
programa en un termociclador Eppendorf
(Modelo Personal Cycler).
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Tabla 1: PCR de secuenciacion

INDIVIDUOS A B l C | D

TUBOS 1 [2]3]4[5]e6l7][8]9]io]J11]12]13]14]15]16

DNA PCR Primaria PCR Primaria PCR Primaria PCR Primaria

10 ul (control) (control)

Cebador F-IRD 800 R-IRD 800 F-IRD 800 R-IRD 800

1uM 1ul 1ul 1ul 1ul

Taq polim. 1ul 1ul il Iud

(P.E)

Buffer 10X 2,5u 2,5ul 2,5ul 2,5ul

H,0 dest. 3,5ul 3,5ul 3,5ul 3,5ul

Vol. total 18ul 18ul 18ul 18ul

Distribuir 4 ul por tubo 4 pl por tubo 4 pl por tubo 4 Y por tubo

ddNTP 2ul 1 2p 1 2p |20 {20 20 200 (200 |20 {20 {20 120 20 {20 |2 | 2ud
1111 111111 i1rjryrfi

Nucleétidos G A|]TICIGIAITIC{GIA|T|C|IG|A|T C

bromofenol, 0,1% de xilencianol y
- Mezcla de reaccién para un volumen 10mM de EDTA pH 7.6.

final de 18 pl:
Dar un "spin"” para llevar los

Producto PCR inicial 10 pl reactivos al fondo del tubo. Calentar los
Cebador foward 132 ng/ul 1 ul tubos 5 minutos a 70°C y cargar 1,5 ul
Cebador Reverse 132 ng/ul. 1ul en cada pocillo.
Tampoén de secuenciacion
10X 2,5 ul El producto de la reaccién pue-
Taq DNA polimerasa 1l de ser guardado a -20°C por mas de una
H,O destilada 3,5ul Semana.

Distribuir 4 pl de la mezcla en Para los exones 3, 8, 10y 12 se
cada tubo identificado G, A, T, C. utilizé el mismo programa con una

temperatura de hibridacion de 50°C.
Afiadir 2 ul del dideoxinu-

cleotido correspondiente y ejecutar en 5.3 - CEBADORES MARCADOS CON
el termociclador el siguiente progra- IRDS00
ma:

Para realizar la secuenciacion se
utilizaron cebadores marcados con
o IRD800 sintetizados por Roche Diagnos-

, 940C 15 segundos tics (Barcelona) y TIB - Molbiol synthe-

30 ciclog 45'C 15 segundos selabor (Berlin). Todos los cebadores
72°C 15 segundos utilizados para las reacciones de secuen-

ciacion correspondian a los mismos

95°C 5 minutos

Afiadir 3 ul de tampon de utilizados en PCR inicial marcados con
carga a cada tubo conteniendo 95% IRD800, a excepcion del exén 6, en lo
de formamida, 0,1% de azul de cual el cebador sentido correspondia a un

cebador interno.
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Durante la reaccion enzima-
tica el cebador marcado con IRD800
se hibrida al DNA y el ensamblado
es elongado enzimaticamente. La
sintesis del nuevo DNA tiene lugar
en presencia de las cuatro bases
(dNTPs). Los fragmentos de DNA
entonces generados en la reaccion
de secuenciacion estin marcados
IRD800 sensible al infrarrojo.

La proporcion de DNA y ce-
bador es importante para la obten-
cion de resultados consistentes. Co-
mo regla general 1 - 2 pmoles de
DNA son utilizados para 1 — 4
pmoles de cebador.

5.4 - ELECTROFORESIS EN
GEL DE ACRILAMIDA
DESNATURALIZANTE

El alto poder de resolucion
de los geles de acrilamida permite la
separacion de fragmentos de DNA
que se difieren entre si en un solo
par de bases. Cuando se afiade la bi-
sacrilamida se inicia una reaccion
para formar el gel. Los monémeros
de acrilamida se polimerizan en ca-
denas largas en presencia de radica-
les libres que son aportados por el
persulfato amonico y establilizados
por el TEMED. La longitud de las
cadenas y el grado de unién entre
ellas determina la porosidad de las
cadenas.

El aparato de electroforesis
esta compuesto de 2 cristales, 2 se-
paradores y un peine, con espesura
de 0,2 a 0,4 mm. Antes del montaje
del gel se debe limpiar cuidadosa-
mente los cristales con detergente y
agua en abundancia. Secar y limpiar
con alcohol.

Secar completamente con papel
y proceder al montaje. Para esto unir
los dos cristales, colocando entre ellos
un separador de 0,4 mm y cerrar las
extremidades con las pinzas.

Mezclar:

- 70 ml de acrilamida/bisacrilamida
19:1 (SoluGel 19:1 ULTRA PURA.
Pronadisa) al 6%, urea 7M, TBE 1X
(Tris-borato, EDTA Ph 8,3).

- 480 pul de PSA (Amonio Persulfato) al
10%.

- 70 ul de TEMED.

- Verter entre dos cristales de 40 X 25
X 0,5 cm, con el cuidado de no formar
burbuyjas.

- Encajar el peine en la parte superior y
dejar polimerizar por una hora.

- Limpiar la parte exterior y encajar el
bloque en el secuenciador automatico.

- Llenar las cubetas superior € inferior
con aproximadamente 500 y 150 ml de
TBE 1X respectivamente.

- Limpiar cuidadosamente cada pocillo.
- Cerrar las cubetas y conectar el dispo-
sitivo de alto voltaje.

Realizar una pre-electroforesis a
1500 voltios por aproximadamente 30-
40 minutos para limpiar los carriles y
estabilizar la temperatura del gel.
Mientras tanto ajustar el "focus"” y el
"auto gain",

Pasado el tiempo de la pre-
electroforesis, desconectar el aparato y
cargar en cada pocillo 1,5 pl de mues-
tras previamente desnaturalizadas du-
rante 5 minutos a 70°C. Las muestras
deben ser cargadas en un orden exacto
y definido en funcion del software para
el analisis automatico. Cerrar las cube-
tas y conectar el dispositivo de alto
voltaje.
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Las bandas empezarin a
aparecer en una hora o una hora y
media. La primera fluorescencia que
sera detectada es el "primer front".
Este es el exceso de cebador marca-
do que no se uni6 al DNA, que son,
ademas los primeros fragmentos a
migrar a través del gel y a pasar por
el detector. Luego las bandas de los
fragmentos de DNA empiezan a sa-
lir por orden de tamafio.

Dejar correr toda la noche.
Al dia siguiente desconectar el apa-
rato, limpiar los cristales y realizar
el analisis automatico.

5.5 - CAPTACION DE IMAGE-
NES

El sistema utiliza la tecno-
logia del infrarrojo para detectar
fragmentos de DNA. El laser estd
combinado con un detector sélido en
un pequefio ensamblado (laser mi-
croscopio) que puede ser manipula-
do facilmente para enfocar precisa-
mente el centro del gel. Otra ventaja
del sistema infrarrojo es que los
cristales y la acrilamida producen
muy poca fluorescencia que interfie-
ra con el infrarrojo.

Los datos son colectados
por el ordenador mientras las bandas
migran a través del gel, haciendo de
la secuenciacién un proceso conti-
nuo. El sistema LI-COR produce los
datos tan rapidos como sean detec-
tados en la pantalla, permitiendo una
evaluacion rapida de la calidad del
ensayo.

Ademas, evita la utilizacion
de radioactividad, la manipulacion
del gel y el tiempo se reduce consi-
derablemente.

Pasado el tiempo de la pre-
electroforesis, desconectar el aparato y
cargar en cada pocillo 1,5 pl de mues-
tras previamente desnaturalizadas du-
rante 5 minutos a 70°C. Las muestras
deben ser cargadas en un orden exacto
y definido en funcion del software para
el andlisis automatico. Cerrar las cube-
tas y conectar el dispositivo de alto
voltaje.

Las bandas empezaran a apare-
cer en una hora o una hora y media. La
primera fluorescencia que sera detecta-
da es el "primer front". Este es el exce-
so de cebador marcado que no se unid
al DNA, que son, ademas los primeros
fragmentos a migrar a través del gel y a
pasar por el detector. Luego las bandas
de los fragmentos de DNA empiezan a
salir por orden de tamafio.

Dejar correr toda la noche. Al
dia siguiente desconectar el aparato,
limpiar los cristales y realizar el anali-
sis automatico.

5.6 - FOCUS Y AUTO-GAIN

Ambos "focus" y "auto gain"
afectan la calidad de la imagen. Se re-
comienda ajustar la sensibilidad del
detector utilizando el auto gain y en-
tonces realizar el auto focus.

El laser microscdpico del apa-
rato debe ser ajustado antes de cada
captacion de imagen. El focus compen-
sa las diferencias de espesura del gel y
de los cristales, asegurandonos que el
scaner del microscopio esta focalizado
en el centro del gel, dénde el DNA
viaja durante la electroforesis, mejo-
rando asi la calidad de las imagenes
captadas por el ordenador. Durante el
enfoque el laser detecta la fluorescen-
cia mientras se mueve a través de la
placa de calor, de los cristales y del gel,
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generando una curva de fluorescencia
tipica.

El "auto gain" calcula la cantidad
de sefial necesaria para ser captada por el
detector de fluorescencia y producir una
imagen.

5.7 - ANALISIS AUTOMATICO DE
LAS SECUENCIAS

El sistema LI-COR de secuencia-
cion automatica poseé un programa que
permite el andlisis de las secuencias a
través de las imagenes captadas por or-
denador.

El "SCF File Creation Pro-
gram", desarrollado por Roger Staden y
Simon Dear del Sanger Center, Cam-
bridge, Inglaterra, convierte cada banda
que aparece en la pantalla en un pico,
cuyo color, sera el color correspondiente
a la base seleccionada definido anterior-
mente. Comparando las imagenes y pi-
cos de las secuencias de los fragmentos

del gen CCM1, de individuos enfermos
que presentaron polimorfismos en el
SSCP o sospechosos, con controles
sanos hemos sido capaces de identificar
las mutaciones existentes en estos
fragmentos.

5.8 - AMBIGUEDADES

Cuando se realiza el analisis
de una secuencia en el modo automati-
co el software define automaticamente
todas las bases de la muestra que po-
seen una banda definida y esto esta
directamente relacionado con la calidad
de la imagen. También corrige auto-
maticamente el espacio entre las ban-
das y distorcionadas debido a la dife-
rencia de temperatura en el gel. Du-
rante la operacion de secuenciacion se
puede encontrar bandas ambigiias en la
imagen, que estdn marcadas con dife-
rentes simbolos. Estas bandas estan
directamente relacionadas con la cali-
dad de la imagen y con la presencia de
mutaciones.
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Fig. 13: Secuencicion automatica de DNA. Imagen del gel de acrilamida producida en
el secuenciador automatico.
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Fig.14 - Esquema representativo de la reaccion de secuenciacion de DNA por el méto-
do dideoxi. Se afiade el cebador marcado al DNA de doble cadena de secuencia desco-
nocida. La DNA polimerasa afiade bases libres a la cadena simple a través del aparea-
miento complementario de las bases. Se realizan cuatro reacciones distintas con los
cuatro dideoxinucleétidos correspondientes (ddGTP, ddATP, ddTTP y ddCTP). Cuan-
do un ddNTP se incorpora a la cadena se termina la elongacion, produciendo frag-
mentos de tamaifios variables que luego son separados por electroforesis.
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6 - ARBOLES GENEALOGICOS

El arbol genealédgico ilustra las
relaciones entre los miembros de una
familia y muestra que miembros de una
misma familia estdn o no afectados por
una enfermedad genética.

El primer individuo diagnosti-
cado de una enfermedad genética en una
familia es denominado probando y suele
estar sefialado con una flecha.

Las diferentes generaciones de
una familia representadas en un arbol
genealogico estdn enumeradas por nu-
meros romanos y por orden de naci-
miento, de forma que I, I1 y III corres -

ponden a los miembros de primera, se-
gunda y tercera generacién, o sea,
abuelos, padres e hijos respectivamen-
te.

6.1 - SIMBOLOGIA BASICA DEL
ARBOL GENEALOGICO

En este apartado estan repre-
sentadas las 84 familias portadoras de
cavernomatosis cerebral familiar y espo-
radica incluidas en el estudio.

A cada familia fue asignado un
numero que correspondia también a
su DNA.

Fig. 15: Simbolos utilizados en los arboles genealogicos

D Varén normal

. Varoén afectado

EL ®\ Fallecido

Mujer normal

Mujer afectada

Sexo descono-
cido

Probando

10
—O
] @

Heterocigoto P 4

L, II. Numero ndicativo de
la generacion del in-
dividuo.

Matrimonio

Sin diagnostico

Gemelos bivitelinos

ggs

Gemelos monocigotos

42



Material y Métodos

6.2 - ARBOLES GENEALOGICOS DE LAS FAMILIAS EN ESTUDIO
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7 - DATOS ESTADISTICOS ordenadores PC. Para el analisis de

las variables se utiliz6 el test de Pear-

Los datos se archivaron son y el test del Chi-cuadrado y el

usando el estor de base de datos Acess programa estadistico EPI-INFO v
de Microsoft Windows Office 95, para 6.04.
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Resultados

1 - ESTUDIO DE LAS SECUENCIA DEL GEN CCM1

Tabla 2 - Caracteristicas moleculares del Gen CCM1

Localizacion: 7p21-3q
Peso Molecular: Inici Final Tamaiio: 529 AA
60828 Da nicio ina

REPEAT ANKIRINA 1 80 109 30
REPEAT ANKIRINA 2 113 143 31
REPEAT ANKIRINA 3 147 176 30
REPEAT ANKIRINA 4 181 212 32
DOMINIO HOMOLOGO BANDA 4.1. 213 461 249
DOMINIO REQUERIDO PARA IN- 280 529 250
TERACTUAR CON KREV-1

1.1 - SECUENCIA DE AMINOACIDOS DEL GEN CCM1

Fig. 16: Secuencia codificante del gen CCM1 en formato Fasta. Los nimeros superiores
corresponden a la localizacion del aminoacido dentro de la secuencia.
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La secuencia del gen estd constituida por : 687 adeninas, 382 citosinas, 435 g
uaninas y 500 timinas.

Tabla 3: Los 64 codones de tres letras posibles para identificar los aminoacidos

Primera

Posicion

(extremo 5')

v

Segunda Posicion Tercera

Posicion
(extremo 3')

v

U C A G

U Phe Ser Tyr Cys U
U Phe Ser Tyr Cys C
U Leu Ser Stop Stop A
U Leu Ser Stop Trp G
C Leu Pro His Arg U
C Leu Pro His Arg C
C Leu Pro Gln Arg A
¥ Leu Pro Gln Arg G
A Ile Thr Asn Ser U
A Ile Thr Asn Ser C
A Ile Thr Lys Arg A
A Met Thr Lys Arg G
G Val Ala Asp Gly U
G Val Ala Asp Gly C
G Val Ala Glu Gly A
G Val Ala Glu Gly G

A Ala  Alanina I Ile Isoleucina

R Arg  Arginina K Lys  Lisina

N Asn  Asparagin M Met  Metionina

D  Asp Ac. Aspartico F Phe  Fenilalanina

C Cys  Cisteina P Pro Prolina

G Gly  Glicina S Ser Serina

Q Gln  Glutamina T Thr Treonina

E Glu  Ac. Glutamico w Trp Triptéfano

H His  Histidina Y Tyr Tirosina

L Leu  Leucina v Val Valina
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1.2 - SECUENCIA EXONICA COMPLETA DEL GEN CCM1

Fig. 17: . Secuencia codificante del gen CCM1. Las letras mayusculas representan la
secuencia de aminoacidos. Las secuencia en negritas mayusculas representan la se-
cuencia codificante de los aminoacidos. Estan sefialados los sitios de corte de la enzi-
ma Mse 1.

ATGGGCTATAGTGCACTAGAAATAAAGAGTAAAATGTTAGCCCTAGAGARAGCAGATACC
26 —m—mmfe— e ———— tm— e ————— Fomm—————— B et fom e Fm———— 85
TACCCGATATCACGTGATCTTTATTTCTCATTTTACAATCGGGATCTCTTTCGTCTATGG

a M 6 ¥ $S A L E I K 8 KMLATULEI KA ADT -
TGTATTTACAACCCTTTGGGTGGATCAGATCTTCAGTATACAAATCGGGTAGATAAAGTG
I o Fmm Fo e to———- 145
ACATAAATGTTGGGAAACCCACCTAGTCTAGAAGTCATATGTTTAGCCCATCTATTTCAC
a C I ¥ NPL GGG S DL QY T NRVDI KUV -
GTAATAAATCCATACTITIGGTCTAGGAGCTCCAGACTACTCAAAAATCCAAATACCTAAA
Y e Fo e ——— Frm—————— Frm e ————— Fo s t—-—— 205
CATTATTTAGGTATGAAACCAGATCCTCGAGGTCTGATGAGTTTTTAGGTTTATGGATTT
a vV I N P Y F 6 L 6 A P DY & KI Q I P K -
CAGGAAAAATGGCAGAGAAGCATGAGCAGTGTCACAGAAGACAAGGAACGACAGTGGGTA
206 ————+-————=-m—- B Fommm IT4—mmm = o ———— Fo———- 265
GTCCTTTTTACCGTCTCTTCGTACTCGTCACAGTGTCTTCTGTTCCTTGCTGTCACCCAT
a Q E K W Q R S M 8 8 VT EUDI KEURQWYV -
GATGATTTTCCTCTCCACCGAAGCGCCTGTGAAGGAGATTCAGAATTACTAAGCCGTCTT
266 ~—=—t-m——m———— Fomm Fom Frm Fomm—— Fo———— 325
CTACTAAAAGGAGAGGTGGCTTCGCGGACACTTCCTCTAAGTCTTAATGATTCGGCAGAA
a D D F P L HR S A CE G D s E L L 8 R L -
CTCAGTGARAGATTTTCAGTCAACCAGTTAGATAGTGACCACTGGGCACCCATTCATTAT
326 ————tmmmmm———— Fm e ———— o ———— o ——— o tmm——— 385
GAGTCACTTTCTAAAAGTCAGTTGGTCAATCTATCACTGGTGACCCGTGGGTAAGTAATA
a L 8 ERF S8 VN QLD S D HWAU®PTIUHY -
GCATGCTGGTATGGAAAAGTTGAGGCCACTCGCATATTGTTAGAGAAAGGAAAGTGCAAT
386 —-~—+---III-~---- Fom Fmmmm Fom e ————— R +-—-=445
CGTACGACCATACCITTTCAACTCCGGTGAGCGTATAACAATCTCTTTCCTTTCACGTTA
a A C W Y 66 KV EATIRTIIULTILEIZ K GIZ EKCN -
Msel
!
CCAAACCTTTTAAATGGACAACTTAGTTCTCCTICITCATTTTGCTGCTGGAGGAGGACAT
446 ————t-———————- Fom Fom—— R Fom e ————— te-———- 505
GGTTTGGAAAATTTACCTGTTGAATCAAGAGGAGAAGTAARACGACGACCTCCTCCTGTA

a P N L L N G Q L 8 &8 P L HF A A G 6 G H -
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506

566

626

686

746

g06

866

926

986

1046

GCTGAAATAGTACAGATTCTCCTAAACCACCCAGAAACGGATAGACATATAACAGACCAA

b T o ——— Fmmm e T +IVom o

CGACTTTATCATGTCTAAGAGGATTTGGTGGGTCTTTGCCTATCTGTATATTGTCTGGTT
A E I V Q I L L N H P E T DRH I T D Q

Msel

I
CAAGGAAGATCTCCATTAAATATTTGTGAAGAAAACAAACAAAACAACTGGGAAGAAGCT
e —————— Frmmm—m e Frmm——mm Fom Fomm e o
GTTCCTTCTAGAGGTAATTTATAAACACTTCTTTTGTTTGTTITTGTTGACCCTTCTTCGA

Q 6 R 8 P L N I C E ENIKOQNNWE E A

Msel

|
GCAARATTGTTGAAGGAAGCAATTAACAAACCATATGAARAAGTTCGAATATACAGAATG
e SO W B O et Vomm e tmm Fmm———
CGTTTTAACAACTTCCTTCGTTAATTGTTTGGTATACTTTTTCAAGCTTATATGTCTTAC

A K L L X E A I N K P Y E KV RIUYURM
GATGGGTCATATCGTTCTGTTGAATTGAAGCATGGAAATAATACCACAGTGCAGCAGATA
CTACCCAGTATAGCAAGACAACTTAACTTCGTACCT I TATTATGTGTCACGICGICTAT
D 6 8 YR S V EL KHGNNTTV Q QI

ATGGAAGGAATGCGTCTCTCTCAAGAAACTCAGCAATATTTCACTATATGGATTTGTTCA
——— e ———— fmmm e Fommm e T o ———— tmm———

-565

625

685

745

]

805

TACCTTCCTTACGCAGAGAGAGTTCTTTGAGTCGTTATAAAGTGATATACCTAAACAAGT

M E G MR L 858 @ ET Q Q@ Y F T I WTI C s

GAAAACCTCAGCCTTCAACTCAAACCATATCATAAACCCTTGCAACATGTTCGTGACTGG

e R A fmm e tmm e ittt o

CTTTTGGAGTCGGAAGTTGAGTTTGGTATAGTATTTGGGAACGTTGTACAAGCACTGACC
E N L 8 L Q L. K P Y H K P L Q H V R D W
CCAGAAATACTTGCTGAATTGACTAATCTGGATCCTCAAAGGGAAACACCTCAGCTTTTT
————t e —————— fommm e Fomm o R D
GGTCTTTATGAACGACTTAACTGATTAGACCTAGGAGTTTCCCTTTGTGGAGTCGARAAA
P E I L A E L T NILUD P Q R E T P Q L F

CTAAGAAGAGATGTGAGACTTCCCTTGGAAGTTGAAAAACAGATTGAAGACCCACTAGCT

———— e Frmmmm e e R VII-—tm—mmm o

GATTCTTCTCTACACTCTGAAGGGAACCTTCAACTTTTTGTCTAACTTCTGGGTGATCGA
L R R D V R L P L E V E K Q I E D P L A

ATTCTTATTCTCTTTGATGAAGCCAGATATAATTTATTGAAGGGCTTTTATACAGCTCCT
TAAGARTAAGACAARCTACTICOGTCTATAT TARA TARCTICCCCARRA TATGTCOAGEA
I L. I L F D E A R Y N L L K G F Y T A P

GATGCTAAGCTGATAACATTGGCAAGTCTGCTTTTGCAAATAGTCTATGGAAATTATGAG
B T Fmm e Fmm e e o m e fmm———

CTACGATTCGACTATTGTAACCGTTCAGACGAAAACGTTTATCAGATACCTTTAATACTC

D A KLITULAS SULIULILUGQIV Y 66 N Y E

-865

925

~--985

1045

1105
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1106

1166

1226

1286

1346

1406

1466

1526

1586

1646

AGTAAAARACACAAGCAAGGTTTCCTAAATGAAGAARATCTAAAATCCATCGTACCTGTT
TCATTTTTTGTGTTCGTTCCAAAGGATTTACTTCTTTTAGATTTTAGGTAGCATGGACAA

S K K H K Q 66 F L N E ENILI K S I VPV -
ACCAAACTGAAAAGTAAGGCACCTCACTGGACAAATCGCATACTTCATGAATACAAGAAT
e ————— Fom——————— For e ————— Fm e ——— Fomm +~-IX~-- 1225
TGGTTTGACTTTTCATTCCGTGGAGTGACCTGTTTAGCGTATGAAGTACTTATGTTCTTA

T K L K 8 K A P HWTNRTIILMHEY K N -
CTCAGTACAAGTGAAGGTGTCAGTAAAGAAATGCATCACCTTCAGCGCATGTTCTTACAG
it e el o ——— Fomm D et Fom——— 1285
GAGTCATGTTCACTTCCACAGTCATTTCTTTACGTAGTGGAAGTCGCGTACAAGAATGTC

L 8 T S E 6 V s K EMHHLQRMU FILQ -

e R ket B e e fmm e Fmmm e Fm———— 1345
TTAACGACCCTTTAAGGATGAATACCTCGTCGTAAAAAGTGTCCTGTCTATAAATGTTTC

N ¢C W E I P T Y G A A F F T G Q I F T K -
GCAAGCCCCAGCAATCATAAAGTCATCCCTGTGTATGTAGGAGTGAATATAAAAGGACTT
CGTTCGGGGTCGTTAGTATTTCAGTAGGGACACATACATCCTCACTTATATTTTCCTGAA
A 8 P S N H KV I P VYV 6V N I K G L -
MseI
CATCTCCTCAACATGGAAACTAAGGCTTTACTCATCAGTC%TAAGTATGGTTGTTTTATG
e R ettt o ————— Kbpm—mmmem e Fom e o o ——— 1465
GTAGAGGAGTTGTACCTTTGATTCCGAAATGAGTAGTCAGAATTCATACCAACAAAATAC
H L L. N M E T KAULUL I 8 L K Y G C F M -
TGGCAATTGGGAGATACTGATACTTGTTTTCAGATCCATAGCATGGAARATARAATGAGC
ACCGTTAACCCTCTATGACTATGAACAAAAGTCTAGGTATCGTACCTTTTATTTTACTCG
W Q L, 6 D TDTUTOCU F QI H sS M ENI KM s -
Msel
TTTATAGTACATACAAAACAGGCTGGTCTCGTGGTAAAACTGéTAATGAAGCTAAATGGA
e Fom———— XImm—tmmmmm e Rkt Frm fo———— 585
ARATATCATGTATGTTTTGTCCGACCAGAGCACCATTTTGACAATTACTTCGATTTACCT
F I vV H T K Q A 6 L V V KL L M K L N @G -
Msel
CAG%TAATGGCCACTGAAAGAAATTCATGAAAGAGAAGTAACTGTTACTCAAGCCACCAC
GTCAATTACCGGTGACTTTCTTTAAGTACTTTCTCTTCATTGACAATGAGTTCGGTGGTG
Q L. M A T E R N 8 * K R 8 N € ¥ 8 8 H H -
Msel
ATTTTGGTGATGCAGAGTTTCCTTTCCGCGAAAGATTTCéTAAAATATTACTTTTGGGCC
TAAAACCACTACGTCTCAAAGGARAGGCGCTTTCTAAAGAATTTTATAATGAAAACCCGG

I L VvV M Q 8 F L 8 A KD VF L K Y Y F W A -
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1706

1766

1826

1886

1946

CTAGCATGGCGGGTCAACCCTGTAATTCCAGCACTTTGGGAGGGTGGGGGCAGGGCGGGA
———m o o o Fom b ———
GATCGTACCGCCCAGTTGGGACATTAAGGTCGTGAARACCCTCCCACCCCCGTCCCGCCCT
L A WR VNPV I P A L WE GG G R A G
TCAACTGAAGTCAGAGTTCAAGACAGCCTGGGCAACATGGTGARAACCTGTCTCTACAARA
———— tom o m B et o ——————— e ———
AGTTGACTTCAGTCTCAAGTTCTGTCGGACCCGTTGTACCACTTTGGACAGAGATGTTTT
S T E V R V Q D 8 L 6 N MV K P V s T K
ATACAAAAATTAGGTGGGTGTGGTGGGGGGCGCCTATTCATCCTAGCTACTAGGGGAGGS
————tm— e b B et o o O
TATGTTTTTAATCCACCCACACCACCCCCCGCGGATAAGTAGGATCGATGATCCCCTCCC
I ¢ K L 6 6 ¢ 6 6 6 R L F I L A TZRG G
Msel
CAAGGTGGGGGAGATCGCTTAACCCCAGGAGGTGGGGGTTGTTGTGAGCCAAGATTGCAC
e o t e ——— Fm Fmm e +—————
GTTCCACCCCCTCTAGCGAATTGGGGTCCTCCACCCCCARCAACACTCGGTTCTAACGTG
Q 6 6 6 D R L TP G 6 6G& 6 C CE P R L H
CACGGCACGCTAGCCTGGGTGACACAGGARGACTCCATCTCAAAAAAAARAAAAAAAAA
GTGCCGTGCGATCGGACCCACTGTGTCCTTCTGAGGTAGAGTTTTTTTTTTTTTTTTTT

H 6 T L A W V T @ E D S5 I S K K K K

1765

1825

1885

1945

K
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CODIGO DE AMBIGUEDADES

Adenina
Citosina
Guanina
Timina (Uracil)

=aoa»

Cuestionable A
Cuestionable C
Cuestionable G
Cuestionable T (U)

0 & 8

AoG
CoT()
CoA
GoT(U)
AoT(U)
CoG
CoGoT(U)
GoAoT(U)
AoCoT ()
AoCoG
A,C,GoT ()

Z<OORNERZ<T

Fig. 18: Codigo internacional de ambigiiedades.
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2 - ESTUDIO DE POLIMOREFIS-
MOS DEL GEN CCM1 POR
SSCP

El DNA se aisl6 por el método
del Dextrano salino, indicado en Ma-
terial y Métodos. Después de la PCR
inicial se realizé el "screening” de los
probandos de las 84 familias con ca-
vernomatosis por analisis de SSCP,
que detectd la presencia de mutacio-
nes en el gen CCM1 en el 20% del
total de los cavernomas. En los indi-
viduos afectados se detecté un peque-
fio fragmento, que migraba mas rapi-
do que el producto silvestre. Este pe-
quefio fragmento no era encontrado
en ninguno de los controles sanos y
en miembros de la familia no afecta-
dos.

Como se ve en las imagenes
de los SSCP, en los individuos que no
presentan ningin polimorfismo se ob-
serva la presencia de una sola banda,
mientras que en los individuos porta-
dores de alguna mutacion se observa
la presencia de una tercera banda en
la parte inferior o superior del gel, se-
gun el comportamiento del alelo en
estudio.

Se procedio a la reali-
zacion de la secuenciacion del DNA
gendémico del probando y de los pa-
dres, juntamente con un control sano
no emparentado en todos los indivi-
duos en que se detectd la presencia
de algiin polimorfismo o en sospe-
chosos. La secuenciacion se realizéd

por el método del dideoxinucle6tidos
terminal con el "kit" SequiTherm
(Epicente Technologies, Madison,

Wisconsin - EUA) utilizando cebadores
marcados con IRD 800.

La separacion electroforética
en gel de acrilamida y andlisis de la
secuencia de los fragmentos fue eje-
cutada en el secuenciador automatico
LI-COR DNA 4000 con "software"
del fabricante.

La ausencia de mutaciones en
algunas familias probablemente se debe
a la existencia de otros loci CCM o que
la mutacion esté localizada en los otros
4 exones publicados posteriormente por
T. Sahoo (2000), o quizas a la sensibi-
lidad incompleta del analisis de SSCP.

3 - RESULTADOS OBTENIDOS
MEDIANTE EL EMPLEO DE
SSCP Y SECUENCIACION AU-
TOMATICA

Se realizé el estudio de poli-
morfismo en todos los exones mediante
PCR y SSCP. Tras el analisis de los re-
sultados se detectaron 4 nuevas mutacio-
nes en los exones, 111, IV, VIy X, en las
familias CV 59, CV 66, CV 36 y CV 10,
respectivamente, que constituyen el 20%
de los probandos de cavernomatosis.

Todas las mutaciones identi-
ficadas en nuestro estudio correspon-
den a mutaciones nuevas.

La presencia de estas muta-
ciones en los individuos enfermos y su
ausencia en los controles sanos de-
muestran que ellas son la causa de la
enfermedad.
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Tabla 4: Mutaciones identificadas en CCM1

CAMBIO DE
CV | EXON | POSI- | CODON MUTACION AMINOACIDO
CION

59 3 283 86 283delCC Hist—>Glut

CACC—->CAGA Arg—>Stop
CGA—->TGA

66 4 519 145 519delCA Gln—>Asp

TACAGA—->TAGATT Asp—Stop

36 6 741 248 741delTC Hist—Stop

TCTCAA—->TCAA

10 10 1282 428 1282insA Tyr—Stop

TAT->TAG
3.1-EXON 3 electroforesis en acrilamida al 6% con

El estudio de polimorfis-
mo mediante PCR y SSCP en este
exon, detecté la presencia de una
mutacion en la familia CV 59.

Para identificar la mutaciéon
se realizd la secuenciacion automatica
del exon utilizando un secuenciador LI-
COR modelo 4000.

3.1.1 - FAMILIA CV 59

Los individuos de la familia
CV 59 fueron analizados por PCR y
SSCP con el protocolo y cebadores
previamente descritos.

El ex6n III del gen KRIT-1
fue amplificado utilizando los cebado-
res sentido y antisentido, tal como se
describe em material y métodos. La
secuencia del cebador sentido era
STTTGGAATGAGAACAGTC y 1la
secuencia del cebador antisentido era
(5'TGAAAAATACAACAGGAC). El
DNA gendémico era inicialmente anali-
zado por SSCP. El producto de los
fragmentos de PCR era separado por

urea 7 M.

El resultado del SSCP de-
mostro la posible presencia de una
mutacion en el exon III del gen KRIT-
1. Se observo la presencia de una terce-
ra banda, caracteristica de un alelo
mutado en el probando de esta familia.

La secuenciacion directa
del DNA del exon 111 fue realizada con
DNA genomico del probando y de los
padres por el método del dideoxinu-
cledtidos terminal (kit Sequitherm de
Epicentre Technologies - Madison,
Wisconsin - EUA). Los analisis auto-
matizados de parte de la secuencia de
ambas hebras sentido y antisentido
fueron hechas con cebadores 5' marca-
dos con IRD 800 de acuerdo con el
protocolo del" kit" utilizado. La separa-
cion electroforética en gel de acrilami-
da al 6% y urea 7 M y el andlisis de la
secuencia de los fragmentos fueron
realizados en el secuenciador automati-
co LI-COR DNA 4000 con el "soft-
ware" del fabricante.

La secuenciacion del exon
HII identificé un cambio de dos pares de
bases CC/AT en la posiciéon 283. Esta
mutacion produce un cambio en los
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aminoacidos namero 85 y 86 de la tamina y CGA, una arginina por TGA
secuencia, sustituyendo los tripletes un codoén de terminacion.
CAC, una histidina por CAA una glu-

5’ TTTGGAATGAGAACAGTCTTGAAAAGAAGGACTAACATTTATAATAAAAAATGTA
3'AAACCTTACTCTTGTCAGAACTTTTCTTCCTGATTGTAAATATTATTTTTTACAT

TTCTTTCTAAAARAGAAAAGAATAAATATTCCATTTACCAGCATGCATAATGAATGGG
AAGAAAGATTTTTCTTTTCTTATTTATAAGGTAAATGGTCGTACGTATTACTTACCC

TGCCCAGTGGTCACTATCTAACTGGTTGACTGAAAATCTTTCACTGAGAAGACGGCT
ACGGGTCACCAGTGATAGATTGACCAACTGACTTTTAGAAAGTGACTCTTCTGCCGA

TAGTAATTCTGAATCTCCTTCACAGGCGCTTCGGTGGAGAGGAAAARTCATCTACCCA
ATCATTAAGACTTAGAGGAAGTGTCCGCGAAGCCACCTCTICCTTTTAGTAGATGGGT

CTGTCGTTCCCTAATCATTARAAAAGAAATTTTGAAAAATACAACAGGAC 3
GACAGCAAGGGATTACTAATTTTTCTTTAAAACTTTTTATGTTGTCCTG 5'

Fig. 19: Secuencia amplificada con los cebadores sentido y antisentido - K3F Y
K3R
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12345 a;ngu;“

1234856249,

Hoa

FORMAMIDA
No urea
No glicerol

SACAROSA

Fig. 20: SSCP de los 12 exones estudiados en un mismo individuo en condiciones des-

naturalizantes y no des naturalizantes
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Fig. 21: Comparacion de la secuencia mutada y silvestre de las hebras sentido
(panel superior) y antisentido (panel inferior) incluyendo la transicion CC/AT. El
exon 11T del DNA gendémico del padre (linea inferior) y probando (linea superior)
fueron amplificadas por PCR. Las secuencias de los productos de PCR fueron
determinados con cebadores 5' foward (sentido) y reverse (antisentido) (ver Méto-
dos) en el secuenciador automatico LI-COR 4000. La transicion del par de bases
CC/AT (subrayados) cambia la secuencia de la hebra mutada. La secuencia de
aminoacidos del cromosoma mutado y silvestre son dados sobre la secuencia de
nucleotidos de la hebra sentido.
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3.2 - Ex6n 4

Tras el analisis de este exén
mediante PCR y SSCP se detecté una
mutacion en la familia CV 66, que
consistia en la delecion de dos pares
de base CA en la posicion 519. Esta
mutacion produce el cambio de una
glutamina por un acido glutdmico en
el codon 145, produciendo un cam-
bio en la pauta de lectura, que modi-
fica 11 aminoacidos y da lugar a un
codon de terminacion en la posicion
155.

La busqueda de una endonu-
cleasa de restriccion capaz de reco-
nocer la secuencia resultdo en la en-
zima Rsa 1. Esta enzima poseé¢ como
sitio de restriccion la secuencia
GTVAC. En este caso la mutacion
elimina una diana de restriccion en la
secuencia normal. El individuo en-
fermo poseé dos fragmentos de 94 y
192 pb respectivamente provenientes
del cromosoma normal del progeni-
tor sano y un tercer fragmento de 286
pb correspondiente al cromosoma
mutado, proveniente del progenitor
enfermo. En el cromosoma mutado
solo se observa el fragmento de 286
pb (Fig. 21), porque no fue cortado
por la enzima.

3.2.1 - FAMILIA CV 66

Esta familia de origen portu-
gués estaba constituida de padre e
hijo. Los dos fueron analizados por
PCR y SSCP como los demas parti-
cipantes del estudio.

Los cebadores utilizados para
la amplificacién de la hebra sentido
fue S'GTTGTTGTTTTTTGTTG vy
5'ATGCCTGGCTCTAACTAT fue
el cebador utilizado para amplificar
la hebra antisentido. Como se descri-
be en material y métodos, el DNA

genomico fue analizado por SSCP.
Para eso se separaron los fragmentos
de la PCR en electroforesis realiza-
das en minigeles de acrilamida al
10% tal como se describe en material
y métodos. En el andlisis del SSCP
se observo la presencia de una posi-
ble mutacion, indicada por la presen-
cia de una tercera banda en la imagen
del gel.

Para la identificacién de la
mutacion se realizd la secuenciacion
directa del DNA genémico del pro-
bando y del padre por el método del
dideoxi-nucledtidos terminal con el
kit de Sequitherm (Epicentre Te-
chnologies - Madison, Wisconsin -
EUA) y con cebadores marcados con
IRD 800 de acuerdo con el protocolo
del fabricante. El producto de la PCR
de secuenciacion fue separado por
electroforesis en gel de acrilamida al
6% con urea 7 M y analizados por el
"software"” del secuenciador automa-
tico LI-COR.

El analisis de la secuencia del
DNA gendmico del probando del CV
66 en exon 4 identifico la delecion de
un par de bases CA/GT en la posi-
cion 519C y 520A, que cambia el
triplete CAG, una glutamina por una
asparagina, GAT en el codén 145,
produciendo ademas un cambio en la
pauta de lectura de 10 aminodacidos (
QILLNHPETD), que termina con la
sustitucion del triplete GAT, una
asparagina en TAG, un codon de
terminacion en el aminodcido 154
(H154X). La secuencia correspon-
diente al DNA paterno presentd una
secuencia normal, acorde con el re-
sultado de su RMI negativa.

La imposibilidad de analizar
el DNA de la madre, que no ha parti-
cipado en el estudio y la secuencia
normal del padre nos lleva a concluir
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que la mutacion heredada viene del cromosoma materno.

5’ TGTCATTACTTGTTATTCACTGCTTGAATATTATTTTTAARAACCTGGAAAATA
ACAGTAATGAACAATAAGTGACGAACTTATAATAAAAATTTTTGGACTTTTATT

ACTTACTCTATCCGTTTCTGGGTGGTTTAGGAGAATCTGTACTATTTCAGCATG
GAGAATGAGATAGGCAAAGACCCACCAAATCCTCTTAGACATGATAAGTCGTATC

TCCTCCTCCAGCAGCAARATGAAGAGGAGAACTAAGTTGTCCATTTARAAGGTTT
AGGAGGAGGTCGTCGTTTTACTTCTCCTCTTCGTTCAACAGGTAAATTTTCCAAA

GGATTGCACTTTCCTTTCTCTAACAATATGCGAGTGGCCTCAACTTTTCCATACC
CCTAACGTGAAAGGAAAGAGATTGTTATACGCGCACCGGAGTTGAAAAGGTATGG

TGTATAAAAARACAARACAACAARARAACTTACCTAAAAAGATCATCTGAAATG3'
ACATATTTTTTTGTTTGTTGTTTTTTGAATGGATTTTTCTAGTAGACTTTAC

Fig. 22: Secuencia amplificada con los cebadores sentido y antisentido - K4F Y
K4R

1234

286 pb

192 pb

130 pb

Fig:23: Digestion del producto de PCR del exon IV de la familia CV 66. El en-
fermo (3) possé un fragmento de 286 pb y dos fragmentos de 192 y 94 pb, respec-
tivamente. El individuo sano (2 y 4) poseé dos fragmentos de 192 y 94 pb produ-
cidos por el corte de la enzima.
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Doble Hebra

Simple Hebra

<— 286pb

Fig. 24: SSCP representativo del estudio molecular del exén 4 en la familia CV
66. El individuo afectado, portador de una mutacion se caracteriza por la Presen-
cia de una tercera banda.

Fig. 25: Comparacion de la secuencia mutada y de la secuencia normal de la hebra sen-
tido del exon IV, comprendiendo la delecion CA. El DNA gendmico del hijo (arriba) y
del padre (abajo) fueron amplificados por PCR y secuenciados con cebadores sentido y
antisentido del exon IV, marcados con IRD-800 en el secuenciador LI-COR 4000. La
delecion del par de bases CA/GT desplaza la secuencia de la hebra mutada. La secuen-
cia de aminoacidos del cromosoma mutado y normal estd representada sobre la secuen-
cia de nucleotidos de las hebras sentido. W, Ao T, R, Ao G, Y, C o T son ambigiieda-

des para los alelos multados. Las letras pequefias indican base cuestionable.
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3.3-EXON 6

Se realizé el estudio de po-
limorfismo en este exon mediante
PCR y SSCP.

Tras el analisis de los resul-
tados se detect6 la presencia de una
mutacion en la familia CV 36. Para
identificarla se realizé la secuencia-
cion automatica del exon utilizando
un secuenciador automatico LI-COR
modelo 4000.

3.3.1 - FAMILIA CV 36

Los haplotipos CCM1 de indi-
viduos de la familia CV 36 fueron
analizados con el protocolo y cebado-
res previamente descritos en Material
y Métodos. Los marcadores polimdr-
ficos de microsatélites comprendien-
do el intervalo CCM1 eran los si-

guientes: DTS492, D7S52410,
D/S1813, D7S689, D7S8527 'y
D7S479.

Un fragmento del gen KRIT-1
conteniendo el exon VI era amplifica-
do con el cebador sentido
(STTGTTAGATTGTGATGTA) vy
(5’AACATAATAAAAACTTTC),
antisentido, tal como descrito previa-
mente. El DNA genémico era ini-
cialmente analizado por SSCP. El
producto de los fragmentos de PCR
fue separado por electroforesis al 10%
en acrilamida en ausencia y en pre-
sencia de glicerol al 10% como des-
crito en material y métodos.

La secuenciacion del DNA del
exdén VI fue ejecutada con DNA ge-
némico del probando y de los padres
por el método del dideoxinucleoti-
dos terminal (kit fmol de Promega,
Francia). Andlisis automatizados de
parte de la secuencia de ambas he-
bras sentido y antisentido fueron

extendidas hasta 30 o 40 bases del
intrén 5 y 6 eran hecha con cebadores
5' marcados con IRD 800 de acuerdo
con el protocolo del kit SequiTherm
(Epicentre Technologies, Madison,
Wisconsin). La separacion electrofo-
rética en gel de acrilamida y analisis
de la secuencia de los fragmentos fue-
ron realizados en el secuenciador au-
tomatico LI-COR DNA 4000 con
"software" del fabricante.

Las imdagenes de resonancia
magnética demostraron la presencia
de dos malformaciones cavernosas
cerebrales en el probando de la fami-
lia CE 36. No fueron encontradas
malformaciones cavernosas cerebra-
les en los padres (fig. 27) y ni en
hermana sana (no muestra) en el
"screening” de sangre total.

El analisis de los haplotipos de
CCM1 demostré que los hermanos
heredaron el cromosoma mutado del
padre, mientras ellos diferian en el
cromosoma de la madre (fig. 27). Los
haplotipos mostraron también la falta
de recombinacion en esta region.

El andlisis del resultado de-
mostraba que ninguno de los padres
compartian el SSCP sugiriendo una
mutacion no heredada en el exoén VI
del gen KRIT-1.

La secuenciacion del exon VI
identificé una delecion de dos pares de
bases TC/AG. La delecion de los nu-
cledtidos 741T y 742C cambia el mar-
co de lectura y produce una secuencia
mutada de 23 aminoacidos. (RNSAI-
FHYMGFRKPQPSTQTIS) que termi-
na con un triplete de terminacién TAA.
La mutacion 741delTC sustituye el
triplete CAT de histidina en la posicién
271 por un codén de terminacion
(H271X). La secuencia de las hebras
sentido y contrasentido demostraron
claramente la delecion en el DNA ge-
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nomico del probando y la secuencia
normal de las secuencias intronicas
proximas al exon 6 del probando y
familiares. La comparacion del trio
(padres y probando) con un grupo de
marcadores polimdrficos de loci in-
dependientes excluye la posible falsa
paternidad/maternidad.

3.3.2 - ESTUDIO COMPARATI-
VO DE LA MUTACION
742C—>T ENTRE ESPA-
NOLES Y AMERICANOS
PARA VERIFICAR
EFECTO FUNDADOR

La mutacion 742C—T re-
cientemente descrita en 16 de 21 fa-
milias estudiadas (T. Sahoo, 1999)
apoya el efecto fundador en hispano-
americanos, descrito previamente por
Gunel et al (1996). Hemos estudiado
la posibilidad de un ancestral comun
en el grupo de familias espafiolas con
cavernomatosis cerebral familiar me-
diante un test tipo ''screening” que
detecta la transicion 742C—T en el
exon VI de gen CCM1.

El exon VI fue analizado en
39 familias espafiolas. El fragmento
del gen CCM1 conteniendo el exén
VI fue amplificado por PCR con los
cebadores sentido y antisentido,
(S'TTGTTAGATGTGATGTA) vy
(5'AACATAATAAAACTTTC)
respectivamente. Inicialmente las
alicotas de DNA amplificado fueron
analizadas por SSCP. El producto de

la PCR fue analizado por electrofore-
sis en acrilamida al 10% en ausencia
y en presencia de glicerol al 10%.

Los SSCPs fueron analizados
con el fin de detectar la transicion
742T—C, que es diana de restriccion
para la enzima Mse 1. El producto de la
PCR incluyendo la secuencia del exon
VI y el sitio introénico para la restric-
cion de la Mse 1, lo cual servid de con-
trol interno de la digestion. El producto
de la PCR consistia de un fragmento de
238 pares de bases, mientras la diges-
tion con Mse I, dividia el producto de
la PCR en dos fragmentos de 210 y 28
pares de bases (fig. 25). La presencia
de la mutacion 742T—C dividia el
producto de la PCR en 3 fragmentos de
141, 69 y 28 pb (fig. 26)..

La secuenciacion del DNA fue
ejecutada con cebadores marcados con
5'.32p dideoxinucledtidos terminadores
(fmol kit Promega, Lyon, France). El
cebador sentido utilizado en la PCR era
5'CGAATATACAGAATGGATG vy el
cebador reverse era el cebador utilizado
en la PCR primaria.

Estos resultados demostraron
que solamente uno de los 39 probandos
poseian un SSCP significativo, pero
ambos la secuencia del exon VI y la
falta del sitio de restriccion para la en-
donucleasa de restriccion AMse 1, de-
mostraron que la mutacion 742C—>T
no estaba presente en el cromosoma
mutado.
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Fig. 26: Imagen de resonancia magnética (MRI) de paciente y de los padres. El
"screening” total del cerebro por T2 weigthed MRIs mostré dos cavernomas en el
paciente, mientras que el padre, la madre y la hermana eran normales.

& <« 238bp

i — 210

Fig. 27: Producto de PCR del exén VI de distintos individuos digeridos con la enzima
Mse I (1,7) y sin digerir (2,3,4,5 y 6) fueron separados en gel de acrilamida al 6% con
urea 7 M. La imagen fue obtenida por autoradiografia del gel. El fragmento de 28 pb
no se ve.
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® O

Fig. 28: SSCP del CV 36. Mezcla de PCR conteniendo **PdCTP y los demas reacti-
vos. El producto de PCR del exén VI fue separado en gel de acrilamida al 10% con
glicerol al 10% durante 16 horas a 20°C en un gel de 20X30 cm. Las bandas fueron
reveladas tras 48 horas de exposicion a una placa de rayo X.
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Fig. 29: Fotografia superior: SSCP del exon VI del gen KRIT-1 de la familia espafiola
CE 36. Alicotas de DNA gendmico fueron amplificadas en una mezcla de PCR conte-
niendo [o*’P]-dCTP, cebadores y otros reactivos descritos en el método. Los produc-
tos de PCR del exon VI fueron separados en condiciones no desnaturalizantes en acri-
lamida al 10% conteniendo 10% de glicerol durante 16 horas a 20°C en un gel de 20 x
30 cm. Las bandas fueron reveladas después de 48 horas de exposicion a rayos X.
La parte baja de la figura muestra el haplotipo de la region critica del CCM1 en indi-
viduos de la familia CE 36. Los marcadores correspondientes son dados en la primera
columna. Note que ambos, el afecto y el hermano sano, heredaron el mismo cromoso-
ma de la madre mientras ellos difieren en el cromosoma del padre.

e - e R s
MARKERS O
D75492 149 |[145 |147 |155 |149 |[155 |145 |155
D752410 267 |263 (265 |265 (267 |265 |263 |265
D7S689 127 (125 (125 125 |127 125 |125 |125
D7S1813 127 (125 |127 (127 (127 127 |125 |[127
D7S657 248 1260 260 (260 |248 260 (260 |[260
D7S527 283 (283 297 |291 (283 (291 |283 |291
D7S479 111 (125 |123 |127 (111 127 |125 |[127

77



Resultados

Fig. 30: Comparacion de la secuencia mutada y de la secuencia salvaje de las hebras
sentido del exoén VI, comprendiendo la deleccion TC. El DNA gendmico del padre
(lineas superiores), madre (lineas inferiores) y probando (lineas medianas) fueron
amplificados por PCR y secuenciados con cebadores sentido y antisentido del exon
VI, marcados con IRD-800 en el secuenciador LI-COR 4000. La deleccion del par de
bases TC/GA desplaza la secuencia de la hebra mutada. La secuencia de aminoacidos
del cromosoma mutado es y salvaje esta representada sobre la secuencia de nucledti-
dos de las hebras sentido. W, Ao T, R, Ao G, Y, C o T son ambigiiedades para los
alelos multados. Las letras pequeiias indican base cuestionable.
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Fig.31: Comparacion de la secuencia mutada y de la secuencia salvaje de las hebras
antisentido del exén VI, comprendendo la deleccion AG. El DNA gendémico del
padre (lineas superiores), madre (lineas inferiores) y probando (lineas medianas)
fueron amplificados por PCR y secuenciados con cebadores sentido y antisentido
del exo6n VI, marcados con IRD-800 en el secuenciador LI-COR 4000. La deleccion
del par de bases TC/GA desplaza la secuencia de la hebra mutada. La secuencia de
aminodacidos del cromosoma mutado es y salvaje esta representada sobre la secuen-
cia de nucleotidos de las hebras sentido. W, Ao T, R, Ao G, Y, C o T son ambi-
guedades para los alelos mutados. Las letras pequiias inidcan base cuestionable.
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5/ AACATAATAAAAACTTTCTACTGAGGTTTTCTGAACAAATCCATATAGTGAAA
TTGTATTATTTTTGAAAGATGACTCCAARAAGACTTGTTTAGGTATATCACTTT

TATTGCTGAGTTTCTTGAGAGAGACGCATTCCTTCCATTATCTGCTGCACTGT
ATAACGACTCAAAGAACTCTCTCTGCGTAAGGAAGGTAATAGACGACGTGACA

GGTATTATTTCCATGCTTCAATTCAACAGAACGATATGACCCATCCATTCTGTAT
CCATAATAAAGGATCGAAGTTAAGTTGTCAAGCTATACTGGGTAGGTAAGACATA

ATTCGAACTTTTTCATACCAAGARAACGATAACTTACGTAACGAACTTAAAAAA
TAAGCTTGARAAAGTATGGTTCTTTGCTATTGAATGCATTGTTGAATTTTTT

TTATACATCACAATCTAACAA3'
AATATGTAGTGTTAGATTGTT'

Fig. 32: Secuencia amplificada con los cebadores sentido y antisentido - K6F y
K6R

5 ' TGACATGATTGGTAAAAAAGAGCTGAAAATCTACCTTAGTTTCCATGTTGAGGAGATG
ACTGTACTAACCATTTTTTCTCGACTTTTAGATGGAATCAAAGGTACAACTCCTCTAC

AAGTCCTTTTATATTCACTCCTACATACACAGGGATGACTTTATGATTGCTGGGGCTT
TTCAGGAAAATATAAGTGAGGATGTATGTGTCCCTACTGAAATACTAACGACCCCGAA

GCCACTTTGTAAATATCTGTCCTGTGAAARAATGCTGCTCCATAAGTAGGAATTTCCCA
CGGAGAAACATTTATAGACAGGACACTTTTTACGACGAGGTATTCATCCTTAAAGGGT

GCAATTCTGTAAGAACATGCGCTGAAGGTGATGCATTTCTTTACTGACACCTTCACTT
CGTTAAGACATTCTTGTACGCGACTTCCACTACGTAAAGAAATGACTGTGGAAGTGAA

GTACTGAGATTCTAAAACAAACAAGGTAAATTAAAAATAARAGAGATATGAAAGGAAA
CATGACTCTAAGATTTTGTTTGTTCCATTTAATTTTTATTTTCTCTATACTTTCCTTT

ATGTACCA3'
TACATGGTS'

Fig. 33: Secuencia amplificada con los cebadores sentido y antisentido - K10F y
K10R
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3.4-EXON 10

Se realizé el estudio de poli-
morfismo en este exOn mediante PCR
y SSCP.

Tras el analisis de los resulta-
dos se detectd la presencia de una
mutacion en la familia CV 10.

Para identificar la mutacion se
realizd la secuenciacién automatica
del exdn utilizando un secuenciador
LI-COR modelo 4000.

3.4.1-FAMILIA CV 10

Se analizaron lo haplotipos
CCM1 de individuos de la familia CV
10 con el protocolo y cebadores pre-
viamente descritos en material y mé-
todos. El fragmento del gen CCMI1
conteniendo el exon X fue amplifica-
do con el cebador
STGACATGATTGGTAAAAAATG
TACCA para la hebra sentido y
3TGGTACATTTTCCTTTCA para
amplificar la hebra antisentido, como
se describe en material y métodos.

Inicialmente se analizd el
DNA genomico por SSCP, separan-
dose los fragmentos de PCR por
electroforesis en acrilamida en ausen-
cia y en presencia de glicerol al 10%.

La secuenciacion del DNA del
exon X fue ejecutada con DNA geno-
mico del probando y de los padres por
el método del dideoxinucledtidos termi-
nal (kit Sequitherm - Epicentre Te-
chnologies, Madison, Wisconsin, USA)
y con cebadores de las hebras sentido y

antisentido marcados con IRD 800 de
acuerdo con el protocolo del fabricante.
La separacion electroforética se realizéd
en gel de acrilamida al 6%y urea 7M

Los analisis de la secuencia
de los fragmentos fueron realizados en
el secuenciador automatico LI-COR
DNA 4000 con "software” del fabri-
cante. El analisis por SSCP del pro-
ducto de PCR del exén X en el pro-
bando de esta familia demostré la
posible presencia de una mutacion en
este exdn por un tercer fragmento
atipico. Los resultados demostraron
que el paciente heredd el cromosoma
mutado de la madre (fig.32).

La secuenciacion del exén X
identificé la insercion una base A en la
posicion 1282, Esta mutacion cambia
el triplete TAT, por un codon de
terminacion TAA, sustituyendo una
cisteina por un codén de terminacidon
en la posicion 428. La secuencia de las
hebras sentido y contrasentido demos-
traron claramente la insercion en el
DNA genomico del probando y la
secuencia normal de los familiares no
afectados.

El paso siguiente fue la bus-
queda de una endonucleasa de res-
triccion capaz de reconocer la se-
cuencia mutada, que en este caso
resulté ser la enzima Mse I, que po-
seé la secuencia TVTAA como sitio
de restriccion. El producto de PCR
sin digerir pose¢ 297 pares de bases,
mientras que el producto de la diges-
tion da origen a dos fragmentos de
155 y 142 pares de bases en el cro-
mosoma mutado.
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Polimorfismos de conformacion de
hebra simple (SSCP) de la familia
CVI10 de cavernomatosis cerebral

Fragmento

= Anémalo

<+— 297pb

Fig. 33: Estudio de SSCP del exon X del gen KRIT-1 de la familia espafiola CV 10. En la
parte superior se representa el arbol genealogico de la familia. Alicotas de DNA gendmi-
co fueron amplificadas en una mezcla de PCR conteniendo [o’*P]-dCTP, cebadores y
otros reactivos descritos en el método. Los productos de PCR del exén X fueron corridos
en condiciones no desnaturalizantes en acrilamida al 10% conteniendo 10% de glicerol
por 16 horas a 20°C en un gel de 20 x 30 cm. Las bandas fueron reveladas después de 48
horas de exposicion a rayo X.
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Fig. 34: Comparacion de la secuencia normal y de la secuencia salvaje de las
hebras sentido (panel superior) y antisentido (panel inferior) comprendiendo la
insercion A/T en el ex6n X del paciente enfermo de la familia CV 10,
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3.5-Exones 1,2,5,7,8,9,11,y 12 tudiadas. La imagen del SSCP de to-

dos los individuos estudiados presen-

Tras el andlisis de este exon taba un patron uniforme, no apare-

mediante PCR y SSCP no se detecto ciendo ninguna banda con migracion
ninguna mutacion en ninguno de estos anomala en la electroforesis.

exones en ninguna de las familias es-

5' GAGCTAAAATTCATTCAACTCTTACCCGATTTGTATACTGAAGATCTGATCCAAACAA
CTCGATTTTAAGTAAGTTGAGAATGGGCTAAACATATGACTTCTAGACTAGGTTTGTT

AGGGTTGTAAATACAGGTATCTGCTTTCTCTAGGGCTAACATTTTACTCTTTATTTCTA
TCCCAACATTTATGTCCATAGACGAAAGAGATCCCGATTGTAAAATGAGAAATAAAGAT

CTGCACTATAGCCCATATGTAGTGAGTTTTCTGTCTGACCTGATTCAGTAGCATATGCA
ACGTGATATCGGGTATACATCACTCAAAAGACAGACTGGACTAAGTCATCGTATACGTC

GATTTATGACATTAGTTTTTATCCGCTC 3’
CTAAATACTGTAATCAAAAATAGGCGAG 5'

Fig. 35: Secuencia amplificada con los cebadores sentido y antisentido - KIF y
KIR.

5 ' AGCAATGTGGAGTAAAACCGAAACAGTACTTGTCTTCTGTGACACTGCTCATGCT
3'TCGTTACACCTCATTTTGGCTTTGTCATGAACAGAAGACACTGTGACGAGTACGA

TCTCTGCCATTTTTCCTGTTTAGGTATTTGGATTTTTGAGTAGTCTGGAGCTCCTA
AGAGACGGTAAAAAGGACAAATCCATAAACCTAAAAACTCATCAGACCTCGAGGAT

GACCAAAGTATGGGATTTATTACCACTTTATCTACCTAGAAAGGGAARACAATAAC
CTGGTTTCATACCCTAAATAATGGTGAAATAGATGGATCTTTCCCTTTTGTTATTG

AAAAACCCATTAAGAGC 3'
TTTTTGGGTAATTCTCG 5'

Fig. 36: Secuencia amplificada con los cebadores sentido y antisentido - K2F y
K2R.
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5 'ATGCCTGGCTCTAACTATGAAGATAATTCTTACTGGTTTGTTAATTGCTTCCTTCAACA
TACGGACCGAGATTGATACTTCTATTAAGAATGACCAAACAATTAACGAAGGAACTTGT

ATTTTGCAGCTTCTTCCCAGTTGTTTTGTTTGTTTTCTTCACAAATATTTAATGGAGAT
TAAAACGACGAAGAAGGGTCAACAARACAAACAAAAGAAGTGTTTATARATTACCTCTA

CTTCCTTGTTGGTCTGTTATATGCTAGAAATGTGGGTGGGGAGGGGEGAAAAAAGGCATT
GAAGGAACAACCAGACAATATACGATCTTTACACCCACCCCTCCCCCTTTTTTCCGTAA

ACATA3'
TGTAT

Fig. 37: Secuencia amplificada con los cebadores sentido y antisentido - K5F y K5R.

PM 1 2 3 4 5 6 i 8
2000 pb -
1000 pb -
500 pb
Doble Hebra
. i Simple Hebra

Fig. 38: SSCP representativo del estudio molecular del exén 5 en distintos indivi-
duos no emparentados. Se carece de un control positivo donde la presencia de una
mutacion produciria un cambio en la migracion electroforéctica de la banda. Todos
los SSCP negativos presentan una imagen similar, cambiando la altura de las ban-

das segun el tamaifio del fragmento.
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5'ATTTCTGCCTCTAGTGCTTACAATAGAAACTCAACAGATTTTGTGCATTTAAATA
3 '"TAAAGACGGAGATCACGAATGTTATCTTTGAGTTGTCTAAAACACGTAAATTTAT

ACTGTAAATAAGATTTCCAAGCAAACCTGTTTTTCAACTTCCAAGGGAAGTCTCAC
TGACATTTATTCTAAAGGTTCGTTTGGACAARAAGTTGAAGGTTCCCTTCAGAGTG

ATCTCTTCTTAGAAARAGCTGAGGTGTTTCCCTTTGAGGATCCAGATTAGTCAATT
TAGAGAAGAATCTTTTTCGACTCCACAAAGGGAAACTCCTAGGTCTAATCAGTTAA

CAGCAAGTATTTCTGGCCAGTCACGAACATGTITGCAAS'
GTCGTTCATAAAGACCGGTCAGTGCTTGTACAACGTTS

Fig. 39: - Secuencia amplificada con los cebadores sentido y antisentido - K7F y K7R.

5 'AGCATAGCACAAGACCATGCATAATATTAAATACTTACTTTAGGAAACCTTGC
3'TCGTATCGTGTTCTGGTACGTATTATAATTTATGAATGAAATCCTTTGGAACG

TTGTGTTTTTTACTCTCATAATTTCCATAGACTATTTGCAARAGCAGACTTGC
AACACARAARATGAGAGTATTAAAGGTATCTGATAAACGTTTTCGTCTGAACG

CAATGTTATCAGCTTAGCATCAGGAGCTGTATAAAAGCCCTTCAATAAATTAT
GTTACAATAGTCGAATCGTAGTCCTCGACATATTTTCGGGAAGTTATTTAATA

ATCTGGCTTCATCAAAGAGAATAAGAATAGCTAGTGGGTCTTCAATCTTAAAG
TAGACCGAAGTAGTTTCTCTTATTCTTATCGATCACCCAGAAGTTAGAATTTC

GAAAAAGTATAATTTGGTTATTAGGCTACA3'
CTTTTTCATATTAAACCAATAATCCGATGTS'

Fig. 40: - Secuencia amplificada con los cebadores sentido y antisentido - K8F y K8R.
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5' TGICTTTTCATTTCTATTAAACAGCTTACCTTGTATTCATGAAGTATGCGATTTGTC
3 'ACAGAAAAGTAAAGATAATTTGTCGAATGGAACATAAGTACTTCATACGCTAAACAG

CAGTGAGGTGCCTTACTTTTCAGTTTGGTAACAGGTACGATGGATTTTAGATTTTCT
GTCACTCCACGGAATGARAAGTCAAACCATTGTCCATGCTACCTAAAATCTAARAAGA

TCACTGTAAGCACACATGCCAACATCCTTTAAATAAATCATCTTTAGTAGCTARAAGT
AGTGACATTCGTGTGTACGGTTGTAGGAAATTTATTTAGTAGARATCATCGATTTCT

ATAGTAATCATTCTGTTACRAATGGCTTTCAGTAACGTAATT3'
TATCATTAGTAAGACAATGTTTACCGAAAGTCATTGCATTAAS'

Fig. 41: - Secuencia amplificada con los cebadores sentido y antisentido - K9F y K9R.

5'CAATAGTTTATGAAGTCCAAAATAAATGATACTTACCTGTTTTGTATGTACTATAAA
GTTATCAAATACTTCAGGTTTTATTTACTATGAATGGACAAAACATACATGATATTT

GCTCATTTTATTTTCCATGCTATGGATCTGAAAACAAGTATCAGTATCTCCCAATTGC
CGAGTAAAATAAAAGGTACGATACCTAGACTTTTGTTCATAGTCATAGAGGGTTAACG

CACATAAAACAACCATACTTAAGACTGATGAGTAAAGCCTGCAACATAATTGGARAACA
AGTGTATTTTGTTGGTATGAATTCTGACTACTCATTTCGGACGTTGTAGGAACTTTG

CTATATTGAARATACATATTAAAAACTTCACC3'
GATATAACTTTATGTATAATTTTTGAAGTGG

Fig. 42: - Secuencia amplificada con los cebadores sentido y antisentido - K11F y
K11R
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5 'GTGGCTTGAGTAACAGTITACTTCTCTTTCATGAATTTCTTTCAGTGGGCATTAACTGT
CACCGAACACATTGTCAATGAAGAGAAAGTACTTAAAGAAAGTCACCCGTAATTGACA

CCATTTAGCTTCATTAACAGTTTTACCACGAGACCAGCCTACAAAGTAAAACATGTCA
GGTAAATCGAAGTAATTGTCAAAATGGTGCTCTGGTCGGATGTTTCATTTTGTACAGT

ATTAAATATARAACATGTAAGAATCTTTAAAGGACATTCATGACATTGGGCAGTTCCC
TAATTTATATTTTGTACATTCTTAGAAATTTCCTGTAAGTACTGTAACCCGTCAAGGG

TATCTATT3"'
ATAGATAA

Fig. 43: - Secuencia amplificada con los cebadores sentido y antisentido - K12F y
K12R.
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4 - ESTUDIO DE MUTACIONES
EN EL GEN CCM1 EN POBLA-
CION ESPANOLA Y PORTU-
GUESA

Se realizé el estudio de muta-
ciones en el gen CCM1 por SSCP y
por secuenciacion directa en las 84
familias participantes del estudio. De
estas, 62 (73,8%) familias eran espa-
fiolas y 22 (26,2%) eran portuguesas.

Del total de 343 individuos
incluidos en el estudio, 293 (85,4%)
eran espafioles y 50 (14,6%) eran
portugueses, siendo que 198 (57,7%)
de estos individuos eran sanos y 145
(42,3%) enfermos. De estos, 163
(47,5%) eran varones y 180 (52.5%)
eran mujeres. De las mujeres, 155
(86,1 %) eran espafiolas y 25 (13,9%)
eran portuguesas. De los varones 138
(84,6%) eran espaiioles y 25 (15,4%)
portugueses. En el grupo espafiol 45
familias eran portadoras de caverno-
matosis familiar constituyendo un total
de 236 individuos y 17 familias eran
portadoras de cavernomatosis en for-
ma Unica y constituian un total de 57
individuos. El grupo portugués estaba
formado por 12 familias clasificadas
como portadoras de cavernomatosis
familiar con 26 individuos y 10 fami-
lias clasificadas como portadoras de
cavernomatosis unico con 22 indivi-
duos.

Entre los individuos estudiados
hemos centrado nuestro interés en los

casos de cavernomatosis familiar o
cavernomatosis multiple. Estos casos
se caracterizan por la presencia de mas
de un afectado por familia o bien la
presencia de mas de un cavernoma en
la MRI. Como forma unica (esporadi-
ca) hemos considerado aquellos indi-
viduos que poseian solamente un ca-
vernoma en la MRI y no tenia ninguna
pariente enfermo.

El grupo de controles sanos
estaba constituido por 32 individuos
con MRI negativa y no emparentados
con los enfermos, siendo 15 (46,9%)
varones y 17 (53,1%) mujeres, todos
espaiioles.

De los 84 probandos, 62
73,8%) eran espaiioles y 22 (26,2%)
eran portugueses. De estos 40 (47,6%)
eran varones y 44 (52,4%) eran muje-
res.

La proporcion mujer/varén en
total de enfermos espafioles fue
153/138 (1,1:1) y, en el total de en-
fermos portugueses 25/25 (1:1).

Entre los probandos de caver-
nomatosis hemos identificado 4 nue-
vas mutaciones. Los individuos porta-
dores de estas mutaciones pertenecian
a las familias CV 10, CV 36, CV 59 y
CV 66, cuyas mutaciones se localiza-
ban en los exones 10, 6, 3 y 4 respec-
tivamente. La mutacion encontrada en
el exén 4 — CV 66, corresponde a un
individuo de origen portugués.

89



Resultados

Tabla S: Distribucion de los individuos estudiados

Agrupacion N° Individuos Porcentaje
Sanos 198 57.7%
Afectos 145 42.3%
Total 343 100%

Tabla 6: Distribucién de las familias estudiadas

Cavernomas Miiltiples | Cavernomas Unicos Total
Familias Pacientes |Familias | Pacientes |Familias| Pacientes
Espaioles 45 236 17 57 62 293
Portugueses 12 28 10 22 22 50
Total 62 264 22 79 84 343
Tabla 7: Resumen de los enfermos estudiados
Varones Mujeres
Enfermos | Sanos | Probandos | Enfermos | Sanos | Probandos
Espaiioles 29 95 30 28 79 32
n=293
Portugueses 2 11 10 0 13 12
n=50
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Tabla 8: Resumen de los individuos participantes del estudio

Espaiioles Portugueses |Total
Mujeres 155 25 180
Varones 138 25 163
Probandos |62 22 84
g T
140

120

100

Mujeres

Varones

Probandos

O Espaioles MPortugueses

Fig. 44:

Distribucion de los individuos por nacionalidad y sexo
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Tabla 9: Resumen de los resultados obtenidos con SSCP en los Probandos de
cavernomatosis multiple

Cavernomas Individuo SSCP Ex6n Mutado
Muiltiples Probando

(N=20)
CV-2 111 - +
CV-3 113 - +
CV4 I1 - +
CV-7 I1 - + -
CV-10 1113 Positivo 10
CV-15 12 - -
CV-17 I - -
Cv-21 15 - +
CV-24 111 - +
CV-25 12 - +
CV-27 112 +
CV-28 113 - -
CV-29 113 - -
CV-30 112 - -
CV-31 11 - -
CV-32 12 - -
CV-59 113 Positivo 3
CV-66 Il Positivo 4
CV-80 117 - -
CV-86 113 - -
CV-36 1113 Positivo 6

Tabla 10: Resumen general de los resultados en cavernomas en la pobla-
cién estudiada.

Cavernomas
Individuos: total 343
Individuos espaiioles 293
Individuos portugueses 50
CV multiples: total 264
CV multiples espaiioles. 236
CV multiples portugueses 28
CV unicos: total 79
CV unicos espafioles 57
CV unicos portugueses 22
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1 - LA LOCALIZACION DE
KRIT-1

El hecho de que el gen CCM1
est¢ localizado en 7q21-22; brazo
corto del cromosoma 7 es particular-
mente interesante. Alteraciones cro-
mosomiales en una variedad de cance-
res como por ejemplo, desoérdenes
mieloides y miomas uterinos frecuen-
temente estan relacionadas a alteracio-
nes en 7q22 (Kere et al, 1987; Luna-
Finemam et al, 1995; Ogata, 1993).
Por el momento el papel de Krev-1 en
este tipo de enfermedades malignas no
ha sido investigado. Teniendo en
cuenta que Krev-1 regula la actividad
de Ras, deleciones en el gen KRIT-1,
que funciona como regulador positivo
de la actividad de Krev-1, podrian
alterar indirectamente el mecanismo
de Ras y toda la funcion normal de la
célula.

Krev-1 puede interaccionar con
otras proteinas. Parece ser que KRIT-1
puede tener una funcién especifica
relacionada a Krev-1 aunque esto no
se ha comprobado todavia. Debido a
la frecuente asociacion de los domi-
nios ankirina con proteinas citoesque-
léticas es probable que KRIT-1 pueda
actuar en un compartimento celular
especifico. Un mejor entendimiento
del gen CCM1 y de la proteina KRIT-
1 nos posibilitaria comprender mejor
el papel de Krev-1 en el desarrollo de
tumores y en el control del creci-
miento celular.

2 - EXPRESION DEL GEN KRIT-1

Con vista a la expresion del
mRNA de CCM1 es intrigante que
el fenotipo de la enfermedad se
limite exclusivamente al tejido ce-
rebral.

Las células endoteliales son el
tipo celular predominante en los ca-
vernomas y puede que sean las células
de origen de la lesion. La pérdida de
funciéon de CCM1 podria iniciar una
expansion clonal de un grupo de célu-
las endoteliales que resultaria en la
formacion un tejido vascular anormal
(Zhang, 2000).

Las mutaciones con pérdida
de funcion originan la pérdida del 50%
del producto proteico. El 50% restante
deberia ser suficiente para mantener la
funcién celular normal, sin embargo
esto no ocurre en el caso de la caver-
nomatosis. En este caso la mutacion
origina un producto proteico que no
solo no es funcional, sino que ademas
podria inhibir la funcion de la proteina
producida por el alelo normal en hete-
rocigotos o perturbar el desarrollo de
la maduracion o la supervivencia de
un tipo celular diferente cuya ausencia
resultaria en la estructura deficiente
observada en las lesiones. Es posible
que otros genes posan influenciar la
expresién de malformaciones vascula-
res en heterocigotos llevandoles a la
predisposicion a mutaciones (Mikka
Vikkula). De manera similar podria
existir una proteina que modularia la
expresion del gen mutado. La existen-
cia de una proteina con estas caracte-
risticas es apoyada por el hecho de que
la penetrancia de CCM1 es variable.
Ademas esta el problema de la hetero-
geneidad. La identificacién de otros
genes puede ayudar a entender los
eventos involucrados en la etiopatoge-
nia de los cavernomas y puede aclarar
las razones de por qué las lesiones
ocurren fundamentalmente en los va-
SOS sanguineos.

Por ultimo el estudio de la

expresion del gen y el analisis del teji-
do lesionado podria ayudar a aclarar
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dudas teniendo en cuenta que las le-
siones son causadas por un grupo de
genes, cuyas funciones probablemente
estan relacionadas, aunque podrian ser
distintas.

3 - LA FUNCION DE LA PRO-
TEINA KRIT-1

La cuestién central de mayor
interés para muchos investigadores en
este momento es la funcién de la pro-
teina KRIT-1. Indicios sobre la fun-
cion de la proteina en parte vienen de
su aislamiento inicial como pareja de
krev-1.

La homologia entre Krev-
1/rapla y Ras, su habilidad para inte-
ractuar con la mayoria de los efectores
de ras in vivo sugieren que krev-1 ac-
tia como supresor tumoral en la célu-
la. Krev-1 secuestra el complejo Ras-
Gap actuando como un inhibidor com-
petitivo de la interaccion Ras-Gap.

Rapl tiene funciones distintas
en morfogenesis y/o en reclutamiento
de complejos proteicos para sitios dia-
na. Esto se ha concluido con base en
analisis genéticos de células eucario-
tas. Ademas Krev-1 funciona durante
un ciclo ligado a GTP y GDP. Esto
indica que Ras puede ser importante
para entender la funcion de Krev-1. La
localizacion de Krev-1 en vesiculas
endociticas lisosomiales en fibroblas-
tos, su abundante expresion y rapida
activacion en células especializadas
tales como plaquetas y neutrofilos, y
su regulacion por tres segundos men-
sajeros muy comunes indican que la
funcién de Krev-1 en el proceso gene-
ral de transmision de sefiales, podria
estar ligado a endocitosis y exocitosis.

Si mutaciones en KRIT-1 acti-
va o desactiva sefiales en krev-1 per-
manece sin determinar.

4 - PERDIDA DE FUNCION DE
LA PROTEINA KRIT-1

La mayoria de las mutaciones des-
critas hasta el momento causan codon de
terminacion prematuro. La proteina
truncada y el hipotético aminodcido que
falta en el dominio que interacciona con
Krev-1 demuestra la pérdida completa
de la funcion celular. El efecto predomi-
nante de la mutacion que crea un codon
de terminacion prematuro antes de la
porcion distal del exon es la degradacion
selectiva y eficiente del transcripto
mutante derivado de este alelo. Es
probable que algunos o todos los alelos
pierden su funcion debido a la degrada-
cion del mRNA mas que a la expresion
de wuna proteina estructuralmente defi-
ciente.

Este mecanismo también seria
compatible con el requerimiento de una
segunda mutacién y consecuentemente
pérdida completa de funcidon del gen
CCMI1 en desarrollo individual de los
cavernomas.

Es intrigante que el fenotipo de
la enfermedad se limite exclusivamente
al tejido cerebral. Una vez que células
endoteliales son el tipo celular predomi-
nante en CCM, estas células son un
atractivo candidato como células de
origen de la lesion. La pérdida de fun-
cion de CCM1 podria iniciar una expan-
sion clonal de un grupo e células endo-
teliales que resultaria en la formacién un
tejido vascular anormal.

Alternativamente la pérdida
de funcion puede perturbar el desarro-
llo de la maduraciéon o la superviven-
cia de un tipo celular diferente cuya
ausencia resultaria en la estructura
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deficiente observada en las lesiones.
Por ultimo el estudio de la expresion y
andlisis del tejido lesionado podria
ayudar a aclarar dudas.

5 . FUNCION DE LOS NUEVOS
EXONES

Algunos grupos de investiga-
cion ( Sahoo et al, 2001; Eerola I et
al, 2001) han identificado exones adi-
cionales en la extremidad 5' de la se-
cuencia codificante de KRIT-1, que
extendian la region N-terminal en 207
aminoacidos. Cuando la secuencia
completa de la proteina KRIT-1 fue
usada para sistemas di-hibridos KRIT-
1 no interactuaba con krev 1.

La interactuacion entre KRIT-1
y Krev-1 sugiri6 que KRIT-1 estaba
implicada en la cascada de sefializa-
cion mediada por GTPasas. (Zhang et
al, 2000; Serebriiski et al, 1999).

La secuencia completa de
KRIT-1 interactia con icap 1, una
proteina que funciona como modula-
dor de la integrina B1. Icapl esta aso-
ciada al dominio citoplasmatico y su
interactuacion con KRIT-1 sugiere un
papel para KRIT 1 en la angiogénesis
mediada por la integrina 31. Las inte-
grinas son proteinas de la membrana
celular que en su mayoria interactian
con la matriz celular. Constituyen un
grupo de aproximadamente 20 molé-
culas distintas y estruturaimente rela-
cionadas. (Howe et al, 1998; Brooks et
al, 1996; David et al, 1999). Estan
formadas por dos cadenas o subunida-
des alfa y beta Su papel especifico
todavia no esta claro.

Icapl fue identificada a través
de su interaccion con la integrina 1
en un di-hibrido de levadura (Chang et
al, 1997). El dominio NPXY de la

integrina 1 juega un importante papel

en su interaccion con icapl. Los nue-
vos aminoacidos identificados en la
porcion N-terminal de KRIT-1 pueden
mascarar una porcion de la proteina
que producia la interaccion con Krevl.

La expresion de KRIT-1 dis-
minuye la interaccion entre icapla y
la integrina B1 sugiriendo que la inte-
grina B1 y KRIT-1 compiten por el
mismo sitio en icapla y tal vez cons-
tituyan mecanismo de regulacion.

6 - BUSQUEDA DE MUTACIO-
NES

6.1 - POLIMORFISMO CON-
FORMACIONAL DE HE-
BRAS SIMPLES - SSCP

El objetivo de este estudio era
identificar las mutaciones responsables
por la cavernomatosis cerebral fami-
liar en poblacién espafiola y portugue-
sa. Estudios previos han demostrado
que mutaciones en el gen CCM1 son
responsables de un 50% de los casos
de cavernomatosis en poblacion fran-
cesa e hispanoamericana de Norteamé-
rica. Nuestros estudios han confirmado
que efectivamente mutaciones en el
gen CCMI1 son la causa del desarrollo
de cavernomatosis cerebral familiar,
pero no en esta proporcion.

Para identificar los individuos
portadores de mutaciones en el gen
CCM1 se optimizaron los protocolos
para la realizacion del SSCP para to-
dos los exones estudiados. Para ello se
barajaron diversas condiciones de
electroforesis para separar las dobles
hebras de los fragmentos de PCR.

Los varios parametros optimizados

fueron:

- Temperatura de electroforesis: tem-
peratura ambiente y a 4°C.

- Concentracion de acrilamida: 6 y

10%.
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- Concentracion de glicerol del gel: sin

glicerol y glicerol al 10%.

- Proporcién de acrilami-

da/bisacrilamida del gel: 19/1, 29/1 y

37,5/1.

- Tiempo de electroforesis: desde 45
minutos hasta 3 horas.

A pesar de todas estas varia-
ciones, las mutaciones detectadas en
nuestro estudio fue de un 20% en el
grupo de cavernomas muitiples. Ini-
cialmente este resultado nos llevo a
pensar en la sensibilidad incompleta
de los analisis de SSCP, pero después
de varios intentos con la introduccidn
de diversos cambios en la electrofore-
sis nuestra experiencia nos lleva a su-
poner que la mutacion responsable por
cavernomatosis cerebral familiar en
los individuos diagnosticados clinica-
mente de cavernomatosis cerebral fa-
miliar y con SSCP normal estaria lo-
calizada en los loci CCM2 y CCM3,
pudiendo también estar localizadas en
la secuencia complementaria de
CCM1, posteriormente publicada por
T. Sahoo (2000).

Como se puede observar en las
figuras, todas las mutaciones clara-
mente identificadas por SSCP fueron
confirmadas por secuenciacion directa.

Hemos observado algunos re-
sultados dudosos, donde la presencia
del fragmento no era suficientemente
claro, permitiendo un margen de duda
considerable. En estos casos se proce-
di6 a la secuenciacién directa del
exon, pero en ninguno de los casos se
ha podido confirmar la mutacion. Este
hecho nos llevo a concluir que cuando
existe una mutacion la imagen del
SSCP es clara. Pero sin embargo, po-
dria darse el hecho de que la mutacion
responsable por la enfermedad estu-
viera localizada en la region intrénica.
En este caso seria necesario la realiza-

cién del estudio de busqueda de muta-
ciones a nivel de RNA.

El presente estudio confirmé
que mutaciones en el gen CCM1 con-
tribuyen para el proceso de transfor-
macion en los vasos cerebrales. Nues-
tros datos son compatibles con resul-
tados de estudios previos de genética
molecular en cavernomatosis cerebral
familiar que demuestran que un 50%
de los afectos poseén una mutacion en
el gen CCM1. Nuestros datos presen-
tan un 20% de mutaciones en el grupo
afectado por cavernomatosis familiar,
sugiriendo que en el restante de la po-
blaciéon espafiola y portuguesa las
mutaciones en el gen CCM1 responsa-
bles por el desarrollo de la caverno-
matosis cerebral familiar podria en-
contrarse ubicada en los loci CCM2 y
CCM3, o en los nuevos exones del
locus CCM1 del gen CCM1, que fue-
ron posteriormente publicados por T.
Sahoo (2000).

Otra posibilidad seria la sensi-
bilidad incompleta para el analisis de
SSCP.

7 - ESTUDIO DE LAS FAMILIAS
AFECTADAS

Inicialmente se estudiaron 84
probandos pertenecientes a las 84 fa-
milias diagnosticadas clinicamente de
cavernomatosis. A todos ellos se ex-
trajo el ADN de la sangre periférica y
se analizaron las mutaciones mediante
SSCP como descrito en material y
métodos.

El "screening” por SSCP reali-
zado en este estudio demostré la pre-
sencia de 4 nuevas mutaciones en el
gen CCM1. El fallo en la deteccion de
mutaciones en algunas familias mani-
fiesta la sensibilidad incompleta del
andlisis por SSCP, la existencia de
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otros loci y la necesidad de un estudio
para los nuevos exones descritos pos-
teriormente por T. Sahoo (2000).

Todos los 4 individuos en los
que se detectaron mutaciones en el gen
CCM1 fueron claramente diagnostica-
dos de cavernomatosis.

De los 84 probandos en los
cuales no se detectdé ninguna muta-
cion, se considerd que esto podria ser
debido a la insensibilidad del método
utilizado o que probablemente estos
individuos poseen una mutacién que
se encuentra presente en otro loci o en
la zona del gen descrita posteriormen-
te. También existe la posibilidad de
que el individuo esté afectado por una
mutacion esporadica auténtica en las
cuales las mutaciones no son detecta-
bles en sangre periférica.

8 - FAMILIA CV 36 - EXON 6

Los sintomas clinicos del pro-
bando fueron compatibles con una
mutacion de origen materna, en adi-
cion a los antecedentes de epilepsia en
el abuelo. Ambos probando y la madre
se quejaban de dolores de cabeza. Los
resultados de los dos CCMs en el pro-
bando, pero no en los padres sugeria
un CCM no heredado. Sin embargo, la
forma familiar de CCM no era exclui-
da por las consideraciones relevantes
mencionadas debido a la penetrancia
variable en esta enfermedad.

Que el probando no haya here-
dado el alelo mutado de los padres
indica que el paciente representa una
mutacion de novo. Esto esta respalda-
do por los siguientes datos:

- el resultado de SSCP en el exén VI
en el paciente, pero no en los padres y
hermana.

- la demostracion de la delecion
741delTC en el exén VI del probando
y la secuencia normal en ambos padres
y hermana sana.

- la demostracion de la delecion del
tanden AG en la hebra antisentido.

- la ausencia de recombinacién en el
intervalo de CCM1.

- la exclusion de una falsa paterni-
dad/maternidad.

9 - MECANISMO DE KNUDSON

El mecanismo patogénico de
CCMs podria ser similar a la forma-
cioén del tumor neurocutaneo de escle-
rosis tuberosa tipo 2 (TSC2) donde la
tuberina, producto del gen TSC2, fun-
ciona como una proteina de supresion
tumoral por actuar como una GTPasa
activadora para Krev-1/rapla. La
existencia de lesiones multiples y Uni-
cas en formas esporaddicas y heredita-
rias respectivamente sugiere el meca-
nismo de doble pérdida de Knudson en
angioma cavernoso y evoca la forma
hereditaria y esporadica de retino-
blastoma. La gran variedad de muta-
ciones descritas en la forma hereditaria
de angioma cavernoso sugiere un alto
grado de mutacion en el gen CCMI.
Los resultados aqui descritos son la
primera evidencia de mutacién es-
pontanea en el gen CCM1 causante de
malformaciones cavernosas cerebrales.
Sin embargo, una malformacion ca-
vernosa esporadica causada por una
mutaciéon tardia o somatica en una
unica célula en el sistema nervioso
puede ser excluida. De hecho, tal caso
no seria detectable en DNA genémico
extraido de leucocitos periféricos. El
paciente probablemente tenia una
mutacion en la linea germinal como
fue evidenciado por la delecion en el
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DNA genémico de leucocitos periféri-
cos y la malformacion cavernosa cere-
bral. Esto también significa que este
paciente tiene una condicion que pro-
bablemente es heredable por su des-
cendencia. De hecho, el probando en
este caso representa un efecto funda-
dor para una nueva linea de individuos
con malformacion cavernosa en virtud
de una nueva mutacion.

10 - EFECTO FUNDADOR EN
FAMILIAS DE IBEROA-
MERICA

Estudios previos han demos-
trado un cromosoma mutado en fami-
lias hispano americanas. Estos indivi-
duos poseén una mutacion comun, que
consiste del cambio de una C a T en el
nucleétido 742 del exon 6, llevando a
la formacién de un codén de termina-
cion. Esta mutacion estd presente en
16 de 21 familias estudiadas por T.
Sahoo(2000), demostrando la presen-
cia de un efecto fundador. Nuestros
analisis demostran que las mutaciones
encontradas en la poblacion de la pe-
ninsula Ibérica son distintas de las
mutaciones encontradas en Hispanoa-
mérica, llevandonos a soponer que los
espafioles no exportaron la enferme-
dad a Hispanoamérica durante el pe-
riodo de colonizacion. Si encontrase-
mos en la peninsula un afectado que
tuviese la misma mutacion que la des-
crita en las familias de origen mexica-
no (742C-T) podriamos suponer que
hubo un efecto fundador en un cromo-
soma espafiol que fue exportado a
América a través de un inmigrante
(Laberge, 2000). También cabe la po-
sibilidad de que todos los descendien-
tes portadores de aquella mutacion
hubiesen fallecido, por lo que no ha-
briamos podido correlacionar los de-
fectos. En cualquier caso es muy pro-
bable que la enfermedad no haya sido

exportada de Espafia a América (Tou-
nier-Lasserve, 2000).

11 - FAMILIA CV 59 - EXON 3

En esta familia de 14 miem-
bros, el probando era una mujer con
claros sintomas de cavernomatosis
posteriormente comprobada por MRL

Los analisis del DNA gendmi-
co mediante PCR y la secuenciacion
automatica revelaron la presencia de
una mutacion en el exoén 3 del gen
CCM1, apoyando la hipétesis de que
mutaciones en CCM1 causan caver-
nomatosis cerebral hereditaria.

Ambos, probando y hermana
heredaron el cromosoma mutado de un
progenitor afectado, lo que demuestra
que el paciente es un afectado por ca-
vernomatosis cerebral familiar y sin
embargo, las tres hijas de la paciente
no estan afectadas por la mutacion.

La secuenciacion directa de
KRIT-1 comprendiendo la zona co-
rrespondiente al exon 11 identificéd un
cambio de bases CC/AT en la posicién
283, que cambia los aminoacidos 85 y
86 de la secuencia, sustituyendo una
histidina por una glutamina y una ar-
ginina por un codon de terminacion.
La secuencia de las hebras demostra-
ron claramente el cambio de las bases
en el DNA gendmico del probando y
de su hermana y la secuencia normal
de los familiares

12 - FAMILIA CV 66 - EXON 4

Esta familia de origen portu-
gués estaba diagnosticada de caver-
nomatosis cerebral familiar basada en
los sintomas y en el resultado positivo
de la MRI, como todos los demas pa-
cientes pertenecientes a este grupo.
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Sus analisis de SSCP demos-
traron claramente la posible presencia
de una mutacion en el exdén 4, por la
presencia de una banda atipica con un
patron de migracion electroforética
distinto. El analisis del SSCP del padre
del probando fue negativo.

La secuenciacion directa del
DNA del probando demostré la pre-
sencia de una delecion de un par de
bases CA en la posicion 519, produ-
ciendo un cambio de una glutamina
por un acido glutdmico en el codén
145. Esta delecion producia ademas el
cambio en la pauta de lectura de 11
aminoacidos (QILLNHPETDR), que
termina con un codén de terminacion
en el aminoacido 55.

El cambio producido por la
delecion CA/GT anula el sitio de res-
triccion para la enzima Rsa I, de forma
que el individuo mutado poseé tres
fragmentos de 286, 194 y 92 pares de
bases; mientras que el padre que era
sano presentaba solamente el frag-
mento de 286 pares de bases.

Estos resultados demostran que
el alelo mutado ha sido heredado por
via materna, a pesar de la imposibili-
dad de analizar el DNA materno, de-
bido a que la madre no ha participado
del estudio.

13 - FAMILIA CV 10 - EXON 10

Este estudio reveld claramente
la presencia de una mutacion en los
individuos afectados que consistia de
la transicion de una A a G en la posi-
cion.

Los sintomas clinicos del pro-
bando fueron compatibles con una
mutacion de origen materna, en adi-
cion a los antecedentes de epilepsia en

el abuelo. Ambos probando y la madre
se quejaban de dolores de cabeza.

14 - DIAGNOSTICO MOLECU-
LAR

El andlisis molecular directo
requiere una formula agil y eficaz a fin
de obtener la informacioén necesaria en
cada familia estudiada. En este sentido
hemos elaborado una estrategia diag-
ndstica basandose en el estudio genéti-
co y en el andlisis con marcadores
genéticos. De este modo fue posible
realizar el diagndstico de portadores y
en familias de alto riego, con una in-
formabilidad y una fiabilidad elevada.

1 - A nivel molecular la heterogenei-
dad de la cavernomatosis cerebral fa-
miliar supone una seria dificultad
diagnoéstica. Como la enfermedad esta
causada por tres genes, hasta el mo-
mento parece fenotipicamente indis-
tinguible si todos los tres defectos ge-
néticos actiien a través del mismo me-
canismo molecular o si existe un me-
canismo distinto que produzca el dis-
turbio en la formacion de los vasos
sanguineos 0 en la maduracion (Jun
Zhang, 2000).

Todas las mutaciones detecta-
das en la poblacién espafiola y portu-
guesa son de baja frecuencia, de forma
que el estudio genético de la caverno-
matosis a nivel de la poblacion en ge-
neral es inviable.

En este estudio ampliamos el
nucleo familiar a otros parientes (tios,
primos, etc.) que representen riesgo de
ser portadores.

La identificacion del gen
CCM1 ha permitido conocer la es-
tructura de la proteina KRIT-1, pero
no su funcién en la célula. La no fun-
cionalidad de la proteina puede deber-
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se a una conformacion andémala de la
molécula que disminuye su actividad
normal o una sintesis incompleta de la
cadena de aminoacidos, en cuyo caso
puede ser degradado o carecer de fun-
cionalidad.

En definitiva el tipo de muta-
cion determina si hay o no proteina y
si es 0 no funcional.

Finalmente con una perspectiva
de futuro, debemos considerar estudios
que demuestren que una pequefia can-
tidad de proteina sea suficiente para
mantener la actividad normal de la
célula.

2 - Con el desarrollo del diagnostico
genético mediante el analisis y detec-
cion directa de mutaciones, el diag-
ndstico prenatal y presintomatico se
hacen factible para la cavernomatosis
cerebral familiar. Los individuos con
alto riesgo pueden someterse a examen
para determinar si han heredado la
mutacion antes de que desarrollen
sintomas clinicos del transtorno. En el
caso de la cavernomatosis el diagnods-
tico presintomatico puede ser util en
portadores del gen causante de la en-
fermedad.

15 - USO DE LA SECUENCIA-
CION AUTOMATICA EN EL
DIAGNOSTICO DE CCM

Analisis genéticos con alta sen-
sibilidad y especificidad aumentarian
la exactitud diagnoéstica incluso en
paciente asintomaticos y también me-
joraria el entendimiento de la evolu-
cion clinica, caracteres histologicos y
estrategias de tratamiento.

Segun el genetista americano
Doug Marchuck miembro del equipo
de investigadores de la universidad de
Duke, la primer sefial clinica de la
enfermedad suele ser ataque epiléptico
o muerte. Un test de DNA seria com-
pletamente fiable. Si sabes que un in-
dividuo es un paciente afectado, se
puede tratar la enfermedad antes del
inicio de los sintomas.

16 - PERSPECTIVAS DE FUTURO

Los genes responsables por los
sindromes genéticos frecuentemente
codifican proteinas que actian en
puntos criticos del mecanismo que
controla el proceso biologico como
por ejemplo division, diferenciacion y
muerte celular. Estos estudios llevaran
al descubrimiento de nuevos genes y
nuevos productos bioquimicos involu-
crados en la enfermedad, los cuales
jugarian un papel fundamental en el
proceso biologico normal.

Estudios de angiogénesis, en
desordenes vasculares con el objetivo
de conocer estas patologias y el papel
de los genes y de sus productos posi-
bilitaria el entendimiento de la base
molecular de la patologia y el papel de
la proteina en el desarrollo vascular
normal. Estos estudios también se
estan realizando en ratones transgéni-
cos para determinar si los factores
identificados en el modelo animal
también se identifican en humanos. El
modelo animal ademas de ayudar en el
entendimiento de la patofisiologia de
la enfermedad, serviria para identificar
otros factores genéticos y ambientales
que posan alterar el fenotipo.
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V - CONCLUSIONES

1 - La presencia de mutaciones en el gen CCM1 en los individuos enfermos y su au-
sencia en los controles sanos demuestran que mutaciones en CCM1 (KRIT-1) son
la causa de la enfermedad.

2 - Las mutaciones en el gen CCM1 son responsables por el 20% de los casos de
cavernomatosis familiar en la poblacion de Iberoamérica.

3 - La secuenciacion de los 12 exones del gen CCM1 reveld la presencia de cuatro
nuevas mutaciones en los exones 3,4, 6 y 10.

4 - Los espafioles no llevaron la cavernomatosis a América. Nuestra poblacion no
presenta la mutacion 742T—C, encontrada en la poblacion hispanoamericana de
Norte Ameérica.

5 - Las cuatro nuevas mutaciones identificadas podran utilizarse como marcador
genético para diagnéstico molecular en individuos enfermos, en individuos sa-
nos y en asintomaticos.

6 - Estos resultados contribuiran para el conocimiento de la etiologia y patologia de
la cavernomatosis cerebral familiar.

7 - La ausencia de mutaciones en individuos afectados probablemente se debe a la

presencia de mutacion en otros loci o en la secuencia del gen publicada tras el
inicio de nuestras investigaciones.
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VII - ABREVIATURAS

A Adenina

ADA Adenosina desaminada

ATP Adenosina 5' - trifosfato

BLAST Basic Local Alignment Search Tool
C Citosina

CCM1 Cerebral Cavernous Malformations 1
CdK Ciclina dependiente de Kinasa
cDNA ADN complementario

dGTP Desoxinucleotidos guanina trifosfato
dATP Desoxinucleotidos adenina trifosfato
dTTP Desoxinucleoétidos timina trifosfato
dCTP Desoxinucleotidos citosina trifosfato

ddGTP Dideoxinucledtidos guanina trifosfato

ddATP Dideoxinucleotidos adenina trifosfato

ddCTP Dideoxinucleotidos citosina trifosfato

ddTTP Dideoxinucleoétidos timina trifosfato

DMSO Dimetil sulféxido

dANTP Desoxinucleotidos trifosfatos

DNA Acido desoribonucleico

EDTA Etileno diamino tetracético

EST Expresion Secuence Traduction (Secuencias de Expresion Codifica
ERK Kinasas reguladoras de sefiales

G Guanina

GAP GTPase activating protein

GDP Guanosina difosofato

GTP Guanosina trifosfato

Grb Growth factor receptorbinding protein, prteina de union a receptores

de factores de crecimiento.

HC1 Acido clorhidrico
IRD Infra Red Dye
Kb kilobases

KRIT-1 Krev-1 interactive trapped
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KREV-1
MAP
Mg(l
Min

ml

mRNA
NaCl
NaOH
NCBI
NPXY
OMIM
ORF
pb
PCR
pdCTP
PSA
RACE-

Ras
Rap
Rho

RT- PCR

SDS
SMART
SSCP

Sos

TBE
TEMED
TSC2

"Kirsten Reverter virus" 1

Proteinas activadoras de mitogenos

Cloruro magnesio

minutos

mililitros

microlitros

RNA mensajero

Cloruro sodico

Hidroxido de sodio

National Center for Biotechnology Information
Asparagina, prolina, cualquier aminoacido, tirosina
On Line Medelian Inherance in Man

"Open Read Frame" - Fragmento de lectura abierto
Pares de bases

"Polimerase Chain Reaction" - Reacion en cadena de la polimerasa
Desoxicitidina 5'-[a-**P] trifosfato

Persulfato amoénico

5' Rapid Amplificification of cDNA End Analysis.
Ras activated factor, factor activado por ras

Rous avian sarcoma, sarcoma aviar de Rous
Ras-related protein, proteina relacionada con ras
Ras hemologous protein, proteina homologa a ras
Acido ribonucleico

"Polimerase Chain Reaction - retrotranscription”
Segundo

Lauril sulfato sodico

Simple Molecular Architecture Research
Polimorfismo conformacional de hebra simple
Son of sevenless, hijo de los siete

Timina

Tampoén Tris-borato Edta
N, N, N", N"-tetramethyllethylenedianino

Tuberosis Esclerosa Tipo 2
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