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Introduccion | ;: Cavernomatosis Cerebral Familiar

Definicion y epidemiologia
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» Malformacion vascular que afecta al sistema nervioso central,

principalmente el encéfalo y, con menor frecuencia, la médula
espinal o la duramadre.

#
Endothelial
Cell

> Afecta al 0.1-0.5% de la poblacion general.
> Sin predileccién sexual clara. g & r—

> Aparicién en adultos jévenes (~30 afios).

Caracteristicas clinicas Imagen representativea de las lesiones cavernomatosas a nivel microscopico y
macroscaépico (Flemming & Lanzino, 2020).

» Capilares dilatados con endotelio disfuncional.
» Manifestaciones: crisis epilépticas, déficits neurolégicos focales,
cefaleas, hemorragias intracraneales.

» Patrén de herencia autosémico dominante con penetrancia
incompleta.

» Formas: Esporadica (80% de los casos, lesién Unica).

Familiar (20% de los casos, multiples lesiones, herencia
autosémica dominante).




Genes implicados: KRIT1/CCM1

Localizaciéon y estructura [ |

» Cromosoma 7q21.2. /

cell membrane

| VE-cadherin
[ Blintegrin |

ARHGAP29 | ‘g /\
> 19 exones (16 codificantes). // s 9 \@g/,\/
> Primer genidentificado en relacién con CCM. e = V'
. m —— (Conuit J/'
Proteina Kritl N = D
(Rock ] RIPORL | —
q z, R Actinfilament
> 84 kDa' 736 amlnoaC|dos. MLC Stress fibers formation

Junctional integrity

j
> Dominios: FERM, NPXY, ankirina. @ I
|

> MOIéCUla adaptadora, Balance of RhoA toRacl regulates

endothelial barrier function

Celladhesion
Cell migration

Funcion Vision esquemdtica de las interacciones del complejo CSC con proteinas

- . . requladoras como RhoA (Riolo et al., 2021
> Estabilidad de uniones intercelulares. g ( )

» Regulacion de adhesion célula-matriz.

» Control de la dinamica del citoesqueleto. HPXY ot H
> Preservacion de la integridad vascular cerebral. =8 g £
NS 2 z £ E FERM domain NES
KRITT N _l_l I
ICAP1 CCM2
L 736 aa |

Representacién esquemdtica de la proteina Krit1 (Kar et al, 2015).




Hipotesis y Objetivos
@ Hipétesis

Hipétesis 1: Los hermanos afectados con mutaciones en el gen KRIT1 presentan funcién endotelial alterada respecto
al hermano sano no portador.

Hipotesis 2: El andlisis del exoma puede revelar variantes genéticas adicionales que modulan la severidad de las
manifestaciones celulares y el fenotipo expresado.

Objetivos

Objetivo general:

> Estudiar la expresion diferencial en células endoteliales de una familia con cavernomatosis familiar tipo 1 (CCM1) y
el papel modulador de las variantes exdmicas en la mutacion CCM1.



Metodologia

Células endoteliales derivadas de sangre periférica (BOECs) de dos hermanos afectados por CCM1 (CCM Ay CCM B) y un hermano sano (C)
como control.

0 Obtencion de BOECs

> Extraccion de sangre periférica (50 ml) con anticoagulante.
» Aislamiento mediante gradiente de Ficoll-Paque.

> Cultivo en medio EGM enriquecido (20% FBS).
> Placas recubiertas con colageno tipo I (50 ug/ml).

9 Anadlisis genético

> Secuenciacién de exoma completo (Illumina).

> Andlisis de variantes en regiones exoénicasy de splicing.

e Analisis de expresiéon génica

» Extraccion de ARN y sintesis de cDNA.
> qPCR con SYBR Green (Bio-Rad 1Q5).

» Genes: KRIT1, CD31, VE-CAD, COX2, NOS-3, ANG2, KDR, ENG, PAI-1.

» Normalizacion con 18S y cuantificacién por método AACt.

6 Ensayo de tubulogénesis

> Siembra de 80.000 células/pocillo sobre Matrigel.
> Evaluacién de formacion de estructuras tubulares.

> Seguimiento mediante fotografias a 3h y 6h.

@ Ensayo de wound healing

> Generacionde "herida" en monocapa confluente.
» Seguimiento de migracién celular a Oh,3hy 6h.

» Medicion de distancia entre frentes con Image).
» Calculo de porcentaje de migracion.

9 Inmunofluorescencia

» Fijacién con paraformaldehido 3,5%.

» Tincion: Actina (Alexa 568-Faloidina), CD31 (Alexa 647).
> Tincién nuclear: DAPI

> Visualizacién en microscopio confocal Leica SP5.



Resultados I: Analisis Genético

Variantes compartidas en pacientes CCM

KRIT1 (c.1730+5G>A)
> Variante intrénica que afecta el sitio donador de splicing.
» Presente en heterocigosis en ambos pacientes CCM.

> Ausente en el hermano control.

» Pérdida del sitio natural y activacién de sitios cripticos.

MPL (c.769C>T; p.Arg257Cys)
» Variante missense en el gen del receptor de trombopoyetina.

Presente en heterocigosis en ambos pacientes CCM.

» Ausente en el hermano control.
» Sustitucién de arginina por cisteina en regién extracelular.
> Posible impacto en angiogénesis y fragilidad capilar.

Variantes especificas de cada paciente

Paciente Gen Variante

F11R/JAM-A c461C>G

RIF1 €.2344+1G>T
CCM A

ALDH1A2 c.847_848dup

AREL1 c.1915-1G>A
CCM B SMAD2 €.1085_1128del

Efecto predicho

p.Ser154Ter (cod6n de parada prematuro).

Afecta sitio donador de splicing.

p.Thr284Ter (codon de parada
prematuro).

Afecta sitio aceptor de splicing.

p.Cys362Serfs*5 (frameshift).

Relevancia funcional de las variantes

CCM A: Mayor severidad

* F11R/JAM-A:
Molécula de adhesién crucial en uniones
estrechas del endotelio cerebral.

* RIF1:

Implicado en respuesta al dafio del DNA.
* ALDH1A2:

Enzima clave para sintesis de 4cido retinoico.
* AREL1:

Ligasa E3 con papel en regulacién de
apoptosis.

CCM B: Severidad intermedia

SMAD2:
» Proteina efectora de la via TGF-B.

» Cambio que introduce codén de
parada prematuro en dominio MH2.

» Asociado con aneurismas de grandes
arterias.

» Paciente presenta aneurisma aértico.



Resultados II: Expresion Génica

Anadlisis de expresion por qPCR

Se analizé la expresiéon de genes clave en la funcién endotelial mediante qPCR,
normalizando con el gen de referencia 18S.

Genes de adhesion celular
= CD31/PECAM1:Reduccion significativa en CCM A y CCM B vs control

= VE-CAD: Disminucién marcada en CCM A'y CCM B vs control.

Coherente con reducciéon de adhesién intercelular en células CCM1.

Genes angiogénicos
= ANG-2: Niveles reducidos en CCM A y CCM B vs control.
= KDR/VEGFR2: Expresion disminuida en CCM A 'y CCM B vs control.

# ENG: Solo diferencias en CCM B, afectacion diferencial en la modulacién de TGF-B
coherente con la mutacién en SMAD?2.

Genes de homeostasis vascular
« NOS-3: Reduccioén significativa en CCM A, CCM B en niveles préximos al control.

= PAI-1: Sin diferencias significativas entre grupos.

= KRIT1: Reduccién en CCM A y CCM B vs control.

= COX2: Reduccion muy significative en la expression en CCM Ay CCM B vs control.
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Valores normalizados de expresion en el eje Y frente al nombre de los genes analizados en el eje X.
Significacidn estadistica: p<0.05 (%), p<0.07 (**), p<0.007 (**%).



Resultados Illl: Ensayos Funcionales
Ensayo de tubulogénesis

Evaluacion de la capacidad angiogénica in vitro mediante formacion de estructuras
tubulares en Matrigel:
Paciente CCM A: Ausencia total de formacion de estructuras capilares.
Paciente CCM B: Formacion de redes capilares comparables al control.
Control: Formacién normal de redes capilares completes.

CCMA

Correlacién con variantes genéticas

Paciente CCM A: Disfuncién severa
Mutaciéon en KRIT1 (c.1730+5G>A)
Variante en MPL (p.Arg257Cys)
Variantes adicionales en F11R/JAM-A, RIF1, ALDH1A2 y AREL1
Incapacidad para formar estructuras capilares
Migracion celular severamente comprometida (5,6%)
Correlaciona con mayor severidad clinica

CCMB

Control




Resultados Illl: Ensayos Funcionales

Ensayo de wound healing

Evaluacién de la capacidad migratoria mediante cierre de herida en monocapa:

Paciente CCM A: 5,6% de migracion alas 6h
Paciente CCM B: 28,7% de migracién a las 6h
Control: 31,1% de migracion a las 6h

CCMA
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9 24’3 31,1

Tabla resumen de los porcentajes de migracién de los tres grupos a diferentes
tiempos

CCMB

Control




Resultados IV: Inmunofluorescencia

Organizacion del citoesqueleto

Tincibnde F-actina mediante Alexa 568-Faloidina:
Paciente CCM A: Filamentos intensamente polimerizados en periferia.
*> Estado contractil elevadoy menor capacidad migratoria.

» Morfologia alargada y contactos intercelulares reducidos.

Distribucién de actina similar al control.
®> Organizacion normal del citoesqueleto.
» Menor densidad de contactos intercelulares que el control.

CCMA

CCMB HUVEC

ACTINA / DAPI

Tincién de F-actina (rojo). Diferente organizacion del citoesqueleto entre pacientes CCM A, CCM B y
control.

Distribucién de CD31/PECAM-1

Tincibnde CD31 mediante Alexa 647-CD31:
Paciente CCM A: Acumulacién anémala en regiones perinucleares.
*> Ausencia en membrana plasmatica donde deberiaformar interdigitaciones.

» Correlaciona con reduccién de expresiéon génica de CD31 (85%).

Localizacién principalmente en periferia cellular.
*> Formacion de interdigitaciones entre células vecinas.
» Correlaciona con reduccién moderada de expresién génica (48%).

CCMA

CCMB HUVEC

CD31/ DAPI

Tincién de CD31 (azul). Diferente distribucién de CD31 entre pacientes CCM A, CCM By control.



Conclusiones

Las células endoteliales heterocigotas para la mutacion intrénica
¢.1730+5G>A en KRIT1 presentan afectacion en funciony
expresion endotelial, a pesar de no ser las células de las propias
lesiones cavernomatosas.

El grado de afectacion en las células endoteliales heterocigotas
para la mutacion en KRIT1 no puede explicarse Unicamente por el
efecto directo de esta mutacién. Los resultados indican que la
gravedad depende de un contexto genético mas amplio.

El estudio comparativo de dos casos familiares con la misma
mutacion en KRIT1 revel6 que la presencia de otras variantes
(F11R, ALDH1A2, AREL1, SMAD?2) condiciona diferencias notables
en la expresion génica, morfologia celular y funcionalidad
endotelial.

Las alteraciones en la expresion de genes clave para la adhesion
(VE-CAD, PECAM-1), la angiogénesis (ANG-2, VEGFR2) y |a
regulacion vasculatoria (NOS-3, COX2), junto con los resultados de
los ensayos funcionales, evidencian un dafio endotelial
considerable en el paciente A, mientras que el paciente B mantiene
una funcionalidad parcial.

Los ensayos funcionales demostraron diferencias significativas
entre ambos pacientes. El paciente A present6 ausencia total de
estructuras capilares en tubulogénesis y cierre de herida mas lento
(5,6% vs 28,7% del paciente B).

El analisis morfolégico mediante inmunofluorescencia confirmo
alteraciones en el citoesqueleto de actina y la distribuciéon anémala
de CD31, especialmente severas en el paciente A, donde los
filamentos de actina aparecieron intensamente polimerizados en
la periferia celular.
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