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ABREVIATURAS

BOEC:s: Células Endoteliales de Sangre Periférica (Blood Outgrowth Endothelial Cells)
CCM: Malformaciones Cavernosas Cerebrales (Cerebral Cavernous Malformation)
CSC: Complejo Sefalizador de CCM (CCM Signaling Complex)

COX-2: Ciclooxigenasa-2 (Cyclooxygenase type 2)

EGM: Medio de Crecimiento Endotelial (Endotelial Growth Medium)

FBS: Suero Fetal Bovino (Fetal Bovine Serum)

HBSS: Solucidn Salina de Hank (Hank’s Balanced Salt Solution)

HHT: Telangiectasa Hemorréagica Hereditaria (Hereditary Hemorrhagic Telangiectasia)
MLC: Cadena Ligera de la Miosina (Myosin Light Chain)

NO: Oxido Nitrico (Nitric oxide)

NOS-3/eNOS: Oxido Nitrico Sintasa (Nitric Oxide Synthase 3/endotelial Nitric Oxide
Synthase)

PAI-1: Inhibidor del Activador de Plasminogeno tipo 1 (Plasminogen activator inhibitor-1)
PBL.: Leucocitos de Sangre Periférica (Peripheral Blood Leukocytes)

PECAM: Molécula de Adhesion Plaquetaria de Celulas Endoteliales Celular (Platelet
Endothelial Cell Adhesion Molecule)

VEGFR2/ KDR: Receptor del Factor de Crecimiento Endotelial VVascular-2/ Dominio Kinasa
del Receptor

VHL.: Sindrome de Von Hippel Lindau (Von Hippel Lindau sindrome)



RESUMEN

La cavernomatosis familiar es una enfermedad rara hereditaria, autosomica, dominante,
caracterizada por la presencia de malformaciones vasculares consistentes en agrupaciones de
vasos sanguineos con una estructura anormal en forma de racimos. Existen distintos tipos de
esta enfermedad dependiendo del gen esté alterado (CCM1/Kritl, CCM2, CCM3) y de su origen
(esponténeo o familiar). En este trabajo se ha estudiado el comportamiento celulardesde el
punto de vista funcional y de expresion genica de un caso de cavernomatosis familiar tipo 1. La
mutacion del caso indice familiar consistia en una mutacion puntual en la posicién
+1 consenso de “splicing” entre el exon 15 y 16, provocando fallo en el procesado del ARN y
en la proteina final. A partir de sangre periférica del paciente se realizaron cultivos primarios de
células endoteliales. En estas células se ha analizado la expresion génica diferencial con respecto
a ceélulas endoteliales de un donante sano mediante PCR cuantitativa. Ademas, se hanse
realizado ensayos para estudiar la funcion angiogénica y de migracion celular. El analisis de la
expresion génica por PCR cuantitativa revel6 una disminucion en la expresion de genes
implicados en la formacion de uniones intercelulares, homeostasis vascular, angiogénesis y
hemostasis. El analisis funcional mostr6 que las células endoteliales CCM1 presentaban
alteraciones en la angiogénesis y en migracion celular. En conjunto los resultados obtenidos
explicarian las alteraciones vasculares que se producen in vivo en las malformaciones

cavernosas.

PALABRAS CLAVE: enfermedad rara, endotelio, CCM (cavernomatosis familiar),
CCM1/Kritl, CCM2, CCM3/PDCD10, angiogénesis.



INTRODUCCION
1. ;Qué es una enfermedad rara?

En la Comunidad Europea, una enfermedad rara o poco frecuente es aquella cuya
prevalencia es inferior a 5 casos por cada 10.000 personas. Hay méas de 300 millones de
personas en el mundo, y 3 millones en Espafia, estimandose que existen mas de
7.000 enfermedades raras (Haendel et al., 2020). Gran parte de los casos aparecen enla
edad pediatrica, dada la alta frecuencia de enfermedades de origen genético y de
anomalias congenitas. Sin embargo, la prevalencia es mayor en los adultos que en los
nifios, por la mortalidad de algunas enfermedades infantiles graves y la influencia de
ciertas enfermedades que aparecen a edades mas tardias incluyendo las autoinmunes.

2. Definicion y demografia

Las malformaciones cavernosas cerebrales (CCM,” Cerebral Cavernous
Malformations”), hemangiomas cavernosos, cavernomatosis o cavernomas cerebrales
son alteraciones vasculares que consisten en agrupaciones de vasos Sanguineos
anormales en forma de cavernas con paredes delgadas sin estroma intermedio. Este tipo
de malformaciones se originan entre venas y capilares, no afectando a tejido nervioso, a
pesar de su localizacion. Estas estructuras anormales han sido descritas enel sistema
nervioso central (encéfalo, retina y médula espinal) y en otras localizacionescomo orbita

ocular, piel e higado (Calandriello et al., 2017).

Caver

Figura 1. Imagen angiogréafica de una Figura 2. Esquema de una malformacion
Malformacidn arteriovenosa cerebral arteriovenosa cerebral (tomado
(tomado de https://neuros.net/). https://neuros.net/).

Los cavernomas aparecen en un 0,4-0,8% de la poblacion general. Su deteccion se
produce en analisis de imagen, gracias a estudios clinicos, resonancias magnéticas o
autopsias. A pesar de que se pueden producir a cualquier edad, se suele detectar entre

los 20 y 50 afios y afecta en la misma proporcidn a mujeres y hombres.


https://neuros.net/
https://neuros.net/

Existen dos formas de cavernomatosis: familiar y esporadica. Los cavernomas
esporadicos no son hereditarios, y aparecen de forma aislada, no constituyendo una
enfermedad rara, puesto que afectan a 1 de cada 200-300 personas. En nuestra
investigacion nos centraremos en la forma familiar (CCMF), que representa alrededor
de un 20% de los casos totales y tiene una base genética pues existe herencia autosdmica
dominante con penetrancia variable, con una prevalencia estimada de 1 entre 5.000-
10.000 casos (Sartages et al., 2022).

3. Sintomatologia

Algunos de los pacientes no presentan sintomas y los cavernomas se detectangracias
a resonancias magnéticas en el estudio de las causas de ataques epilépticos u otros
problemas neuroldgicos (Moore et al., 2014; Labauge et al., 2000). Los casos mas
graves de la cavernomatosis se dan por sangrados de las lesiones cavernomatosas, que
interfieren en las funciones del Sistema Nervioso Central (SNC). Los sintomas mas
comunes son ataques epilépticos y hemorragias intracerebrales, que en algunos casos

derivan en infartos cerebrales, y déficits neuroldgicos (Horne et al., 2016).

Las lesiones tienen un aspecto lobulado y a nivel histoldgico son canales
hipertrofiados de células endoteliales. A pesar de esto, estas lesiones no invaden otros

tejidos, ni comprometen tejido nervioso.

Los mecanismos moleculares causantes de las malformaciones no estan dilucidados
aun. Las proteinas codificadas por los genes alterados (CCM1-3) estan implicadas en
numerosos procesos de: angiogenesis, uniones intercelulares endoteliales (las cuales
parecen ser el origen de las malformaciones propias de la enfermedad) y distintas rutas

de sefalizacion celular, las cuales se mencionaran mas adelante (Sartages et al., 2022).
4. Genes

Se han descrito 3 genes implicados, en la cavernomatosis familiar, cuyas proteinas
forman un complejo llamado CSC (CCM Signaling Complex): CCM1/Kritl (7g21- 22),
CCM2 (7p13), y CCM3/PDCD10 (3g26.1). En este estudio, nos centraremos en la
cavernomatosis familiar tipo 1 (CCM1) que conforma entre el 53- 65% de los casos
totales. Las mutaciones de CCM2 y de PDCD10 representan el 20% y 10-16%,

respectivamente. Debido a que en un 5-15% de los casos de CCMF no se



encuentran mutaciones en estos genes, se especula con la existencia de otro gen/es
implicados. Sin embargo, se ha visto que estos casos, sin diagnostico genético, pueden
deberse a variantes patogenicas no detectadas en regiones no codificantes, debido a las
técnicas utilizadas habitualmente para su diagnostico, que buscan las mutaciones en

exones y bordes intronicos.

Casi todas las mutaciones descritas hasta la fecha introducen un codon de terminacion
prematura en la proteina codificada, gracias a diversos mecanismos como: mutaciones
sin sentido, mutaciones en el consenso de empalme (“splicing”) entre exones, cambio
de marco de lectura o reordenamientos. Existen también algunos casos de mutaciones
de cambio de sentido de aminoacidos (“missense”) y de grandes deleciones de partes de

los genes implicados (Scimone et al., 2017).
CCM1/Kritl

En este trabajo nos hemos centrado en un caso de cavernomatosis familiar tipo 1. El
gen responsable del mismo, CCM1/Krit, estd localizado en el cromosoma 7q121.2 y
contiene 16 exones codificantes para la proteina KRIT1. Esta proteina esta asociada a
microtubulos y posee dominios NUDIX y dominios de repeticion de anquirina en el N-

terminal, un dominio FERM en el C-terminal y varios motivos NPxY/F.
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Figura 3. Representacion esquematica del gen KRIT1 y de la proteina KRIT1: (A) estructura del
gen KRIT1, incluidos 19 exones codificantes (cuadrados azules) e intrones (lineas horizontales)
(secuencia de referencia: NM_004912.3); y (B) estructura de la proteina KRIT1, incluidos el
dominio NUDIX, los NPxY/Fmotifs, los dominios de repeticion de anquirina (ANK) y el dominio
FERM (dominio ezrin radixin moesin de la banda 4.1), compuesto por tres subdominios. Para
cada dominio se indica la posicion del aminoacido al principio y al final (Ricci et al., 2021).



Rutas afectadas

Se ha visto que la proteina CCM1, ademas de interaccionar con CCM2 y CCM3 para
formar el complejo CSC, interacciona con proteinas implicadas en la regulacion de la
estructura endotelial como Rapl y HEG1 (Glading et al., 2007). También se asocia con
proteinas como VE-Cadherina y B-catenina, interfiriendo en las uniones intercelulares
(Glading y Ginsberg, 2010).

Via RhoA-ROCK

El complejo CSC participa de forma activa en la via RhoA-ROCK. Esta ruta esta
implicada en los anclajes entre células y con la matriz extracelular. Se sabe quelas
malformaciones cavernosas se caracterizan por poseer unas uniones entre células
alteradas e inestables (Bautista, 2022Db).

Cuando esta ruta esta activa, ROCK fosforila a la MLC (“myosin light chain) y
desencadena una cascada de eventos, entre ellos la formacion de fibras de estrés
compuestas por filamentos de actina que afecta a las uniones intercelulares. Esteproceso
ocurre en la migracién celular, angiogénesis (tubulogénesis) y proliferacion celular (van
Nieuw Amerongen, et al., 2003). Diversos estudios avalan la idea de queel complejo
CSC esta implicado directamente en este proceso. En concreto, CCM1 se asocia a
proteinas que conforman uniones entre células como f-catenina, lo cual evita en Gltima
instancia el aumento de la actividad de ROCK. CCM2 inhibe esta ruta pues favorece la
degradacion de RhoA, y CCM3 recluta proteinas implicadas en la migracion y adhesion
celular, como STK25 o Cdc42 (Figura 4).

Cuando se han usado farmacos inhibitorios de ROCK, en modelos celulares que
poseen alguna de las proteinas CCM alteradas, se ha visto que las fibras de estres

disminuian y se recuperaba el fenotipo salvaje (Bautista, 2022b).
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Figura 4. Complejo de sefializacion CCM (CSC) implicado en la sefializacion Rho GTPasa. KRIT1 se ancla
a la membrana celular a través de B-catenina y HEGL, y luego se asocia con Rapl y Rasipl, que recluta a
ARHGAP29, formando la sefializacion de unién implicada en la regulacién de las vias RhoA y Cdc42. Todos
los componentes de la sefializacidn de unién se indican en azul. CCM2 se asocia con Smurfl para inhibir la
sefializacion de RhoA. PDCD10 puede controlar RhoA a través de interacciones con RIPOR1 o STK25. Las
tres proteinas CCM regulan negativamente RhoA-ROCK (Rho-associated coiled coil-forming Kinase)
blogueando la fosforilacion de la cadena ligera de miosina (MLC) y previniendo la formacion excesiva de
fibras de estrés y la disfuncion de la barrera endotelial, que contribuyen a los vasos dismorficos que tipifican
las lesiones CCM. ARHGAP29 y PDCD10 en el complejo STRIPAK estan implicados en la regulacion de
Cdc42 a través de mecanismos no bien comprendidos, asi como tampoco esta claro cdmo Cdc42 regula
finamente las vias de MEKK3 (Riolo et al., 2021).

Uniones intercelulares

Siguiendo en la misma linea de adhesién celular y migracién, se ha de mencionar que
una de las primeras alteraciones que se detect6 en los cavernomas fue un incremento en
la permeabilidad de las células endoteliales. En este fendmeno participan distintos tipos
de uniones, donde destacan las uniones adherentes. La estructura de estas uniones la
conforma en gran medida la VE-Cadherina, una proteina transmembrana especifica de
células endoteliales. VE-Cadherina se une, intracelularmente, a diferentes proteinas,
entre ellas VEGFR2. VE-Cadherina se encuentra habitualmente unida a CCM1, a través
de la B-catenina, la cual esta implicada en la ruta Wnt. Por tanto, VE-cadherina y la ruta
Wnt estan relacionados con el complejo CSC. Cuando hay una disminucion de VE-
Cadherina, la B-catenina puede actuar como factor de transcripcion y translocarse al
nacleo, regulando la expresion de genes relacionados con la migracion y proliferacion
celular (Dejana, 2010).



Interaccion con receptor VEGFR2

Como hemos comentado antes, el VEGFR2 esta afectado por la actividad del
complejo CSC. La estructura en la que se basan estos receptores es en un dominio
extracelular al que se le une el ligando; un dominio transmembrana; y un dominio
intracelular (donde se encuentra el dominio tirosin quinasa y donde se producen la
mayoria de las interacciones con otras proteinas). Solamente en presencia del ligando,
estos receptores dimerizan y se produce la autofosforilacion de los dominios tirosin
quinasa y adquieren la capacidad de fosforilar a otras proteinas (Sartages et al., 2022).
En 2010, He et al., lograron estudiar la relacion entre el receptor VEGFR2 y las proteinas
CCM, comprobando que en respuesta a VEGF, CCM3 se encontraba unidoal receptor
R2. Se analizaron ratones en donde se habia suprimido CCM3 y en este caso, se constatd
una disminucién de VEGFR2. Por tanto, se concluyé que la proteina CCM3 estabilizaba

al receptor y permitia un buen desarrollo de la vasculogénesis/angiogénesis.

A VEGF
Recruitment and
VEGFR2 ‘ stabilization
—
ccMm3
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N
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Figura 5. Esquema de la interaccién entre CCM3 y VEGFR2 (He et al., 2010).

2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El presente trabajo constituye un primer estudio de caracterizacion molecular y
funcional de las células endoteliales procedentes de un paciente con cavernomatosis

familiar.

La hipdtesis de partida es que la cavernomatosis familiar afecta a la expresion de

genes endoteliales y a la funcionalidad de la célula endotelial, cuyos cambios son



responsables de las manifestaciones patoldgicas. Para desarrollar esta hipdtesis nos
hemos planteado el siguiente objetivo general que consiste en el diagnostico genético y
caracterizacion celular de la cavernomatosis familiar partiendo de una familia

clinicamente diagnosticada de esta patologia.
Para desarrollar el objetivo general planteamos los siguientes objetivos especificos:

1. Extraccion del ADN a partir de la fraccion de leucocitos de sangre
periférica para diagnostico genético.

2. Cultivo primario células endoteliales obtenidas a partir de los precursores
endoteliales de sangre periférica de pacientes.

3. Estudio de la expresion de genes endoteliales en las células del paciente
frente a células control.

4. Estudios funcionales de angiogénesis y de migracién de las células
endoteliales derivadas del paciente frente al control.

Las tareas incluyen el aislamiento de células de la fraccion mononuclear de la sangre,
la obtencion de cultivos primarios endoteliales, cultivos de células endoteliales y

ensayos funcionales de las mismas, de tubulogénesis y de migracion (“wound healing™).

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Obtencién y siembra de células endoteliales BOECs (Blood Outgrowth
Endothelial Cells)

Para esta investigacion, se obtuvieron las células endoteliales a partir de sangre
periférica. Recibimos muestras sanguineas de 50 ml de sangre en tubos con
anticoagulante (citrato). Posteriormente, se diluy6 la muestra de sangre a la mitad con
HBSS (“Hank’s Balanced Salt Solution”, Gibco). Los 25 ml de la sangre diluida se
depositaron lentamente sobre otros 25 ml de solucién Ficoll-Pque PLUS (Cytiva) que
previamente se echd en tubos Falcon de 50 ml para conseguir el gradiente de separacion.
Al final se obtuvieron 4 tubos Falcon con Ficoll y sangre diluida por cada 50 ml de
muestra de sangre.

Se centrifugd 30 minutos a 326 g sin aceleracion ni freno y se descart6 aspirando con
bomba de vacio, el plasma diluido de la fase superior hasta que quedaron 5 ml por

encima de los halos blanquecinos donde se localiza la fraccion leucocitaria de la



sangre periférica (PBL, “Peripheral Blood Leukocytes™). Se recogieron unos 15 ml de
los halos y se paso a otros Falcon de 50 ml, juntando en cada Falcon nuevo, el volumen
correspondiente a PBLs de dos gradientes. Se obtuvieron 2 tubos en total.

Una vez se tuvo recogidos los halos, se centrifugd 10 minutos a 326 g con freno.
Las células se quedaron en el fondo del tubo formando un pellet, se aspird y desecho el
sobrenadante. Posteriormente, resuspendemos los pellets en 5 ml de medio EGM vy se
unifico en un solo tubo, que contendra 10 ml de volumen final. Se centrifug6 10 minutos
a 326 g con freno.

Una vez hubo finalizado la centrifugacion, se plaquearon las células del pellet
resuspendidas en 1 ml de medio de cultivo EGM con micropipeta, sobre los pocillos que
se han tapizado previamente con colageno.

Las células endoteliales necesitan crecer sobre un soporte que imite a la matriz del
endotelio fisioldgico por lo que los pocillos donde vayan a crecer precisan un tapizado
(“coating”) previo con colageno tipo I (50 microgramos/ml). El dia anterior se prepard
una placa con 6 pocillos (P-6), afiadiendo 3 ml de la solucién de colageno en cada pocillo
de la placa y se dejo en el incubador a 37°C. Previamente, se aspird el excesode la
solucién de colageno de cada pocillo P-6 y se lavé cada pocillo 2 veces con 5 ml de
HBSS. Se afiadié ademéas 3 ml de medio EGM, por pocillo en el que se plaquea el pellet.

A partir de este momento, se procedié a cambiar el medio todos los dias durante la
primera semana, y cada dos dias la segunda semana. Se empezO a observar el
crecimiento de clones (células endoteliales) entre los dias 12-15 aproximadamente.

Una vez se consiguio confluencia celular en cada pocillo P-6, se levantaron las células
con tripsina para amplificar por pases sucesivos. En el caso de los experimentos
realizados, se partié de células de pase 2, que se crecieron a confluencia en 3 pocillos de
P-6. Para ello, se aspir0 el medio de cultivo de los pocillos y se lavo 2 veces con HBSS.
A continuacion, se afiadié 500 ul de Tripsina al 0.05% (Gibco) para un lavado rapido
del pocillo. Se eliminé la tripsina y se volvio a afiadir, 500 pl de Tripsina, pasando las
placas al incubador a 37°C durante 2-3 minutos. Pasado este tiempo se observo al
microscopio si las células se han levantado correctamente. Una vez las células se
encontraban en suspension, se paré la accion de la Tripsina afiadiendo 2 ml de HBSS.
Se recogio cada pocillo reservando la mitad de la muestra obtenido para la extraccion de
de ARN Yy la otra mitad para extraccion de proteina. Las células se recogieron en un

pellet por centrifugacion durante 5 minutos a 153 g,
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aspirando el sobrenadante. El pellet destinado al analisis de ARN se resuspendié en 700
ul de buffer RAIL afiadiendo 7 ul de B-mercaptoetanol, segun el protocolo. Finalmente,
se congelod el pellet en buffer de lisis de ARN, y el pellet celular que se usara para

extraccion de proteina, a -20°C hasta su anlisis correspondiente.

3.2.  Preparacion de medio de cultivo endotelial EGM

Para la preparacion del medio que se usé posteriormente, se utilizé 450 ml de

endothelial basic medium (EBM, Lonza). A esos 450 ml de medio, se afadio:

- 10 ml de suplementos para enriquecimiento

- 100 ml de FBS (Fetal Bovine Serum) (Gibco), concentracion final 20%.

- Antibiotico-antimico6tico Gibco™, previene la contaminacion por hongos
y bacterias. Esta solucion contiene 10.000 unidades/ml de penicilina,
10.000 pg/ml de estreptomicina y 25 pg/ml de anfotericina

- Suplementacion con Glutdmico 1%)

- Mycozap (Lonza), evita contaminacion con micoplasma, 1ml/500ml de

medio de cultivo.

3.3.  Extraccion del ARN

Para la purificacion de ARN se siguieron las instrucciones del protocolo
recomendado por el fabricante (Macherey-Nagel™ Nucleospin Mini Kit).

El pellet de células se resuspendio en 350 ul del buffer de lisis RA1 al queafiadiremos
3,50 ul B-mercaptoetanol, se filtrd6 en columna (NucleoSpin® Filter) y centrifugd
durante 1min/11.000g. Posteriormente, se desecho el filtro y a la solucidon resultante se
afiadio 350 pl de etanol 70% y se homogeneizo la mezcla. Después, se pipeteo la mezcla
en una columna (NucleoSpin® RNA Column) y se centrifug6 la muestra durante 30
segundos/11.000g. Tras el centrifugado, se afiadié 350 ul de membrane desalting buffer
(MDB) y se volvio a centrifugar la mezcla durante 1min/11.000g. A la solucion
resultante, se anadi6 95 pul de “rDNase reaction mixture” (10 pl de rDNsa + 90 pl de
Reaction Buffer) e se incubd la solucién durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Tras la incubacion, se realizé un primer lavadoafiadiendo 200 ul de Buffer RAW2 y se
centrifugd durante 30s/11.000g.
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Posteriormente, se realizd un segundo lavado afiadiendo 600 ul de Buffer RA3 y se
centrifugd de nuevo durante 30s/11.000g. Finalmente, se realiz6 un tercer lavado
afiadiendo 250 pl de Buffer RA3 y se centrifugd durante 2 min/11.000g. Se eluyo el
ARN de la columna afiadiendo 35 pl de Rnasa free H20. y se centrifugd durante 1
min/11.000g.

La cuantificacion del rendimiento de ARN se llevd a cabo por espectrometria en un

Nanodrop.
3.4. RT-PCRyQPCR

Para analizar si hay expresion diferencial de genes endoteliales, se realiza una RT-
PCR (Applied Biosystems), donde la transcriptasa inversa pasa el ARN a ADN
complementario, para seguidamente utilizar éste como molde, en una PCR cuantitativa

0 en tiempo real (QPCR), a partir de 500 ng de ARN extraido previamente.

Para la qPCR se midi6 previamente el rendimiento en cCADN con el Nanodropy se

uso para cada reaccion 2 pl de stocks de CADN ajustados a 1.000 ng/pl.

La gPCR se llevo a cabo utilizando la mezcla Fast Start Essential Green Master de
Roche y preparando para cada gen a analizar la siguiente mezcla de reaccién con 2 ul de
molde. Los primers utilizados se habian probado previamente en estudios de otras
enfermedades con implicacién vascular como HHT y VHL y se adquirieron a la casa
comercial Sigma Aldrich.

- 0,5 de primer forward

- 0,5 ul de primer reverse
- 10 pul de SYBR Green

- 7deH20

El termociclador usado para la gPCR fue un 1Q5, Biorad para analizar la expresion

génica.

Para la realizacion de una gPCR, es necesario introducir la expresion de un gen que
nos cuantifique la cantidad de cCADN/ARN para relativizar la expresion de cada gen
con respecto a un gen llamado “housekeeping” que no se ve afectado por mutaciones
en otros genes o condiciones de tratamiento. Se usaron dos tipos decontroles el 18S de
ARN ribosomico y la actina. Para la reaccion con el 18S fue necesario diluir el CADN

2:150 dada su abundancia. En el caso de la actina la dilucion
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fue de 1:2. Se realizaron triplicados de genes escogidos. Se eligieron en principio

genes de expresion endotelial implicados en angiogénesis, adhesion celular, y

vasodilatacion, ademas del gen Krit, mutado en el caso del paciente.

La expresion de cada gen se realizo por el método del AACt normalizando con el gen

“housekeeping”, 18S ¢ Actina o ambos.

GEN

IMPLICACION

PRIMER FORWARD

PRIMER REVERSE

5->3) (5=>73)
Endoglina Proceso
o AGCCACATCGCTCAGACAC GCCAATACGACCAAATCC
angiogénico
Gen causante
de la
Kritl CTGTAAGAACATGCGCTGAAG TCCATCGTACCTGTTACCAAAC

cavernomatosis

familiar tipo 1

Angiopoyetina 2

Angiogénesis

TGCAAATGTTCACAAATGCTAA

AAGTTGGAAGGACCACATGC

Ciclina B2

Control de mitosis

TGGAAAAGTTGGCTCCAAAG

CTTCCTTCATGGAGACATCCTC

PECAM

Procesos de
adhesion,
migracion

transendotelial y
formacion de

nuevos vasos

AGAAAACCACTGCAGAGTACCAG

GGCCTCTTTCTTGTCCAGTGT

COX-2

Produccion de

prostaglandinas

TCACGCATCAGTTTTTCAAGA

TCACCGTAAATATGATTTAAGTCCAC

VEGFR2/KDR

Desarrollo
vascular y
regulacion de
permeabilidad

vascular

GAGTGAGGAAGGAGGACGAAGG

CCGTAGGATGATGACAAGAAGTAGC

NOS-3

Regulacion de la

funcién vascular

GACCCTCACCGCTACAACAT

CCGGGTATCCAGGTCCAT

Ve-Cadherina

Uniones
adherentes
intercelulares

GGAGGAGCTCACTGTGGATT

CTGATGCAGCAAGGACAGC

PAI-1

Inhibidor del
sistema

fibrinolitico

TCCAGCAGCTGAATTCCTG

GCTGGAGACATCTGCATCCT
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3.5.  Tubulogénesis

Para el ensayo de tubulogénesis, se sembraron = 50.000 células/pocillo de una P- 24,
resuspendidas en 500 pl de medio EGM. Los pocillos previamente habian sido tapizados
con Matrigel (Gibco). Se realizaron fotos a distintos tiempos entre 1h 30 miny 6 h, para

contabilizar el nimero de celdas completamente cerradas.
3.6.  Wound healing

Otra funcion que se ha descrito como afectada en la cavernomatosis familiar es la
migracion celular y contactos intercelulares. Para estudiar la actividad migratoria de las
celulas endoteliales se realizo el ensayo de “wound-healing” (cierre de herida). Para
ello, sembramos 50.000 células/pocillo, de una placa P-24, previamente tapizada con
colageno. Estas células se incubaron hasta confluencia. Una vez se percibi6 que habia
una monocapa confluente, se realizd una “herida” (discontinuidad) con una punta
amarilla de micropipeta en la zona central del pocillo y se tomaron fotos a distintos
tiempos (Oh-6h) para observar el avance del frente que delimitaba la discontinuidad
inicial.

4. RESULTADOS

4.1.  Diagndstico Genetico del caso indice de Cavernomatosis familiar

Utilizando células endoteliales derivadas del caso indice familiar, se realizd un
diagnostico genético por exoma clinico de un paciente con clinica y antecedentes
familiares de cavernomatosis y la caracterizacion molecular de células endoteliales
procedentes del caso indice. En este caso, el diagnostico genético concluyd que existe
una mutacién puntual entre los exones 15 y 16, c. 1563 + 1G>T p.521 sp, mas
concretamente en la transicion exdn-intron en el final del exon 15, tras haber mutado una
base (G>T) y haber alterado el proceso de splicing. De este modo, el intron entre los
exones 15 y 16 (= 6.000 pb) se incluye en el ARN maduro, alterando asi el
funcionamiento de la proteina CCM1 (Figura 5).

MUTACION

ATG STOP
A l | | o
5'UTR 3'UTR

Figura 5. Situacion del sitio de mutacion.



4.2.  Cultivo celular de células CCM1

Figura 6. Cultivo de células Figura 7. Cultivo de células CCM1
endoteliales  control  previo al previo al levantamiento de las células
levantamiento de las células para paraextraccion de ARN y proteinas.
extraccion de ARN y proteinas.

En las figuras 6 y 7 se observan células endoteliales procedentes de un cultivo control
y del caso indice. Se puede ver que la morfologia celular es similar. Sin embargo, en el
cultivo celular CCM1, se aprecian algunas células de morfologia alargada y diferente

tamafo.

4.3. Andlisis de la expresion diferencial de genes endoteliales entre células
control y células de un paciente con cavernomatosis familiar tipo 1 por
gPCR

Para analizar si hay expresion diferencial de genes endoteliales, entre células control
y células procedentes de nuestro paciente CCML1, se realizé un analisis de cantidad de

ARN, mediante PCR cuantitativa o en tiempo real (qQPCR).

Los genes escogidos son genes implicados en la funcionalidad del endotelio
como:

- Angiogénesis o formacion de nuevos tubos a partir de otros preexistentes:
Angiopoietina 2, Endoglina, KDR (VEGF-R2)

- Adhesién célula a célula, y de célula a substrato: PECAM-1, VE-cadherina 2
- Matriz extracelular: PAI-1 (inhibidor del activador del plasmindgeno).

- Homeostasis y fisiologia del endotelio: eNOS y COX-2

- Ciclo celular: ciclina B2

- Gen mutado en heterocigosis en el caso del paciente: KRIT
15
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Figura 8. Gréfica de la qPCR con los resultados de expresion de los genes de interés. **p<0,01

En la gréfica de la gPCR, se puede ver que hay genes que presentan una expresion
distinta respecto a las células control. En las células CCM1 la expresion de VE-
cadherina aumenta significativamente respecto al control, mientras que la Ciclina B2,

NOS-3, PAI1 y COX-2 disminuyen significativamente respecto al control.

4.4.  Funcionalidad de las células endoteliales: Ensayos de Tubulogénesis y

Wound healing

Una vez observada una expresion diferente entre genes cuya expresion esesencial
para funciones propias del endotelio, se ha querido estudiar la funcionalidad de las
células endoteliales CCM1 procedentes del paciente, frente a células endoteliales
controles de un voluntario sano. Se ha realizado dos tests: tubulogénesis (que seria
equivalente a la angiogénesis in vitro) y “wound-healing” (que seria equivalente a

estudiar la capacidad migratoria en reparacion de heridas vasculares).

Tubulogénesis

El ensayo de tubulogénesis equivale a una angiogénesis in vitro. Las células
endoteliales sembradas en una matriz extracelular que recuerda a la matriz de la que
estan rodeadas en la vasculatura, se redistribuyen siguiendo un patrén de interconexiones

a modo de celdas cerradas que recuerdan en cierta
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manera a los capilares sanguineos. Para esta prueba se compar6 la eficiencia en la

formacion de estas estructuras entre las células normales y las deficientes en CCM1.

CONTROL

CCM1

1,5h

6h

Figura 9. Fotos de células control en el experimento de tubulogénesis tomadas a la 1 h y 30 min,

3 hy6 hdesde la siembra de las células endoteliales

1,5h 3h

Figura 10. Fotos de células CCM1 en el experimento de tubulogénesis tomadas a la 1 h y 30 min,

3 hy6 hdesde la siembra celular.

Promedio de tubos

18
16
14
12
10

O N B O

Tubulogénesis

* %k %k

* %k

1,5 3 6
Horas

CCM1 mCT

Figura 11. Promedio de tubos cerrados a distintos tiempos. ***p<0,001
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En las células control (Figura 9) se puede observar que tras 1 h y 30 min desde la
siembra en matrigel, las células comienzan a disponerse de forma espaciada y forman
pequerias lineas finas de células con estructura geométrica. Mas tarde, a las 3 h, se puede
observar que se han formado algunos tubos completamente cerrados y el resto delas
celulas se encuentran en fase de formacion de tubos. Finalmente, a las 6 h, se aprecia
como se ha terminado de formar una red de numerosos tubos completamente cerrados,

con paredes finas de una sola fila de células (Figura 9).

En las células CCM1 (Figura 10) al analizar las células a la 1 h y 30 min se aprecia
que las células no presentan una formacion tan diferenciada como en los controles,
estando agrupadas en la parte superior de la foto, si bien en la parte de abajo algunas
células comienzan a disponerse de manera mas espaciada. A las 3 h, se puede ver como
las células estdn mas espaciadas entre si y con una disposicién similar a las células
control a la 1 h 'y 30 min, formando lineas de células con una disposicion geométrica,
pero con escasas celdillas de tubos completamente cerradas. Finalmente, a las 6 h,
presentan una disposicién similar a la foto tomada a las 3 h, sin cerrar por completo y
con las paredes de esos vasos formadas por mas de una célula (Figura 9).

Wound healing

El ensayo de cierre de “herida” (wound healing assay) tiene como objetivo el estudio
de la migracion celular. En nuestro trabajo, por diversas observaciones en morfologia y
expresion génica podemos pensar que hay procesos como migracion y contactos

celulares afectados.

CONTROL

Figura 12. Fotos de células control en el experimento de wound healingalasOh,3hy
6 h desde la realizacion de la herida

3h 6h
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ccM1

Figura 13. Fotos de células CCM1 en el experimento de wound healing a las Oh, 3h, 6h
(respectivamente)

Wound Healing
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Horas
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Figura 14. Grafico del porcentaje de migracion a lo largo del tiempo. ***p<0,001

Las células endoteliales tienden a migrar para cubrir las discontinuidades del
endotelio que se producen con las heridas. Por tanto, el ensayo de “wound-healing” o
cierre de herida es una prueba in vitro que trata de analizar la velocidad con la que las
células endoteliales son capaces de migrar para cubrir la discontinuidad generada en una

monocapa endotelial in vitro y por tanto reparar “la herida”.

En las células control (Figura 12) a las 3 h han avanzado los frentes de la herida un
21,8% respecto a la medida inicial. Posteriormente, a las 6 h el frente avanz6 un 50%

respecto a las O h.

Oh 3h 6h
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En las células CCM1 (Figura 13) al analizar las fotos se puede observar como a las 3
h los frentes han avanzado un 17,6% respecto a las 0 h. Mas tarde, a las 6 h los frentes
no han avanzado, sino que se han retraido con respecto a las 0 h, habiendo avanzado un
11,8% con respecto a la toma inicial. La figura 14 muestra la evolucion en el cierre de

la discontinuidad a lo largo de 6 horas.

DISCUSION

La proteina CCM1 estd implicada en diferentes procesos e interacciones con
proteinas que participan en distintas rutas de sefializacion. Por ello, la falta de funcion
de CCM1 ¢ Kritl da lugar a la alteracion de estas vias de sefializacion y a la homeostasis
celular.

La morfologia y funcion de las células endoteliales es crucial ya que supone la
primera barrera entre la sangre y los distintos tejidos que componen un organismo. A
pesar de los estudios bioldgicos y clinicos, hay muchas preguntas sobre la biologia
dindmica del endotelio, ya que participa en multitud de procesos fisiolégicos y en la
homeostasis del organismo.

En nuestro trabajo, al cultivar células endoteliales procedentes de un donante sano y
de un paciente con CCM1 (BOECs), se puede observar que existen diferencias
morfologicas, moleculares y funcionales entre las células control y las células CCML1.
En primer lugar, podemos ver como las células endoteliales control presentan una
morfologia ovalada, regular en toda su extension y de tamafio similar entre ellas.
Ademas, podemos observar como, en estado de confluencia, apenas existen espacios
intercelulares puesto que se mantienen firmemente unidas entre ellas por uniones
estrechas y adherentes, las cuales pueden variar para modular asi la permeabilidad del
endotelio y la homeostasis.

Si nos fijamos en las células CCM1, se puede detectar claramente como algunas
células adoptan una morfologia mas irregular y elongada, siendo alargadas en uno de los
polos celulares y ovaladas en el opuesto. Estas células no consiguen llegar a la
confluencia completa ya que, a pesar de existir gran numero de células, quedan
numerosos espacios intercelulares. Esta observacidn sugiere que las uniones entrecélulas
estan alteradas, y que en esta alteracion esta implicada la proteina CCM1. Tras observar
el andlisis de expresion de ARN por PCR cuantitativa, apreciamos un aumento
significativo en la expresion de VE-Cadherina 2. Esto puede deberse a un déficit
funcional de la proteina CCML1 en la Via RhoA-ROCK (Figura 4). Si CCM1
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estd disminuida, las interacciones con proteinas implicadas en las uniones celulares
como la B-catenina se ven alteradas. En este caso, un aumento significativo de la
expresion de VE-Cadherina 2 sugeriria que la alteracion en la interaccion entre CCM1
y B-catenina ocasionaria que ésta Ultima en parte pueda migrar al ndcleo y realizar otras
funciones como factor de transcripcion. En dltima instancia, el aumento de la
transcripcion de VE-Cadherina 2, seria para compensar la falta de CCM1 que a través
de su interaccion con B-catenina participa en las uniones intercelulares (Dejana, 2010).
Por otra parte, la alteracion de las uniones intercelulares puede afectar a la
permeabilidad de la vasculatura, y a su homeostasis. Las células endoteliales actdan
como una barrera selectiva que controla el movimiento de fluidos, iones y otras
macromoléculas entre la sangre y los tejidos adyacentes mediante la regulacion de los
complejos de unidn entre las células endoteliales. Ademas, el endotelio regula el flujo
sanguineo y la perfusion tisular modificando el didmetro de los vasos sanguineos, asi
como del tono vascular. El glucocélix endotelial también participa en la regulacion de la
permeabilidad vascular y puede influir en la capacidad de varias moléculas para entrar
en el endotelio en funcién de su tamafio y carga. Ademas de actuar como barrera
selectiva, el endotelio regula la extravasacion de leucocitos en respuesta aldafio
tisular o infecciones, mediante la expresion de moléculas de adhesion y citocinas (Carlos,
s. f.). Las células endoteliales controlan el tono vascular al producir NO, prostaciclina 'y
factores hiperpolarizantes derivados del endotelio, todos los cuales son vasodilatadores.
Como se ha podido comprobar en la gPCR, la expresion de NOS-3 esta
significativamente disminuida en las células CCM1, lo que se traduciria en una
produccion reducida de NO vy, en definitiva, una alteracion del tono vascular y del

correcto funcionamiento del endotelio (Figura 15).

4

=

Cell junction maintained

Endothelial
p120-catenin i

Figura 15. Representacion de las alteraciones en las uniones intercelulares
(SAVALnet- Los secretos de la sepsis, s. f.)
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En cuanto a los ensayos de angiogenesis, se puede apreciar como en los cultivos con
CCML1, las células no consiguen formar tubos cerrados a lo largo del tiempo. Debido que
para conformar un tubo cerrado se necesita una estabilizacion de las uniones
intercelulares, este defecto puede deberse a la alteracion de dichas uniones entre las
celulas que componen el tubo debido a la mutacion de CCML1, lo que impide la
interaccion con la B-catenina y, por tanto, un incremento en la VE-Cadherina el cual se
puede observar en los resultados de la PCR cuantitativa (Figura 8). Ademas, losensayos
de “wound healing” mostraron alteraciones en los cultivos de células CCM1 respecto a
las células control. Estas células migran gracias a la division celular y no a lamotilidad
celular como en otros tipos celulares. Debido a esta caracteristica, podemos intuir que
existen alteraciones en el ciclo celular. Al analizar la expresion génica por PCR
cuantitativa, observamos una disminucion significativa en la expresionde Ciclina B2 lo
que podria explicar la lentitud de las células para cerra la herida producida. Debido a las
alteraciones comentadas en los ensayos de tubulogénesis y “wound healing”, podemos
relacionarlas con el cuadro clinico que presentan los pacientes con esta afeccion, como
las hemorragias.

Por otro lado, en cuanto al crecimiento del cultivo celular, se observd que las células
CCML1 tardaban mas tiempo en llegar al mismo estado de confluencia que el cultivo de
las células control. Al analizar la expresion de los genes de interés por qPCR, se puede
observar como la Ciclina B2 tiene una expresion significativamente reducida con
respecto al control. La Ciclina B2 participa en la regulacion del ciclo celular, mas
concretamente en la fase G2-Mitosis. Podemos por tanto suponer que, una disminucion
en la expresion de Ciclina B2 puede retrasar la division celular y, por tanto, que el cultivo
de celulas CCML1 tiene una proliferacion menor que las celulas endoteliales normales,
tarde mas tiempo en llegar al mismo estado de confluencia que el cultivo de las células
control.

Al analizar los resultados de expresion genica en la gPCR, se observa como otro de
los genes analizados, PAIL, presenta una menor expresion con respecto a las células
control. El gen PAI1 es el principal inhibidor del activador tisular del plasmindgeno
(t-PA) vy la uroquinasa (UPA), los activadores del plasminégeno y, por lo tanto, de la
fibrinolisis. Cuando se produce un trombo, el activador tisular del plasminégeno o la
uroguinasa, actua para degradar la matriz de fibrina que conforma el trombo. En cambio,
PAIL inhibe estos componentes por lo que dicha degradacion se produciria mas
lentamente (Kotb et al., 2021). En este caso, al tener una
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disminucion en la expresion del gen PAIL, el proceso fibrinolitico estd alterado
produciendo la lisis prematura de los coagulos hemostaticos, con la consiguiente
tendencia moderada al sangrado (Reservados, s. f.).

Otros de los genes que tienen una expresion reducida es el de la ciclooxigenasa 2
(COX-2). La ciclooxigenasa (COX) es la enzima clave en la sintesis de prostaglandinas
aloxidar el &cido araquidonico. Las prostaglandinas tienen funciones relacionadas con la
homeostasis de varios drganos, asi como con el dolor, la inflamacion y la tumorigénesis.
La disminucion de estas prostaglandinas tiende a disminuir la perfusion renal total y a
redistribuir el flujo sanguineo hacia la corteza. En situaciones extremas, esto
culminaria en vasoconstriccion renal aguda e isquemia medular que podria desembocar
en fallo renalagudo (Meijide & Carnota, 2000Db).

Por ultimo y de cara al futuro, se podria estudiar las interacciones y morfologia celular
mas a fondo a través del estudio de las uniones intercelulares y de anclaje al sustrato, asi
como la distribucion de actina y tubulina, usando microscopia de fluorescencia con
técnica confocal, ya que se ha publicado una deficiencia en laestructura del citoesqueleto
en cavernomatosis (Sartages et al., 2022)

En el caso que hemos estudiado, la mutacidn no se encuentra en la region codificante
sino en un nucleédtido de la secuencia consenso de splicing. Para comprobar el efecto
de la mutaciéon, se podria realizar una PCR con oligonucledtidos disefiados
especificamente para las regiones pertenecientes al intron por ambos lados y amplificar
entre el final del exdn 15y el principio del intrén, por un lado, y entre el final del intrén
y el comienzo del ex6n 16 por otro lado. En definitiva, usando el ADN complementario
al ARN como molde, y, amplificando el principio y el final del intrén,sélo se obtendria
amplificacion en el caso de la muestra con la mutacion. El intrén situado entre ambos
exones es muy grande (6.000 bp) y su amplificacion completa, usando el final del exén
15y el principio del 16, que sdlo se podria realizar en el caso de la muestra del paciente,
requeriria una PCR larga. Con estos ensayos se podria constatar la inclusién de dicho
intrén existente entre ambos exones en la especie de transcrito anémalo que se produciria
en la mitad de los transcritos de las células CCM1de nuestro caso. Ademas, para estudiar
la expresion del gen CCM1/Krit donde no hay diferencias en la gPCR, se debe realizar
ensayos de western blot, donde se esperaria la mitad de proteina CCML1, ya que el
transcrito con la inclusion del intrén va a dar una proteina truncada afuncional. Este
experimento que no hemos podido realizar, confirmaria la deficiencia de expresion a

nivel proteico de CCM1. Aun suponiendo que la proteina truncada se llegase a expresar,
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esta proteina no seria funcional ya que le faltaria los dltimos subdominios del dominio
FERM por el que interacciona con componentes del complejo CCM y con otros
componentes de la sefializacion de la via Rho/Rac, en concreto Rapl, como se ilustra en
la Figura 4.

Con todo ello, concluimos que las diferencias observadas en las células endoteliales
del paciente podrian explicar, en parte, caracteristicas de la cavernomatosis comola
formacion de malformaciones vasculares cavernosas, con desaparicion de capilares y
engrosamiento de venas post-capilares con sangrados frecuentes.

Por supuesto se necesitan completar los experimentos de visualizacion del
citoesqueleto endotelial, asi como de expresion de proteina de los genes encontrados con
expresion diferencial en ARN, y en especial de la proteina CCM/Kritl, cuyo gen esta

mutado en el paciente, y donde se debe aislar el ARN fruto del “splicing” anomalo.

6. CONCLUSIONES
1. Las células endoteliales procedentes de un paciente de cavernomatosis familiar tipo 1,
CCM1, presentan una mutacion ¢.1563+1G>T en el consenso de splicing p.521sp
2. Se ha realizado un cultivo de células endoteliales del paciente, heterocigotas para esa
mutacion en CCML1, caracterizando su expresion y funcionalidad en comparacion con
células endoteliales control
3. Elandlisis de la expresion de ARN muestra que las células CCML1 tienen una
expresion diferente a las células de control. Encontramos disminucion de expresion de
eNOS, COX-2, PAI-1y Ciclina B2 y aumento de VE-Cadherina 2 como posible
compensacion. No hay cambios significativos en gen mutado en CCM1/Kritl.
4. Los estudios funcionales de angiogénesis y de migracion de las células endoteliales
muestran defectos en las células del paciente.
Por un lado, el ensayo de tubulogénesis de las células CCM1, presenta un retraso
temporal y una disminucidn de redes cerradas con respecto a las células control.
Ademas, la migracion de las células CCML1, esté retrasada significativamente con
respecto al proceso de las células control.
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