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Titulode Tesis. Estudio Molecular de los genes de la CavernomatBsigulacion de

los transcritos y expresion @M1

Los cavernomas son malformaciones vasculares tacks principalmente en sistema nervioso
central (SNC). Estas lesiones se producen porld@adién cavernosa de vasos sanguineos sin ninguna
intervencién del parénquima nervioso. La prevakemgl 0.1-0.5% en la poblacion general se dedujo de
estudios seriados de autopsias, tanto en pobl&ubdopea como Americana. La estimacion real de la
incidencia en la poblacién es dificil de estableper la penetrancia variable de esta enfermedad,
habiendo muchos pacientes asintomaticos que sotansn detectarian por técnicas de imagen de

resonancia magnética cerebral (MRI).

Los cavernomas dan cuadros de alteraciones neiga$ofpcales, con crisis de epilepsia, o
generales tipo cefaleas y accidentes cerebro-assuton hemorragia. La penetrancia clinica es muy
variable y a veces es incompleta con saltos geiomes asintomaticos. La penetrancia radioldgica,
estudiada mediante resonancia magnética de cerebmmas fiable en relaciéon al status de portador o
paciente. El diagndstico clinico se confirma porlMalizandose actualmente mediante tecnologia eco

gradiente.

Las caracteristicas fenotipicas de los pacientascagernomas destacan por ser muy variables
dentro de una misma generacion o en distintosauppie comparten la misma mutacion, ademas de las
notables diferencias en la edad de comienzo e docla existencia de generaciones aparentemente
asintomaticas. Este fenomeno hace resaltar la tpoa de la patogénesis en la malformacion
cavernomatosa de la que serian responsable tactorea intrinsecos como otros extrinsecos, no
genéticos. En otras palabras, la malformacion ceweatosa podria deberse a la existencia de fen@meno
puramente genéticos, como son las mutaciones dd&to bien a otros mecanismos: epistaticos,
epigenéticos o factores no genéticos que podréamear diferentes posibilidades patogénicas asaxiad

la mutacién de los genes de la cavernomatosis.

Dentro de los factores intrinsecos a la propia ocidite podrian plantearse las siguientes
posibilidades patogénicas: haploinsuficiencia, gérdle heterocigosidad, efecto dominante negatévo d

una proteina alterada o expresion anormal de lossg€CM por sesgo en la metilacion de promotor.

Hasta la fecha, han sido asociados tres geneCavarnomatosis CerebraCCM1, CCM2 y
CCM3) (Craiget al. 1998). Mas de 200 mutaciones han sido descrit&sts genes. Una caracteristica
importante es la naturaleza estereotipada de ltaciones puesto que la mayor parte de ellas dam kg

un codon de terminacion prematuro (Cave-Rehat. 2002; Verlaaret al. 2002).

Nuestro objetivo principal en esta Tesis ha siddiajndstico molecular de la Cavernomatosis
Cerebral. Son ya muchos afios desde que nuestreatalo comenzod el estudio molecular de esta

patologia (mayo de 1998). Desde entonces hemogl@aaitudiar 97 formas familiares y 45 casos



aislados, tanto clinicamente como por resonancgnética asi como por genética molecular (Liatas.
2000; Lucast al. 2001; Ortizet al. 2007). En este estudio describimos nuevas mutasina informadas
en la literatura y analizamos las consecuenciasalgenas de ellas. También analizamos algunos

polimorfismos encontrados en los genes CCM.

De forma secundaria, profundizamos en el estudifodeas alternativas de mRNA, pensadas
algunas de ellas en un principio como isoformasrabtes y que son expresadas tanto en pacientas com
en controles en cultivo de linfocitos y fibroblasttKehrer-Sawatzket al. 2002). Hemos valorado si
algunos de los polimorfismos encontradosG&M1 puede tener alguna influencia en la formacién de
transcritos aberrantes. En este sentido no henmmsteado ninguna relacion, por lo que pensamosian u
produccién fisioldgica. Sin embargo, hemos podibsesvar qu€€CM1 se transcribe a través de distintos
inicios de transcripcion, repartidos por todo eh.gEste estudio lo hemos llevado a cabo mediante
distintos abordajes metodoldgicos que incluyenitésncomo 5'RACE (Rapid Amplification of cDNA
Ends), RT-PCR y RT-gqPCR.

Nos hemos aventurado en el estudio la complejamefi no codificante d€CM1, la cual
transcribe multiples isoformas de splicing, obsedase que el patron de splicing (relativo a ocho
variantes) varia entre distintos tipos celularesregion 5° no codificante juega un papel fundaales
el control de la expresion génica en células eotzia través de distintos mecanismos (modificasion
post-transcripcionales del RNA, como estructurausdaria y estabilidad del mRNA, y eficiencia
traslacional (Regadas al. 2013; Wanget al. 2005)).

Por otro lado, describimos nuevos exones que samsdritos e incluidos como formas
minoritarias. Se ha visto que este tipo de exosmeaegulados positivamente en determinados &efdo
forma especifica (Modrek & Lee 2003). Ademas, @anios la posibilidad de que mutaciones en estos

exones sean la causa del desarrollo de lesiones.

Finalmente, describimos la posible protedlisis al@roteina Kritl, codificada p&2CM1. Con
este nuevo hallazgo, planteamos un modelo de auierses de las dos isoformas proteolizadas que

compatibiliza con las interacciones descritas Hastecha.
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1. Malformaciones vasculares cerebrales

Las malformaciones vasculares cerebrales sonnkesicelativamente comunes que
representan un grupo heterogéneo de trastornosumanhistoria natural e implicaciones
clinicas muy distintas. Estas lesiones pueden abatesde lesiones totalmente benignas,
hasta serias discapacidades neuroldgicas e inidusaerte en una proporcion significante de
individuos. Las mas comunes son las malformacioadsriovenosas (AVMs) y las
malformaciones cavernosas cerebrales (CCMs; OMIBB&Q), que afectan de forma casi
exclusiva al sistema nervioso central (tabla 1).s Leintomas asociados a estas
malformaciones vasculares incluyen: infartos heégicos debido a la ruptura de las

lesiones, epilepsia y déficits neuroldgicos focales

Tabla 1. Malformaciones vasculares del sistema nervioso central.

Telagiectasias capilares
Anomalias venosas del desarrollo (DVAs)
Malformaciones cavernosas (CCM)

Malformaciones arteriovenosas (AVM)

Las malformaciones cavernosas son lesiones devéposo y no visibles mediante
arteriografia, de ahi que fueran referidas comaognaficamente negativas debido a su flujo
lento. Existen multiples términos que se han engaeadistintamente para denominar estas
lesiones, como son: angiomas cavernosos, caverpolmEmangiomas cavernosos o
malformaciones venosas cavernosas. Su prevalem@atisna, dependiendo de la serie entre
0,1- 0,5% (Lobatoet al. 1988; Labaugeet al. 2007) y se crean por la dilatacién de
agrupaciones de vasos sanguineos bien delimitaoosintervencion del parénquima
(Rigamontiet al. 1991).

Las lesiones pueden ocurrir tanto de forma espmmadiomo en un contexto
hereditario. A nivel familiar, la cavernomatosisrat@al presenta un patron de herencia

autosémico dominante con penetrancia clinica yotédica incompleta.Mientras que
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algunos cavernomas son clinicamente silentes, gweslen llegar a causar convulsiones,

hemorragias o déficits neuroldgicos focales.

2. Incidencia y prevalencia

Las lesiones cavernomatosas representan el 5-1&%odhs las malformaciones
vasculares del sistema nervioso central. Los caweas pueden ser asintomaticos y
encontrados de manera casual en el curso de ut@aoipn mediante resonancia magnética.
Sin embargo, el 50-70% llegan a evidenciarse enl edlta, entre la segunda y cuarta
década sin distincion de sexos. También se hamittesasos de cavernomatosis cerebral en
la infancia (Garcia-Moralest al.2002).

La incidencia real de los cavernomas es dificiegémar, debido a que pueden estar
mezclados con otros tipos de malformaciones vassu(&igamontet al. 1991). Solo existen
datos aproximados de lo que acontece en la poblagéheral a través de estudios de
autopsias y de resonancias magnéticas. En 199%kstladios (Del, Jret al. 1991; Robinson
et al. 1991) analizaron una gran serie de resonanciagsétiegs, estimando una prevalencia
del 0,39% y 0,47%. Estudios posteriores confirmaestos datos estableciéndose la
prevalencia de la enfermedad en la poblacion gesegtin la serie analizada entre el 0,1 y
0,5% (Lobatcet al.1988; Labauget al.2007).

3. Diagnaéstico clinico

Los cavernomas pueden dar cuadros de alteracieueslagicas locales, con crisis de
epilepsia, o generales tipo cefaleas y accidenéesbm-vasculares con hemorragia. De
hecho, la hemorragia intracraneal es la complicagids temida, ya que puede provocar una
grave discapacidad o incluso la muerte (Cordonstied. 2008). Actualmente, el estandar de

oro en la deteccion de las lesiones de CCMs, iesdgen por resonancia magnética (MRI) en
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eco gradiente en T2, debido a que clinicamente gguedmpartir sintomatologia con otras
malformaciones vasculares o con microhemorragiasbcales de distinta etiologia. Los

enfermos de cavernomatosis cerebral se puedeficdagin dos grupos:

1. Forma familiar. Se considera asi cuando haydeasn enfermo en la familia o un

solo afecto con multiples lesiones (cavernomaitwosikiple).

2. Forma esporadica. Se considera como tal cuanttata de un unico enfermo y con

un solo cavernoma en MRI con eco-gradiente.

Existen estudios que apuntan a la posibilidad aeuu75% de los casos esporadicos
sean en realidad formas familiares, con lesionegomsaticas que enmascaran el patron de
segregacion autosomico dominante (Labasgel. 1998). Por otro lado, el diagndstico

genético viene a confirmar los datos de MRI.

3.1. Caracteristicas clinicas

Los enfermos de cavernomatosis cerebral suelenranast cuadro de alteraciones
neurolégicas con crisis epilépticas locales o gdasy cefaleas y accidentes
cerebrovasculares. Las crisis epilépticas sueleal s#ntoma clinico mas comudn ya que estan
presentes en un 40-70% de los casos sintomaticalsrgiskiet al. 1994), los déficits
neuroldgicos focales se manifiestan en un 35-50%s yefaleas aparecen en un 10-30% de
los casos. Las crisis convulsivas crénicas sonca#pide las lesiones hemisféricas
superficiales, el déficit neuroldgico focal es mpsopio de lesiones de tronco o
supratentoriales profundas, y las cefaleas, larpsi@n de clinica previa o sindrome de
hipertension intracraneal son consecuencia de enaoimagia lesional (Iza-Vallejet al.
2005). Los déficits neurologicos pueden presentamsao debilidad muscular, paralisis,
pérdida o deficiencia en el tacto, audicion y visiBs importante resaltar que estos pacientes
pueden presentar un cuadro clinico muy variablegue puede complicar inicialmente el

diagnéstico clinico de la enfermedad.
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3.2. Caracteristicas radiologicas

Los cavernomas suelen localizarse a nivel sug@aiah(80% casos) aunque pueden
detectarse en cualquier lugar del tronco cerelBiistein & Tung 2007). Se han descrito
también casos de lesiones desarrolladas en laargtim nivel cutaneo. La tomografia
computarizada (TC) con contraste intravenoso detact solo el 30-50% de las lesiones, con
el consiguiente infradiagndstico de la enfermedabl® se emplea esta técnica (Vaquetro
al. 1987). Como hemos comentado antes, la imagereponancia magnética es la prueba de
eleccion para detectar las lesiones, donde suesaies variable dependiendo del estadio de
la hemorragia (figura 1). En ella, los cavernomasden visualizarse como “una palomita de
maiz” con un borde de pérdida de sefial debido femaosiderina. El parénquima cerebral
circundante suele ser normal. La mayoria de logrcavnas suelen presentar un tamafo
inferior a los 3 cm, siendo muchos de ellos milmeés. Sin embargo, puede haber lesiones

de gran tamafio denominados cavernomas gigantes.

Figura 1. Imagen por resonancia
magnética en Eco gradiente en T2 del
paciente CV36, en la que se observan
dos lesiones tipo “palomita de maiz”.

En aproximadamente un 15-20% de los casos pueldedeainas de una lesion, donde
en mas del 80% de los pacientes son de tipo familieentras que tan solo hay un 15% de

lesiones multiples en los casos no familiares. Goaxisten lesiones multiples hay mayor
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riesgo y tendencia al sangrado, por lo que estoemas suelen debutar con clinica a una

edad mas temprana (Cortes Vetal.2012).

3.3. Caracteristicas histologicas

A examen microscopico, los cavernomas estdn fasmagubr canales vasculares
dilatados de distintos tamarfios, que se encuendaiizatdos por un epitelio fino y débil
carente de capa elastica y muscular, lo que predéspl sangrado. La no existencia de un
parénquima cerebral entre ellos es su caracteristatoldgica principal y que las diferencia
de las telagiectasias capilares. La presencia deh@morragias y cicatrizacion fibrosa es un
hallazgo constante en los cavernomas, independiente de si son o0 no sintomaticos, asi
como grados variables de gliosis en su periferiagrofagos cargados de hemosiderina y
calcificaciones. La membrana basal, situada norematenbajo el endotelio, esta ausente y
muchos de los vasos dilatados contienen trombo$®rddeski et al. 1994). Episodios
recurrentes de hemorragias y trombosis llevan pbsit®o gradual de hierro, en forma de
hemosiderina, y gliosis en el tejido cerebral qoden la lesion, dando lugar a un “anillo

periférico” (Zabramsket al. 1999).

A B

Figura 2. La figuraA es una imagen histologica de un cavernoma cerebratincién de hematoxilina-eoxina
(H/E) que muestra una abundancia de areas vasswarel interior de estas lesiones. La figBranuestra un
corte de H/E de un cavernoma cerebral, que objetiga tipicos espacios vasculares separados pos fin
tabiques conectivos (Imagen tomada con permisaai¥/éllejoet al. 2005)).
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A nivel macroscépico, son nddulos de color azulgde contienen hemorragias en
distintos estadios. Debido a los sangrados repetide encuentran rodeados por una
pseudocapsula de cerebro gliotico tefildo de degsddie hemosiderina. Estas caracteristicas

histoldgicas condicionan su apariencia radiolé¢@artes Velaet al.2012).

4. Tratamiento

Actualmente no existe un tratamiento de eleccidabéscido para la cavernomatosis
cerebral, ya que no todos los pacientes siguenuwso cclinico agresivo, y por ello, las
diferentes estrategias van a depender de la evoluneitural de las lesiones en cada uno de los
casos. La cirugia (figura 3) debe ser considerad#odos los enfermos con episodios de
hemorragias recurrentes, deterioro neuroldgicornesigo o crisis epilépticas intratables. En
pacientes jovenes con lesiones accesibles, lacdiésepuede ser beneficiosa tanto para
controlar la epilepsia como para reducir la evdnaiel déficit neurolégico y en prevencion
de posibles nuevas hemorragias. En enfermos camésslocalizadas en regiones criticas
habra que valorar las posibles complicaciones gqu@uedan presentar en funcién de la
historia natural de la propia lesion.

Figura 3. Fotomicrografia que muestra la eliminacién de
una lesién cavernomatosa grande (flecha blanca)egtée
siendo eliminada. Imagen modificada de Nussbaur3.201
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Otra alternativa es la radiocirugia, pero inicialteeeste tratamiento presenta una
serie de dificultades. Por un lado, es dificil Bieer la zona de irradiacion precisa, ya que el
hematoma habitualmente ocupa un gran area y soel@wolas verdaderas dimensiones de la
lesion. Ademas, la frecuencia de las lesiones @metoencéfalo limita la dosis de radiacion
y, al ser malformaciones angiograficamente negstima se dispone de ninguna técnica que
confirme el resultado del tratamiento. Por ellogebe comparar con la evolucion natural. Por
otro lado, parece que la radiocirugia no elimindesgo de sangrado en comparacion con la

reseccion completa de la microcirugia (Iza-Vallejal. 2005).

A nivel farmacolégico hasta ahora se ha tratadsintomatologia que presentaba el
paciente. Recientemente, se ha abierto la puent@weos tratamientos especificos que podrian
disminuir el tamafio de la lesion y restaurar lafologia vascular en ratones (Maddalwto
al. 2013).

5. Fisiopatologia

El proceso de desarrollo de las lesiones cavertomas es aun incierto, aunque la
transicion endotelial-mesenquimal (EndMT) paredaresnplicada. Esta transicion ha sido
descrita en otras patologias, y es definida poadquisicion por parte del endotelio de
caracteristicas mas propias de células mesengeinyalde células madre. Maddaluno y
colaboradores mostraron en ratones que la rupteirayeh CCM1 en el endotelio induce
EndMT. En este proceso factores de crecimiento,ocehfactor de crecimiento tumorgl
(TGF), y la via de sefalizacion de las proteinas meériamas 6seas (BMP) son activados
mediados por una sobreexpresion de la proteina BB 6rma mas especifica en endotelio
cerebral (Maddaluncet al. 2013). Es por ello que esta transicion parece ribomt al

desarrollo de las lesiones principalmente a nieedloral.

Pacientes con mutaciones que producen pérdidandgfuen cualquiera de los tres

genes CCM desarrollan lesiones similares. Estorsmfmidea de un mecanismo de actuacién
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comun para las proteinas codificadas por estossgebas interacciones moleculares de las
proteinas CCM con diferentes vias de sefalizacanfocman un complicado puzle, que

intentaremos desgranar mas adelante.

d b c c
—— ——
N TGF-p
BMP-6

Figura 4. Proceso de formacion del cavernoma. a) Territegivoso cerebral normal. b) Comienzo de la lesion
debido a una transicion endotelial a mesenquimalqmada por la pérdida de expresion de uno dedasgy
CCM. c) Desarrollo y agrandamiento de la lesiénesintrol ni orientacion especifica.

6. Diagndstico genético en pacientes con Cavernorosis Cerebral

Tras el establecimiento del diagnéstico clinicoagiolégico de cavernomatosis, el
andlisis genético debe ser llevado a cabo. Paliaaean estudio coste-efectivo es importante
conocer la prevalencia de mutaciones en esta @olédsi, por ejemplo, en la Peninsula
Ibérica se ha observado una alta prevalencia deleleacion de 14 pares de bases (pb) en el
exbén 5 de CCM2 (Ortizt al. 2007). Sin embargo, la mutacion ¢.1363T>C @BM1,
altamente prevalente en poblacion hispana (Sabh@b. 1999), no es detectada en pacientes
espafoles (Lucast al. 2000). EI genCCML1 es el responsable del 56% de las mutaciones
encontradas en formas familiares, mientras QG#2 lo es del 33% de ellas @CM3 solo
del 6%. Existe aun un alto porcentaje de familiatas que no ha sido detectada la mutacién
responsable. Por otro lado, grandes deleccionesstiin identificadas en pacientes con
cavernomatosis en los tres genes CCM (Fetbal. 2007; Gaetzneet al.2007; Liquoriet al.
2007; Riantet al.2013b).
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Por todo esto, el algoritmo que usamos en nuésbaratorio es el que describimos a
continuacion (figura 5). Realizamos una primeragbésla de delecciones en los tres genes
CCM mediante kits de MLPA (Multiplex Ligantion-dep#ent Probe Amplification)(P130 y
P131, MRC Holland) y el analisis de la delecciéevptente de 14 pb en el g&CM2
mediante PCR y digestidbn o secuenciacion diredt&l 8amero de copias es normal y la
deleccion de 14 pb es negativa, procedemos entancEruenciar de forma seriada las
regiones exonicas e intronicas adyacentes de lossgéCM. Esto es, secuenciamos primero
el genCCM1, despue€£CM2y finalmenteCCMS3. En el caso de encontrar una mutacion que
introduzca un codon de parada prematuro (mutacinoesense frameshiff dariamos por
finalizado el estudio debido a que estas mutacipneducen pérdida de funcionalidad y son
por ello patogénicas. Por otra parte, si localizanmmaa mutacién que produzca un cambio de
aminoacido (mutaciémissensg una transicion silente o mutacion intrénica, etabs de
secuenciar los tres genes CCM. En estos casosgantmutaciones producidas en region de
splicing, seria recomendable un analisis mas pdafuA nivel de cDNA se ha observado que
este tipo de mutaciones pueden tener consecudneszeradas en el correcto splicing del
ARN mensajero (Riaret al.2013b; Verlaaret al. 2002).

En la década de los 90 los estudios de ligamiemiante microsatélites permitieron
establecer tres loci ligados a la cavernomatosisbeal: CCM1, CCM2 y CCM3 (figura 6).
El primero de ellos fue el locus CCM1, situado émrazo largo del cromosoma 7 (7921-
g22). Inicialmente se realiz6 un estudio de ligartieen un intervalo de 33-cM en el brazo
largo de este cromosoma, delimitado por los mitétises D7S502 y D7S479 (Dubovslkey
al. 1995; Riantet al. 2013b). Posteriormente fueron confirmados estagltaalos e incluso se
consiguio reducir el intervalo de estudio a 4-ckljrditado por D7S2410 y D7S689 (Johnson
et al. 1995).
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Figura 5. Algoritmo usado en nuestro laboratorio para elidist genético de cavernomatosis

. P: deteccion

En el estudio realizado por Gunel y colaboradoreomtraron dos familias que no

estaban ligadas al locus CCM1, lo que les llevoensar en la posibilidad de otro gen
implicado en la enfermedad (Guretlal. 1996). Posteriormente, en otro estudio realizado e
20 familias de origen no hispanico observaron que 8 de ellas estaban ligadas al locus
CCML. En el mismo realizaron un analisis de ligartiede genoma completo y establecieron
dos nuevas localizaciones asociadas a la caverosisiasituadas en el brazo corto del
cromosoma 7 (7p13-15, locus CCM2) y en el brazgolatel cromosoma 3 (3g925.2-27, locus
CCM3). Aln con ello, habia familias no ligadas tags3 localizaciones gendmicas, por lo
gue un cuarto locus, CCM4, fue propuesto (Cettigal. 1998) y hasta la fecha no ha sido
establecido. Estos resultados fueron confirmados déspués, reduciendo el intervalo de 22-
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cM hasta 7,5-cM en el locus CCM2 (Dengiral. 2004) y hasta 970 kb en el locus CCM3
(Bergamettiet al.2005).

CCM2
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Figura 6. Localizacion cromosémica de los genes CCM

6.1. GenCCM1

Tras el establecimiento de la primera regién genantigada a la cavernomatosis
cerebral, Sahoo y colaboradores identificaron CCkWAmo el gen asociado a la
cavernomatosis. En un principio se establecio gte gen tenia un tamafo de 37,7 kb y que
estaba dividido en 12 exones (Salb@l. 1999). Se aislé un cDNA que comprendia 1986 pb
con una cola de poli-A adicional de 18 pb. El codim iniciacion ATG se encontraba
localizado a 26 pb del extremo 5’ y se obteniasewiencia de 529 aminoacidos (Serebriiskii
et al. 1997). Posteriormente, otros estudios desvellragxistencia de 7 nuevos exones,
orientados hacia el extremo 5, de los cuales 4ole ellos eran codificantes (Eer@hal.
2001; Sahoet al.2001; Zhanget al. 2000). Distintas variantes con exones alternaterota
region 5 no codificante han sido descritas, neraftdo el codén de inicio de traduccion
(figura 7). Estos nuevos exones codificaban 207naatidos adicionales a los 529

aminoacidos conocidos hasta entonces.
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<€ 47,2 kb >
ATG

Figura 7. Representacion de la estructura del ggdM1. En la imagen se observan diversos splicings
alternativos, producidos especialmente en los pasexones.

Actualmente, la secuencia completa de la proteiritl KKontiene un total de 736

aminoacidos. A nivel estructural, la proteina cemgi varios dominios (figura 8):

» Secuencia de localizacion nuclear (NLS), amino&cid®-51 (Zawistowsket
al. 2005).

e 3 motivos NPXY/F, localizados entre los aminoacid®i-194, 231-234 y
250-253. Estos dominio son vistos por interacciaoardominios fosfotirosina
(PTB).

e 3 dominios tipo ankirina, entre los aminoacidos 2884. Los dominios tipo
ankirina estan presente en muchas protinas y paregelar las interacciones

entre proteinas

* Dominio FERM (Family Erzin, Radixin and Miosin), te& los aminoacidos
416 y 640. Los dominios FERM intervienen en lasonges entre proteinas

citoplasmaticas y de membrana. Ademas, se divideesnsubdominios (F1 a

F3), teniendo F3 propiedades de union a fosfotiensi

COOH
T Interaccion Dominio FERM
Secuencia de localizacidn nuclear proteina -
proteina

Figura 8. Representacion de los dominios estructurales geotaina Krit1.
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Como podemos ver en la figura 8, la proteina Kdtinbina distintos tipos de
dominios. Otra peculiaridad radica en los domiiti@RM, que en el resto de las proteinas
que los contienen estan localizados en el extrentermNinal; sin embargo, en Kritl este

dominio esta situado hacia el extremo C-terminal.

6.1.1. Mutaciones ercCM1

Hasta el momento se han descrito mas de 150 moé&cipara el ge@CML1 En un
estudio con 21 familias hispanoamericanas se té8dd transicion ¢.1363C>T que daba
lugar al cambio de una glutamina por un codon daitecion prematuro (p.Q455X). Esta
mutacion fue hallada en todos los miembros afeeto$6 de las 21 familias del estudio. La
identificaciébn de un haplotipo comun en los indiwg afectos de esta poblacidén sugirié un
efecto fundador (Sahaoet al. 1999). Nuestro grupo de investigacion demostrorguexistia
tal efecto fundador en la poblacion espafiola yrguestra poblacion de estudio no presentaba
esta mutacion (Lucast al. 2000). Por otro lado, mutaciones en linea germirzal sido
también descritas (figura 9) (Lucas al. 2001). Se descarté una posible falsa maternidad o
paternidad mediante el andlisis de microsatélissde sefalar que esta mutacion germinal

hace que la paciente se convierta en posible fuordgzhra su linea parental.
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Figura 9. A. Polimorfismo de conformacion de hebra simple dé€inet3 de CCM1 de la familia CV3®&.
Haplotipos de los individuos de la familia CV36, eqeonfirman la germinalidad de la mutacid@.
Electroferograma del padre (arriba) e hija (abagignde se aprecia una deleccion de dos bases
(c.1362_1363delTC; (Lucat al.2001)).
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Aproximadamente el 56% de las familias con caveatosis cerebral tienen mutacion
en el gen CCM1 (Deniegt al. 2004). Alrededor del 50% de las mutaciones idieatifas en
este gen dan lugar a un cambio en la pauta derdeatientras que en el 24% de las
mutaciones se produce un cambio de un aminoacidarpoodon de terminacion. En ambos
casos se genera una proteina truncada. El 19%ake reataciones causan alteraciones en la
regionsplice(figura 10); y el 5% dan lugar al cambio de un aragido por otro. También se
ha descrito una delecion de 84 pb hallada porugaude investigacion de Laberge en el afio
1999 (Laberge-leet al. 1999). Ademés, grandes delecciones han sido tantiédladas
(Gaetzneet al.2007).

La gran mayoria de las mutaciones descritas hasteomento en el gen CCM1 se
encuentran localizadas entre los exones 6 y 15tr@ate esta region se encuentran las
secuencias que van a codificar los tres domini&gina (exones 7 y 8) y el dominio FERM
(exones 10 a 14), zonas muy importantes para lalaggn de las interacciones entre
proteinas y para la modulacién de las uniones @ntteinas citoplasmaticas y de membrana
(Verlaanet al.2002).
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Figura 10. Electroferograma de la hebra complementaria cporatiente a una deleccion de tres bases (linea
roja; ¢.1255-4delGTA) en la region aceptora decsmi del exén 13 dECML A. Control sanoB. Paciente
CV129 donde se puede apreciar las ambigliedadesqaas por la deleccion.

6.1.2. Papel de la proteina Kritl

A finales de los afios 80, la proteina Kritl (caxdifia por el ge€CM]) fue aislada
mientras se estudiaba la proteina Rapth miembro de la familia Ras GTPasas que presenta
actividad supresora tumoral (Serebriisgiiial. 1997). Estudios en ARN mostraron niveles de
expresion variable en distintos tejidos, no estamdstringida al tejido vascular o
cerebrovascular (Sahaat al. 1999). La proteina Kritl parece localizarse ppatnente en
las membranas plasmaticas (Zhaetgal. 2001), aunque también se puede encontrar en el

citoesqueleto (Gunat al.2002) y en el nucleo celular (Zawistowskial. 2005).

La primera interaccion descrita de Kritl fue conpRa cuya funcion celular fue
propuesta en un principio como un gen supresorudeores, pudiendo actuar como un
antagonista de la proteina Ras (Serebriiskil. 1997). Mas tarde, se informo6 su capacidad
de estabilizar las uniones endoteliales célulaledlGladinget al. 2007), actuando Kritl

como un efector de Rapla.

Zhang y colaboradores (Zhaegal. 2001) informaron de una fuerte interaccién entre
la proteina Kritl e Icapi (integrin cytoplasmatic domain-associated protejnél través del

primer dominio NPXY de Kritl. Icapl es una fosfoproteina con un dominio PTB que
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interacciona cofil-integrinas a nivel citoplasmatico. Ademas, Kyitll-integrina compiten

por su union a Icapl Las integrinas son receptores que actian comamsegeo primario
para el reconocimiento de la respuesta a cambida sratriz extracelular. La union de las
integrinas a sus ligandos en la matriz extraceldtiva varias cascadas de sefales citosolicas
para promover la migracion celular, la supervivanproliferacién y diferenciacion. Pero esta
unién requiere de una conformacion "activada" partep de las integrinas, donde Icapl
facilitaria dicho estado de activacion (Chagtgal. 2002). Por tanto, Kritl a través de la
antagonizacion de la funcion de Icapfiuede ejercer un papel importante en la ruta de

sefalizacion de las integrinas durante la morfogjérie los vasos sanguineos.

Kritl interacciona con microtibulos y puede viagautre el citoplasma y el nucleo,
debido a que posee una secuencia de localizacideanuNLS). Icapd tiene también una
secuencia NLS, por lo que podrian interaccionaelemicleo, aunque su funcionalidad aqui
no ha sido aun desvelada. Por otro lado, la pr@t€am2 interacciona con Kritl a través de
tercer su motivo NPXY, lo que parece estabilizaeknitoplasma a Kritl. Se ha observado
también un complejo ternario formado por lceyirit1-Ccm2, no habiendo competicion por
la union a Kritl. Por tanto, la abundancia de leapTcm2 podria dictar tanto la localizacion

celular como la funcion de Kritl (Zawistows#t al. 2005).
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Otra interaccion que se ha informado ha sido careadptor de membrarteeart-of-
glassl (HEG1), expresado en células endoteliales y oceadiaaunque con funcion
desconocida. En este caso se ha descrito la fabnmdeeiun complejo ternario entre HEG1-
Kritl-Ccm2.Finalmente, la interaccién con Nd1-L smg una cooperacion funcional a la

respuesta celular frente a estrés oxidativo (Guetzii. 2012).

6.2. GenCCM2

Como hemos comentado anteriormente, el locus CGM2dado a la cavernomatosis
en familias con asociacion negativa al locus CCI1taig et al. 1998). En el intervalo
definido encontraron 55 genes conocidos, entre@lesse eligieron 8 genes candidatos para
realizar con ellos un analisis en mayor profundid2el entre estos 8 genes, el gen MGC4607
(CCM2 se seleccion6 porque codificaba una proteina wordominio PTB, similar al

encontrado en Icapluno de los ligandos de la proteina Krit1.

En el estudio de estas familias, se detectarone®asumutaciones en el g&CM?2
(Liquori et al. 2003). Este gen tiene un tamafio de 77 kb y estdiddb en 10 exones
codificantes. Actualmente 4 isoformas han sido l@stablecidas (figura 12), dos de ellas
derivadas de splicing alternativos de los exongsb2y 6; y otra isoforma con un inicio de
trascripcion alternativo. La primera isoforma exg@i894 pb y codifica una proteina de 444
aminoacidos, mientras que la resultante del ind®otranscripcion alternativo (rio abajo)
codifica una proteina ligeramente mas grande, 8eaiinoacidos.

€ 77 kb >

Figura 12. Estructura del gen CCM2.
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La proteina codificada p@CM2 se denominé “malcavernin” por su implicacién en el
desarrollo de las malformaciones cavernomatosasbides (Liquoriet al. 2003) y OSM
(osmosensing scaffold for MEKK3) por estar invohda en la respuesta de células eucariotas
a la hiperosmolaridad inducida por sorbitol (Utdikal. 2003).

Los estudiosn silico de prediccion de estructuras solo revelé un dariiB, entre
los aminoacidos 67 y 227, conservado en otras espkomologas (NCBI Conserve Domain
database)(Denieet al. 2004). Por otro lado, Harel y colaboradores dbeariun dominio
Karet en la region C-terminal (Haret al.2009) (figural3).

P

Figura 13. Dominios estructurales de la proteina Ccm2

6.2.1. Mutaciones ercCM2

Cerca de un 33% de las formas familiares de larnaweatosis cerebral estan ligadas
al genCCM2 (Craig et al. 1998). Hasta el momento se han descrito mas deutlciones
para este gen. Aproximadamente un 50% de las mo&schan sido encontradas en los
exones 3 a 6, que codifican para el dominio PTB.

La mitad de las mutaciones encontradas dan comitads la produccion de una
proteina truncada, bien por introduccion de urdrgpde terminacién o modificando la pauta
de lectura. El 20% de las mutaciones localizadasl gggn MGC4607 causan alteraciones en
la regionsplice (Stahlet al. 2008). Las delecciones parecen darse con un&retizencia en
este gen (figura 14), muchas de ellas detectaddsane MLPA. Nuestro grupo detectoé una
deleccion prevalente de 11 pares de bases en pbblhérica localizada en el exdn 5. Se ha
hipotetizado que el ge@CM2 podria estar en un sitio de hipermutabilidad, ye ge
encuentra rodeado por dos retrotransposones AlwS§AY AluSg, situados en el intrén 1y
region 3'UTR, respectivamente) (Liquaet al. 2007).Se han descrito también mutaciones

silentes que pueden provocar la pérdida de exprel®dino de los alelos (c.30G>A (Liquori
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et al. 2003)) o la produccion de splings cripticos (c@88 (Tonelli et al. 2009) y
c.609G>A(Denieket al.2004)).
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Figura 14. Deleccion de la regién upstream y exén 1 del @&M2 analizado mediante MLPA (Salsa MLPA
kit P130).A. Electroferograma de un sujeto contrdByde un paciente con cavernomatosis. Se puede apreci
una disminucién en el area de los picos del 50%xapadamente en las sondas correspondientes gitmre
upstream y exén 1 dECM2 mientras que en el resto de sondas las diferersoa minimas.C. Analisis

cuantitativo realizado con el software Coffalys&TN(MRC Holland).

6.2.2. Papel de la proteina Ccm2

Se han descrito diferentes niveles de expresi@stieproteina: mantiene un alto nivel
de expresién en muasculo esquelético, corazon edjgaientras que su expresiéon es minima
o nula en colon y en tejido pulmon®&CM2 se expresa también en tejido cerebral; esta
expresion sugiere que la formacion de las lesicagsrnomatosas puede no ser debida a un
defecto vascular intrinseco, sino mas bien a queasaularidad cerebral esta respondiendo
aberrantemente a sefiales que provienen del paméaqcerebral (Liquoriet al. 2003).
Estudios posteriores afirman que la expresion tleprsteina es practicamente ubicua, ya que
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mediante analisis deorthern blotse observa queéCM2tiene buenos niveles de expresion en
tejido cerebral, corazén, masculo esquelético,ddganon, intestino delgado, colon, pulmén,
timo, bazo y leucocitos de sangre periférica (Derie al. 2004). Recientemente se ha
observado que se expresa en células neuronalesvgsers cerebrales, tanto en la region
meningea como en el parénquima cerebral (Betit. 2006). A nivel subcelular, su expresion

es principalmente citosolica.

CCM2fue identificado en un primer momento en un aigtle genes involucrados en
la respuesta celular a un shock osmético. Estas deéasefializacion inducidas por estrés
involucran a GTPasas de la familia Rho como Rho#GIRy cdc42, y a la via de las MAPK
(mitogen-activated protein kinases) como p38 y INKlik et al.2003).

Estudios en ratones han mostrado que la proteima2Quo es requerido en la
diferenciacion inicial de células endoteliales @esds precursores (vasculogénesis), pero si lo
es en la formacién y remodedalo de los vasos saegsi(angiogénesis) (Whiteheatdal.
2009). RhoA es una pequefia GTPasa que regulaita @&l citoesquelo en la formacion de
las fibras de estrés (figura 15). EI complejo fodmgor Ccm2 y Kritl podria actuar como
regulador negativo de RhoA y de su efector rio@BApPCK1. De esta manera controlarian la
permeabilidad endotelial y vascular (Stockétral.2010).

Ccm2 es una proteina de anclaje para Racl, MEKK38/MAPK (figura 14). La
actividad de Racl contrarresta la formacion deafibde estrés mediada por RhoA y
estabilizala funcion de barrera microvascular (8mtet al.2010). EI complejo formado por
MEKK3/MKK3 es necesario para restaurar el volumeioryna celular en respuesta a shock
osmoético. p38 MAPK es un sustrato rio abajo de MBKEsta via, que estd muy conservada
desde levaduras hasta mamiferos, regula la traogmigénica y el remodelado de la actina
en una exposicion hiperosmoética prolongada. Sebkareado que Ccm?2 forma un complejo
estable con MEKKS3, que es reclutado a la membrajadhock hiperosmotico (Uhligt al.
2003), a través de una interaccion directa conyR#mnde se colocaliza la actina-F. Por ello,
Ccm2 podria servir como proteina de andamiaje phrensamblaje de la maquinaria de

polimerizacion de la actina.

Ccm2 ha sido descrito por intraccionar en la regioxtamembrana con la proteina

TrkA, un receptor tirosin-quinasa que induce la rreueelular en tumores de origen neural.
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Aunque el mecanismo por el que TrkA induce mueelalar no es conocido, la regulacion
negativa de Ccmz2 parece atenuar la muerte indpoid@rkA en células de medulobastoma o
neuroblastoma. Y de forma inversa, una mayor eiprede Ccm2 y TrkA se ha visto por
incrementar la supervivencia a largo plazo en péegecon neuroblastoma. Tanto el dominio
PTB como el dominio Karet son necesarios para indymoptosis dependiente de TrkA,
donde el dominio PTB parece determinar la espé@tdfic de la interaccion mientras el

dominio Karet vincula la via de muerte celular (@&t al.2009).

Ccm2 interacciona con Ccm3 y con Kritl. Aunque s$d®s de union con Ccm3 no
son aun conocidos parece que son distintos a K3#lha observado que las tres proteinas
CCM forman un complejo ternario, donde Ccm2 sexibdse de dicho complejo. Asimismo,
se ha comprobado que no existe interaccion direutiee Kritl y Ccm3 (Stalgt al. 2008;
Vosset al. 2007). Como hemos comentado anteriormente, Ccmee@anclar a Kritl en el
citosol (Zawistowskiet al. 2005). Finalmente, estudios proted6micos realizaglodineas
celulares de macrofagos y astrocitos han ayudaditeraificar mas de 114 proteinas que
interaccionan con Ccm2 (Hildet al.2007).

Formacion y estabilizacion de las uniones adherentes
Polaridad celular

N

Polimerizacion de la Actina Formacion de fibras de

1 estrés de Acting
""W
p38MAPK ﬂ:’;ﬁ}';ﬁ

1 Degradacion de RhoA

JREN

\ Smurfl

@

Figura 15. Ccm2 es una proteina de anclaje para pequefiass@d e la familia Rho y p38MAPK. Esta

envuelta en el remodelado del citoesqueleto a drale anclaje con Rac, activacion de la via p38 MAPK
(izquierda) y en la degradacion proteosomica deARfderecha). Modificada de Faurobert & Albiges-Rizo

2010.
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6.3. GenCCM3

Al igual que el locus CCM2, el locus CCM3 fue ligaa la cavernomatosis cerebral
en familias con asociacion negativa para el locG8C (Craiget al. 1998). El genCCM3
(programmed cell death 10 gen®DCD10), también llamado TFAR15 o CCM3, fue
identificado mientras se realizaba una busquiedgenes diferencialmente expresados durante
la induccion de la apoptosis en la linea pre-miglofF-1 (Buschet al. 2004). Se han
encontrado transcritos homologos parciales de PDMCGIMInumerosas especies vertebradas e
invertebradas. Su implicacion en las malformaciarergbrales cavernomatosas sugiere que
es un nuevo e importante factor relacionado candeogénesis y la remodelacion vascular.
El cDNA fue inicialmente clonado en base a su esipreen una linea celular mieloide
humana, TF-1, en la cual la apoptosis fue indupioiaprivacion del factor estimulante de

colonias de granulocitos y macréfagos (Wahgl. 1999).

El genCCM3 tiene un tamafio de mas de 50 kb e incluye 10 exdhele ellos no
codificantes en su extremo 5' (figura 16). Han semtificados tres transcritos para este gen
que se diferencian Unicamente en sus regiones Uy Rjue codifican para una proteina

(Ccm3) de 212 aminoacidos.

<€ 51,6 kb >
ATG

Figura 16. Estructura del ge@CM3, mostrando splicing alternativos en la regiéon SRJEnN cajas grises se
representan los exones no codificantes.

El estudio de prediccion de estructuras no armijigun resultado de dominio
funcional conocido. Recientemente, dos estudiagatograficos describen una estructura en

a-hélice y dos dominio estructurales (figura 17),deminio N-terminal de dimerizacién y un
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dominio homdélogo a (focal adhesion targeting) erextiemo C-terminal (Dingt al. 2010;
Li et al.2010).

A
NH, [.)oml.nlo de Dominio homologo a FAT
dimerizacion
B

Domlnlos de dimerizaciéon

( ( ) hmge UQ.- Dominio FAT

Figura 17. Dominios estructurales de la proteina Ccm3Estructura primaria de la protei.Estructura
tridimensional de un dimero de Ccm3 (modificadd.det al(Li et al.2010)).

6.3.1. Mutaciones elCCM3

El grupo de Craig y colaboradores observaron ezssudio que un 40% de las formas
familiares de la cavernomatosis cerebral estaladds aCCM3 (Craig et al. 1998). Sin
embargo, este porcentaje ha ido reduciéndose csterpmes estudios descendiendo dicho
porcentaje a menos de un 10% (Liquetial. 2006). Actualmente més de 15 mutaciones y

cuatro grandes delecciones han sido descritasegteaen.
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6.3.2. Papel de la proteina Ccm3

La expresion de esta proteina es ubicua, pudiéndesectar en tejido cerebral,
corazén, musculo esquelético, higado, rifion, imestelgado, colon, pulmén, timo, bazo,
placenta y leucocitos de sangre periférica (Berg@naeé al. 2005). Recientemente, se ha
observado su expresion en células neuronales,ggmmes de neurogénesis activa durante el
desarrollo embrionario asi como en neuronas pasticas en la fase adulta. A diferencia de
Kritl, Ccm3 se ha detectado en vasos sanguineebraégs, tanto en la regibn meningea
como en el parénquima cerebral (Petial.2006).

Ccm3 ha sido identificado mediante estudios prateds como componente de un
gran complejo denominado STRIPAIstiiatin-interactin phosphatase and kinasael cual
agrupa a fosfatasas y quinasas alrededor del ndelda proteina fosfatasa 2A (PP2A). Sin

embargo, ni Kritl ni Ccm2 han sido detectados & @smplejo (Goudreaudt al.2009).

También se han descrito interacciones con un grd@oserin/treonin quinasas
pertenecientes a la familia GCKIII (germinal cerikagrases lll), como son STK24, STK25 y
MST4. Parece ser que Ccm3 es fosforilado por STE@Bgue sus consecuencias no son aun
conocidas. Por otro lado, Ccm3 parece aumentastiddad in vitro de MST4. Las quinasas
GCKIIl han sido asociadas con la proliferacion, @psis, y respuesta a estrés, pero los
sustratos y los mecanismos moleculares permaneoempa desvelarse (Vost al. 2007;
Faurobert & biges-Rizo 2010).

Li y colaboradores nos muestran que el dominio Hogwba FAT interacciona de
forma directa con el dominio PTB de Ccm2. Por eltmtaciones en este dominio podrian

afectar a la colocalizaciéon de Ccm2 y Ccm3 en lalzéLi et al.2010).
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7. Transcripcién y splicing.

La transcripcion del ADN es el primer paso de |presgion génica. Este es un proceso
dinamico que implica distintas etapas, incluyendoidiciacion, elongacion, splicing y

terminacion.

Por lo general, la localizacién del punto de inid® transcripcion de un gen viene
determinada por una secuencia especifica, denomjprasnotor. La estructura del promotor
contiene secuencias que sirven para el anclaje dgupo de proteinas, factores generales de
transcripcion, organizadas como un complejo proté8male & Kadonaga 2003). Estos
factores llevan a la formacion del complejo de mpogcion, el cual es reconocido por las
RNA polimerasas, iniciandose la sintesis de ARN.as lregiones promotoras poseen
tipicamente una estructura abierta de cromatinguépermite la unién de estos factores de
transcripcion y la iniciacion de la maquinaria gascripcion.

En la siguiente etapa de la transcripcion, cabalecac que las fases de elongaciéon y
splicing vienen reguladas de forma coordinada emleleo de células humanas de una
manera espacio-temporal (Kelemetral.2013). El splicing del pre-mRNA, donde se produce
la eliminacion de los intrones, es esencial par@gdaeracion de mensajeros de longitud
completa que seran traducidos en proteinas furlendl splicing alternativo es un
mecanismo altamente regulado que hace que un g&tagarmar multiples mensajeros. De
hecho, mas del 90% de genes que codifican paraipastusan el splicing alternativo. Se ha
descrito que diferencias en la velocidad de trapsidn de la RNA polimerasa modula la
eleccion del sitio de splicing alternativo (Korritti 2007). Ademas, hay estudios que
sugieren que diferencias en el patrén de splicibgrreativo contribuyen a diferenciar la
expresion génica y fenotipos entre individuos. Ruezbsultar de especial interés ver como
polimorfismos de un solo nucleétido pueden conirital splicing alternativo y a las
diferencias entre individuos. Sin embargo, una leegidn aberrante del splicing alternativo
puede llevar a desencadenar una enfermedad. Seebestado mutaciones puntuales como
las causantes de la modificacion en el splicingriadttivo (Kelemeret al. 2013). Esto es algo

bien estudiado en cancer. Diversas isoformas paseigeneradas mediante splicing
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alternativo son cruciales para la progresion deiceh y estan siendo estudiadas para
abordarlas a nivel terapéutico (Kelernedral.2013).

Mutaciones en los sitios consenso AG/GT aceptorenadores de splicing que
flanquean a los exones modifican practicamente gieral splicing normal, provocando la
eliminacion del exon o la activacion de un sitigptico de splicing. Sin embargo, es conocido
que variantes exonicas e intronicas (Vreeswijk & dar Klift 2012; Rianet al.2013c) fuera
de estos sitios consenso son capaces de afecplicathg normal a través de la creacién de
nuevos sitos de splicing, activacion de sitiostar@is o disrupcién de motivos reguladores de
splicing (sitios potenciadores o inhibidores ex0B|EESES y ESSs, e intronicos, ISEs e ISSs;
figura 18). Mutaciones dentro de los elementoslestpwes del splicing son, a menudo, muy
complicadas de definir desde la secuencia nucleatidEn el caso de variantes intronicas
profundas que normalmente no son detectadas medibptoceso de secuenciacion exdn por

exon, pueden llegar a ser la causa responsableadenfiermedad (Riaet al.2013c).

ESE . ISE — 1SS — A-Py-AG | Gll— ISE — ISS ———  ESE ESS
Exon a T\/[\ Exon b M Exon ¢

Gss Sss , 355

Figura 18. Secuencias reguladoras del splicing. ESE: Elemextiaico potenciador de splicing; ESS: elemento
exonico silenciador de splicing; ISE: elemento dnico potenciador de splicing; ISS: elemento intdn
silenciador de splicing. Las secuencias potencaslde splicing son reconocidas por proteinas SRréaiendo

la inclusién del exén. Por el contrario, las pnedsi hnRNPs reconocen las secuencias silenciadiohdsendo

la inclusién del exdn. 37ss: sitio de splicing3’ss: sitio de splicing 5°

En cuanto al ge@CMY, se ha descrito en la literatura un splicing afi&wvo en el que
se elimina el exdn 15 en ratones (Rettal. 2004), provocando dos isoformas con distinta
localizacion subcelular y diferencias en las intel@nes con otras proteinas (Francalaici
al. 2009). Por otro lado, se ha observado la prodocd& splicing aberrantes en cultivo de
linfocitos y fibroblastos de sujetos sanos (Kel8awatzkiet al. 2002). Este tipo de splicings
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han sido identificados también en otros genes, cehngenNF1 (Wimmer et al. 2000) o el
genATM (Teraokaet al. 1999).

7.1. Exonesss pseudo-exones

¢, Como podemos definir un exdn? Esta es una preguietan principio tiene facil
contestacion. Se define un exén dentro de una seleuBucleotidica flanqueada por: i) sitios
consenso 3" y 5” altamente conservados (AG/GTprésencia de un tracto pirimidinico, y
iii) presencia de un sitio de ramificacion en ugatn del sitio de splicing 3" (figura 19). Los
pseudo-exones tienen aparentemente estas misna@secisticas, pero no son transcritos ni
incluidos en  mRNA. Por este motivo, se ha vistmgoun cambio conceptual cémo la
maquinaria de splicing puede distinguir verdademsones de pseudo-exones. La
caracterizacion de los motivos ESE y ESS ha mastgue los pseudo-exones pueden
diferenciarse en base a un menor contenido de ESlnymayor numero de ESS (Waeicl.
2004; Zhang & Chasin 2004; Siroet al. 2004). Muchos de estos pseudo-exones contienen
codones de terminacion prematuros. Como hemosaddien apartado anterior, mutaciones
intronicas puntuales pueden ser la causa de endadas a través de la activacion de pseudo-
exones, siendo eficientemente empalmados y detigaren mRNA (Riargt al.2013c).

Sitio de ramificacion
Sitio 5’

“branch site” Sitio 3’
o @ 8 8 ~ o s \\ (=] o < 8 8 oAl
M M e o= ) M~ 00 P esoesene =2 T o I R~
A A C
. CAG GT G AGT wnnf/o e, YYYYYYYYYYN T AG | G.....
o0 (=)} o
on o o
Exon Intron Exdn

Figura 19. Secuencias consenso del lugar donador (57), ac€éptpy punto de ramificacion. Los nameros
indican las frecuencias de cada nucleétido en padion.
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OBJETIVOS

Esta tesis tiene como objetivo principal el diaim® molecular de la
Cavernomatosis. Por ello, se han planteado losesites objetivos concretos:

1. Estudio por MLPA de delecciones de tamafio saperiun exon en la poblacion de

pacientes de cavernomatosis

2. Estudio a través de secuenciacion directa daaimutes en ADN y analisis bioinforméatico

de patogenicidad.

3. Estudio funcional de mutaciones de significadderto (mutaciones silentesjissensee

intronicas).
4. Andlisis y descripcion de formas alternativasrd@NA en el gerfcCM1

5. Estudio en linfocitos de pacientes y controlesos de la expresion de los genes en cultivos
primarios:CCM1, CCM2, CCM3 HPRT(como gen reporter).
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1. Pacientes del estudio

Tras el diagnéstico clinico y radiolégico de Cawenatosis Cerebral, se estudiaron a
un total un total de 97 familias, que comprende# &6jetos, y 45 casos esporadicos. Un
consentimiento escrito fue recogido por cada péeignsus familiares incluidos en el
estudio. Este se ajustd a los principios recogioms la Declaracion de Helsinki y fue
aprobado por el Comité de Etica e Investigaciomi€4i del Hospital Universitario Virgen
Macarena. Las muestras fueron remitidas por losi@es de Neurologia o Genética de
distintos hospitales repartidos por la geografipa@sla. Entre otros, se incluyen los
Hospitales Universitarios Virgen Macarena, Virgezl Rocio y Nuestra Sefiora de Valme
(Sevilla), Hospital Universitario Carlos Haya (Mgdg, Hospital Universitario Puerta del
Mar (Cadiz), Hospital Universitario Virgen de larkaca (Murcia), Hopital Universitario
Son Espases (Mallorca), Hospital de Vall d"Hebigar¢elona), etc.

2. Procedimientos de extraccion de ADN

Las muestras de los pacientes fueron extraidasamtedvenopuncion en tubos que
contenian KEDTA como anticoagulante, aproximadamente unos fL@ersangre total. El
aislamiento de ADN fue realizado bien por un métodmual, previa separacion de células

nucleadas en dextrano, o bien por un método auizradat

Para el primer método, afiadimos 2,5 ml de dextT&@® al 6% en suero fisiolégico
(previamente preparado) por cada 10 ml de santgk Agitamos por inversion y dejamos
reposar una hora aproximadamente. En muestras$rescpuede apreciar una separacion de
dos fases, una de color rojiza en la que decaowmmématies, y otra blanquecina donde
guedan en suspension las células blancas. Recog#rsokrenadante en un tubo nuevo de
15 ml y lo centrifugamos 10 minutos a 3000 revalnes por minuto (rpm) a temperatura
ambiente. Desechamos el sobrenadante y afiadimosl4-tampon de lisis de hematies

(DNA Isolation Kit for Mammalian Blood, Roche Appli Science) con el que producimos
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un choque hipotdénico y eliminamos los hematiespuezlan quedar. Tenemos que tener en
cuenta que la hemoglobina inhibe el proceso de AR&HRuUspendemos e incubamos 10
minutos en agitaciéon en un balancin. Volvemos driéegar 10 minutos a 3000 rpm y
desechamos el sobrenadante (En este punto lamssdlubden resuspenderse en PBS y
congelarse a -20°C para su posterior uso). Unaerezmos los leucocitos, procedemos a
aislar el ADN. Para ello resupendemos las céluta3 ml de tampon de lisis de leucocitos
(composicion del tampon: 4 ml de NaCl 5M, 200ul El@TA, 500ul de Tris-HCI 1M,
completado hasta 50 ml con agua destilada), afadif6 ul de SDS (Sodium Docecil
Sulphate) al 20% y 35 pl de proteinasa K (20 mgynagjamos toda la noche a 37°C. Al dia
siguiente afiadimos 1 ml de NaCl 6M para precipi@s proteinas. Seguidamente
centrifugamos 30 min a 3000 rpm y recogemos eles@auatante en un tubo de 50 ml al que
hemos afiadido 2 volimenes de etanol frio. Agitapmwsnversion y recogemos la medusa
pasandola a un tubo de congelacién y dejando deicasimente, afiadimos en funciéon de la
medusa de ADN obtenida un volumen comprendido &étfitey 500 pl de TE 10:1 a pH 8
(Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM) y dejamos hidratar a 3786@a hora aproximadamente. Es
importante una correcta hidratacion del ADN. Péw,e#n caso en que no estemos seguros

podemos dejar hidratando toda la noche a 4°C.

El método automatizado nos permite la extraccioAlddl en menos de 40 minutos
siguiendo las instrucciones del fabricante (Max@€ll6, Promega Biotech Ibérica). Este
método se basa en el uso de particulas paramaam@tca capturar y purificar el ADN. Es
este instrumento, partiendo de 600 ul de sangrépea, podemos obtener 12-16 ug de
ADN.

2.1. Medida de la concentracion de ADN

La determinacion de la concentracion de ADN la hempodido realizar mediante
dos métodos, uno espectrofotométrico y otro fluétimno. En el primer caso, hemos usado
un espectrofotometro Nanodrop 2000 (ThermoScietikste aparato se basa en la Ley de

Lambert Beer, que relaciona la densidad optical@@oncentracion. Asi, la absorbancia de
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luz ultravioleta (UV) a 260 nm (Ao) igual a 1, corresponde a una concentracion deghfl
de ADN de doble cadena. Ademas, permite una medidida de volimenes de muestra
muy pequefios (de 0,5 a 1 ul), con un limite decd&ia de 0,4 ng/ul. Los datos espectrales
permiten evaluar la presencia de contaminantes enulestra, tales como EDTA, fenol o
guanidina. La pureza se evalla mediante las prop@s Aeso/Azso ¥ AzedA2zze La
proporcion AesdAzgo indica la presencia de proteinas y debe aproxeamarg,8 en ADN

puro, mientras que RAJdAzzpdetecta contaminaciones y debe encontrarse eBtye212.

Por otro lado, el método fluorimétrico (Qubit® dsBNBR Assay Kits, Invitrogen)
nos permite una medicion mas exacta de la conoéitrde ADN, tolerando muchos de los
contaminantes que pueden interferir en la medigaatfotométrica. Por el contrario, es

necesario un tiempo de incubacion y puede requenolumen de muestra mayor.

3. Procedimientos para la deteccion de mutacionen ADN en los genes
CCM1, CCM2y CCM3

3.1. Amplificacién multiple de sondas dependienteealligacion

Como comentamos en la introduccion, esta técréda erimera prueba que
utilizamos en el analisis genético de cavernomatd3on ella podemos determinar si hay
grandes inserciones o delecciones en los genes &Alkk| de exones. La técnica MLPA
(Multiplex Ligation-dependent Probe Amplificationye basa en la amplificacion
dependiente de ligacion de varias sondas al misangpd (Figura 20). Para ello, los kits
SALSA MLPA probemix P130 y P131 (MRC Holland) fuerautilizados segun las
indicaciones del fabricante. La mezcla P130 y Pd@&dtiene 9 sondas pa@CM1, 10
sondas par&CM2y 19 sondas de referencia; y la mezcla P131 guntid sondas para
CCM], 10 sondas pat@CM3y 18 sondas de referencia. El producto de la dicgdion fue
separado mediante un equipo de electroforesisacaffilBl 3130, Applied Biosystem) y
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analizado mediante el software GeneMapper (Ap@iedystem) y Coffalyser.NET (MRC
Holland).

1. Desnaturalizacion e hibridacion
Secuencia de cebador Y
Secuencia de cebador X

Secuencia de relleno

Secuencia de hibridacion (izg) Secuencia de hibridacion (dcha)
2. Ligacion

3. PCR con cebadores universales XeY
solo las sondas ligadas amplifican

I‘lll"

4. Analisis de fragmentos

[T

Figura 20. Esquema general de la técnica MLPA (modificadM&C Holland)

3.2. Secuenciacion exon por exén

Tras haber descartado la posibilidad de deleccion@serciones en alguno de los
tres genes CCM, el siguiente paso en nuestro esgdentrabajo es la secuenciacion exén
por exon (figura 5). La PCR es una técnica rapigéioaz para duplicar una secuencia corta
y especifica de ADN, de forma que podemos prodotitones de copias a partir de

peguefas cantidades de una muestra.
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Esta técnica usa una enzima recombinante termdegtata duplicar las cadenas de
ADN. En nuestro caso, para la amplificacion de ADdamos la enzima Taq polimerasa,
(AmpliTagq Gold DNA polymerase, Applied Biosystem$)smM de iones Mg, cebadores
especificos de la secuencia que queremos amplifieaxinucledtidos trifosfatos (ANTPs,

Promega) y la muestra de ADN.

La PCR se fundamenta en la repeticibn de tres stagasnaturalizacion,
alineamiento y extension. En la primera etapa leenfes de hidrogeno formados entre las
bases son eliminados y las cadenas de ADN sepapadlasedio del incremento de la
temperatura, hasta llegar a 94-96°C. En la etapaigleamiento la temperatura disminuye
para que los cebadores hibriden con la secuenamplementaria. Normalmente la
temperatura de alineamiento oscila entre 40 y 65€@endiendo de la longitud y contenido
en GCs (guaninas y citosinas) de los cebadoresedd® manera quedan enlazados y
preparados para la extension. Esta tercera etapsakza a 72°C generalmente, donde la
enzima tiene maxima actividad. Sin embargo, la satpra de extension puede oscilar
entre 68 y 75°C. A mayor temperatura la enzimaataranenos tiempo en inactivarse,
mientras que a menor temperatura sera menos datingue a veces es recomendable para
amplificaciones de grandes fragmentos). Con lati@pe de estas 3 etapas el fragmento
especifico de ADN es duplicado. Finalmente, afiadimoa etapa de extension de 7-10

minutos para la terminacion de las cadenas.

La amplificacion de cada uno de los exones codifes se realizé en todos los

pacientes utilizando los siguientes cebadoresatapbl

- LEILET T
Cebador Forward Reverse producto
(2€)
(pb)
1¢ KA TCTTGCCATCAAATGTGTCAT GACAAAATAATGGGCAGAGACC 60 299
2 KB TGCAGCTAGAGTTGAGAAAGACTG TTTCTCCACAAGTATTTTAAACAATG 55 308
3 KC TTCCTCTTAATGCTGCCTTT GAATGCAAATTCTTAACTTCCTCAA 60 285
o 4 KD TTATATGGTAGCATAATTCTT AGTGTCTGTATCTATGACAACTA 45 249
M1
5 K1 GAGCGGATAAAAACTAAT GAGCTAAAATTCATTCAA 43 205
6 K2 GCTCTTAATGGGTTTTTG AGCAATGTGGAGTAAAAC 50 183
7 K3 GTCCTGTTGTATTTTTCA TTTGGAATGAGAACAGTC 50 275
8 K4 TTTGGAATGAGAACAGTC TGTCATTACTTGTTATTCACTGCT 50 286
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9 K5 ATGTAATGCCTTTTTTCC ATGCCTGGCTCTAACTAT 47 181

10 K6* CATGAAGTTGAAGGAAAGTA CACTCCCAAAAAGGAATAA 50 292

11 K7° TTCAGTACAGAAGTGCAGACAGTT GAAACTCAACAGATTTTGTGCATT 55 306

12 K8 TGTAGCCTAATAACCAAA AGCATAGCACAAGACCAT 50 242

13 K9 AATTACGTTACTGAAAGC TGTCTTTTCATTTCTATT 50 213

14 K10 TGGTACATTTTCCTTTCA TGACATGATTGGTAAAAA 44 297

15 K11 GGTGAAGTTTTTAATATG CAATAGTTTATGAAGTCC 40 205

16 K12 AATAGATAGGGAACTGCC GTGGCTTGAGTAACAGTT 50 184

1 Cv21 TCGAGCATGTAGCGGCTG ACCACAGCAGTAGGACGC 64° 139

2 Ccv22 CCATAGGTACAACACAAAGC TTTGGCAGGCACGTCCTG 55 274

3 Cv23 TAGTGATGGTGGTGTTGGC AAGAGTACAGGGACCAAGG 55 216

4 Ccv24 GCCAGCACAATATTCTCAG TCACACATGTACTCCTTAGG 48 320

b O CV25 CCTTCCACTGTGCTAAACT GGAGCCAGTTCTGAGTAAG 50 215
vz 6 Cv26 TCCAGCCAGACTGACCGA ACTGCAGTAGCCCCTCCT 55 235
7 Cv27 ACTCAAAATGCCTCCCCAC CACCAGACAACGCATTTGG 58 180

8 Ccv28 ACGTGTGTGGGATGGAG CCCCCTCCCTCATGCAG 58 215

9 Cv29 ACTCTTGCCTACTGTGCCCA ACATTCCCAGGAGGGATCAG 54 259

10 cv210 TGAGAGAAGAGCTGAGTGG ATGACGACTGCGCGGAAG 60 392

3 PDCD4 TTGGTATTTGTCGTTTCTCCTT GCAGGAATTAAAGAATTGCAGA 55 326

4 PDCD5 TCTCAGAAATGTGCTTTTTCCA GAAAATAAACTGGCAACCATCA 55 202

5 PDCD6 CGCTCCCAACAGATTCTAAA GGGAAGGAAGATCCTTTGGT 55 300
ccm3® 6 PDCD7 GACCAACATTGGAAATTCTTAGATG  TCGGAAGTACTTTTAAGAAAAGAAGAA 55 256
7 PDCD8 GCTGATGTTCTTTTCTCTCACAAA CCAACAATCAATCTTATTTTTAAGTCA 55 238

8 PDCD9 TCTCTTGTCCTTGCCTTTGG CTTCATTATCAGTTGCCTGGAG 55 288

9 PDCD10 TTGGATGAAATTAATGCTTATTCTTT CCCTTCAGGAGGGACTGATA 55 226

Tabla 2. Cebadores usados para la amplificacion de losesxondificantes! Cebadores previamente descritos
por Sahoo et al 1999(Sahebal.1999) y Laberge S. et al 1999 (Labergedal. 1999).” Cebadores descritos
por Denier et al 2004 (Deniet al.2004).° Cebadores disefiados por el laboratdrebido a la complejidad
de los exones no codificantes de CCML1, el exénrdesponde al primer exon codificant®MSO 10%

En la siguiente tabla se recogen otros cebadoestoagpara la amplificacion de otras

regiones de ADN:

Cebador Lozalizacién Secuencia (5°-3) Tm (2C)
ccm1 Kup1F U”ngmm AACATGCCTGAAGATCTGTT 55
ccM1 KXR Intrén NC3 TGTGAAAGGTTTTGAGGACG 56
ccML KX2R intrén NC3 GAGTTGCTTATCACAGAACC 55

Tabla 3. Otros cebadores usados para la amplificacién déN.ADebadores
disefiados por nuestro laboratorio.
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La mezcla de reaccion y el programa de amplifigacitlizado son los siguientes,

para 40 ul de volumen final:

Programa de amplificacién
Concentracion

Volumen (pl)

final en tubo Temperatura Tiempo Repeticiones
Vel s kS 4 1X 94eC 5 min 1
MgCl, 15mM
o
dNTPs 10mM 0,8 (x dNTP) 0,2 mM 942C 30s
Agua 20,48 - Tm 30s 35
Cebador F (20 uM) 2 0,5 uM 72°C 30s
Cebador R (20 pM) 2 0,5 uM 720C 10 min 1
Taq polimerasa 5 U/ul 0,32 3,2U a0C -
Muestra cDNA 8

3.2.1 Electroforesis en geles de agarosa y purifian de amplicones.

El producto anteriormente amplificado es separadgetes de agarosa al 1,5% en
TBE 1X. Para hacer el gel, pesamos una cantidadgdeosa (Agarose D-1 Low EEO,
Pronadisa) y afadiremos un volumen de TBE 1X, ddipado del tamafio del portagel y el
grosor que necesitemos. Una vez gelificado, preomrs el gel en la cubeta de
electroforesis cubriendo totalmente el gel condauffiBE 1X adicionado con bromuro de
etidio. Afladimos a cada muestra tampon de cargds@xarosa 40% en agua destilada,
0,005% de xilen cianol y 0,005% de azul de bromal)erPreparamos en paralelo un
marcador de peso molecular de 100 pb (DNA Molecwarght XIV, Roche Diagnostics).
La electroforesis se realiza a 100V durante 30-#futos.

Tras la electroforesis, visualizamos el gel condliravioleta y cortamos las bandas
con un bisturi depositandolas en tubgigpendorfindependientes. La purificacion del
producto de PCR se lleva a cabo segun las instmesidel fabricante (Agarose Gel DNA

Extraction Kit, Roche Diagnostics).
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3.2.2. Secuenciaciéon

El proceso de secuenciacion utilizado se basa enésbdo descrito por Sanger
(Sangeret al. 1977), el cual utiliza ddNTPs provocando la fipation de la cadena
amplificada. Ademas, cada ddNTPs contiene un fleooddistinto. La separacion se realiza
en un equipo automatizado de electroforesis capiiBi 3130, Applied Biosystems). De
esta manera, se visualiza en un mismo proceso tlmdofragmentos pudiendo leer la

secuencia con gran facilidad.

Para la secuenciacion utilizamos BigDye® Terminatdrl Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystem), realizando algunas modificaei® sobre el protocolo. En nuestro
caso, utilizamos 2 pl de Ready Reaction PremiX,&|BigDye Sequencing buffer 5X, 1 pl
de cebador 2uM y 5 ul del amplicon purificado. Lapéficacion fue realizada en un
termociclador Verity (Applied Biosystem) siguiendel siguiente programa:
desnaturalizacion a 96°C durante 1 minuto; 25 side 96°C 10s, 50°C 5s y 60°C 75s; y
mantener a 4°. Finalmente, el producto de estaesemcion es purificado con BigDye
Sequencing (Applied Biosystems), segun instrucaated fabricante), para eliminar restos

de ddNTPs y enzima.

Por ultimo, el andlisis de las secuencias lo raalizs con el software Sequencing

Analysis (Applied Biosystems) y la herramienta VBMtAST (blast.ncbi.nlm.nih.gov).

4. Aislamiento y cultivo de linfocitos

Linfocitos de sangre periférica de 9 pacientes CQi, paciente con leucemia
linfoide crénica de células B (LLC) y 7 sujetos @affueron aislados mediante Lymphoprep
(Axis-Shield, Norway) siguiendo las instruccionesl dabricante. Las células fueron

resuspendidas en PBS 1X y se realiz6 un recuehitacen camara de Thoma. Mediante
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citometria de flujo (FACs, Beckon Dickinson) se @uob6 que el paciente LLB1 contenia

un 96% de células B.

Para el cultivo celular, las células fueron ceng#édas a baja velocidad (1500 rpm
durante 10 min a temperatura ambiente (TA)) y ssal¢d el sobrenadante. pllet de
células se resuspendié en medio de cultivo aterdpef ml por 18 células). Se utilizd
medio RPMI 1640 (Gibco) suplementado con 10% steted bovino, 1% L-glutamina, 100
U/ml L-penicilina y100 pg/ml de Estreptomicina. Para esta tesis se utiéinthién la linea
celular linfocitica T Jurkat (Clon E6-1) obtenida & American Type Culture Collection.
Las células fueron cultivadas en placas de 6 paci(BD Falcon) toda la noche en
condiciones de 5% de G® 37°C.

5. Procesamiento del ARN

Las células fueron recogidas en tubos de 15ml yritegadas a baja velocidad (1300
rom durante 5 min a TA). Las células se resuspemtien 1 ml de TRIsure (Bioline) e
incubaron 5 minutos a TA y se pasaron a un tyyeendorfde 1,5 ml. En esta etapa, las
muestras pueden guardarse hasta un mes a -60Ga A/@®ntinuacion, se afadié 0,2 ml de
cloroformo a cada muestra, se agitaron durantedd®rtex y se incubaron durante 2-3 min
a TA. Las muestras se centrifugaron a 11800 rpnarderl15 minutos a 4°C en una
microfuga y se recogi6 la fase acuosa en tubosasu&e afiadié 0,5 ml de isopropil alcohol
frio a cada muestra, resuspendiendo e incubandmitQtos a TA. Posteriormente, se
centrifugaron a 11800 rpm durante 10 minutos ayl%€ desechd el sobrenadante. Se lavo
el pelletcon 1 ml de etanol 75% y se centrifugd a 9300 dpmante 5 min a 4°C. Se decanto
el sobrenadante y se dejo secar boca abajo ebutamte 30-45 minutos, hasta asegurarnos
de la completa evaporacion del etanol. Finalmdmtiratamos epellet con agua libre de
RNAsas e incubamos a 37°C durante 10 minutos. obaentracion de ARN fue medida
espectrométricamente en Nanodrop 2000 (Thermodmgntas muestras de ARN se

guardaron a -80°C hasta su uso.
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5.1. Sintesis y amplificacion del cDNA

Para la sintesis de cDNA se utilizd TranscriptastFStrand cDNA Synthesis Kit
(Roche Diagnostics), siguiendo sus instruccionesa Rello, se utilizaron los cebadores
aleatorios y d7s para la formacion de cDNA, a excepcion de los expntos RACE (ver
seccion 5.2). Para la amplificacién del cDNA séia#tion los cebadores descritos en la tabla
4,

Gen Cebador Exon Secuencia (5°-3°) Tm (2C)
KXZF NC1 CAGTGAAAAGGAGCAGGAAC 56
KN11cF NC1 GAAGCTCTTTCACCGCCAAC 62
KN11dF NC1 GTAGTTTCGGGAGAGGGTGAG 60
KN1F NC1 GGGAGGAGGGAAGGAGGAATGA 62
KXYR NC2 GGAGGGCATTTCTGGTTGTC 56
KXAF 1 TGGGAAATCCAGAAAACATAGA 55
KXBR 2 ACTGTTGCCTTGAAGTTTCGT 58
KiSF 2a TGATGTGAAGTGTAGTTCCC 55
KXCR 3 ATAATGATGCTTCTCTGCCC 55
K1F 5 GAGCGGATAAAAACTAAT 47
KX1R 5 AACAAAGGGTTGTAAATACAGG 56
et KX3F 7 ACGACAGTGGGTAGATGATT 56
KilOR 7a TTTTGCCGCCAGTATTTTCT 56
KA4SR 8 GTTTAGGAGAATCTGTAC 47
KX7F 11 GAAGAGATGTGAGACTTCCC 55
KX8R 12 TCAGGAGCTGTATAAAAGCC 55
K9F 1VS12 AATTACGTTACTGAAAGC 48
K13LR 1VS12 ACAAATGGCTTTCAGTAACGT 56
KX10R 14 ATTTCTTTACTGACACCTTC 50
K12R 16 GTGGCTTGAGTAACAGTT 52
KX12R 16 TGCATTACAAAATGTGGTGG 55
K7T11R 11/15 GACTGATGAGTAAAGCCTGTTTTT 58
CX1F 1 GCACGCGGCGATATGGAAGA 63
CC21F 1 TCGAGCATGTAGCGGCTG 60
CCM2F 1-2 GCAAGAAGCCTGGAATTGTC 57
CX1aF la TGTCGGCAGAGGAGGAAC 59
CX2R 2 AATGGCGAGACAATTCCAGG 58
ccmz CV24BF 4 TCAGCCTGTCTGCGTACAA 59
CX4F 4 GGATGACGCTGCACACCTGG 63
CV24AR 4 CCTGAGGATGATATCCTCC 53
CX5R 5 TGCACTCTCCGACAGGGAGC 64
CV29BF 9 GCTGTCATCACAGGAGATCC 58
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CV29AR 9 TAGAGCTGCCGCAGGTTGAT 62

CX9R 9 GCCCCATTGCGGTACTCGTG 64

CV210BF 10 TCACTGACAGCTTTGGCAG 58

CV210AR 10 AACTGGATGTGGTGCTCAG 58

CV210BR 10 ATGACGACTGCGCGGAAG 60

CCM3F 3 TGGCTTTTGAATGAGGATGA 55

CCm3 CCM3R 8 GCTCGTGCCTTTTCGTTTAG 58
PDCD10R 9 CCCTTCAGGAGGGACTGATA 58

Tabla 4. Cebadores usados para el estudio del cDNA erelessgCCM1, CCM2 y CCM3.

La amplificacién del cDNA se realizé siguiendo @ssjuemas, dependiendo del

tamano del fragmento amplificado, en un volumealfde 40 pl:

Programa de amplificacién

Concentracion

Volumen (pl)

final en tubo Temperatura Tiempo Repeticiones
En (5 A% 4 1X 94eC 5 min 1
MgCl, 15mM
o
dNTPs 10mM 0,8 (x dNTP) 0,2 mM 94eC 30s
Agua 26,48 - Tm 30s 35
Cebador F (20 pM) 1 0,5 uM 72°C 60s
Cebador R (20 uM) 1 0,5 uM 720C 10 min 1
Taq polimerasa 5 U/ul 0,64 32U 40C -
Muestra cDNA 4

Volumen Goncentracion Programa de amplificacién

(1) final en tubo
Temperatura Tiempo Repeticiones
Tampdn 10X 4 1X
MgCl, 15mM 94°C 5 min 1
dNTPs 10mM 1 (x dNTP) 0,25 mM 94°C 30s
Agua 25,1 =
Tm 30s 35
Cebador F 20 uM 1 0,5 uM
682C 2-4 min*
Cebador R 20 uM 1 0,5 uM
Taq polimerasa 3,5U/ul 0,9 3,15U 68°C 7 min 1
Muestra cDNA 4 4eC oo

* Se aumenta 5s por ciclo a partir del ciclo 10.
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Los fragmentos amplificados se corren en gel deoagaal 1,5-2,5%. El proceso de
purificaciébn de bandas y secuenciacion es segaidp como describimos en los apartados
3.2.1 y 3.2.2 del Material y métodos. En el anglisioinformatico de las secuencias de
cDNA se utilizd, ademas, la herramienta web BLA&ngme.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat) de la
Universidad de Santa Cruz, en el que se alineasrsécuencias frente a un genoma de
referencia (GRCh37/hgl9; Feb 2009).

5.2. Amplificacién rapida de las terminaciones detDNA (RACE)

Para la realizacion de esta técnica se utiliz6 BAEE Kit, 2nd Generation (Roche
Applied Science). Varios son los usos de la técRé&ZLE, entre los que se incluyen: i)
generacion de cDNAs de longitud completa; ii) ams&nto y caracterizacion de las
terminaciones 5’0 3’, incluso para mRNA con bajmero de copias; iii) amplificacion y
posterior clonaje de mMRNAs atipicos; y iv) amphficdn y secuenciacion directa de sin
necesidad de clonaje. En esta tesis, la hemowradtl para aislar y caracterizar
terminaciones 5° del ggdCM1, amplificando y secuenciando directamente sin jpaseio

de clonacion.

La técnica 5'RACE se fundamenta en la adicion deaota de poliA en el extremo
3" del cDNA, correspondiente a la region 5° del mRNPara ello, utiliza la enzima
recombinante transferasa terminal (TdT), que @déi adicion independiente de la plantilla
de deoxi- o dideoxinucleétidos trifosfato en lasmimaciones 3 tanto de fragmentos de
ADN de doble cadena como de simple cadena. En muestso, se siguieron las
indicaciones del fabricante con algunas modificaeso A continuacion se describe el

proceso seguido (figura 21):

1- Sintesis de cDNA con un cebador especifico aed¢aencia de estudio (GSP1) a
partir de 1pg de ARN.

43



MATERIAL Y METODOS

2- Purificacion el cDNA obtenido con High Pure P®Roduct Purification Kit
(Roche Diagnostics), siguiendo las indicacionedatalicante. Adicion de la cola

de poliA con la enzima TdT y nueva purificacion.

3- Amplificacion primaria con un cebador especifib® la secuencia (GSP2), rio
arriba respecto a la posicion de GSP1 en el gem] gyebador APAT (5'-
GACCACGCGTATCGATGTCGACTTTTTTTTTTTTTITTV-3"). Para sta

PCR se siguio el segundo esquema de amplifica@baphrtado 5.1, utilizando 4

minutos de extension y 30 ciclos.
ARN 5 UTR 3" UTR
l GSP1 @ Retrotranscripcion
¢DNA . * 5
3 Purificaciénde
l @ c¢DNAYy adicién de
la cola de poliA.
5 Nueva purificacion

37 (A),AAA

R L (THTTTV —> GSP2
"/ @ PCR 12

@ Dilucion 1:10y
AP GSP3 PCR secundaria

Separacion de bandas en gel de agarosa

Aislamiento de bandas y purificacién del
productode PCR

Secuenciacion

006 !

Figura 21. Representacion esquemética de la técnica 5" RAIGEAdS.
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4- El producto obtenido fue diluido 1:10 en aguatitkeda. De esta dilucion se
realiz6 una PCR secundaria. En este caso, un cebadecifico de la secuencia
(GSP3J), rio arriba respecto a la posicion de GSP& gen, y el cebador AP (5-
GACCACGCGTATCGATGTCGAC-3") fueron utilizados sign@o el mismo

esquema que para la PCR primaria.

5- El producto de PCR secundaria se separ6 eregadarosa 2-2,5%, a 90V durante
3-5h.

6- Las bandas visualizadas (figura 22) son cortggasificadas.

7- Secuenciacion directa de los productos puriisgfigura 22).

B

GATCTGATCC C GGGTT GT TACAGGT

.
L

l{\l \'\ I‘
b'jﬂ' s

Figura 22. A. Fotografia tomada de la electroforesis de un gelghrosa correspondiente a la PCR secundaria
realizada con los cebadores AP y KASECMY). En ella, se visualizan bandas de distintos tasadon
mayor 0 menor intensidaB. Secuenciacién de la banda indicada por la fleahanja, en la que se observa la
cola de poliA afadida con la enzima TdT, correspantd a la terminacion 5 de dicho fragmento.

5.3. PCR cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR)

Para la determinacion del nivel de transcripcioripas de 500 ng de ARN para la
sintesis del cDNA, utilizando los cebadores aléagoy dT;g siguiendo las instrucciones del

fabricante (Transcriptor First Strand cDNA Syntkdsit, Roche Diagnostics).

Todas las reacciones se realizaron al menos pdicddp usando placas de 96

pocillos (MicroAmp, Applied Biosystems) en un sisg de deteccién ABI Pristn7300
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(Applied Biosystems). Para cada reaccion se utdize2 pl de cDNA en una mezcla de
reaccion que contenia 10 pl de SYBR® Premix Ex Tag(2x), 0,4 pl de ROX ™

Reference Dye (normalizacion de la intensidad del3¢ 0,2 uM de cada cebador (tabla 5).
La amplificacion se realiz6é con las siguientes écodes: i) desnaturalizacion inicial 95°C
durante 10 minutos; ii) 40 ciclos de desnatural@ac95°C durante 15 segundos,
alineamiento durante 30 segundos y extension a d@fante 30 segundos; v iii) curva de

disociacion. El programa informético empleado fagstem Detection Software v1.4

(Applied Biosystems).

e e Tamaino
Secuencia (5°- 3°) del Secuencia (5°- 3) del T (2C)
Gen Fragmento - . producto
cebador forward cebador reverse alineamiento (pb)
Sol1 KN11aF: KN2ala: 63 192
P TCATAGCCACGGTGACTGTCCC AAAGCCAAAAACCTGGGGCAAC
Spl2 KN11bF: KN1b1la: 63 156
P GTAAAGAGCAGGTGACTGTCCCA CTGGTGAGGCTGGGGCAACTAG
Sol3 KN11aF: KN2b1b: 63 189
P TCATAGCCACGGTGACTGTCCC GACTTCTGGTGAGGCTCCG TC
Sola KN11bF: KAN1a: 63 154
P GTAAAGAGCAGGTGACTGTCCCA GGATTTCCCATTGCTGGGGCAAC
spls KN1F: KAN1b: . -
GGGAGGAGGGAAGGAGGAATGA GATTTCCCATTGCTCCGTTTTCCC
Sol6 KN11bF: KAN1b: 63 199
P GTAAAGAGCAGGTGACTGTCCCA GATTTCCCATTGCTCCGTTTTCCC
spl7 KN11aA: KXBR: 5 P
i GATTTCATAGCCACGCAATGGG ACTGTTGCCTTGAAGTTTCGT
ol KN11b2: KXYR: ss 266
P GGACAGTAAAGAGCAGGTTTTTG GGAGGGCATTTCTGGTTGTC
KXAF: KXBR:
Ex1-2 TGGGAAATCCAGAAAACATAGA ACTGTTGCCTTGAAGTTTCGT >6 185
KX7F: KX8R:
Ex11-12 GAAGAGATGTGAGACTTCCC TCAGGAGCTGTATAAAAGCC >6 118
KiSF: KXCR:
Ex2a TGATGTGAAGTGTAGTTCCC ATAATGATGCTTCTCTGCCC 26 92
KX3F: Ki1OR:
Ex7a ACGACAGTGGGTAGATGATT TTTTGCCGCCAGTATTTTCT 56 167
K9F: KX1OR:
S AATTACGTTACTGAAAGC ATTTCTTTACTGACACCTTC 2 2
KX7F: K7T11R:
Al2-14 GAAGAGATGTGAGACTTCCC GACTGATGAGTAAAGCCTGTTTTT >6 >8
HPRT1 AGTCTGGCTTATATCCAACACTTCG GACTTTGCTTTCCTTGGTCAGG 58 101

Tabla 5. Secuencias de cebadores usados en RT-qPCR.

Se realizaron curvas de calibrado partiendo dénthst concentraciones de ARN de
PBMC de un control sano (1000 ng a 0,1 ng, medidihbeiones seriadas, figura 23) y se

calcularon las eficiencias para cada reaccion gt&@)l Los niveles de transcripcion se
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calcularon relativizando frente al gen constitutd®RT1 utilizando para ello el método
Pfaffl (Pfaffl 2001).

HPRT1 v -3.8232x1 30,742 Exén 1-2 v -3,3318x1 28,365 Exén 11-12 Yo -3 7ELTx 26,773
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Figura 23. Curvas de eficiencia
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Cebador HPRT Ex6n 1-2 Exén 11-12 Exén 2a Exén 7a Ex6n 13L A12-14
Eficiencia 83% 99% 84% 112% 93% 82% 105%

Cebador Spl1 Spl2 Spl3 Spl4a Spl5 Splé Spl7 Spl8
Eficiencia 103% 113% 105% 86% 101% 103% 100% 99%

Tabla 6. Eficiencias de las amplificaciones con los cebaslaisados para RT-gPCR

6. Otras herramientas bioinforméticas y analisisn silico

Los cebadores se disefiaron con Primer3 v.0.4.Q:/(htbdo.wi.mit.edu/) y se
comprobaron las posibles amplificaciones cruzadediante PrimerBlast (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), tanto para celradousados para amplificar ADN como
para cDNA. Los electroferogramas obtenidos medi@d®RACE se comprobaron con
Sequencing Analysis (Applied Biosystem) y las sacigs nucleotidicas se alinearon con
BLAST y BLAT. Las herramientas Human Splicing FinqelSF) (Desmeet al. 2009) y
MaxEnt (Yeo & Burge 2004) se usaron para analiearditios de splicing de los nuevos
exones Y las variantes de splicing. Los sitiosnitg#a de transcripcion se comprobaron en la
base de datos de sitios de inicio de transcrip€idre Database of Transcriptional Start
Sites, DBTSS; http://dbtss.hgc.jp/). El analisis ptemotores se realiz6 con MPrompDB
(http://mprompdb.wistar.upenn.edu/). Los tamafoslembares y puntos isoeléctricos
tedricos se calcularon con la herramienta Computé#Mwp de Expasy

(http://web.expasy.org/compute_pi).

Por otro lado, las mutaciones encontradas en tadida con CCM se analizaran
silico para predecir su posible papel sobre la protedulificada. El software utilizado se

detalla a continuacion:

- PolyPhpen-2 y SIFT: algoritmos que predicen @ctf de la mutacion en la
secuencia proteica en base a datos de estrucggeugncia de la proteina (Adzhubeial.
2010; Kumatret al.2009).

- Human Splicing Finder (HSF): prediccion del eede cambios en el ADN sobre
la maduracion del ARNm.
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7. Analisis medianteWestern blot

Los experimentos del presente trabajo se han ddado siguiendo protocolos
contrastados por diversos autores y metodologmgasés a las ya empleadas en trabajos
gue sirven de base al presente. En ocasiones, @stosdimientos han sido adaptados al
tipo celular en estudio y optimizados segun lasicamiones de las compafiias

biotecnoldgicas.

A. LISADO CELULAR

1. Los linfocitos (PMBC) cultivados toda la noche seagieron en tubos de 15 mly
los pocillos se lavaron con PBS 1X, manteniéndelogrio. En el caso de células
Jurkat T, éstas fueron cultivadas 2h en ausenprasencia de 4-PB. Las células se

centrifugaron a 1500rpm, y se descart6 el sobrenada

2. Se afade 150 ul de tampon de lisis frio (20mM TeikpH 7,4; 135 mM NacCl,
1mM MgCI2; 1 mM CaCl2; 1% glicerol; 10% Nonidet P-4Sigma-Aldrich);
inhibidor de fosfatasas 1X; inhibidores de protsdsg 2 mM PPi).

3. Se traspasa el lisado a tubos de 1,5 ml mantersérgiorante 30 minutos a 4°C en
rotacién suave y constante para que se produzcanej@ solubilizacion de las

proteinas.
4. Las muestras se centrifugan a 4°C durante 20 nsraui3000 rpm.

5. El sobrenadante se traspasa a otro tubo de 2atitando una pequefia alicuota de

30 pl que emplearemos para la normalizacion de la carex@on de proteinas.

6. Medicion de proteinasSe utiliza un kit muy sensible, método del acido
bincinconinico) para la determinacion colorimétricaantitativa del contenido
proteico total en soluciones acuosas diluidas. ®@gpa una recta patron con
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albumina, siendo el blanco el tampdn de lisis. i§eesel protocolo que marca la

casa comercial.

7. Una vez normalizada la cantidad de proteina, saragm volumen pequeiio del
lisado de células, alrededor de 100 pl, a otro tilb@ ml al que se le aflade unos
30 ul de tampdbn-SDS de desnaturalizacion 5X con DO mM.

8. Se homogeniza el lisado con el tampon de carga yesmaturaliza en el
termobloque a 95 °C durante 5 minutos. Se dejaaenfis muestras, que se
someteran a electroforesis desnaturalizante (SDSE}A posterior transferencia

a membrana de nitrocelulosa para el analisiS\tkddtern blat

B. INMUNODETECCION (“WESTERN BLOTTING”)

El primer paso en uWestern blottinges la separacion de las proteinas utilizando un
gel de electroforesis. Los lisados celulares sekjbson desnaturalizados en el tampon de
carga y separados por SDS-PAGE (Laemmli 1970)s Er&lectroforesis, las proteinas son
transferidas a una membrana de nitrocelulosa cadaage un campo eléctrico. Mediante
técnicas inmunoldgicas unidas a quimioluminisceriaimatica (Whiteheadt al. 1979;
Durrant et al. 1990) se analizan dichas proteinas con gran skaasith Con el uso de
peroxidasa de rabano y luminol en nuestro casoefS8mnal® West Femto Maximum
Sensitivity Substrate), se origina luminiscencianoosubproducto, que es captada por una
pelicula de revelado. La intensidad de la sefigk@sorcional a la abundancia del antigeno

en la membrana.
Procedimiento:

1. Los lisados celulares solubles, son desnaturalgzaslo el tampon de carga y
separados por SDS-PAGE (10-15%). La cantidad deeipa por carril de

electroforesis oscila entre 30-100.
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. El contenido del gel se transfiere a una membramanittocelulosa, (Hybond,;
Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ), ma&zlian sistema semi-seco,

utilizando una intensidad de corriente de 100 mAg®b a transferir.

. Para bloquear la unién inespecifica de los anfmsrse incuba la membrana a
temperatura ambiente (25°C) y 30 minutos con satude bloqueo, con agitacion
orbital suave. Pasados los 30 minutos, se reatimatro lavados utilizando PBS-T,

con agitacion y a mayor velocidad.

. La membrana se incuba con el anticuerpo primaniaugstro caso, anticuerpo Kritl
N-term (dilucién 1:1000; AP18206a, ABGENT) o GAPDlilucion 1:5000;

Calbiochem) durante toda la noche en agitacioel@cidad lenta.

. Se lava cuatro veces durante 5 minutos con PBS-T.

. Se incuba la membrana con el anticuerpo secundatidgG de conejo o de raton
(segun sea el primario Kritl o GADPH), que se enttaeunido a peroxidasa de
rabano. Se prepara a una dilucion 1:10000 en PB4 incuba en agitacion lenta

durante 30 minutos.

. Se lava 5 veces con PBS-T.

. La peroxidasa de rabano origina una reaccion dmigliminiscencia altamente
sensible al aplicar el sustrato del kit “Superndl® West Femto Maximum

Sensitivity Substrate”.

. Se obtienen autorradiografias de la membrana,aedelpeliculas fotograficas, con

la utilizacion de liquido revelador y fijador, emacto oscuro.

10. Se escanean las bandas obtenidas pannelinoblot para su posterior analisis

semicuantitativo.
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El objetivo tanto del primer como del segundo tgulr fue el estudio de la genética
molecular y la descripcion de las caracteristidascas de las malformaciones cerebrales
cavernosas en una cohorte de pacientes espafasstekultados de ambos apartados

forman parte del siguiente manuscrito:

* Mondejar R, Solano F, Rubio R, Delgado M, Perez{8am A, Gonzalez-Meneses
A, Vendrell T, lzquierdo G, Martinez-Mir A, and Las M (2014). Mutation
prevalence of cerebral cavernous malformation gengpanish patient®LoS One
9, 86286

1. Sintomatologia clinica de los pacientes CCM

Los principales sintomas al debut de la enferméakebn dolores de cabeza (36%),
convulsiones epilépticas (18%), inestabilidad yenar(18%), migrafias (12%), hemorragia
cerebral (5%) y crisis mioclonicas (1%). Tres cdseson descubiertos de forma casual tras
una MRI en pacientes con diagnostico clinico deSindrome de Noonan asociado a
malformacion de Arnold-Chiari; i) menarquia preonat en una nifia de 9 afos; y iii) cancer
no cerebral con posibles metastasis secundarias guaciente. En la siguiente tabla se
describen las caracteristicas clinicas y radiod®ide algunos pacientes con mutacion
detectada.

° . Dolor
n= a N Convulsiones .
Localizacién Hemorragia de

(] Y £]

Pedigri . Tamaino O
lesiones epilépticas

Area subcortical de las
circunvoluciones largas

CV 105 Multiples 12x10 mm X No Si No
insulares del lado
izquierdo
En pedunculo cerebeloso
con sangrado, en
CV114  Multiples - localizacion No i No
supratentorial,
infratentorial y en medula
espinal
CV 116 Multiples - - Si Si No
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Sindrome de
Ccv118 Multiples - - - - - Noonany
Chiari
CV 125 Multiples - Ambos hemisferios Si Si No
A nivel frontal bilateral
con predominio derecho a .
. . Parestesia
nivel parietal, temporal izquierda
CV126 Multiples 3x4 cm bilateral en cabeza de Si Si No q
, - desde los 7
nucleo caudado izquierdo, o
. afios
mesencéfaloy en
protuberancia.
Regidn pineal y temporal
CVv 133 2
derecha
CV136 2 Frontal y parietal derecha - - Si Menarquia
prematura
CV 139 Multiples - - - - Si
Supra e infratentorial, en
ambos hemisferios
oV 148 Multiples ) cerebralesy cerebglosos.
(17) Otro en troncoencéfalo a
nivel medio
protuberancial.
Multiples Hemisferios cerebrales. .
LA (50-70) ) Cerebelo y tronco L
cv 146 4 - - Si No Si
I
cviae 2 - - No No Si
11
La mayor en region
CV147  Miiltiples ax3em  occpital derecha. Otros No Si Si
pequefios a nivel infray
supratentorial.
CV150 Multiples Supra e infratentorial
Desorientacion
Cv170 Multiples 14mm A nivel forntal derecho Si y déficit de

memoria

Tabla 7. Descripcion clinica y radiolégica de pacientes omutacion detectadd. Tamarfio de la lesiéon de
mayor tamafio.

2. Prevalencia de mutaciones de genes CCM en patitan espafiola.

En esta Tesis, el estudio molecular de los genedl @cluyé un total de 264
pacientes, detectando 32 mutaciones diferentedaHEabla 8 se detallan las mutaciones
encontradas asi como su condicion. De estas mo&s;i@7 de ellas fueron consideradas
como patogénicas, encontrdndose en 31 formas &esliy 4 casos esporadicos. En dos
casos, a pesar de los estudios realizados en cBdNge pudo determinar la patogeneidad de
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la mutacion. En el ge@CML1 se detectaron 19 mutaciones localizadas en 6®&riasi De
ellas, el 63% de las mutaciones fueron de tipo eses o frameshift. En los gem@€EM2y
CCMS, se localizaron siete y cuatro mutaciones en o2Bd $o0) y cuatro pacientes (5,5%),
respectivamente. E€GCM3 las mutaciones afectaron al sitio de splicingl ynarco de

lectura (tabla 9). En cuanto a las formas famifiata prevalencia de mutaciones fue del

38%, mientras que en casos esporadicos fue sofivalel

N2 de Exon/ Tivo de Cambio de
Pedigri individuos Forma® Gen Mutacion P ., aminoacido Condicién
Intron mutacion .
afectos predicho
CV171, NC1- Deleccién Ausencia del
172, 6 F NC3 CCM1 5'UTR delCCM1 endmica transcrito (Riant Patogénica ©
175 & et al. 2013b)
CV126 4 F 5 cCM1 ¢.619_620delinsG * Frameshift p.His207ValfsX6 Patogénica
A . Posiblemente
CvV122 1 S 5 ccM1 c.691A>G Missense p.N231D -
patogénica
CV148 6 F 6 cCM1 c.801delA? Frameshift ~ p.Lys267AsnfsX8 Patogénica
Missense
CV150 1 s 6 ccm1 C.842A5G° 22';?':,"”‘: p.Asp281GlyfsX5 Patogénica ©
alterado
p.R294X (Riant et -~
CV118 2 F 7 ccm1 c.880C>T Nonsense al. 2013b) Patogénica
CVs
133, 3 F 7 ccm1 €.902C>G e Peid(Eeline Patogénica
et al. 1999)
163
cvs9 2 F 7 coma €.923T>A Missense ~ P-L308H (Ortizet —py  onocida©
al. 2007)
. p.lle325ThrfsX11 g
cva7 7 F 8 CCM1  c.968_971dupCACC  Frameshift (Ortiz et al. 2007) Patogénica
CV160 2 F 9 ccm1 €.1114C>T? Nonsense p.Q372X Patogénica
Sitio de ,
cv129 2 F IVS9  CCM1I  c.1255-4delGTA g PPk Patogénica
al. 2011)
alterado
p.R423X (Cave-
V170 1 F 10  cem1 c.1267C>T Nonsense Riant 2002) Patogénica
(Cave-Riant et al.
2002)
CvVile 1 F 10 ccM1 c.1314_1325del * Frameshift  p.Gly439HisfsX36 Patogénica
p.Ser454LysfsX39
. (Cave-Riant et al. .
CV79 1 F 10 CCM1  ¢.1360_1363delTCTC  Frameshift 2002; Ortiz et d, Patogénica
2007)
. p.GIn455ArgfsX23 -
CV36 1 F 10 ccM1 c.1362_1363delTC Frameshift (Ortiz et al. 2007) Patogénica
. p.A527T (Cave- -
CV136 1 S 12 ccm1 c.1579G>A Missense Riant et l, 2002) Patogénica
Sitio de .
V105, 2 F IVS12  CCMm1 c.1730+5G>A splicing ey ET e Patogénica
147 2013b)
alterado
Sitio de NA (Cave-Riant et
Cv86 3 F IVS12 cCM1 c.1730+4delAGTA splicing al. 2002; Ortiz et Patogénica
alterado al. 2007)
CV1e66 1 F 13 ccm1 c.1775G>C Missense p.S592T Desconocida ©
V10 5 F 14 ccme €.1904InsA Nonsense ~ PY635X (Ortizet Patogénica
al. 2007)
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CV146 2 F 12-16  CCM1I  Exones12-16del®  Deleccion NA Patogénica
gendmica
cv77 1 F ; ccm2 delcCM2 Deleccion - NA (Felbor et al. Patogénica
gendmica 2007)
Deleccin NA (Denier et al.
CV128 5 F 1 ccm2 5°UTR-exonldel .. 2004; Felbor et Patogénica
gendmica
al. 2007)
stoge  Aucede
CV168 1 F IVS1 ccm2 c.30+1G>A splicing Patogénica ©
alterado (Verlaan et al.
2004)
CV140 1 F 2 ccm2 c.55C>T Nonsense S Patogénica
et al. 2004)
CV100 1 F 2 CCM2 169 172delAGAC  Frameshift  PAr897CysfsXl Patogénica

(Ortiz et al. 2007)
CV145 2 F 3 ccMm2 €.222G>A Transicion None Polimorfismo
p.Alal186GlyfsX44

cV 15 F 5 ccm2 c.554_567del Frameshift (Ortiz et al. 2007) Patogénica
cv114 1 F 6 ccm2 c.713C>A° Missense p.5238Y LIS
patogénica
CVs
119, 6 F 1VS9 ccm2 c.1054+12C>T Intrénica NA Desconocida
124
CV139 1 F 5 ccMm3 c.211delA® Frameshift p.Ser71AlafsX18 Patogénica
Sitio de
Cvi127 1 F IVS6 cCcMm3 €.395+1G>C* splicing NA Patogénica
alterado
Sitio de p.Asp133HisfsX10
Cvie4d 1 s¢ IVS7 ccMm3 c.474+5G>A splicing (Liquori et al. Patogénica ©
alterado 2006)
CV125 2 F 8 cCcM3 ¢.538dupA’ Frameshift ~ p.Tyr180AsnfsX3 Patogénica

Tabla 8. Mutaciones encontradas en los genes CCM en poblaegpafiola. CCM1 (NM_004912), CCM2
(NM_031443),CCM3 (NM_145859).2 Mutacién no descrita en la literatuPaF: forma familiar; S: forma esporadica.
Mutaciones estudiadas en cDNAVlutaciénde novo

Tipo de mutaciones ccmi ccm2 ccm3
Nonsense / Frameshift 10 3 2
Missense 6 1 0
Sitio de splicing alterado 3 1 2
Delecciones gendmicas 2 2 0
Total 21 7 4
N2 casos indices 23 12 4
N2 sujetos con mutacion 65 21 5

Tabla 9. Tipo de mutaciones encontradas en los genes CCM
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2.1. Mutaciones detectadas en el gen CCML1.

El analisis mediante MLPA y secuenciacion de Iesnes codificantes y region
intronica colindante, identificé un total de 20 mmibnes (figura 24), siendo 8 de ellas

nuevas descritas en esta tesis. A continuaciéeszitden las mutaciones mas relevantes.

€ 47,2kb >

ATG

HCL - MC2MC3 T 7 3 15 6 7 A 0 11 12 13 14 5 16

Figura 24. Mutaciones localizadas €2CM1 Las lineas rojas indican regiones deleccionadas gsteriscos
la localizacion de las mutaciones.

2.1.1. Deleccién de los exones 5 no codificantes.

Se recibieron muestras de dos pacientes diagadesalinica y radiolégicamente de
cavernomatosis (CV171, padre; y CV172, hija men@ogsteriormente, se recibid muestra
de la hija mayor (CV178) pero no tenia clinica stiga ni lesiones localizadas en la MRI.
De forma independiente, se estudié a un herman@atiie (CV175), el cual presentaba
lesiones en MRI. Los sujetos CV171 y CV175 pertenea una amplia familia que
comprenden 14 hermanos, 5 de ellos afectos (3 @argrdos mujeres). Debido a la alta
dispersion geografica de los mismos no ha sidobfsstudiar hasta la fecha a los otros

hermanos.

El analisis mediante MLPA arrojo una disminucidnl@ intensidad de los picos que
corresponden a las sondas localizadas en los eronasdificantes (figura 25) en los cuatro
sujetos estudiados. Se realizaron amplificacionesesivas para detectar el tamafio
deleccionado con los cebadores descritos en ldast&y 3 (Material y métodos). Se
amplificé con un cebador localizado unas bigstreamde CCM1 (KuplF) hasta el intrén
NC3 (cebadores KXR y KX2R) e intrén 1 (cebador KARh todas ellas se visualizé una

Unica banda, detectandose mediante secuenciace&@eINC3. Por ello, se determind una
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deleccion superior a 8 kb. Por otro lado, se ctiaatel nivel de transcripcion deCM1en
linfocitos de sangre periférica de los pacienteslCVy CV172 mediante RT-gPCR. La
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del 48-75% en

on
el nivel de transcripcion d€CMY, relativo a los exones 1-2 (figura 26). Por taréo,
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cromosoma afecto, justificando asi el diagndstictegular de cavernomatosis.
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Figura 25. Andlisis cuantitativo de MLPA de las mezclas dedss (a) P130 y (b) P131. Las columnas negras

representan al paciente CV171 y las columnas griggesentan un sujeto sano. La delecciéon de lmsesxno
codificantes se muestran como la disminucion déb Bproximadamente en la intensidad de los fragmsento

respecto al sujeto sano.
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Figura 26. Nivel de transcripcion de CCM1 (relativo a los
exones 1-2) en los pacientes CV171 y CV172 frerR8BIC de
controles sanos (n=7) en linfocitos de sangre @cd, donde se
observa una disminucion del 75% y 48% de expresion,
respectivamente.

2.1.2. Mutacién c.619 620delinsG

En este caso familiar de cuatro generaciones,dpesha de cavernomatosis surgio

tras varias crisis epilépticas de la paciente él-Bistoria familiar de fallecimiento materno

debido a un derrame cerebral. La paciente Il-X@lafios, refirid hemiparestesia izquierda

desde los siete afios y crisis epilépticas desdill@dios de edad. La resonancia magnética

mostré multiples cavernomas, siendo el mayor desalle 3x3x4 cm. Dichas lesiones se

localizaron a nivel frontal bilateral, con predomirderecho a nivel parietal, temporal

bilateral en cabeza de nudcleo caudado izquierdsenuéfalo y en protuberancia. Tres

miembros mas de su familia presentaron lesionesrgamatosas (figura 27).
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Figura 27. Pedigri de la familia CV126. Los asteriscos indilas sujetos estudiados.

En cuanto al diagndstico molecular, el analisis iam@d MLPA resulté normal. La
secuenciacion del ge@CML1 revelé una mutacién en el exén 5 en la que seupmdh
deleccion de dos bases (C y A) y la insercion deguanina, ¢.619 620delinsG (figura 28).
Esta mutacion fue detectada también en el sujefy lon MRI positiva. Por el contrario, la
mutacion fue negativa en los probandos II-4, IlIy511-6, con RM negativa. La
consecuencia de la mutacion es el desplazamiehtmaleo de lectura, lo que lleva a la
produccion de una proteina truncada de 212 amidoscip.His207ValfsX6). Esto

justificaria el diagnostico molecular de la enfediaod:

AT GAGTTT
68T LA & T

Figura 28. Secuenciacion del exén 5 @M1
(hebra reversa) del paciente indice CV126, en la
gue se muestra la deleccién de dos nucleoétidos
(CA) y la insercion de una G en la posicion 618
del cDNA (NM_194455.1).
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2.1.3. Mutacién c.691A>G

Paciente de 65 afios, cuya secuenciacion delCgdvil arrojé una mutacion en el
exén 5, c.691A>G (figura 29), no descrita previataeen la literatura. Esta mutacion
produce un cambio de aminoécido en el residuo @32@1D), no siendo detectada en 200
cromosomas de controles sanos. El andlisslico realizado con Polyphen-2 (puntuacion:
0,982) y SIFT (puntuacion: 0) estimé que dicha midta era posiblemente patogénica.
Ademas, el cambio de aminoacido se produciria exe@lindo motivos NPXY/F, algo que
podria influir en las interacciones con otras grae. Sin embargo, no estuvo disponible el
cDNA para la comprobacion de la mutacion. Con eséd pudimos concluir que esta

mutacion es posiblemente patogénica.

T CCTGTATTTAC CCCTTTGTTT GG

Figura 29. Secuenciacion del exén 5 GE€M1
(hebra sentido) del paciente CV122, en la que
se muestra la transicion A>Gen la posicion 691
del cDNA (NM_194455.1).

2.1.4. Mutacioén c.801delA

Se recibié muestra del paciente indice 1lI-6 (leanCV148, figura 30) de 11 afios
con diagnastico clinico y radiologico e historianfhar de Cavernomatosis. En la RMN se
detectaron multiples lesiones, al menos 17, loadéz a nivel supra e infratentorial, en
ambos hemisferios cerebrales y cerebelosos, y @traroncoencefalo a nivel medio
protuberancial.
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Figura 30. Pedigri de la familia CV148. Los asteriscos indilas sujetos estudiados.

El analisis mediante MLPA resulté normal y la gostr secuenciacion deCM1
reveld una deleccidén de una Unica base en el exé8®1delA (figura 31). Dicha mutacién
provoca una alteracion del marco de lectura, lldeaa la produccién de una proteina
truncada de 274 aminoacidos (p.Lys267AsnfsX8). sttificaria el diagndstico molecular.
La mutacién resultdé positiva en los 5 miembros tafecy negativa en 3 familiares
asintomaticos (figura 30). El sujeto 11I-5 no hadeollado lesiones hasta la fecha.

T CCT C G G T GGC T CCT C G G T GGC

T GGC
Control

b i ‘ “
J\th}l 1 L\J 1 NI

Figura 31. Secuenciacion del exén 6 @&€M1 (hebra sentido) del paciente indice CV148 lll46,l& que se
muestra la deleccién de una A en la posicion 80T@NA (NM_194455.1).

e A U e
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Sujeto Clinica RM n2 lesiones c.801delA
-1 NR +
-2 NR -
I1-1 NR -
11-2 No - +
= Hemiparesiens ’ i
-1 - NR
11-2 - NR
-3 - NR
-4 Episodios paroxisticos + 1 +
11-5 No - +
-6 Pareste.sia d.e miembros . 17 .

inferiores
-7 Desvanecimiento + 7-8 +
111-8 NR -
11-9 Si + NR
111-10 Hemorragia intracraneal + NR

Tabla 10. Resumen de los datos clinicos, radiograficos y¥t@ers recogidos de la familia CV148. NR: No
realizado.

2.1.5. Mutacioén c.842A>G

La mutacién c.842A>G fue localizada en una paeiedg 70 afios que presentd
cavernomas a nivel supra e infratentorial en lagenapor MRI. La busqueda en bases de
datos resultd negativa para esta mutacion, larcufile detectada en 200 cromosomas. Del
estudio de ADN se dedujo que la mutacién provocaambio de aminoacido en el residuo
281 de Kritl (p.D281G). El analisis silico realizado con PolyPhen-2 (score: 0,182) y SIFT
(score: 0,08) mostré que esta mutacion podriaisertblerada y, por tanto, no patogénica.
Sin embargo, el estudio realizado en cDNA revelinteoduccion de un sitio criptico de
splicing en la posicion 841 (exon 6) del cDNA (NN4#55.1). Esto provoca una
modificacion del marco de lectura introduciendotriplete de terminacion prematuro que
conlleva la produccién de una proteina truncadas@81GlyfsX5, figura 32). El analisis
bioinformético del sitio criptico de splicing remdo con HSF mostr6 una mayor
puntuacion en el sitio de splicing mutante (72,@1¢ en el salvaje (66,21). De esta manera
se justifica el diagndstico molecular de cavernasiat
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Control ' CV150

{1 | |
Loddon Al 4 ~OAAL

|
—
At L

d W1 Exon B Exon 7
GTA(N);(sGAAGACAA gtactg...gattag GGAACGACAGTGGGTAGATGAT

CV150
"'I‘\
Stop

Figura 32. Andlisis de la mutacién en el paciente CV150S@juenciacion del ADN del exdn 6 de CCM1, en
la que se muestra la transicion A>G en la posi82 (b) Secuenciacidon del cDNA de los exones Sla 8n
control sano y (c) del paciente CV150. Un nuevim $f de splicing se crea en el punto de la matackl
nuevo splicing altera el marco de lectura del exbngenerando un coddn de parada prematuro
(p.Asp281GlyfsX5). (d) El diagrama muestra el splccriptico producido en el paciente. Los codoseis
mostrados de forma alterna en color azul y neggbgpddn de parada en rojo. La flecha indica elausitio
donador de splicing.

2.1.6. Mutacioén c.1114C>T

La mutacion ¢.1114C>T fue localizada en el paeidntice CV160 con lesiones
detectadas mediante MRI. El analisis de MLPA résntirmal. La secuenciacion de ADN
mostro la ambigiedad C>T en el exon 8d&M1 (figura 33). Dicha mutacion introduce un
coddén de parada prematuro, provocando una protainaada (p.Q372X). Por ello, esta
mutacion se considera patogénica, justificandoiairdbstico molecular de la enfermedad.

Posteriormente, un familiar afecto mostré tambighal mutacion.
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Figura 33. Secuenciacion del exén 8 de CCM1 en el
paciente CV160, donde se muestra la ambigledad
C>T en la posicion 1114 del cDNA (NM_194455.1).

La flecha indica el punto donde se produce la
mutacion.

2.1.7. Mutacioén c.1314-1325del

Se recibié una muestra de un paciente de 25 afieslad, el cual habia presentado

un cuadro de epilepsia, siendo éste el motivo deego hospitalario. El estudio de MRI
resulto positivo, donde se observaron multiplemiess.

; O

it . L I-CB
‘OonomO 0D
T 2 3 4;' 8§ 9

5 6 7

Figura 34. Pedigri de la familia CV116. Los asteriscos indil@s sujetos estudiados.

A nivel molecular, el analisis de MLPA fue normiah secuenciacion de ADN arrojo
una deleccién de 11pb en el exdén 10 @EM1 (figura 35). La consecuencia de esta
mutacion es la modificacion del marco de lecturae dntroduce un coddén de parada

prematuro y provoca la produccidon de una proteimecada de 475 aminoacidos
(p.Gly439HisfsX36).
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Control

. \lll
s ,rJI

Figura 35. Secuenciacion del exén 10 de CCM1 de un contra ¢arriba) y del paciente CV116 (abajo). El
paciente CV116 porta una deleccion de 11pb, deldaipor la linea roja.

2.1.8. Mutacién c.1775G>C

La mutacion c. 1775G>C fue detectada en la se@man del exdén 13 dECM], en

un Unico paciente con MRI positiva. La busquedasta mutacién en bases de datos resultd
negativa, con la excepcién de la base de datogE8Pne Sequencing Proyect), donde esta
descrita en un sujeto de ascendencia europea losomma frente a 8597) y clasificada
como polimorfismo (rs372952135). Esta mutaciénugdgaf a un cambio de aminoacido en el
residuo 592 (p.S592T, treonina por serina), loadkzen el dominio F2-FERM de Kritl. El
analisis bioinformatico realizado con PolyPhen-2o(s: 0,709; posiblemente dafiina) y
SIFT (score: 0,08; tolerada) mostré un resultadpal. Por tanto, se decidi6 llevar a cabo
un estudio en cDNA, donde se amplificé la regiomprendida entre los exones 11y 16 de
CCML1 El producto de PCR fue analizado en gel de agaab2% y se observaron dos
bandas (figura 36). Tras el aislamiento y secueriade las mismas se visualizé que la
banda de mayor tamafo extendia en 102 nucleétidesé@ 13 hacia el intron 12. Para
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comprobar si dicha inclusién se debia a la mutacid775G>C, amplificamos con un
cebador situado en el intrén 12 (cebador K9F) p @xonico localizado en el exéon 14
(cebador KX10R). La amplificacidon resultd ser pe@sittanto en controles como en otros
pacientes (figura 36). La secuenciacion de estenalfproducto en el paciente CV166
mostré de nuevo la ambigtiedad G/C. Por tanto, pogliooncluir que esta mutacién no
produce un splicing aberrante. Sin embargo, conessidios realizados no podemos
concretar su patogenicidad, siendo necesarios estasios.

' |
R 1l | h
| | | F A 831 bp —

| 729 bp — - —

PM V166

PM V113  CV159 (V145 CV150 V154 CvV164 LLC Jurkat o8 Co6 B

_

Figura 36. Andlisis de la mutacion ¢.1775G>C @&ML1 (a) Electroferograma del exén 13, mostrando la
transicion G>C(b) Andlisis del gel de agarosa de la amplificaci6hal#ENA, exones 11 a 16, detectandose

una banda de mayor tamafio y menor intensi@@@dimplificacion del intron 12-exén 14 en otros pates y
sujetos sanos.

2.1.9. Deleccién de los exones 12 a 16

Esta deleccion fue hallada en la familia CV146 phaiente 111, de 33 afios de edad,
fue la primera en estudiarse y refirié dolores aleeza y crisis epilépticas a los 27 afios. En
la imagen de MRI se observaron cuatro lesionesroam@tosas. El anélisis de MLPA
reveld una deleccion de los ultimos cinco exonedificantes (figura 37). EI cDNA no
estuvo disponible para la comprobacion de la deélacc
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Figura 37. Analisis cuantitativo de MLPA de las mezclas dedss (a) P130 y (b) P131. Las columnas negras
representan el paciente CV146 II1 y las column&aggrepresentan un sujeto sano. La deleccidnsdextmes
12 a 16 se muestra como la disminucion del 50%xapexlamente en la intensidad de los fragmento®otsp

al sujeto sano.

Tras el resultado positivo en la paciente, se deadtudiar al padre y al hermano,
debido a que refieren también dolores de cabezamagen por MRI mostré dos lesiones en
el padre y ninguna en el hermano. El estudio mddecarrojo un resultado positivo
solamente en el padre. Por otro lado, la MRI moistrdgenes compatibles con anomalias

del desarrollo venoso en el hermano, pero no emiesbros afectos de CCM.
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2.2. Mutaciones erCCM2

El analisis mediante MLPA y secuenciacion del @&iM2 identificé 7 mutaciones
(figura 38), dos de ellas no descritas previamentta literatura. A continuacion se detallan

las mutaciones mas relevantes.

< 77 kb >

1 2 3 4 5 3 7 B 9 10

Figura 38. Mutaciones localizadas en CCM2. Las lineas rajd&an la regién deleccionada y los asteriscos la
localizacion de las mutaciones.

2.2.1. Mutacién c.30+1G>A

Esta mutacion fue detectada en una nifia de 9 pfesentando una crisis epiléptica
como motivo de ingreso hospitalario. En la MRI izsda se visualizaron multiples lesiones
cavernomatosas. El estudio familiar radiograficcstriblesiones en cuatro miembros mas,

siendo dos de ellos asintomaticos (figura 39).

! 10}
' 07O O

v

1 A2 3 Pl

Figura 39. Pedigri de la familia CV168. En negro se indiaandujetos con RMN positiva.

69



RESULTADOS

Sujeto Clinica RM n? lesiones
-1 No Si 1
111-2 No NR
V-1 No Dudoso 2
V-2 Si Si Multiples
V-3 Si Si Multiples
V-4 No Si

Tabla 11. Resumen de los datos clinicos, radiograficos ¥tems recogidos de la familia CV168. NR: No
realizado.

El estudio molecular detecté una mutacion locabza&m la region de splicing
invariante del primer exon dECM2 ¢.30+1G>A (figura 40), descrita previamente por
Verlaan y colaboradores (Verlaahal. 2004). Sin embargo, en dicho articulo no se réaliz
estudio en cDNA. Las mutaciones en estas regiom&miantes suelen ser patogénicas,
debido a que alteran el splicing provocando ureraadton del marco de lectura debido a la
pérdida del sitio donador de splicing. El analisissilico realizado con HSF y MaxEnt
mostré una pérdida del 28,04% y 85,21%, respectvé®) en las puntuaciones del sitio
donador de splicing, sin arrojar un sitio altewatd criptico de splicing. Por ello, llevamos
a cabo un analisis en cDNA amplificando la regibmprendida entre el exén 1 (cebador
CV21F) y exén 2 (cebador CX2R), observando Unicdeneh transcrito salvaje. Estos

resultados nos sugieren que el cromosoma afedi@amngcribe el mensajero completo.

Exén 1 Intrén 1

GG GC G G

GT G GE GTH
A

|
L __/\ b

Figura 40. Electroferograma del exén 1 de CCM2 de la paci€\té68, en el que se observa la mutacion
G>A en la posicion +1 de la region invariante decspm.
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2.2.2. Mutacién c.222G>A

La mutacion fue detectada en un paciente de 34 @W145), cuya madre fallecio a
causa de un accidente cerebrovascular. Esta mutaeidocalizé en el exon 3 (figura 41),
sin dar lugar a un cambio de amino&cido. En la hbselatos ESP encontramos esta
transicion silente en un sujeto afroamericano,wtanfrecuencia del alelo menor de 0,027%.
Se decidio estudiar el cDNA para valorar la prodircce un splicing criptico. Para ello, se
amplificé la region comprendida entre el exon béor CX1F) y exon 4 (cebador CX4R).
Sin embargo, no se observé ningun splicing aberramostrando ambos alelos en la
secuenciacion. Por tanto, concluimos que estaitianssilente puede considerarse como no

patogénica.

Figura 41. Analisis de la mutacion c.222G>A. S '
muestra el electroferograma del exén 30d&M2,
tanto en ADN como en cDNA.

2.2.3. Mutacién c.713C>A

Se recibidé una muestra de un paciente (CV114uersq habian detectado multiples
cavernomas. Las lesiones fueron localizadas enngethl cerebeloso con sangrado, en
localizacion supratentorial, infratentorial y enduka espinal. Ademas, el paciente refirio

que su madre fallecié debido a una hemorragia caraldlos 33 afios.

Se procedio al estudio molecular de los genes Cd&tectandose en el exdn 6 una
mutacion, ¢.713C>A (figura 42), que produce el cangde una serina por una tirosina en el

residuo 238, p.S238Y. Aunque el cDNA no estuvo aidple para el estudio de splicing
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critico, el analisis bioinformatico sugiri6 que astnutacién podria ser patogénica
(Puntuacion PolyPhen-2: 0,993; puntuacién SIFT30),Por otro lado, el estudio realizado
por Kim y colaboradores (Kiret al.2011) informa de multiples sitios de fosforilaciém la
proteina CCM2, siendo la serina 238 uno de estas.siPor ello, la mutacion p.S238Y
podria afectar a la funcién de CCM2. A falta deieists mas profundos, etiquetamos dicha

mutacion como posiblemente patogénica.

GGG GCCT TACCCC

Figura 42. Analisis de la mutacién c.713C>A. Se muestra
electroferograma correspondiente al exén 6CG{&M2 en el paciente
Cv11ia4.

2.3. Mutaciones erCCM3

El andlisis mediante MLPA y secuenciacion del @&MS3 identific6 4 mutaciones

(figura 43), tres de ellas nuevas. A continuaci®describen las mutaciones mas relevantes.

< 51,6 kb >

ATG

1 2 3 4 5 G 7 38 9

Figura 43. Mutaciones localizadas €dCM3 (NM_007217.3). Los asteriscos indica la localigacde las
mutaciones.

2.3.1. Mutacioén c.211delA

Esta mutacion fue detectada en un paciente (CVA38)ingres6 por un sindrome
vertiginoso con caracteristicas periféricas y sindr constitucional que fue orientado en un
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principio como secundario a metastasis cerebrakesistoria familiar recoge presencia de
neoplasias en varios miembros de su familia y widaote cerebro-vascular en el padre. Es
por ello que se realizé un despistaje tumoral estiau Es en la imagen por MIR donde se
sugieren multiples lesiones cavernomatosas. A ninelecular, el analisis por MLPA
resulté negativo, al igual que la secuenciacié@@d11y CCM2 Sin embargo, en el exén 5
de CCMS se localizé una deleccion de una adenosina emdeipn 211 (figura 44) del
cDNA (NM_007217). La consecuencia de esta mutaegdrl desplazamiento del marco de
lectura introduciendo un codon de parada prematyseovocando la produccion de una

proteina truncada de 88 amino&cidos (p.Ser71Al&8sX1

'-{ L.—_,-\_/"'--fr-_-j'* - = ]A Ll—’}-_ 1"’-_ L:-Ir-_—c—p
G GCGT GG GTT

GC GT GG GTT C

Figura 44. Andlisis de la mutacion c.211delA. Se
muestra el electroferograma del exén 5G{&M3
en el paciente CV139.

2.3.2. Mutacién c.395+1G>C

En este caso se recibié una muestra de un paderd afios (CV127). El andlisis
mediante MLPA vy la secuenciacion de los ge&M1 y CCM2 resulté normal. La
secuenciacion deCM3reveld una mutacion en la region 5” invariantspleing del intrén
6 (figura 45). El analisis bioinformatico realizadon HSF y MaxEnt nos informa de una
pérdida de 30,76% y 110,58%, respectivamente, itleldonador de splicing. A falta de
estudios en cDNA, podriamos sugerir que la conseiaale esta mutacion es el salto del
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exon 6, produciendo una modificacion del marcoettura e introduciendo un codén de

parada prematuro. Esto provocaria la producciénuda proteina truncada de 92

aminoacidos (p.Glu90GlyfsX3).

Exon 6 Intron 6

NN (V=Y

| (A
Iif |
[\_ '/\ | Nfﬂ U ;J) JJ.JJQ

T G C TT TT

€« OO

i IlI“
| ' '}| l\

|

Figura 45. Electroferograma del exén 6 G£M3(NM 007217). El paciente CV127 muestra una amlugde
G>C en la posicion +1 de la region invariante deisg.

2.3.3. Mutacioén c.474+5G>A

Se recibié una muestra de un paciente (CV164nd&tgcado de cavernomatosis sin

antecedentes familiares. La historia familiar recegfaleas y mareos en los dltimos 15

afos, pérdidas de conocimiento con posible atapilépéco y MRI dudosa por parte del

padre. Los otros miembros de la familia permanexsgintomaticos y con MRI negativa

(figura 46).

I O

1 2

' MO O

Figura 46. Pedigri de la familia CV164. Todos los miembroarfun estudiados
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El analisis genético fue realizado, detectandosediante secuenciacion una
mutacion en el intron 7 d@CM3 (c.474+5G>A; figura 47). Tal y como describe Liguet
al (Liquori et al. 2006), esta mutacion afecta al splicing@eM3 provocando el salto del
exén 7 del transcrito completo. Esto conlleva ladifiwacion del marco de lectura con la
introduccién de un codén de parada prematuro (A.33HisfsX10) y produciendo una
proteina truncada de 142 aminoacidos. Esto justiit diagnéstico molecular de la
enfermedad. Por otro lado, el estudio familiar d& enutacion resultdé negativo para los
padres y hermanas. La paternidad del pacienteseguaada desde la consulta de genética
del hospital peticionario. Desde nuestro laboratota realizacion de un andlisis de
microsatélites confirmé dicha paternidad (datosmmastrados). Por ello, nos encontramos

ante una mutacioéde novo

Inron’ Exin 7 b C Exiin & Excin 6

[=1 I

TACT CGT ACCCTG
-cwsa Control B TGETGBTTC GTGCTTGATTGEGTCTGCAG

('\\ Wit

WA

Figura 47. Andlisis de la mutacion c.474+5G>A €CM3 (NM_007217). a) Electroferograma de la
amplificacién en ADN del exdn 7. b) Electroforesisgel de agarosa al 2% de la amplificacion dexosies
4 a 9 del cDNA en el paciente CV164 y en un cordalo. c) Electroferograma de la banda de menaiftam
observada en el paciente CV164, mostrando la eicion del exén 7 en cDNA.

| -
\\r “W\f‘ -

2.3.4. Mutacién ¢.538dupA

Paciente de 49 afos (CV126) afecta de cavernoimatesebral sin antecedentes
familiares que debuta a los 41 afios con crisis @ainiLa paciente presenté en RMN
multiples lesiones intraparenquimatosas en ambaossferios cerebrales de localizacion
preferentemente profunda, de tamafo heterogéneanysefial irregular compatible con
presencia de calcificaciones y restos de hemosaleEn la region adyacente al ventriculo

lateral izquierdo y nucleo caudado se observé egagiio area de sangrado reciente.
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A nivel molecular, la paciente presentd una dagiign de una adenina en la
posicion 538 del cDNA (NM_007217) (figura 48). Estmvoca la modificacién del marco
de lectura que introduce un codon de parada premgtpredice una proteina truncada de
182 aminoécidos (p. 180fs183X).

Control
f

H J\/M\ \I ‘\ /ﬁ\}/)

TTTC GT GATACTCTG CGT TTTT G
CGT TTTT G

Figura 48. Andlisis de la mutacion ¢.538dupA. Se puede olasdavduplicacion de una adenina en la posicién
538 de CCM3 (NM_007217). Arriba, control sano;jabpaciente CV125.

2.4. Estudio de variantes alélicas

El estudio mediante secuenciacion de los tres gefesionados con la cavernomatosis
detectdé ademas varios polimorfismos (tabla 12)e&a punto nos planteamos la posibilidad
de que algunos polimorfismos pudieran tener algoifidencia en el correcto splicing de los
mensajeros. Por ello, comenzamos realizando urdiesen CCM1 de los anteriores

polimorfismos.

76



RESULTADOS

Gen Variante SNP MAF Tipo de mutacién
ccM1 €.989+63C>G rs2027950 0,489 (G) Intrénica
ccM1 c.1980A>G rs11542682 0,063 (G) Transicion
CcCM2 €.205-36A>G rs2304689 0,22 (G) Intrénica
CCM2 c.157G>A rs2107732 0,085 (A) Missense (p.V53l)
CCM2 c.358G>A rs11552377 0,133 (A) Missense (p.V120l)
CCM2 c.905G>A rs2289367 0,214 (A) Transicion
CcCM2 €.1054+12C>T rs190686229 0,002 (T) Intrénica
CCM3 c.268+53C>T rs200180968 0,006 (T) Intrénica

Tabla 12. Polimorfismos encontrados en la poblacion espafibe-: Frecuencia del alelo menor.

En el genrCCM1nos encontramos con dos polimorfismos, localizaemosl intron 7
y en el exdn 14. Para el estudio del primer case9s-63C>G, se llevdé a cabo una
amplificacion en cDNA de los exones 5 a 8. La etdotesis en gel de agarosa reveld 3
bandas. La banda de mayor tamafo e intensidadgspomdié al mensajero salvaje. La
secuenciacion de las bandas de menor tamafio me®kplicings en la que se producen una
eliminacién parcial del exon 5 (132bp menos endre@” del exén 5, 13245) y una
eliminacién de los exones 6 y A{,7), respectivamente (figura 49). Para el splicing
132bpA\5 procedimos a realizar un analisis del sitio aliévo 5 de splicing con HSF y
MaxEnt, dando como resultado una puntuacion de492,6,41. En el caso del exon 5 las

puntuaciones fueron de 92,81 y 9,84, para el déisplicing salvaje.
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Figura 49. a) Andlisis de los exones 5 a 8 en gel de agarosapyesentacion grafica de los splicing
observados. Secuenciacion de los spliting32bm5 (reverse) ¥) A6,7.

Para estudiar el polimorfismo ¢.1980A>G, amplificantos exones 11 a 16. En este
caso, el andlisis en el gel de agarosa mostro amdabintensa, correspondiente al mensajero
salvaje, y otra de menor tamafio e intensidad, icgserceptible. La secuenciacion de esta
segunda banda mostré un splicing entre el exén 18, ¥n el que se eliminaron los exones
12, 13 y 14 A12-14; figura 50) Ademas, pudimos cuantificar eatevo splicing llevando a
cabo un analisis mediante RT-gPCR en controlesss&ioél, determinamos que el splicing

A12-14 se transcribe en un 0,01% respecto a losesxbi2 (figura 50).

d

10 11 12 13 14 15 16
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Figura 50. a) Analisis de los exones 11 a 16 en gel de agarosprgsentacion grafica del splicing observado.
b) Electroferograma de la banda de menor tamafio sponeliente al splicing12-14.c) Determinacion del
nivel de transcripcion del splicingl2-14 relativo a los exones 1-2.

78




RESULTADOS

Las bandas correspondientes a los splicing fuetisergadas tanto en pacientes
como en controles, con todos los genotipos. EreelCf M1, algunos de estos splicing han
sido observados previamente en un trabajo presemad Kehrer-Sawatzki et al (Kehrer-
Sawatzkiet al. 2002), tanto en linfocitos de sangre periféricancoen fibroblastos de
sujetos sanos. Nosotros, al igual que otros aytafeservamos splicings en los que se
producen saltos de exones completos (uno o varisplicings en los que hay un uso de un
sitio alternativo de splicing dentro de un exénn§lderando un mismo marco de lectura
inicial, los tres splicings observados modificarthdi marco de lectura provocando la
introduccién de un coddén de parada prematuro. Rmrson considerados en un principio
como transcritos aberrantes. Decidimos amplifias tegiones comprendida entre los
exones 1 a 8 y exones 5 a 12 (figura 51). El deabs gel de agarosa y posterior
secuenciacion de las bandas mostré que los splldAgA\5 y A6,7 estaban presentes en la
amplificacion de los exones 5-12, pero no en laseg 1 a 8. Esto nos sugirié la posibilidad

de la existencia de diferentes origenes de trgigxdin en el gelcCM1

MW  Exon 5-12 Exén 1-8
R i
-
o b WT
- - ificidad
e Inespecificida
J——— |=» 132bpAS =» |nespecificidad
76,7
W = nespecificidad ~ Figura 51. Andlisis en gel de agarosa de la
amplificacion de los exones 5 a 12, izquierda, y
. 1 a 8, derecha.
st

i
i
|
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3. Diversidad transcripcional en el gerCCM1

Como hemos comentado en el apartado anteriorplaogeamos la posibilidad de
inicios de transcripcion (TSS) alternativos. Paaléterminacion de estos TSS, la técnica
elegida por su facil aplicabilidad en nuestro lalbatio fue la determinacién rapida de
terminaciones del cDNA (RACE; apartado 5.2 de Makgr métodos). Se utilizaron para
ello, cuatro muestras: dos controles sanos, la iéetular Jurkat T y linfocitos en su mayoria
B de un paciente con LLC. En todos los casos fatrahscripcion se realizé con el cebador
especifico KX12R (GSP1), localizado en el exon a€GM1L

3.1. Region 5™ no codificante

La region 5" no codificante (5"UTR) ha sido estddigor varios autores (Eeradh

al. 2001; Sahoat al. 2001; Zhanget al. 2000). En esta Tesis, hemos querido estudiar esta
region en primer lugar con la finalidad de aseguaareplicabilidad y precisiéon de la
metodologia utilizada. Para ello, la primera angaddion fue realizada con el cebador
KX8R (GSP2). Tras la dilucion 1:10 del producto &frgado, se realizaron dos PCR
secundarias, con los cebadores (GSP3) localizadosl @xon 2 (KXBR) y exén 2 no
codificante (KXYR). Las secuencias en la que seendisla adicion de la cola de poliA
fueron analizadas y alineadas con las herrami@ita§ y BLAST, anotando la posicion
anterior a la adicion de la cola de poliA (tabla).1Bn la figura 52 se muestra una
representacion de los inicios detectados. Ademdassdeiferentes TSS, y al igual que otros
autores, observamos una compleja distribucion teirgp en esta region, donde al menos

ocho variantes de splicing fueron detectadas.
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NC3
NC1 NC2

Iglighyl | G
. Posicion de TSS en el
I l . l . . ,‘ T cromosoma 7. Regién CCM1
—{H EGE GRCg37/hg19

91875414, 91875245,

L 1) | G 91875227, 91875218,
91875217, 91875196, Exon NC1
(M | 1] s 91875172, 91875121,

91875120, 91875041

E E I — 91874487 Exon NC2
: L2 | == Tabla 13. Posiciones de sitios de inicio de la transcripcion
1M1 observados.

{112 | JECH

Figura 52. Representacién grafica de los sitios de inicidreascripcion detectados mediante 5’"RACE en la
region 5 no codificante.

Tras la observacion de estas variantes de splggrdjsefiaron cebadores especificos
para su cuantificacion relativa (tabla 5, apart&d®, Material y métodos). Ademas, se
aislaron los fragmentos correspondientes a cadargplcomprobando su pureza mediante
secuenciacion y determinando el grado de amplificacruzada mediante RT-gPCR (tabla
14). De esta manera, aseguramos la especificidazhabe reaccion. En todos los casos, el
nivel de expresion fue relativizado frente a laresmn de los exones 1-2, cogiendo el gen

HPRT1como gen de referencia para la normalizacion.

Cebadores S1

Fragmentos
Spll NR NR NR NR NR NR NR NR

Spl2 0,00% 100,00% 0,02% 2,04% 0,00% 0,07% 0,00% 0,18%
Spl3 NR NR NR NR NR NR NR NR
Spla 0,00%  20,69%  0,00% 100,00% 0,02% 1,11% 0,01% 0,00%
Spl5 0,00% 0,59% 0,05% 7,08% 100,00% 54,48%  0,00% 0,00%
Splé NR NR NR NR NR NR NR NR
Spl7 0,00% 0,04% 0,00% 1,03% 0,27% 0,16% 100,00%  0,00%
Spl8 0,00% 0,01% 0,00% 0,06% 0,01% 0,00% 0,00%  100,00%

Tabla 14.Pruebas de amplificacion cruzada de los cebadisetos. NR: No realizado.
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El analisis de RT-gPCR incluy6 un total de 7 cdesanos vy la linea celular Jurkat
T (dos cultivos independientes). Los resultadostrammn una expresion variable de las
variantes de splicing, tanto en controles sanosocem Jurkat T (figura 53). En ambos
casos, los niveles de transcripcion de las ochamnas 5" UTR de splicing estudiadas suman
el 54,9% relativo al nivel de los exones 1-2. D& Variantes estudiadas, observamos que
Spl4 es la variante mayoritaria (46,18%) en sujstoss, mientras que en el caso de Jurkat,
la expresion parece estar repartida entre lasntagaSpl4 (26,73%) y Spl8 (24,93%). El
resto de isoformas son transcritas en menor meditdege 60 y 350 veces para Spl2, Spl5,

Spl6 y Spl7, y mas de 1000 veces para Spll y Spl3.

Nivel de transcripcion de las variantes 5°UTR de splicing

a - b 0.0% 01% 10% 10,0% 100,0%
O 3 {1 1 1 H 2 | spll ‘ﬁ 005%?'1% o
d PBMC
—== Ot 2 ] s '— e oot
o0— 1 TH: | 0 —
0— 1 Spl4 I— zs,|7<£6'2%
I 1 H 2 | spls ;_'05%67%
0 [t H 2 ] ss v
N, EHLI spl7 H 0,6%
O [ 1 1 P ——————— 1,5

Figura 53. Cuantificacion relativa de las variantes 5"UTR gj#icing. a) Representacion grafica de las
variantes de splicing Spll a Spl8. Las lineas e&lds discontinuas muestran los diversos sitiospleing en
esta regionb) Nivel de transcripcion de cada variante de splicilativo a los exones 1-2. Las barras de color
gris representan PBMC de controles sanos y laadaggras a células Jurkat T.

3.2. Region codificante

Una vez estudiada la region no codificanteQ&M1, proseguimos con la region
codificante. Para ello, aplicamos la misma metogialaescrita en el apartado anterior. En
este caso, el cebador GSP2 se localiz6 en el é&doebador K12R) y el cebador GSP3 en
los exones 14 (cebador KX10R), 12 (cebador KX8Rrebador K4ASR), 5 (cebador KX1R)
y 3 (cebador KXCR). El analisis en gel de agarokaposterior secuenciacion de las bandas
reveld distintos TSS en esta regién codificantguffr 54 y tabla 15). Para comprobar si
estos TSS son activos, analizamos el nivel de drggtsdn de una region codificante
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interna, en concreto los exones 11-12. Esta regidstr6 un mayor nivel de transcripcion

comparado con los exones 1-2, siendo mas de toes & PBMC y mas de seis veces en

células Jurkat T (figura 55).
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Figura 54. Representacion grafica de los sitios de inicidreascripcion detectados mediante 5’"RACE en la
region codificante d€CML Los cuadros grises y amarillos representan exnoendificantes y codificantes,
respectivamente. Los cuadros verdes representansiggones detectados.

Posicion de TSS en el

cromosoma 7. Region CCM1

GRCg37/hg19
91870340, 91870339 Exon 2
91867242 Intron 2
91865877, 91865827 Exon 4
91864767 Exon 5
91863793 Exon 7
91852233 Exon 10
91844045 Exon 12

Tabla 15. Posiciones de sitios de inicio de la
transcripcion observados en la region
codificante deCCM1
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Figura 55. Razon del nivel de transcripcion de la
region codificante interna (exones 11-12) relativo
a la los primeros exones codificantes de CCM1
(exones 1-2).
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Con el andlisis 5’RACE no soélo detectamos sities imicio de transcripcidon
alternativos, sino también nuevos exones. Estogasuexones se localizaron en los intrones
2 y 7, denominados como exon 2a (110 nucledtidasicn en el cromosoma 7:
91870172-91870063) y exon 7a (101 nucledtidos;cpisien el cromosoma 7: 91862256-
91862356). Ademas, detectamos un alargamientoxdel &3 debido a la eleccion de un
sitio 3" de splicing diferente. A este exén alamém hemos denominado como exén 13L y
expande en 102 bases el exén 13 (figura 56). Remprobar la veracidad de estos nuevos
exones analizamos las regiones de splicing mediasteerramientas HSF y MaxEnt (tabla

16), observando sitios de splicing consenso AG/GT.

Exén 2a

TAAAAATATACACATATTAAACCAATTTCTTTTTATGITCCTTTACATTTAACAAACTTG
CAAAAAAACTCAAGTGTTTTTTAAGGTACACCCAAGCCCCTTCAAGATGTAACTTGACAA
ATTTTTTAAAAGT TGAGAAGTATTTAAAGAATTCACAATGTI TGATGT GAAGTGTAGITCC
CTAGGTAAGTATCTTTTAACTACTATTCCTATTTCTTTACTTAATGACAGAGGAAACTAT

Exoén 7a

ATGCTCTTATATTTCTTATTACATGGAATTTTTGTATTAAGAGT TACTCTAATTGICTTT
AACTGAGT TAATAGT TGTTTCTTTAGATTACCAGAAAATACT GGCGGCAAAAACAATACT
AAAAGAAAT CACAT GCAGCCGGGTGCAGTGGCTCACACCTGTAATCCCAGCACTTTGGGA
GGCCAAGGT GGGCGGATCACGAGGT CAGGAGGT TGAGACCAT CCTGGCTAACACCATGAA

Exén 13L/13

TTAGAGITCTCTGATATTTTACAGCAAAATATTTTTCAGGT TAAAAATTACGTTACTGAA
AGCCATTTGTAACAGAATGATTACTATACTTTAGCTACTAAAGATGATTTATTTAAAGGA
TGTTGGCATGT GT GCTTACAGT GAAGAAAATCTAAAATCCATCGTACCTGT TACCAAACT
GAAAAGT AAGGCACCTCACTGGACAAATCGCATACTTCATGAATACAAGGTAAGCTGTTT

Figura 56. Nuevos exones localizados en. En negrita y rekaka amarillo se representan las secuencias de
los nuevos exones 2a y 7a. En el caso del exén diBlamarillo se representa la secuencia alargadmy,
resalte y negrita, la secuencia correspondierggdi 13.

Sitio 3° de splicing Sitio 5° de splicing
Secuencia HSF MaxEnt Secuencia HSF MaxEnt
2a aaaaaactcaagTG 66.86 2,37 TAGgtaagt 98.02 9,66
7a ttgtttctttagAT 84.42 3,93 AAGgtgggc 87.37 7,93
13L aatatttttcagGT 87.17 5,34 AAGgtaagc 96.87 10,22
13 gtgtgcttacagTG 85,12 5,05 AAGgtaagc 96.87 10,22

Tabla 16. Andlisis de los sitios de splicing de los nuevesnes.
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La amplificacion mediante PCR convencional, wdiido cebadores especificos
localizados en los nuevos exones, resultd pos#ivaontroles y en pacientes (figura 47).
Debido a que se observé una intensidad de sefiablgrse decidié analizar el nivel de
transcripcion mediante RT-gPCR. Una vez mas, coampas dicho nivel con el de los
exones 1-2 (figura 58). Con esta técnica pudimasrehénar que en controles sanos y en
células Jurkat el nivel de transcripcion fue dé%y 0,3%; 0,6% y 1,2%; 20,0% y 35,4%,
para los exones 2a, 7a y 13L, respectivamente. d&or lado, el analisis gendémico
comparativo de los exones 2a y 7a mostré una paEén selectiva en primates (figura
59).

o G\,{{b d@q Cﬁ\&’ﬁ o & \}9 3\)&\;&* o Q@ cPQ’ ‘g&(’
462bp = — —_— Ex 2a/5
167bp — . Ex 7/7a
219bp — Ex 13L/14

Figura 57. Amplificacion mediante PCR convencional de losre®2a, 7a y 13L en pacientes y controles.

NTC: No template control
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Razén del nivel de transcripcion frente
alos exones 1-2
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i

exon 2a
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1

exon 7a

exon 13L

Figura 58. Razon del nivel de transcripcion (en porcentajesips nuevos exones 2a, 7a 'y 13L relativo a los

exones 1-2 dECM1L
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Figura 59. Estado de conservacidon de los nuevos exones 2§, I3.. Imagen tomada del explorador
gendmico UCSCHhitp://genome.ucsc.edu/Las secuencias fueron alineadas mediante BLADmparadas
con varias especies vertebrados (Vertebrate MAlignment & Conservation; 100 Species). Por ordescia
abajo, especies mas separadas a nivel evolutivojusstra el alineamiento con las secuencias depetniog
(Pan troglodytes), gorila (Gorilla gorilla gorillaprangutdan (Pongo pygmaeus abelii), Rhesus (Macaca
mulatta), raton, rata, conejo, cerdo (Sus scr@d;o (Canis lupus familiaris), elefante (Loxodoafecana),
pollo (Gallus gallus), rana (x. tropicalis), pebra (Danio rerio) y lamprea (Petromyzon marinus).eEexon

13L podemos apreciar que la region mas consenadaesponde al exdon 13 (en naranja).

La amplificacion realizada en PBMC de controlesosaste distintos exones hacia el
exén 13L, mostréo una mayor intensidad de bandaetme agarosa desde el exén 5 que

desde el exdn 1 (figura 60). Dicha intensidad pareantenerse en el exén 7 y 11.
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Figura 60. Amplificacién del exdn 13 hacia distintas regiobésleCCM1 MW: Marcador de peso molecular
de 100pb. Podemos observar de manera semi-cu@mtitaha menor concentracion del fragmento
correspondiente al exon 1-13L. El fragmento exo6lm2les utilizado para valorar la eficiencia de la
amplificacion en cuanto al tamafio amplificado.

3. Efecto del fenilbutirato en la transcripcion deCCM1

El objetivo de este apartado fue valorar la regatade la transcripcion déCM1
por inhibidores de la histona deacetilasa (IHDARAra ello, cultivamos células Jurkat T
con acido valproico (VPA) o 4-fenilbutirato de sod#-PB). El andlisis mediante RT-gPCR
mostré un aumento de casi el 60% en el nivel deetigcion deCCM1 en presencia de 4-
PB, tanto en la regién codificante inicial (exode®) como en la region mas interna (exones
11-12). En presencia de VPA se observé un disaatoento del 10%. En cuanto a los
nuevos exones, el exdn 2a mostré el mismo patr@xplieesion, con un aumento del 29% y
83% para VPA y 4-PB. Sin embargo, el exén 7a y dRistraron un descenso en torno al

25% en presencia de ambos inhibidores (figura 61).

Enfocamos nuestro estudio en la regiéon 5" no aalife, donde las variantes estudiadas
(Spl1-Spl8) se diferencian en la forma en que sgadtmman y los TSS estan concentrados en
la misma region. De igual manera, valoramos laleegan por VPA y 4-PB mediante RT-
gPCR para las 8 variantes de splicing. Sorprendenite, encontramos una regulacion
diferencial de las distintas variantes. Por un |&@estimulacion con VPA no ejercio ningun

efecto en la mayoria de las variantes, exceptopdh Spl6 y Spl7, donde se observl una
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disminucién en los niveles de transcripcion. Sirbargo, en presencia de 4-PB, los niveles
de transcripcion aumentaron un 79%, 43% y 113% [swavariantes Spll, Spl3 y Spl8.
Otras variantes como Spl2 y Spl4 permanecierorcambios y las restantes mostraron una

disminucién transcripcional (figura 62).
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Figura 61. Regulacion diferencial de los niveles de transidip en presencia de 4-PB en distintas regiones de
CCML1 en células Jurkat T (n=3). Diagrama de barras el@®&representa la media (+ error estandar de la
media).
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Figura 62. Regulacion diferencial en presencia de 4-PB dailees de transcripcién en distintas regiones de
CCM1, en células Jurkat T (n=3). Diagrama de barraslel@® representa la media + error estandar de la
media.
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3.4. Influencia de la region 5" no codificante eraltranscripcion deCCM1

Para dar una mayor evidencia a la presencia d=ediles sitios de inicio de
transcripcion realizamos un experimento con PBMCdds pacientes CV171 y CV172,
portadores de una deleccion de la region 5’ UTRC@#11 (apartado 2.1.1 de Resultados).
Previamente, pudimos observar como el nivel destr@ocion relativo a los exones 1-2
estaba disminuido en 75% y 48% para CV171 y CV1igRra 26). Extendimos el estudio a
los exones 11-12 y a los nuevos exones. Se obseavdisminucion similar en los exones
11-12 y exén 7a. Sin embargo, el nivel de transippermanecio sin alterarse en el exén

2a y aumentd en hasta un 85% para el exon 13Lr&igB).

2,0

mCV1l71 T
acvilvz2

1,0 -

o IHI 1 1

Ex1-2 Ex11-12 Exon 2a Exon 7a Exon 13L

Razdn del nivel de transcripcion de
CCM1 frente a controles sanos.

Figura 63. Efecto del nivel de transcripcion de los paciergesadores de la deleccion 5"UTR de CCM1
frente a controles sanos (n=7).

3.5. Posibles nuevas isoformas de la proteina Kritl

Con objeto de estudiar las consecuencias traskie®rde los splicing y nuevos
exones detectado, se realiz6 un andlisis medirastern blat Previamente habia sido
descrita la presencia de una banda principal el&8kediantéWestern blotusando un
anticuerpo dirigido frente a la region C-terminal idritl. Sin embargo, nosotros pudimos

observar que tanto las células Jurkat T como PBiesan una banda intensa a 27 kDa
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(figura 64a) que no habia sido descrita previameDteas bandas de menor intensidad
fueron la banda de 85 kDa, correspondiente al @plido completo de 736 aminoacidos y
las bandas correspondientes a 36 y 64 kDa, quégmodliacionarse con el producto de los
transcritos que incluyen el exén 7a y los que @lamilos exones 12 a 14. El resto de bandas

observadas no pudo relacionarse con otros trascrito

El estudio densitométrico en Jurkat revelé quedada de 36 kDa parece tener un
nivel de expresion del 1,1% relativo a la band2d&Da (figura 64b). Previamente hemos
mostrado que el exdn 7a tiene un nivel de transidrpdel 1,2%.
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Figura 64. Expresion de la proteina Kritl en PBMC y céluladak T. Andlisis medianté&/estern bloton un
anticuerpo dirigido frente a la region N-terminal idrit1. a) Tanto PBMC como las células Jurkat Testtan
una banda principal de 27 kDa. Otras bandas samalizadas con una menor intensidad. b) Cuantificaci
relativa de la banda de 36 kDa respecto de la dé&2a7

Con la finalidad de valorar si la banda de 27kDaesponde a la proteina Kritl, se
decidi6 evaluar la regulacion de la expresion p&B4 Previamente hemos mostrado que el
nivel de transcripcion d€ECM1 aumenta casi un 60%, relativo a los exones 1-tadCse
observa en la figura 65, la estimulacién de céldlakat T en presencia de 4-PB evidencio
un aumento de un 50% de la expresion de la ban8@ BBa tras el estudio densitométrico.
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Figura 65. Regulacion positiva de Kritl
por 4-PB en células Jurkat T (n=3). a)
Andlisis de Western blot mostrando la
banda de 27kDa correspondiente a Kritl vy,
tras la realizacion de un streaping, 40kDa
correspondiente a GAPDH. b)
Cuantificacion relativa frente a la proteina
GADPH, en la que se observa un aumento
de un 50% en la expresion de Kritl.

91



92

Discusion



DIScUSION

Esta tesis viene a recoger por un lado los resdtat®l diagndstico genético de
Cavernomatosis Cerebral durante mas de 15 afioSaieicio de Biologia Molecular del
Hospital Universitario Virgen Macarena. Duranteossafios, se han descubierto tres genes
relacionados con la Cavernomato€i€M1, CCM2y CCM3) (Dubovskyet al. 1995; Gunel
et al. 1996; Johnsowet al. 1995), incluyendo nuevos exones@@M1 no detectados en un
primer momento (Eerolat al. 2001; Saho@t al.2001; Zhanget al. 2000). Pronto se hablo
de un cuarto gen CCM (Liquoeit al.2006; Craiget al. 1998) debido a que no se detectaban
mutaciones en muchos pacientes, aunque hasta hta feo ha sido desvelado. La
introduccién de técnicas como el MLPA ha permititimgnosticar a pacientes portadores de
delecciones, que no eran detectadas mediante séacién. Ademas, hay que destacar el
gran avance que ha supuesto la mejora de la seacémctipo Sanger y su analisis

mediante instrumentos de electroforesis capilar.

Por otro lado y como segundo objeto de esta Téssos intentado abarcar el
estudio del cDNA, no solo centrandonos en el estudncional de mutaciones de
significado incierto sino a un nivel mas basicoh&tho de encontrar splicing aberrantes en
CCM1 (Kehrer-Sawatzket al. 2002) en sujetos sanos no asociados a mutaciams,en
linfocitos como en fibroblastos, es algo que noddraado mucho la atencién por no tener
una justificacion clara. En este camino, hemos minado una poblacion bastante diversa de
transcritos deCCM1, con una gran variabilidad de splicings alterragien la region 5° no
codificante y con numerosos sitios de inicio dengcaipcion a lo largo de todo el gen.
Ademas de esto, hemos localizado nuevos exoneanténte, hemos enfocado las posibles
consecuencias de los splicings y nuevos exonesvatokes hacia el estudio protedémico de
Kritl. En este udltimo punto hemos encontrando usaforma no esperada producto
principalmente de la protedlisis del polipéptiddaegitud completa.

1. Prevalencia de mutaciones en los genes CCM

El estudio de la prevalencia ha sido realizadoioaahdo los trabajos recogidos en

anteriores tesis cometidas el Servicio de Biologia Molecular (Costa AFP200rtiz L,
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2006). En esta Tesis describimos la prevalenciandéaciones en poblacion espafiola
realizada en 97 casos familiares y 45 casos edposadjue comprenden un total de 264
sujetos. Hemos identificado 32 mutaciones pato@érea los genes CCM, siendo 13 de
ellas no descritas en la literatura previamenteciamto al tipo de mutaciones localizadas se
incluyen las de tipo nonsense, frameshift, mutasoque afectan a la regién de splicing,
missense y delecciones superiores a un exon. Deforteresante, el estudio en cDNA de
una de las mutaciones missense ha revelado el esandsitio criptico de splicing

provocando una modificacion del marco de lectura.

En este estudio hemos encontrado una prevalencrautieiones del 38% en formas
familiares y del 9% en casos esporadicos. Estassdain menores comparados con otras
poblaciones estudiadas. En 2006, el grupo frandésmd de una prevalencia del 78% en
poblacion francesa (Deniat al. 2006), detectando en un 94% de los casos indmes c
algun familiar afecto frente a un 57% sin famikdecto y muiltiples lesiones. Sin embargo,
el siguiente estudio realizado entre los afios 302610 detectaron s6lo un 44% (Riatt
al. 2013b), cifra mas cercana a nuestra cohorte.dastdio puede deberse a la inclusiéon de
pacientes con historia de hemorragia cerebral idédogta desconocida. Por otro lado, en
cuanto a la distribucién de mutaciones en los g&t&gl encontramos resultados similares.
En nuestro caso las mutaciones en los g&@sll, CCM2y CCM3 representan el 59%,
31% y 10%, respectivamente, de las mutaciones éadas en los casos indices (n=39).
Como hemos comentado anteriormente, de las 32 onésc encontradas en poblacién
espafola, 13 de ellas han sido nuevas. Es impertasaltar que cerca de 200 mutaciones
diferentes han sido descritas en pacientes CCMuwpibajo grado de recurrencia. No
obstante, dos excepciones son la transicion c.1363én el genCCM1, altamente
prevalente en poblacion Hispano-Americana (Sattaa. 1999) pero no espafiola (Lucets
al. 2000), y la deleccion de 14pb €&M2 prevalente en poblacién de ascendencia ibérica
(Ortiz et al.2007).

La introduccién de la técnica MLPA ha permitidodieteccion de casos en los que
hay delecciones superiores a un exén. Hasta abdrarsdetectado cerca de 40 delecciones
en los genes CCM (Bergametti al. 2005; Denietet al.2004; Gaetzneet al. 2007; Liquori
et al. 2007; Riantet al. 2013b; Stahkt al. 2008). En este estudio hemos detectado cuatro

delecciones, dos edCM1y dos enCCM2 Estas fueron definidas relativas a las posiciones
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de las sondas de ADN-MLPA. La deleccion de los esoh” no codificantes deCM1
(pacientes CV171, 172, 175 y 178, pertenecientasr@asma familia) implica la pérdida de
los sitios de inicio de transcripcion en esta regigor lo que se esperaria la ausencia del
transcrito de longitud completa. Asi ha quedadoa#rado con la cuantificacion relativa
del nivel de transcripcion de los exones 1-2 y esohl-12 deCCM1, observandose una
disminucién 48-75% en los pacientes CV171 y CV1iéhte a controles sanos. Sin
embargo, la paciente CV178 no ha desarrollado rlesichasta la fecha, poniendo de
manifiesto una penetrancia incompleta. La delecaiénlos exones 12-16 de CCM1
deberiamos esperar la ausencia de transcrito ctomgie igual manera que observan Riant
et al (Riantet al. 2013b) con la deleccién de los exones 15-16, aumguse ha podido
realizar un estudio confirmatorio en cDNA. En cwamti genCCM2, se detectd una
deleccion completa del gen uno de los pacientesaydeleccion del exon 1y region 5’"UTR
en otro paciente. Este Ultimo caso implica la gixdanto del inicio de transcripcion como
del coddn de inicio de la traduccion, presente leprimer exén deCCM2, por lo que se
esperaria la ausencia del transcrito completo.e@ibargo, hay descrito un primer exon
alternativo enCCM2 (NM_001029835.2), no incluido dentro del kit dendas de MLPA,
que incluye un coddn de inicio alternativo prodadie una proteina mas larga (465 aa). La
familia CV128 (figura 66), portadora de esta del@tcparece tener una penetrancia clinica
y radiologica incompleta. Por ello, pensamos qte @$mer exon alternativo puede no estar
deleccionado. Este exdn es transcrito tanto endittfs como en células Jurkat T (datos no
mostrados), pero no hay estudios sobre célulastei@es ni a nivel transcripdmico ni

protedmico.
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6(5(5

Figura 66. Pedigri de la familia CV128, portadora de la midta& UTR-exon1ld€lCM2 La flecha indica el
caso indice. Los asteriscos indican los sujetdeseque fueron positivos para la deleccion.

12 13 14 15

Por lo general, las mutaciones &CM1 parecen conducir a la produccion de
proteinas truncadas a través de distintos mecasjsmzuyendo mutaciones missense que
activan sitios cripticos de splicing (Cave-Riabtal. 2002; D'Angelcet al.2012; Verlaaret
al. 2002). En este sentido, hemos podido analizarval e cDNA muestras de dos
pacientes portadores e@CM1 de las mutaciones missense p.D281G y p.S592T. La
mutacion p.D281G genera un nuevo sitio donador pdieirsg que produce un splicing
criptico. Es interesante denotar como el cromosafeato elige un sitio de splicing no
convencional (GC en lugar de GT). El analisis Hmimatico indica, de hecho, un aumento
en la puntuacion HSF del sitio criptico (72\&166,21 WT). El resultado de esta eleccion es
la modificacion del marco de lectura, provocand@raduccion de una proteina truncada
(p.Asp281GlyfsX5). Por otro lado, la mutacion p.8b%ha mostrado ambos alelos en el
analisis de cDNA y no observandose splicing criptix nivel de proteina, la serina 592 se
localiza en el dominio F2 FERM de Kritl y estd camada entre diferentes especies. El
analisis bioinformético predice que esta mutaciddria ser posiblemente dafiina segun
Polyphen-2 (puntuacion: 0,709) pero tolerada p&TSpuntuacion: 0,08). Es por ello que

no podemos asegurar ni descartar su patogenicaadio necesarios estudios adicionales.

El andlisis deCCM2 en nuestra cohorte ha revelado solo dos nueveaacrones. El
estudio en cDNA del paciente indice CV145, portatiota transicion silente ¢.222G>A, ha
mostrado tanto el alelo mutante como el salvaje plmservandose splicing criptico alguno
asociado a la mutacion. Por ello, esta transic&eda considerarse en principio como una

96



DIScUSION

variante sin significado patogénico. En la muta@di13C>A (p.S238Y) no pudo llevarse a
cabo un estudio en cDNA. No obstante el analisinfirmético parece indicar que esta
mutacion podria ser patogénica, ya que puntuaciBodgphen-2 y SIFT fueron 0,993 y
0,03. Ademas, la serina 238 parece ser fosforilda et al. 2011), por lo que la mutacion
podria afectar a alguna funcibn de CCM2 no deseelsakta ahora. Por otro lado, la
mutacion ¢.30+1G>A, aunque previamente fue des(vitalaanet al. 2004) no se realizo
estudio en cDNA. Las mutaciones en regiones inntegade splicing son patogénicas
practicamente siempre, provocando la deleccidonedéh afecto. En este caso, al estar
afectado el primer exén de&CM2, lo esperable es la deleccion de este exdn candencia
del transcrito completo. Al igual que en el casoladamilia CV128, se observa una
penetrancia clinica y radiologica variable. Estofulrza a pensar que el otro primer exén
alternativo puede ser transcrito. Por ello, debevissiderarse el estudio de este exdn, tanto

mediante MLPA como por secuenciacion.

El analisis deCCM3 ha mostrado un bajo nimero de mutaciones detextadi
cuatro, siendo tres de ellas no descritas previgenem la literatura. Cabe resaltar que la
mutacion c.474+5G>A ha sido detectad@ novoen el paciente CV164, al igual que
describe Liquori et al (Liquoret al. 2006). Hasta la fecha se han descrito 8 mutacidees
novo en los genes CCM, 2 €bCM1 (25%) (Lucaset al. 2001; Stahlet al. 2008) y 6 en
CCM3 (75%) (Bergamettet al. 2005; Liquoriet al. 2006; Riantet al. 2013a). Ninguna de
ellas ha sido recurrente, por lo que podriamosagrsess un punto caliente del genoma mas

que en una simple casualidad.

En cuanto a los polimorfismos encontrados en el @EMY, la transicion silente
€.1980A>G (rs11542682) fue detectada en estadadoggeto en un 12% en nuestra
cohorte, ligeramente inferior a lo informado prevemte (Cave-Rianet al. 2002). Sin
embargo, en poblacién europea hay descrito un 13,5%
(http://browser.1000genomes.org/index.html; acc@do abril 2014). La frecuencia del
polimorfismo intronico ¢.989+63C>G (rs2027950) &imilar a otras poblaciones. En el gen
CCM2 la frecuencia de los polimorfismos c¢.157G>A (&2232), c¢.205-36A>G
(rs2304689), ¢.358G>A (rs11552377), c.915G>A (r€&5F) vy ¢.1054+12C>T
(rs190686229) fue similar a otras poblaciones ya aelcogida en la base de datos del

proyecto de los 1000 genomas (http://browser.100@ges.org/index.html; acceso 24 abril
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2014). Algunos de estos polimorfismos se han adoc@n un aumento en el riesgo de
sufrir CCM y una predisposicibn a una mayor ocwi@nde una sintomatologia
“potencialmente discapacitante” mas que a un “pesibsgo para la salud” (D'Angeét al.
2012).

Respecto a los sintomas clinicos en nuestra coldertpacientes, ademas de las
caracteristicas clasicas de la enfermedad, losipéles hallazgos fueron la coincidencia de
cavernomas con sindromes de Chiari y Noonan y cenmenarquia tardia. Es importante
puntualizar que estos hallazgos son casuales gplicen una asociacién patogénica entre
los cavernomas y los sindromes anteriormente ataBor otro lado, hemos estudiado
cuatro familias no relacionadas con imagenes ragiichs de anormalidades del desarrollo
venoso (ADVs) y CCMs. La coincidencia de CCMs y ADNO es rara, de hecho se han
observado en torno a un 25% de los casos (Zlearad. 2013). Aunque sigue existiendo
controversia, varios estudios soportan la hipétgess las ADVs pueden ser consideradas
como un factor fisiopatoldgico inicial en el des#lor de cavernomas (Wurrat al. 2005;
Ciricillo et al. 1994; Awadet al. 1993; Rigamontet al. 1990). Igual de controvertido es la
sugerencia que la presencia de CCM y ADV tienewsamas agresivo que la presencia
tnica de CCM (Zhanet al. 2013; Ciricillo et al. 1994; Awadet al. 1993). En ninguno de
nuestros casos hemos detectado mutacion patogénickbos genes CCM. De forma
interesante, el sujeto CV146 112 tenia una imagelioidégica de ADV pero no era portador
de la deleccién gendmica &€CM1 (ex12-16deCCMI), presente en el padre y hermana. Y
de forma inversa, estos dos pacientes no teniageimde ADV en MRI. Es por ello que

nuestros hallazgos soportan un mecanismo patogseparado para ADV y CCM.

Dada la falta de datos clinicos no ha sido posisdizar una correlacion genotipo-
fenotipo. Hasta la fecha, sélo se ha realizadoaameelacion genotipo-fenotipo (Deniet
al. 2006). Es interesante resaltar que una misma maotpaede influir de forma distinta en
el desarrollo de lesiones, véase que en los pasiamd relacionados CV133 y CV163,
portadores de la mutacion e@CM1 p.S301X, han desarrollado 2 y >50 lesiones,
respectivamente. De igual manera observamos qué&odele una misma familia la
presentacion de la enfermedad es distinta. Porpéjenen la familia CV146, la hija

(probando 1I-1) presenta 4 lesiones en MRI, cregigépticas y dolores de cabeza mientras
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qgue el padre (probando I-1) presenta 2 lesionesigammente dolores de cabeza (tabla 7,
seccion 1 Resultados).

Tras el andlisis de los tres genes CCM, la mutam§ponsable de la enfermedad
sigue sin ser detectada en el 62% de las formasideas. Varias explicaciones han sido
propuestas para este aparente bajo nivel de d&tedgila existencia de mosaicismo o
delecciones gendmicas no detectadas mediante losloséusados (Bergamedti al. 2005);

i) la existencia de un posible cuarto locus CCvtaedeCCMS3 (Liquori et al. 2006); v iii)
mutaciones intronicas profundas que puedan acsitias cripticos de splicing (Pagani &
Baralle 2004). Esto ultimo ha sido recientemensed® por Riant et al (Riargt al.2013c)
en el gerCCML1

Eventos de splicing aberrantes han sido descritcsugetos sanos en el getM1
(Kehrer-Sawatzkiet al. 2002), tanto en linfocitos como en fibroblastoambién en otros
genes se ha observado la produccion de splicingsraadtes, como en el geNF1l
relacionado con la Neurofibromatosis tipo 1 (Wimreeal.2000) y el getATM relacionado
con la Ataxia-Telagiectasia (Teraokaal. 1999). En nuestro caso, el estudio del cDNA de
CCM1 mostr6 splicings aberrantes, tanto en pacienta®aen controles. En este gen dos
polimorfismos fueron detectados, rs2027950 locdbtizen el intron 7 y rs11542682 situado
en el exén 14. En un primer momento nos planteanestas variantes podrian tener alguna
influencia sobre la produccion de splicing aberantElegimos para ello pacientes y
controles con los tres genotipos posibles. No obstgpudimos observar dichos splicings en
todos los casos. La claridad con la que se obseesams resultados nos sugieren la
posibilidad de que estos splicing deriven de tnatosc truncados, no funcionales o en
proceso de degradacion. La valoracion de la degiadale transcritos puede realizarse
mediante estudios funcionales afiadiendo inhibiddee$a sintesis proteica tales como la
cicloheximida o puromicina (Vreeswijk & van der KI2012). Dado que los splicing fueron
observados en cultivos sin la presencia de esthiidores, nos quedamos con la
posibilidad de produccion de transcritos truncadius. ello, planteamos amplificaciones en
ambos sentidos para los splicing 1386y A6,7. La amplificacion tanto de los exones 5 a 8
como de los exones 5 a 12 evidencié ambos spliciogiendo asi en la amplificacion de
los exones 1 a 8. Este ultimo hecho nos sugiens$ibilidad de posibles sitios de inicio de

transcripcion alternativos.
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Finalmente, es importante discernir qué mutacigmeducen la eleccién de sitios de
splicing cripticos. Un ejemplo lo tenemos en elcapl estudiado en 132BBCCM1 Dos
mutaciones missense han sido descritas por prodiatio splicing, ¢.601C>G (p.Q201E)
(Verlaanet al. 2002) y ¢.413C>T (p.1138T) (D'Angelet al. 2011). En el primer caso, el
analisis bioinformatico muestra un aumento en laymcion del sitio donador de splicing de
HSF (96,51; +4,17%) y MaxEnt (9,22; +22,43%) y unadificacién de los motivos ESE.
Sin embargo, el analisis de la mutacién c.413C>Ppmealice el uso de un sitio criptico de
splicing ni modificaciéon de los motivos reguladorédglemas, el hecho de la mutacion
c.413C>T esté localizada en el exdn 4 nos haceapeung esta mutacion no tiene influencia
en la formacion de los splicing descritos.

2. Diversidad transcripcional del genCCM 1

A lo largo del genoma humano se ha estimado qisteeaproximadamente unos
20.000 a 25.000 genes que codifican para prote8iasembargo, el transcriptoma es mas
complejo y alberga tanto transcritos que codifiga@ra proteinas como transcritos no
codificantes. Dentro de este grupo de transcritocadificantes se encuentran los ARN
largos no codificantes y microARNSs, entre otrosedds de esto, el mecanismo de splicing
alternativo aumenta de la diversidad de transcptoslucidos dentro de un mismo gen, lo
que puede generar isoformas proteicas con distintasones. Centrandonos en el gen
CCMY, encontramos publicadas cinco secuencias de nefarfRefSeq) y otras 14 variantes
basadas en evidencia EST (Expressed Sequencecliggs)diferencias estan localizadas en
la region 5” no codificante y en el salto del exo¢nttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/889)
(figura 67).
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Figura 67. Transcritos del gen CCM1 publicados en NCBI (#itpwvw.ncbi.nlm.nih.gov/gene/889). Se puede
observar distintos splicing alternativos en ladadg UTR y otro que comprende la eliminacién délreX.

2.1.CCM1 tiene multiples sitios de inicio de transcripcion

Se han descrito splicing aberrantes o cripticosgmtes en sujetos sanos tanto en el
genCCM1como en otros genes. Como comentamos en el apantaerior, nosotros hemos
detectado también este tipo de splicing, pero eosulgerencia de que se produzcan con
otros sitios de inicio de transcripcion. Para abora determinacion de los TSS hemos
utilizado la técnica 5’"RACE, la cual ha sido ampkate usada no solo para detectar nuevos
exones en regiones 5° sino también para estudgones regulatorias. Mediante este
procedimiento se detectaron ocho nuevos exon€C&ml a principios de la década pasada
(Sahooet al.2001; Zhanget al.2000).
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Figura 68. Posicion (en abscisas) y nimero de TSS (en ordshatectados en el exdén 1 no codificante de
CCM1 (741pb). Cada barra representa el nimero &ardtados por base. a) Representacion del exén 1 n
codificante, obtenido del explorador genomico UC&@iman Feb. 2009 (GRCh37/hgl9) Assembly). b)
Anotaciones de TSS de nuestros resultados obtemdasante 5’"RACE y bases de datos (EST, DBTSS y
Ensembl). UCSC human EST: clones EST alineados @8CGJGenome Browser; DBTSS 5’Sanger: datos
obtenidos con secuenciacion tipo Sanger de vagi@os mediante la técnica “oligo-capping”(Suzekial.
1997); DBTSS Adult tissues: datos obtenidos a ipdgiun panel de RNA total de 19 tejidos de Ambipm
Clontech (Yamashitat al.2011); DBTSS Fetal tissues: datos obtenidos a pkertun panel de RNA total de 5

102



DIScUSION

tejidos fetales de Clontech (Yamashih al. 2011); Ensembl genes: datos obtenidos de los chitos
publicados en Ensembl.

Nosotros hemos replicado estos hallazgos mediactesaciacion directa (figura 22;
seccion 5.2, Material y métodos) en cuatro mueslifasentes (dos lineas linfoblastoides y
en PBMC de dos sujetos sanos). En este estudioshiecadizado TSSs, especialmente en el
exén 1 no codificante, detectado una gran vargdailien cuanto a la localizacion exacta de
los mismos. Al comparar nuestros resultados, welatial exon 1 no codificante, con
distintas bases de datos observamos el mismo dfenica 68). Los datos representados en
estas bases de datos provienen tanto de secuéncigm Sanger (UCSC human EST y
DBTSS 5°Sanger) como de secuenciacion masiva (DBA@S#t tissues y DBTSS Fetal
tissues), donde podemos observar una concentrdeid@sSs en una regiéon de 90pb. Esta
variabilidad en la localizacién de los TSSs es allahigo que se extiende a la mayoria de
genes (Suzuket al.2001). Ademas se ha observado que existe en &0800TSS por gen de
media (Kimuraet al.2006).

El estudio de la region codificante ha reveladwltados similares (figura 69). Dos
nuevos exones y un exén alargado han sido tamhiéadbs. Respecto a los sitios de inicio
de transcripcion intragénicos detectados mediaiRAGE, la duda que nos puede surgir es
si son verdaderos TSSs o0 transcritos incompletogsdusto de errores en la
retrotranscripcion. Esta duda va a venir siempmmpafiada de la realizacion de técnicas
que realizan en un primer momento una retrotrgnaém, ya sea mediante el uso de un
cebador especifico (5’RACE) o un oligodT (fragmenteST, andlisis de RNA con
secuenciadores de una sola molécula (Shatoal. 2013)). Una mayor fiabilidad en la
deteccion de TSS parece tener las técnicas que aelsdéenominado método del “oligo-
capping” (Suzukiet al. 1997), usado en 5’end-SAGE (Serial Analysis of &5ERrpression
(Hashimotoet al. 2004)) y CAGE (Cap Analysis of Gene Expression &lelayashizaki
2008)). Esta técnica se basaba en un primer monm@antia escision de la caperuza del
MRNA e insercidon de un adaptador, con posterigptrainscripcion e introduccion en un
vector. Con ello se conseguia una libreria enrigaege cDNAs completos, si se usaba un
oligo-dT para la retrotranscripcién, o una libreei@riguecida de TSS, usando cebadores
aleatorios. Esta técnica se ha ido mejorando ytaddp a metodologias de secuenciaciéon

masiva. De esta manera se han conseguido analaareyar los TSSs a lo largo de todo el
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genoma, incluyendo todos estos datos en la baseSBHRNttp://dbtss.hgc.jp). Por ello,
hemos comparado nuestros resultados con DBTSSinqluge las anotaciones realizadas
tanto con secuenciacion tipo Sanger (DBTSS 5 Sarmgeno con CAGE (DBTSS Adult
Tissues y DBTSS Fetal Tissues). En estas dos @tiffigura 69) podemos observar la
existencia un gran niamero de TSSs anotados ado @& todo el gelCM1 Hay que
resaltar que “DBTSS Adult Tissues” y “DBTSS Fetaéslies” incluyen las anotaciones de

19 y 5 tipos de tejidos, respectivamente, No difei@ndo por tejidos.
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Figura 69. Posicién (en abscisas) y nimero de TSS (en ordshatbtectados en el g&CM1 (47,1 Kb).
Cada barra representa el numero de TSS anotadaag@gar283 bases. a) Representacioe@d®lil, obtenido

del explorador genémico UCSC (Human Feb. 2009 (GH@Iyl19) Assembly). b) Anotaciones de TSS de
nuestros resultados obtenidos mediante 5’"RACE gsbde datos (EST, DBTSS y Ensembl). UCSC human
EST: clones EST alineados en UCSC Genome Brow®FS3 5 Sanger: datos obtenidos con secuenciacion
tipo Sanger de varios tejidos mediante la técnaligd-capping”(Suzukiet al. 1997); DBTSS Adult tissues:
datos obtenidos a partir de un panel de RNA togallé tejidos de Ambiom y Clontech (Yamashitaal.
2011); DBTSS Fetal tissues: datos obtenidos arghetun panel de RNA total de 5 tejidos fetale€Ctimtech
(Yamashitaet al.2011); Ensembl genes: datos obtenidos de losctitospublicados en Ensembl.
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2.2. Mdltiples variantes de splicing en region 5" emcodificante.

En esta regién 5 no codificante hemos detectadaantificado mediante RT-gPCR
ocho variantes de splicing, encontrando numerasios ge splicing en el primer exon y dos
sitios de splicing en el segundo exén no codifiegfigura 70). Ademas, hay transcritos que
eliminan el exén 3 no codificante (figura 67). EteeTesis hemos observado que el patrén
de splicing de la region 5°"UTR varia entre céldlakat T y PBMC. En este sentido, Eerola
y colaboradores describen también un patron deisglivariable entre distintos tejidos
humanos (Eerolat al. 2001), determinado mediante RT-PCR y comparandotéasidad
de bandas observadas en geles de agarosa. Detpiskorep se especifican en dicho estudio
los sitios de splicing no es posible comparar aeestros resultados, aunque parece mostrar
un patron diferente al observado en nuestro estl@dicexplicacion a estas diferencias es
compleja ya que hay que tener en cuenta muchosréactque pueden influir en la
transcripcion (TSS, ocupacion de los nucleosomasepcia de factores de transcripcion,
sitios de splicing, motivos potenciadores e intobé$ de splicing, factores de splicing,
estructura secundaria y estabilidad del mMRNA, etc).

El estudio de las ocho variantes 5"UTR de splidi8gll — Spl8) en esta Tesis
explica un 55% de la expresién génica del trars@impleto deCCM1 (relativo a los
exones 1-2). El restante 45% podria ser explicaniampas variantes no detectadas con los
experimentos realizados en nuestro estudio (fig@a Las combinaciones de los exones
con distintos sitios de splicing més la eliminacd® exones completos en la regién 5° no
codificante puede resultar en mas de 30 posiblaantas 5"UTR de splicing (evidencia
EST). La region 5" no codificante juega un papedamental en el control de la expresion
génica en células eucariotas. Estudios del trgisona en mamiferos sugieren que la
mayoria de los genes expresan multiples variante B de splicing con un efecto
diferencial en la expresion proteica (Hughes 2006;et al. 2012). Se ha visto que esta
region puede modular la expresion génica a tragémecanismos que tienen influencia en
las modificaciones post-transcripcionales del RNAtructura secundaria y estabilidad del
MRNA) y eficiencia traslacional (Regadas al. 2013; Wanget al. 2005). En mamiferos

ademas, genes con variantes 5’"UTR de splicingdieadser expresados en menor medida y
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a codificar proteinas con funciones regulatorias genes con una invariante 5’'UTR (Resch
et al.2009).
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Figura 70. Variantes de splicing de los exones 1 y 2 no amatifes deCCM1 a) Variantes de referencia del
explorador genémico UCSC (Human Feb. 2009 AssenBRCh37/hgl19)b) Variantes localizadas en esta
Tesis.c) Ejemplos de otras variantes de splicing publicastas evidencia EST en el explorador genémico
UCSC.

2.3. Nuevos exones €CM 1

Ademas de los TSSs, el estudio €M1 mediante 5’RACE nos ha desvelado
nuevos exones transcritos a bajos niveles. Cors esteles de transcripcion, estos exones
pasan desapercibidos en la amplificacion media@® Be exones colindantes, ya que
pueden ser considerados como productos inespeciffieede plantearse que este tipo de
exones sean considerados como pseudoexones. Gueisa Riant y colaboradores (Riant
et al. 2013c) asi describen al exén 2a. Ellos informane gla deleccion
€.262+132_262+133delAA, localizada en el intrénativa un sitio criptico de splicing,
observando la insercién de 99pb en el transcriteaa La naturaleza de esta mutacion
radica en la deleccion del sitio aceptor de sgiidilel exdn 2a, en posicion -2_-3delAA
(figura 56, Seccién 3.2 Resultados), provocandwpaura del sitio de splicing (HSF score:
66,86—-37,61; -43,75%) y la potenciacion de un nuevo sitio aléuo 11pb en direccion 3°
del salvaje (secuencia: gtgttttttaagGT; HSF sct608-82,03; -410,18%). Ademas se

modifican motivos exonicos potenciadores de sglignse eliminan motivos intrénicos
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inhibidores de splicing. Por tanto, estas modifimaes hacen que la maquinaria de splicing
incluya este nuevo exén dentro del transcrito cetoplde CCM1, provocando como
consecuencia la introduccion de un codon de papaéiaturo y la produccidn de una
proteina truncada. No obstante, Riant et al inforg& una presentacion clinica incompleta,
encontrando de forma casual una lesion en MRI endgolos tres casos detectados en la
familia (Riantet al. 2013c). Otras mutaciones intronicas profundas dido descritas por

presentar una penetrancia clinica reducida (Sveetsain2001; Rioet al.2009).

De estos nuevos exones tenemos que destacarascopagervacion en mamiferos, y
practicamente selectiva en primates. La mayoria lafe exones estan fuertemente
conservados en los genomas de ratones y humandsadenal grado de inclusion de los
exones dentro de los transcritos de cada gen, Mgdcelaboradores (Modrek & Lee 2003)
clasifican a éstos en constitutivos (presentes alost los transcritos), mayoritarios
(inclusion >50%) y minoritarios (inclusion <50%). Avel evolutivo, tanto los exones
constitutivos como los mayoritarios muestran undgrae conservacion entre ratones y
humanos del 98%, mientras que los exones minarggmiesentan soélo un 28%. Ademas, el
28% de los exones minoritarios estan reguladogiypasiente en determinados tejidos de
forma especifica. Por tanto, definimos a los nueswsnes detectados €CM1 como
exones minoritarios y no como pseudoexones. Laseonrencias locales de la inclusion de
estos exones podrian ser beneficiosas para aldajidss, no asi para todo el organismo
puesto que en los tres casos se producirian pastéimcadas.

2.4. Efecto del fenilbutirato en la transcripcion & CCM1

Los genomas en eucariotas se empaquetan en unaticranaltamente compacta
debido a las histonas, lo que impone limitacionda @anscripcion de genes. Para hacer
frente a este obstaculo, la acetilacién de histpeawite abrir la estructura de la cromatina y
facilitar el acceso de la maquinaria transcripcicalaADN en la cromatina. Este es un
proceso reversible, donde se modifican determineakiduos especificos en las colas de las

histonas y esta controlado por histonas acetiladaistonas deacetilasas, las cuales actian
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como co-activadores y co-represores de la trar@6rip respectivamente. Ademas, se ha
visto que bajos niveles de acetilacion inducen lawéin del ADN vy, con ello,
silenciamiento génico. De forma inversa, una elavatetilacion protege contra la
metilacion del ADN (Vaissieret al.2008).

Los inhibidores de la histona deacetilasa han gitigados durante un largo periodo
de tiempo en psiquiatria y neurologia por preseatar actividad estabilizadora y anti-
epiléptica. El objetivo de nuestro estudio no hdo ®valuar un posible efecto terapéutico
sino evaluar a nivel molecular el efecto que tisabre la transcripcion del g&€CM1 La
eleccion de la concentracion (2mM) y del tiempardribacion (2h) fue elegida en base a
experimentos realizados en nuestro laboratorioesddractivacion de PBMC (datos no

mostrados).

En los experimentos realizados en células Jurkaros podido observar como el
efecto del VPA y 4-PB sobre la transcripcion@eM1 ha sido diferente, observdndose una
mayor activacion por parte del 4-PB. Sorprendeniteenel profundizar en la region 5"UTR
observamos que dicha activacion es variable. Eremiats que algunas variantes de splicing
estan positivamente reguladas, otras negativanyeates permanecen sin cambios. Cabe
resaltar que el patrén de splicing observado seififbadon la presencia de 4-PB (figura
71). De forma basal las variantes Spl4 y Spl8 heme nivel de transcripcion aproximado
del 25% cada una. Sin embargo, la estimulacion4e®®B incrementa la transcripcion de
Spl8 llegando a ser casi el doble de Spl4 (figuth La explicacion a este efecto es
compleja. Los inhibidores de deacetilasa favoretentranscripcion, manteniendo la
cromatina en un estado abierto y permitiendo qutifas de transcripcion actien sobre la
region promotora. Como hemos visto en apartadasriargs, la localizacion del sitio de
inicio de transcripcion es variable. Ademas, trapsn y splicing van intrinsecamente
enlazados. Con las técnicas utilizadas no podeessver esta cuestion. Mediante RT-
gPCR obtenemos informacion cuantitativa del spliggero no del TSS. De forma inversa,
las técnicas como CAGE o SAGE aportan informaciceraa de los TSSs pero no de las

variantes de splicing.
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Nivel de transcripcion de las variantes 5"UTR de splicing
relativo al exén 1-2
b
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Figura 71. Efecto de la estimulacion con 4-PB sobre la re§idsiTR deCCM1 en células Jurkat T (n=3))
Representacion grafica de las variantes de spliGpil a Spl8). b) Analisis de la expresion rektie cada
variante de splicing relativa a los exones 1-2w&seacia (barras azules) y presencia (barras rdga4)PB.

Una vez analizada la region 5 no codificante earfoos nuestro estudio hacia los
nuevos exones. La regulacion positiva se obseraadmianalizamos tanto los exones 1-2
como los exones 11-12. Sin embargo, los nuevoseaxoruestran una regulacion desigual.
Mientras que el exdn 2a incrementa su nivel destmd@pcion, los exones 7a y 13L
disminuyen ligeramente. Esto puede deberse a s&ipce de distintas regiones promotoras.
El analisis realizado con el software MPrompDB @adla posible presencia de distintos
promotores, localizados en el exon 1 e intron Badegion 5 no codificante, e intrones 1, 4
y 15. La observacién de distintas intensidadedeffnan la amplificacion realizada entre el
exén 13L (cebador especifico K13LR) y regiones &5 sugiere la presencia de estas

regiones promotoras alternativas.

2.5. Influencia de la region 5" no codificante enal transcripcion de
CCM1

Esta mutacion ha sido previamente descrita pontRya colaboradores en dos

pacientes con lesiones tipicas de CavernomatodidRdrncerebral (Rianet al. 2013b). En
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dicho articulo los autores proponen la ausenciatmelscrito completo y ausencia de
proteina. Por ello, cabria esperar que la delead®ta regién 5" no codificante provocara
una disminucion del 50% en el nivel de transcripaél genCCM1 En la comparacion de
dos pacientes de una misma familia portadores tdenastacion frente a un grupo de siete
controles sanos observamos este efecto, tanto Ipsraxones 1-2 como exones 11-12
(figura 63; seccion 3.4 Resultados). El andlisisestos pacientes de los nuevos exones
detectados arroja resultados variables. Por un, leldexén 7a parece disminuir un 50%,
indicando la inclusion de este exdn en transcatrsun inicio de transcripcion en la region
5'UTR. El ex6n 2a permanece inalterado, sugirieR88 en region intragénica con posible
region promotora en intron 1. Por otro lado, elehige transcripcion del exéon 13L parece
estar incrementado. Este hallazgo, junto con laomdg amplificacion de los exones 5-13L
(frente a los exones 1-13L), nos sugiere la posddalizacion de una regién promotora en

el intrén 4, pudiendo estar activada en los poreglde la mutacion en esta familia.

3. Kritl no se expresa como proteina completa

Las consecuencias funcionales esperadas de lgesharones serian la introduccion
de un coddn de parada prematuro, lo que llevalidgpeoduccion de isoformas truncadas de
Kritl. La isoforma completa deberia visualizarsemoo una banda de 85 kDa
aproximadamente. Nosotros elegimos el anticuerptl KN-term), el cual reconoce los
aminoacidos 5 a 34, por posibilitar el reconocirtoethe polipéptidos mas cortos de Kritl.
Ademas, hemos comprobadassilico que el anticuerpo usado no reconoce otras prateina
humanas. El analisis medianéestern bloen PBMC y Jurkat T ha mostrado varias bandas
detectadas con el anticuerpo Kritl (N-term). Saorgemtemente encontramos una banda
principal, intensa y bien definida, con un pesmapnado de 27kDa en células Jurkat T y
PBMC (figura 64; seccion 3.5 Resultados). De formgy interesante, Guzeloglu-Kayisli et
al describen un banda principal de 58kDa medidiestern blotusando un anticuerpo
dirigido frente a la region C-terminal de Kritl (@aloglu-Kayisli et al. 2004). Esto nos
puede sugerir que una posible protedlisis de Kpidlria estar produciéndose. En dicho

trabajo tampoco observan banda a 85kDa, o éstaigsiébil, ademéas de un ligero bandeo.
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Esta banda de 58kDa es observada en diferenté®dejie sujetos adultos, incluyendo
corazoén, riidn, higado, pulmdn, pancreas, bazagbee. La banda observa en cerebro es
muy débil comparada con el resto de tejidos. Tras nevision de la literatura no hemos
encontrado evidencia de otros trabajos que utilitefidos humanos. Glading y
colaboradores (Glading & Ginsberg 2010) informaubh@ banda de 80kDa (anticuerpo
dirigido frente al dominio FERM) en lineas celukreprevia realizacion de
inmunoprecipitacion. El resto de articulos (Gingedsal. 2012; Gladinget al. 2007;
Zawistowskiet al. 2002; Zawistowsket al. 2005; Zhanget al. 2001; Beraud-Dufouet al.
2007; Glading & Ginsberg 2010) han enfocado sudésthacia las interacciones de Kritl
con otras proteinas, usando para ello la inseaggoldsmidos en distintos tipos celulares.

Centrandonos en la banda de 27kDa detectada,a@stismque podria corresponder
con un polipéptido de 235-245 aminoacidos aproxamashte. En base a esto, a nivel
estructural, mantendria la secuencia NLS y dos wiosi NPXY/F. Varios estudios
describen las interacciones del fragmento N-terinomrespondiente a polipéptidos de los
primeros 200-258 residuos. La interaccion con tagina Icapa tiene lugar en el primer
dominio NPXY, de forma mas clara con el fragmentteininal que con la proteina de
longitud completa (Zawistowsket al. 2002; Zhanget al. 2001), aunque una menor
produccion de Kritl en E. coli podria ser la causa.y colaboradores (Litet al. 2013)
informan de un dominio Nudix en esta region N-tewhi presente en un grupo de
hidroxilasas. Aunque no encontraron actividad costirdos sustratos, sugieren una
potencial actividad enzimatica de Kritl no deschiésta ahora. La localizacidon celular de
este polipéptido debe ser estudiada con profundigladue se ha descrito que Kritl puede
localizarse tanto en el nicleo como en el citoptadbos secuencias de localizacién nuclear
han sido informadas en Kritl, una en region N-teghy otra en C-terminal (Zawistowski
et al. 2005). Los estudios realizados por Francalaneinalanciet al. 2009) muestran una
localizacion citosdlica de la region N-terminaldicando que la primera secuencia NLS no
es totalmente funcional en ausencia de la seguhdiamas, se ha descrito dos posibles
conformaciones de Kritl, abierta o cerrada, domtieraccionan las regiones C-terminal y
N-terminal (Beraud-Dufouet al. 2007) a través del primer dominio NPXY. La protein
Icaplo. bloguearia la conformacion cerrada por interacaon dicho dominio. Nuestros

resultados apoyarian mas una interaccion dirediee e@mbas isoformas (Kritl-27kDa vy
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Kritl-58kDa) mas que la adopciéon de una conformaibierta o cerrada de Kritl. Este
modelo de dos isoformas de Kritl seria compatilble tdas las interacciones descritas

hasta la fecha (figura 72).

Secuencia NLS
Motivo NPXF/F

Dominio anquirina

Dominio FERM

Dominio PTB

| | Microtibulos

Figura 72. Modelo propuesto de interacciones basado en tiesvia de las dos isoformas (27kDa y 58kDa)
producto de la protedlisis de Kritl.

En cuanto a otras bandas visualizadas, la band#6ki@a podria corresponder al
transcrito que incluya al exén 7a. Este exdn intcedun codon de parada y produciria una
proteina de 329 aminoacidos, manteniendo la serzubihS, los tres motivos NPXY/F y un
dominio anquirina. La banda de 64kDa podria cooedpr a un transcrito que eliminara los
exones 12 a 14A(2-14), el cual produciria un polipéptido de 582raacidos, perdiendo
sélo el dominio F2 FERM.

4. Consideraciones finales y perspectivas futuras

El diagndstico genético de Cavernomatosis Cerdiaraenido realizandose cada vez
mas rapido conforme se han ido mejorando e impléadenen los hospitales publicos
nuevas tecnologias. La secuenciacion tipo Sangesteimentos de electroforesis capilar

siguen y seguiran siendo referentes para el an@espequerios genes y fragmentos. Como
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ya comentamos con anterioridad, el protocolo dbajm incluye la determinacién del
namero de copias mediante MLPA y la secuenciaci@nrexbnes codificantes y region
intronica colindante de los tres genes CCM. Sin @iy mutaciones intronicas mas
profundas pueden justificar el diagnéstico genétRiant et al. 2013c). En nuestra cohorte
de pacientes, el 62% de las formas familiares peege aun sin detectar la mutacion
responsable. Por este motivo se deberia de abalrdaagndstico desde otro punto de vista.
La secuenciacion de mas de 30 exones mediante ISalejee de ser costo-efectiva
comparada con la secuenciacion de segunda generaddGS. Existen soluciones para
secuenciar mas de un paciente mediante el uscodiégb de barras’en la misma carrera en
secuenciacion NGS (como ejemplo el secuenciadoiltorent, Applied Biosystem). Otra
opcion es analizar el cDNA de los tres genes, aaldo la activacion de pseudoexones,

conversion de exones minoritarios en mayoritariealio de algan exén.

En esta Tesis hemos mostrado que el @EML1 es transcrito a través de multiples
sitios de inicio de transcripcion mediante distin&bordajes: i) los resultados de RT-gPCR
muestran un mayor nivel de transcripcion de ladmegnterna (exones 11-12) que la region
codificante inicial (exones 1-2), tanto en PBMC coem células Jurkat T; ii) los niveles de
transcripcion del exon 2a y 13L son mayores deu @pbria esperar de una deleccion de la
region 5"UTR; iii) la concentracion final de la alifipacion de los exones 5-13L es mayor
gue en los exones 1-13L; y iv) las posibles reggremotoras lozalizadas en los intrones 1
y 4. Aln con los datos presentados resulta bastamgplejo entender qué influencia tiene
cada TSS sobre el nivel de transcripcion observagldiante RT-qPCR. Recientemente, un
estudio transcriptomico realizado con un secuepncide una sola molécula (conocido en
inglés comaSingle-Molecule Real-Time sequengihg mostrado resultados similares en un
gen no relacionaddAUP1 (Sharonet al. 2013). En él describen TSS intragénicos, salto de
exones completos, exones alargados y retenciomtdenés. Lo mas interesante de esta
tecnologia es que se producen lecturas de 1500pkiagadamente. Es por ello que nuevas
metodologias aplicadas a este tipo de secuencigmdrian permitir analizar de forma
cuantitativa tanto TSSs como splicings.

Por otro lado, con los resultados observados étigaimos que la expresion de Kritl
puede variar en funcion del tejido o tipo celular fancién de las variantes 5’UTR de

splicing, es decir, del patron de splicing. Tenems tener en cuenta que cada variante de
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splicing podria tener una eficiencia traslacioniatiata, por lo que el nivel de expresion
podria no corresponderse al nivel de transcripadotenor de la menor expresion de Kritl
observada en tejido cerebral (Guzeloglu-Kayeslal. 2004), nos puede dar una idea de por
qué las lesiones cavernomatosas se producen é@oriercerebral principalmente. Se ha
observado que células endoteliales derivadas diernpes CCM esporadicos (sin detectar
mutacion en linea germinal) son afectadas en mmgitida por estimulos angiogénicos
(hipoxia, tratamiento con VEGF) (Zhat al. 2011). Bajo condiciones de hipoxia, las células
endoteliales humanas de cordon umbilical muestrasdifioaciones en el splicing
alternativo ademas de cambios en la expresion géhlanget al. 2009; Weigancet al.
2012). Nuestro grupo observo que, en PBMC y célidakat T, la transcripcion deCM1y
CCM2 decrecia en condiciones que mimetizan con hip(piesencia de deferoxamina o
cloruro de cobalto) (Lucas et al, 2008. XX Interoiaél Congress of Genetics. Berlin). El
analisis de TSSs en DBTSS en otros tipos celulamgresencia y ausencia de hipoxia,
muestra una disminucion en el nimero de TSS erxd@h & no codificante (tabla 17).
Ademas, el nimero de TSS se correlaciona con el d& transcripcion (Tsuchihaed al.
2009).

Tipo celular 21% 02 1% 02 Diferencia
MCF7 (Adenocarcinoma de mama) 161 140 -13%
TIG3 (linea celular de fibroblastos de pulmaon) 334 242 -28%
DLD1 (linea celular adenocarcinoma colorectal) 239 215 -10%
HEK293 (linea celular embrionaria rifién) 210 219 1%

Tabla 17. Numero de TSSs (DBTSS) en el exdén 1 no codificaieeCM1, en distintas condiciones de
oxigenacion.

Finalmente, seria muy interesante trasladar nuestraio hacia células endoteliales
ya que podria desvelar de forma mas precisa mecasifisiopatogénicos del desarrollo de

la Cavernomatosis Cerebral.
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1. El andlisis mutacional de los genes CCM ha petia identificacion del 38% de

las formas familiares y el 9% de los casos espooadi

2. El andlisis del cDNA ha permitido evidenciarraturaleza de mutaciones de

significado incierto.

3. La realizacion de un andlisis familiar cuando ds#ecta una mutacion es

importante para dar un consejo genético adecuado.

4. La haploinsuficiencia podria ser la base dedgénesis de la enfermedad y
podria justificar el desarrollo de lesiones caveaso Sin embargo, dada la penetrancia

incompleta observada en algunas familias otros mit@s podrian estar implicados.

5. El genCCM1 es transcrito a través de multiples sitios regastipor todo el gen,

con una alta concentracion en el exén 1 no codifeca

6. La region 5" no codificante d@CM1 transcribe multiples isoformas de splicing,
con distinto nivel de transcripcion. Ademas, seeols que el patron de splicing varia entre
Jurkat y PBMC.

7. La existencia de exones minoritarioS3¥M1 podria ayudar a la identificacion de
nuevas mutaciones patogénicas. Esto puede constitui nuevo paradigma en la

fisiopatogenia de la cavernomatosis.

8. Se ha identificado un polipéptido principal 2iékDa, producto de la posible

protedlisis de Kritl.

9. La existencia de dos isoformas proteicas praiegode Kritl (27 y 58kDa) ofrece

un modelo de interacciones compatible con lo dieshesta la fecha.

10. La ausencia de mutaciones en sujetos diagadss clinica y radiologicamente
de cavernomatosis puede deberse a distintos motiwotaciones intronicas que no son
detectadas mediante el protocolo de trabajo segendouestro laboratorio, mutaciones en
los exones minoritarios que hagan que se conviertanayoritarios, existencia de un cuarto

gen implicado en la enfermedad.
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