Universidad
de La Laguna

Estudio del gen VHL
en hemangioblastomas

cerebelosos

e Autores: Dana Florentina Melidn Ramallo

Laura Martin Meneses
e Tutora: Rosa N. Rodriguez Rodriguez

e Co-tutor: Eduardo Salido Ruiz

Departamento de Ciencias Médicas Basicas, Servicio de Anatomia Patologica del

Hospital Universitario de Canarias.



Agradecimientos

A nuestras familias, por el apoyo incondicional y darnos la fuerza que necesitdbamos para terminar

esta carrera de fondo.

A nuestra tutora la Dra. Rosi Rodriguez y co-tutor el Dr. Eduardo Salido, por dejarnos participar en

este proyecto tan interesante y apasionante para nosotras.

A todos los técnicos del laboratorio que, de forma directa o indirecta, nos ayudaron en la obtencion de

las muestras.

En especial, agradecer a Ayelen Ramos, bidloga y biomédica, que fue nuestra guia y nos ayudé en

cada paso que dimos, sin ti no habria sido posible realizar este TFG.

No se diagnostica lo que no se piensa.
No se piensa lo que no se conoce.

Dr. Chamoles



R 1
B X 1 1
PAIADYAS CLAVE .aaaaaaaaaanennnieeeieiieeeeeeeveetticcsccssccssssss s s s s e e esssssssssssssss s sssssssssssssssssssssssssssssssssnns 2
IREPOAUCCION caaaeenannnnneieeeeeeeeeeeeeeveeeittisccccccssssssssss e s es s e s esssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 2
¢ ;Quées el sindrome de Von Hippel-Lindau?'?= .........c.oceveveveeerereneeevenesssesesssesesssssssssssssesssssssssns 2
¢ ;Cuantos enfermos de VHL hay en ESpaiia??.........ccocoveveverererneneevenensnenessseesssssssssssssssssssssssns 3
T ) 11117 YOO OO USRS 4
= Hemangioblastomas en el Sistema Nervioso Central...................cccooooiiiii 5
= Hemangioblastomas retinianos................ccocoiiiiiiiiiiiiiiii 5
= Tumor del saco eNdOINTALICO...........ccooiiiiiiiiiii e 6
= Cistoadenoma del epididimo...............cccooiriiiiiiiiiiiiie e e 6
= Cistoadenoma del ligamento ancho...................c.cociiiiii 6
= FeOCTOMOCITOMIA ..ottt et ettt et et e st e e st e st e e sbe e e saeeebe e e sabeesabeesabeesares 6
= Quistes y tUMOTres FENALES ............ccoiiiiiiiiiii e 7
= Quistes, cistoadenomas serosos o tumores neuroendocrinos pancreaticos..............coceeeeeveninerenieeneenennens 7
¢ Diagnostico del VHL ....ccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiniiienc s ssssresssssnsssssass e sssssssesssssssessssssssesssssssens 7
¢  Estudio histolégico del cerebelo sano vs hemangioblastoma cerebeloso®............ccocovveevereenennns 8
= CeIrEDEIO SAMO ...ttt s e e bt bt b bt eeha e e sab e e et e e sb e e e be e e abeeeree s 8
= Hemangioblastoma cerebeloso ... 9
= Diagnoéstico diferencial entre hemangioblastoma cerebeloso y el carcinoma renal de células claras
TIEEASTASICO ...ttt ettt ettt ettt eht e s bt e eb e e s bt e beesbe e be et e eateeateeheeeheeebeeebeenbe et e et e eateeabenabenaeas 10
¢ Estudio del gen VHL ....iiiiiiiiiiiitiiiiiiiiiiiniiieeiiscssssieeesisicssmssseseeeisssmssssieessnessssssssssee 10
¢  Estudio de la proteina VHL (PVHL) ......oovuiievereeirirenseenenesssesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 11
¢ Estudio de HIF ™ ....icicicniiisicsissssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 11
¢ Relacion de HIF Y CANCET ....uceiiiiiieeiiiiiieiiiiiiitiiiinieiinsnsesiessessssssnesssssseessssssnessssssssssssssssesssssnns 12
¢  Terapias dirigidas en la enfermedad VHL .........iiiiiiiiiiiiniiiiiiiiiiiinnniicnnneneeessnesen 13
¢ Cuales son las mutaciones mAs frecuentes? ........ccccvvvrveeeiiisinreniisineiniineen e 14
JUSHIfiCACION Al trADAJO c.......unnnnnnnnnnnaaaeeeevvvevviviiiiiiiiissssssineeteeeieieeririiiieisssssssssssssssessssssnensssses 15
ODJOLIVOS auvuueeeverririiiiiiiissssssueeriieinietiiiiiiiiiisiiissssssssssssssssteississssssssssssssssssssssssssmsssssssssssssssssssnsssnsns 16
¢ ODbjetivo Principal.......ccoiciiiiiiiiiiiiiiiiiii s sssr e se s s sssaeee 16
¢ ODbjetivos SECUNAATIOS .ciicciiiinrtiiiiiiiiiiiiniitttiiiiciiinitteetiisessisssteteeieiessssssstteeessesssssssssraeessesssssssssnes 16
Material p MELOAOS ....cceuuuuueruueuuueeeeevvveririiiiiiiiiiississssssneeieessetesiiiiiiisiissssssssssssssssssssssenssssssssssssssssns 16
¢ Disefio del eStUAI0 ... 16
¢ Sujetos del eStUAIo ...cceiiiiiiiiiiiniiiiiiiiiiiiiiii s e s assaeee 17
¢  Desparafinado de las muestras histologicas..........ccccvvvvveeiiiiiviiiiiniiiiiine e, 18
¢  Extraccion y purificacion del ADN.......ccccoivvveiiiiiiiiiiiiiiiniiieiensiennsscssresssssssssssssesssanne 19
¢ Cuantificacion del ADN.......iiiiiiiiiiiiiiiniiineiren s essrs s sass s s s e s saass s s e s s sessssssnnnens 20
¢ DiSeNo de PriMerS....ccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiisiieeetiiiessitteeieiessstteeeiiesissssteeesiesessssse 20

-Indice-



¢  Reaccion en cadena de 1a polimerasa (PCR) ........ceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiennniinessssssssessssseens 21

@ EleCtrofOresiS....cccceiiiiiiiiiiiiiiiiiicis e 22

¢ SecuenciaciOn de SAMZET ......ccccvviiviiiiiiiiiiiiiiiirtiiire e as s e s anne 22

= Limpieza del producto.............ccooiiiiiiiiiiiii s 22

. Reaccion de SECUEIMCIACION .............cooiiiiiiiiiiiieee ettt st sbe e bt e b e e be e be e nbeeaee e 22

= Precipitacion del ADN ...ttt s s s 23

. Secuenciacion fINAl ..ottt b ettt e aa et 23

g 1 17 7 24
0 Rl R 7] 26
CONCIUSIONES...cvvveeuurcirirnennuniiiisiisrinsisississsssiiisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 29
cQué he aprendido durante eSte TFG? ........uuuueeeeevvvvivivisisssssueeeveeeevesriiiiiiisssssssssssssssssssssssensssses 29
0521701 L N 30
ARCXOS cuuueerinrvreuniiiiniinsnnnisissisissusisissssssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssssssssssssssssns 33
¢ Anexo 1: Protocolo internacional de seguimiento de pacientes afectos de VHL .............c.....c..ee 33

¢ Anexo 2: Cuantificacion del ADN .........oiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieerncnissseses s sssss s s sssassens 33

¢ Anexo 3: Diseflo de PrilMerS.. ...ttt 33



Resumen

El sindrome Von Hippel-Lindau (VHL) es una enfermedad rara, de herencia autosémica dominante,
producida por mutaciones en la linea germinal del gen supresor de tumoral VHL (3p25.3). Se
caracteriza por el desarrollo de quistes y tumores como: carcinoma renal de células claras (CCR),
hemangioblastomas del SNC y de retina, feocromocitomas, tumores neuroendocrinos pancreaticos y
tumores del saco endolinfatico. Dada la variabilidad de expresion fenotipica, la aparicion de quistes o
tumores que se asemejan a los de otros sindromes y la ausencia de un registro formal de pacientes, es
una enfermedad infradiagnosticada. Mutaciones en el gen supresor tumoral VHL afectan a la estructura
o funcién de la proteina supresora tumoral (pVHL) que juega un papel clave en la deteccion de los
niveles de oxigeno celular. En este trabajo hemos realizado un estudio experimental con el fin de
aprender las técnicas para localizar mutaciones gendmicas. Para ello se emplearon muestras
histologicas anonimizadas (trabajamos con muestras identificadas por un numero) de
hemangioblastomas cerebelosos en enfermos de VHL, recogidas en el servicio de Anatomia Patologica
del HUC. En ellas se detectaron 4 mutaciones patogénicas que condicionaron una alteracion en la
funcién de la pVHL, lo que se traduce en el acumulo (falla la degradacion fisiologica) del factor
inducido por hipoxia (HIF) que provoca la expresion de multiples genes relacionados con la génesis
tumoral. En la actualidad, no existen tratamientos curativos para esta enfermedad, por ello los
esfuerzos deben enfocarse al desarrollo de nuevas terapias dirigidas, diagndstico precoz y seguimiento,

mejorando el pronostico de estos pacientes.

Abstract

Von Hippel-Lindau (VHL) syndrome is a hereditary autosomal dominant rare disease caused by
germline mutations in the tumor supressor gene VHL (3p25.3). It is characterized by the development
of cysts and tumors such as: clear renal cell carcinoma (ccRCC), CNS and retinal hemangioblastomas,
pheochromocytomas, pancreatic neuroendocrine tumors and endolymphatic sac tumors. Given the
variability of phenotypic expression, the appearance of cysts or tumors that resemble other syndromes,
and the absence of a comprehensive patient registry, it is an underdiagnosed disease. Mutations in the
VHL tumor suppressor gene affect the structure or function of the protein (pVHL), which plays a key
role in sensing cellular oxygen levels. In this project we have done an experimental study in order to
learn to locate the genomic mutations. Thus, we used anonymous histological samples (identified by
numbers) of cerebellar hemangioblastomas in VHL patients from the Pathology department at HUC.
We detected four pathogenic mutations that conditioned an alteration in the function of pVHL leading

to the accumulation of the hypoxia-induced factor (HIF) which causes the expression of multiple genes



related to tumorigenesis. Nowadays there are no curative treatments for this disease therefore efforts
should be focused on the development of new target therapies, early diagnosis and follow-up,

improving the prognosis of these patients.

Palabras clave

Von Hippel-Lindau (VHL), Hemangioblastoma cerebeloso, Factor inducible por hipoxia (HIF),
Proteina VHL (pVHL).

Introduccion

¢ ;Qué es el sindrome de Von Hippel-Lindau?!%?
El sindrome de Von Hippel-Lindau (VHL) es una enfermedad genética que se produce por mutaciones
en la linea germinal del gen supresor tumoral VHL, ubicado en el cromosoma 3p25.3. Tiene un patron
de herencia autosémica dominante, aunque hay un 20% de mutaciones “de novo”, es decir, la persona
afectada es el primer caso en su familia. A consecuencia de ello, se produce un aumento del riesgo de
desarrollar quistes y tumores hipervasculares en distintos 6rganos:

e Hemangioblastomas retinianos (40-60%).

e Hemangioblastomas del Sistema Nervioso Central (SNC), (60-80%).

e Tumores del saco endolinfatico (2-11%).

e Feocromocitomas (10-25%).

e Quistes pancreaticos o tumores del islote pancreatico (60-80%).

e Quistes renales y carcinoma renal de células claras (30-60%).

e Cistoadenomas papilares de epididimo y ligamento ancho del utero (20-60%).
Entorno al 5-20% de pacientes con VHL presentan policitemia, pues los tumores (por ejemplo:
hemangioblastomas del Sistema Nervioso Central) ocasionalmente producen eritropoyetina, lo que de
forma secundaria lleva a un aumento anormal de globulos rojos. Ademds, mutaciones del gen VHL
pueden causar la proliferacion de células hematopoyéticas, dando lugar a la eritrocitosis familiar tipo
2 (o policitemia de Chuvash). Sin embargo, los pacientes con eritrocitosis familiar tipo 2 no presentan

un riesgo incrementado de desarrollar tumores ya que la frecuencia de tener ambas patologias es rara.

El sindrome de Von Hippel-Lindau se incluye dentro de las enfermedades raras, afectando a 1 de cada
30.000-50.000 nacidos vivos, sin preferencia conocida por sexo o raza. Esta enfermedad es cronica y
altamente incapacitante si se deja evolucionar. Hasta que comenzaron los controles periddicos, las

principales causas de muerte de estos pacientes eran las metastasis del carcinoma renal de células



claras y las complicaciones neuroldgicas de los hemangioblastomas cerebelosos. Es por esto, que
asociaciones como “Alianza espanola de familias de Von Hippel-Lindau” tratan de potenciar el
conocimiento de esta enfermedad, incluso dentro del sector sanitario pues es desconocido para la
inmensa mayoria de los médicos, asi como fomentar la investigacion y establecer un protocolo de
seguimiento para los pacientes afectados de VHL. Esto tltimo es sumamente importante, ya que en la
actualidad no existe ningun tratamiento curativo, por lo que, se debe hacer hincapié en su seguimiento
y tratamiento (si fuera necesario). (En Anexo [ se adjunta el protocolo internacional de seguimiento
recomendado).

De igual modo, a nivel internacional también existe la “VHL Alliance” creada para promover la

investigacion y educacion sobre esta enfermedad.

¢ (Cuantos enfermos de VHL hay en Espafia?*
Como se comentd anteriormente, al tratarse de una enfermedad hereditaria de patrén dominante, a
excepcion de los casos “de novo”, los casos de personas afectadas se agrupan en familias.
En Espana las enfermedades raras no son de declaracion obligatoria, por lo que el registro mas fiable
procede de las propias asociaciones de afectados. Para aproximarnos al nimero de casos de VHL que
hay en Espafia, hemos recurrido a la asociacion alianza VHL que recoge datos de los afectados de todo
el pais, (ltima actualizacion el 22 de junio de 2021). Los datos aportados son de carcter voluntario,
por lo que hay pacientes no recogidos en esta grafica.
Recientemente se ha puesto en marcha el Registro de Enfermedades Raras del Instituto de Salud Carlos
111, dependiente del Ministerio de Salud y Politica Social. Este registro es de caracter voluntario, y son
los propios afectados los que han de aportar los datos. A dia 25 de mayo de 2022 solo 17 pacientes de
todo el pais afectados de VHL se han incluido en el registro.
Ut actualzacion, 22 dejuniode 2021
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¢ Clinica’
Las manifestaciones clinicas de la enfermedad de VHL son muy heterogéneas. Clasicamente el VHL
se ha clasificado en dos tipos:

e Tipo 1: cuando no presenta feocromocitoma. En €l encontramos los siguientes tipos de

tumores:

- Angiomas de retina (hemangioblastomas)

- Hemangioblastomas en el sistema nervioso central
Tipo 1 .
. - Cancer renal (carcinoma de células claras)

- Tumores y quistes pancreaticos

¢ Tipo 2: cuando presenta feocromocitoma. Se subclasifica en 2A, 2B o 2C dependiendo de los

tumores que presente:’

. - Feocromocitomas
Tipo 2A
- Hemangioblastomas de retina
(Bajo riesgo de . . )
CCR) - Hemangioblastomas del sistema nervioso central
- Feocromocitomas
- Hemangioblastomas de retina
Tipo 2B
- Hemangioblastomas del sistema nervioso central
Alto riesgo de . .
f CCR)g - Cancer renal (carcinoma renal de células claras)
- Tumores y quistes pancreaticos
Tipo 2C - Solo feocromocitomas

Las neoplasias aparecen a edades tempranas en los pacientes con
VHL a diferencia de los pacientes que desarrollan estos tumores de
forma aislada. De tal manera, que a los 50 afios el 95% de los
afectados ya habra desarrollado una o mas lesiones tumorales. Por
tanto, ante una persona de 60 afios que desarrolla un primer
hemangioblastoma en el Sistema Nervioso Central no debemos
sospechar en primer lugar que tenga el sindrome de Von Hippel-

Lindau.

Organos afectados en la enfermedad VHL.
Imagen obtenida de Alianza espariola VHL

4



* Hemangioblastomas en el Sistema Nervioso Central
Son tumores benignos, circunscritos, de origen vascular (liberan factores angiogénicos como el
Vascular Endothelial Growth Factor; VEGF). Sin embargo, su localizacion, crecimiento y aparicion
de maltiples lesiones tumorales, les confiere un comportamiento agresivo.
El 75% corresponden a hemangioblastomas infratentoriales, principalmente localizados en cerebelo.
El otro 25% se pueden encontrar en la médula espinal (sobre todo en la region cervical),
troncoencéfalo, cerebro, retina y en las raices nerviosas lumbosacras, siendo los supratentoriales muy
raros. También pueden ocurrir fuera del SNC como en hueso y partes blandas, higado, pancreas, rifion,
intestino y piel.!
Alrededor del 25-30% de hemangioblastomas cerebelosos diagnosticados ocurren en el contexto de
VHL, a diferencia de los tumores de médula, en los que este porcentaje asciende hasta el 80%.
Los sintomas fundamentalmente se deben al crecimiento del tumor o de quistes asociados a €1, que
puede ejercer presion sobre el parénquima nervioso o bloquear la circulacion del liquido
cefalorraquideo, produciendo: cefalea, dolores de espalda, alteraciones de la sensibilidad o pérdida de
fuerza, mareo, sensacion de inestabilidad, entre otros sintomas.
La prueba de imagen de eleccion para el diagndstico es la resonancia magnética con contraste. Ademas,
se recomienda el seguimiento del tumor para determinar el momento ideal en el que llevar a cabo el
tratamiento quirtrgico. Este consiste en una cirugia abierta por un neurocirujano experto en
hemangioblastomas VHL. No se recomienda la cirugia en tumores asintomaticos, salvo en los
localizados en el bulbo raquideo, que se deben operar antes del comienzo de los sintomas (1 cm) por
la gravedad de su localizacion. En caso de cirugias de alto riesgo existen otras opciones terapéuticas
como la radiocirugia estereotaxica.
El prondstico de hemangioblastomas cerebelosos en el VHL es excelente si se realiza una escision
completa de la lesion. Los déficits neurologicos permanentes son raros y se pueden evitar con un
tratamiento precoz. Sin embargo, se debe tener en cuenta que los tumores de aparicién esporadica
tienen un mejor prondstico que aquellos asociados a la enfermedad de VHL ya que éstos ultimos suelen
ser multiples y aparecer junto con otras neoplasias asociadas a esta enfermedad, asi como en edades
mas tempranas.

* Hemangioblastomas retinianos
Suele ser la manifestacion inicial mas frecuente de la enfermedad (entre los 10-40 afos), y su
localizacion habitual es la periferia retiniana. Estos tumores, pueden desarrollar exudacion, membranas

epirretinianas y desprendimiento de retina, lo que provoca pérdida de agudeza visual. Los tumores



periféricos pueden tratarse con fotocoagulacion con laser argdn o crioterapia, mientras que los
yuxtapapilares no pueden tratarse sin dafiar la visién de forma irreversible.
Para la exudacion se emplean inyecciones intravitreas anti-VEGF (ej: bevacizumab). El tratamiento
de las membranas epirretinianas y del desprendimiento de retina es quirargico.

* Tumor del saco endolinfatico
Es un tumor infrecuente en la poblacion general, pero aparece en un 15% de la poblaciéon VHL. Son
tumores muy vascularizados y localmente agresivos. Produce pérdida auditiva, tinnitus y vértigo. A
menudo son confundidos clinicamente con la enfermedad de Menicre, debido al acumulo de liquido
que se produce por bloqueo de la reabsorcion de endolinfa en el saco endolinfatico, hemorragia o
produccion de liquido por parte del tumor. El tratamiento es la reseccion quirirgica completa, sin €1,
el crecimiento tumoral erosiona las estructuras adyacentes. Esto puede afectar al acueducto vestibular,
fosa posterior o estructuras nerviosas, lo que produce paresia facial, hipoestesia y sindrome del
foramen yugular (pares IX, X y XI), pudiendo ocasionar asi la muerte del paciente.

= Cistoadenoma del epididimo
Son tumores quisticos benignos (1-5 cm), asintomaticos, aunque pueden ocasionar hematuria o
molestias cuando son multiples. El cancer testicular no se asocia a VHL, pero si son dolorosos puede
llevarse a cabo una epididimectomia. Dependiendo de su localizacion pueden bloquear el transporte
de esperma y provocar infertilidad.

= Cistoadenoma del ligamento ancho
Es un tumor benigno, infrecuente en la poblacion general. Normalmente asintomatico, aunque, a veces,
ocasiona molestias. Dado que hay receptores de progesterona en los tumores VHL, en las pacientes
con este sindrome se recomienda utilizar pildoras anticonceptivas con bajo nivel de progesterona, DIU
de cobre o liberadores de bajas dosis de progestagenos.

* Feocromocitoma
Es un tumor productor de catecolaminas, que se puede originar en cualquier localizacion donde existan
células cromafines del sistema nervioso simpatico, bien en la médula adrenal o extraadrenal
(paragangliomas). Raramente son malignos (<7%). Suelen ser hipofuncionantes, diagnosticindose de
forma incidental. Si son funcionantes, se producen elevaciones subitas de tension, lo que provoca
cefaleas, sudoracion profusa, palpitaciones o ansiedad. El tratamiento habitual es la adrenalectomia
parcial, tratando de conservar el cortex de la glandula para evitar la necesidad de reemplazo esteroideo,

por si en el futuro se tuviera que intervenir la otra glandula.



= Quistes y tumores renales
El quiste renal en la enfermedad de VHL suele ser una lesién preneoplésica, en cuyo interior se
desarrollard un carcinoma renal de células claras a lo largo de los afios. No hay ningliin sintoma
especifico que permita identificar el tumor renal en sus inicios, los rifiones seguiran funcionando sin
alteraciones clinicas ni analiticas por lo que es vital la vigilancia estricta. Aunque se recomienda
intervenir quirturgicamente a partir de los 3 cm, la decision sobre cuando operar debe tomarla el equipo
médico completo, siendo de eleccidon una nefrectomia parcial. La ablacion por radiofrecuencia y la
crioterapia son alternativas ttiles en tumores de pequeflio tamafio. Si se extirpan los rifiones, los
pacientes son buenos candidatos a trasplante renal, puesto que el rifidn trasplantado tiene el material
genético del donante por lo que el riesgo de desarrollar un nuevo tumor es similar al de la poblacion
general. Ademads, el tratamiento inmunosupresor utilizado en trasplantados no parece influir en el

crecimiento de otros tumores VHL.

= Quistes, cistoadenomas serosos o tumores neuroendocrinos pancreaticos
La mayoria son asintomadticos y se detectan durante el screening. Es importante realizar el diagnostico
diferencial entre las tres entidades ya que los quistes y cistoadenomas normalmente no precisan
tratamiento, aunque si invaden todo el tejido glandular pueden ocasionar insuficiencia pancreatica y
diabetes mellitus. Por otro lado, los tumores neuroendocrinos pancreaticos son lesiones solidas, bien
circunscritas, multiples y localizadas en cabeza de pancreas, que requieren un estrecho seguimiento,
pues pueden malignizar y metastatizar a distancia (especialmente en higado y ganglios linféticos).
Ademas, se recomienda extirparlos si tienen mutacion en el exon 3 del gen, si se duplica su tamafio en

menos de 500 dias o si tienen un tamafio mayor o igual a 3 cm.

¢ Diagnostico del VHL
La aproximacion diagnodstica se realiza por los hallazgos clinicos, pero el diagnostico confirmatorio se
establece mediante un estudio genético de las mutaciones presentes en el gen VHL. No existen guias
universales sobre quién debe someterse a dichos estudios. Sin embargo, se debe sospechar esta
enfermedad cuando nos encontremos pacientes con las siguientes caracteristicas:
e Pacientes sin historia familiar de VHL que tengan:
o Hemangioblastomas multiples en el cerebelo, la médula espinal o el ojo.
o Un hemangioblastoma y otra lesion caracteristica (carcinoma renal de células
claras, quistes pancreaticos, feocromocitoma, tumor del saco endolinfatico o
quiste del epididimo).

o Persona joven con carcinoma renal de células claras.



e Pacientes con historia familiar positiva para VHL. Solo requieren la presencia de una lesion
caracteristica (hemangioblastoma en SNC, médula 6sea o retina, carcinoma renal de células

claras, feocromocitoma...) para sospechar el diagndstico.

¢ Estudio histologico del cerebelo sano vs hemangioblastoma cerebeloso®’
Al realizar el estudio histopatoldgico del hemangioblastoma, debemos reconocer las caracteristicas de
un cerebelo sano. Para ello, hemos revisado cortes histologicos tefiiddos con hematoxilina-eosina de
un cerebelo sano, reconociendo las distintas estructuras que éste presenta y haciendo una comparacion
posterior con las muestras de hemangioblastoma cerebeloso a estudio.
= Cerebelo sano
e Visidn general: a pequefio aumento se distingue en la zona central la sustancia blanca
que forma el eje de la laminilla cerebelosa, y la sustancia gris en la region periférica de
dicha estructura (figura 1.1). Con mejor detalle podemos ver las tres capas de la
sustancia gris (figura 1.2) (de dentro hacia fuera):
o Capa granular.
o Capa de las células de Purkinje.
o Capa molecular.
La sustancia blanca est4 en intimo contacto con la capa granular, tiene una gran cantidad

de fibras nerviosas y escasas células gliales.

-1 Capa molecular

Capa de las células de
Purkinje

[~ Capa granular

Figura 1.1. Sustancia blanca cerebelosa. Figura 1.2. Su;{ancia gris cerebelosa.
Foto de obtencion propia (HUC) Foto de obtencion propia (HUC)

e Vision especifica: a mayor aumento en la capa molecular encontramos escasas células

gliales y proyecciones axonales de las células neuronales.
En la capa de células de Purkinje observamos somas neuronales, de citoplasma
eosinéfilo y nucleo redondeado con nucléolo en su interior. Ademads, tienen grandes

axones que traspasan esta capa llegando a la molecular (figura 1.3).



Célula de Purkinje

* Hemangioblastoma cerebeloso
Los hemangioblastomas son tumores de crecimiento lento, bien delimitados
y altamente vascularizados con fibrosis y células estromales que van desde

epitelioides claras a espumosas.

Por ultimo, en la capa granular, destaca una gran cantidad de células de la glia de

morfologia redondeada y pequeiio tamatfio.

Células gliales

Foto de obtencion propia (HUC).

Visiébn macroscopica: habitualmente se presentan como

masas pseudoencapsuladas quisticas con un nodulo sélido

(figura 2.1) o totalmente solidas (menos frecuente).
Figura 2.1. Lesion solida en

Visién microscépica: En la periferia se distingue una  hemisferio izquierdo (flecha blanca) y
quistica en vermis (flecha negra)(8).

lamina de tejido fibroso que contiene vasos nutricios. Se

diferencian dos proliferaciones celulares (figura 2.2):

- Células estromales neoplasicas: grandes, con citoplasmas claros por la presencia
de vacuolas lipidicas intracitoplasmaticas. Los nucleos son hipercromaticos, tienen
distintos tamafos y atipias ocasionales. Son raras las mitosis. En aproximadamente
el 10% pueden verse focos de hematopoyesis extramedular, relacionado con la
produccion de eritropoyetina por las células estromales.

- Células vasculares reactivas: aumentan la vascularizacion capilar con

ot e, Lo o N eyt . o “Link ‘ -
it Aol ; & S SRR S ® N

Figura 2.2. A la izquierda: lamina fibrosa que delimita el tumor. A la derecha: células estromales de citoplasma claro

con gran vascularizacion circundante. Foto de obtencion propia (HUC)



Nota aclaratoria: en las muestras que hemos estudiado no se aprecia cerebelo sano ya que estos tumores se resecan de la
forma mas conservadora posible, extirpando solo el tejido neoplasico, para limitar las posibles secuelas neurologicas.
Se distinguen dos variantes histoldgicas del hemangioblastoma:

e Reticular. Es la més habitual (85-90%) con predominio de proliferacion capilar.

e Celular (10-15%) donde predominan las células estromales.
Ambas variantes se consideran histologicamente benignas.
Es importante destacar que no se han demostrado diferencias histologicas especificas que distingan los
hemangioblastomas de pacientes afectos de VHL con los de aparicion esporadica.

= Diagnostico diferencial entre hemangioblastoma cerebeloso y el carcinoma renal de
células claras metastasico

En muchos casos la morfologia de las células estromales del hemangioblastoma es similar a la de las

células claras del carcinoma renal y, el hecho de que ambos
tumores sean frecuentes en pacientes con VHL y que, con
frecuencia, el carcinoma renal metastatiza en el sistema
nervioso central, dificulta el diagnostico. Por todo esto,
cuando en un estudio histoloégico se visualiza gran
componente celular de aspecto claro, debemos hacer el

diagnéstico diferencial entre ambas entidades, para lo que

son utiles las técnicas inmunohistoquimicas (figura 2.3).

Figura 2.3. Células estromales marcadas con
inhibina, confirman el  diagnostico  de
hemangioblastoma cerebeloso. Imagen de obtencion
propia (HUC).

Las células estromales de hemangioblastomas suelen
expresar positividad ante marcadores como la alfa-
inhibina, D2-40 (proteina Podoplanina) y expresion citoplasmatica de la proteina braquiuria
(brachyury). Mientras que las células claras del carcinoma renal son negativas para ellas y expresan

positividad con marcadores de carcinoma renal (RCCm), CD10, EMA y CAM 5.2.
¢ Estudio del gen VHL
Es un gen supresor tumoral, situado en el brazo corto del cromosoma 3p25.3, y est4 constituido por

11.890 bases. Esta formado por tres exones y da lugar a seis transcritos, de entre los cuales, cinco son

capaces de codificar a la proteina VHL.!%!!
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Imagen obtenida de Genecards
El sindrome de VHL sigue un patrén de herencia autosdémica dominante, de penetrancia casi completa,

por lo que la mutacion siempre es la misma en los miembros de una familia. Sin embargo, cerca del
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20% de los pacientes tienen una mutacion “de novo” (es decir, son el primer afectado en su familia)

que pudo originarse en la gametogénesis o al inicio de la embriogénesis.

Este sindrome responde al modelo two-

. « , " Tumor esporadico:
hits o “teoria de los dos golpes” de

Gen M Gen
, VHL U VHL normal
Knudson. Segin este modelo, los normal ‘ - célula normal
pacientes heredan un alelo mutado del primera mutacion
: Y4 Gen = Gen
progenitor afectado (mutacion v f Vi normal
. . . alterado 1 = célula normal
germinal, first hit), que le predispone al F
desarrollo de tumores, pero necesitan segunda mutacion
Gen ‘; Gen VHL
una segunda mutacion en el alelo VHL Wl  alterado -

célula anormal

alterado L

normal por mutaciones puntuales o

. . ., Desarrollo del tumor
hipermetilaciéon,  procedente  del

progenitor sano (mutacion somatica,

Tumor de VHL:

Al nacer, la persona hereda una
copia del gen VHL ya mutado

-
Gen Ll L Gen VHL
VHL normal
alterado | || = célula normal
primera mutacion
Gen Gen VHL
VHL JL alterado =
alterado célula anormal

Desarrollo del tumor

Ilustracion del Dr.S.Richard y del Grupo Francés de Estudio de VHL

second hit), para que el tumor aparezca, pues solo cuando las dos copias del gen supresor tumoral estén

inactivas, aparecera la neoplasia. En cambio, una persona que no haya heredado la mutacion, precisa

que las dos copias del gen se dafien e inactiven, esto requiere mas tiempo, por lo que el tumor aparece

a una edad mas tardia y en una unica localizacion.
¢ Estudio de la proteina VHL (pVHL)!?

El gen VHL codifica para dos isoformas distintas, en funcion de si contienen
o no el exén 2: una isoforma grande (pVHL30) de 213 aminoécidos, que
contiene los tres exones (incluyendo los aminoacidos Met 1 y Met5 4) y otra
de 160 aminoécidos (pVHL19), constituida por el exon 1y 3. En esta tltima,
se inicia la lectura en el codon 54 Met del exon 1. Los estudios funcionales
demuestran que ambas tienen efectos equivalentes de actividad supresora
tumoral. En condiciones normales, esta proteina tiene dos dominios
estrechamente acoplados (alfa y beta). Por un lado, el dominio alfa se une a
un complejo multiproteico que incluye la elongina C y B, cullin 2 y RBX1
(complejo VCB-CR). Por otro lado, al dominio beta se unen las sustancias

a degradar.

¢ Estudio de HIF 1213

Nature Reviews | Cancer

Estructura secundaria del complejo
elongina Cy B de la proteina VHL (12)

La disponibilidad de oxigeno regula muchos procesos fisioldgicos que son controlados de forma

estricta por una red compleja de moléculas, siendo los factores inducibles por hipoxia (HIF)
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fundamentales. Estos factores de transcripcion son heterodimeros constituidos por una subunidad a

(isoformas HIF-1a, HIF- 2a y HIF-3a) y una f3, 1a funcion de ésta ultima es independiente del oxigeno.

En condiciones normales de oxigeno, HIF-1a, se
somete a hidroxilacion dependiente de oxigeno por
hidroxilasas del dominio prolil hidroxilasa (PHD),
lo que genera un sitio de union para el complejo E3-

ubiquitina ligasa de la proteina VHL. Como

consecuencia, HIF-la es

degradada en el proteosoma. MDM?2/p53 también

poliubiquitinada 'y

estan involucrados en la ubiquitinacion y degradacion

de la proteina HIF1a de forma independiente a pVHL.

En hipoxia (bajos niveles de oxigeno), el dominio PHD esta
inhibido, HIF-1a se transloca al ntcleo (figura 3) y se dimeriza
con HIF-1f3 uniéndose al elemento de respuesta a la hipoxia
(HRE) de la region promotora del ADN, lo que promueve la

transcripcion de genes diana. Estos genes estan involucrados en

diversos procesos biologicos:

metabolismo anaerdbico, supervivencia y proliferacion celulares.

La cadena transportadora de electrones mitocondrial consume la

mayor parte de oxigeno celular y puede

jugar un papel determinante en Ia
regulacion de HIF-la pues determina la
cantidad de oxigeno disponible para las
enzimas PHD. En este sentido, la
inhibicion genética o farmacologica de la
respiracion mitocondrial podria prevenir la
acumulacion de HIF-la en hipoxia.
Ademas, otras moléculas como citoquinas,
de crecimiento

hormonas o factores

también regulan a HIF-1a.

¢ Relacion de HIF y cancer

angiogénesis,

eritropoyesis,

Prolyl Proteasomal

hydroxylation degradation

00 (3 @ i 55
@ - oD - YD

Hypoxia

Ny

Figura 3. Inmunohistoquimia de HIF-la. La
tincion nuclear marron indica que hay acumulo de
HIF-1a. Imagen de obtencion propia (HUC).
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Estructura y regulacion de HIF (13)

Cuando las células tumorales crecen, su acceso al suministro de sangre se encuentra limitado, por ello,

reorganizan su metabolismo, adaptandose a situaciones de hipoxia. Esta caracteristica es clave en los
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tumores solidos, pues genera un microambiente tumoral que permite su progresion local y sistémica,
asi como la falta de respuesta a la radioterapia y quimioterapia, lo cual provoca un incremento en la
probabilidad de recurrencia del tumor'®. Como resultado de la hipoxia intratumoral, HIF-lo se
sobreexpresa en canceres humanos lo que se asocia con fracaso del tratamiento y aumento de la
mortalidad. Las terapias anticancerigenas convencionales se dirigen a las células cancerosas
proliferantes y bien oxigenadas, mientras que no hay terapias aprobadas que se dirijan a las células
cancerosas hipoxicas!”!8,

Numerosos estudios han aclarado los mecanismos moleculares involucrados en la respuesta celular a
la hipoxia, de hecho, en el afio 2019 tres lideres en el campo recibieron el Premio Nobel de Medicina

por su trabajo sobre HIF-1a que ha establecido la base para comprender como los niveles de oxigeno

afectan al metabolismo celular.

¢ Terapias dirigidas en la enfermedad VHL

Actualmente, los tratamientos de eleccion de los tumores asociados con VHL estan dirigidos a su
reseccion. Dado que estos pacientes presentan numerosos tumores a lo largo de su vida, es necesario
el desarrollo de tratamientos sistémicos efectivos y seguros que reduzcan el niimero de cirugias y
supongan un nuevo método para tratar esta enfermedad.

Las terapias dirigidas contra el cancer tienen como objetivo bloquear las vias moleculares especificas
de las células tumorales. Debido a que la mayoria de los tumores relacionados con VHL son benignos
o tienen una baja tasa de metastasis, la terapia VHL dirigida se enfoca principalmente en inhibir el
crecimiento del tumor primario y la angiogénesis.

Ademas, los tumores VHL son conocidos por su patréon de crecimiento saltatorio con fases de reposo,
lo que hace dificil distinguir entre respuesta al tratamiento y comportamiento natural de la enfermedad.
Las terapias descritas a continuacion, se basan en pequefios reportes de casos y ensayos clinicos que
se han realizado en pacientes con tumores en estadios avanzados (carcinoma renal metastasico y
hemangioblastomas) sin grupo control, lo que hace necesario el desarrollo de ensayos clinicos grandes
que incluyan grupo control. Esto permitira diferenciar la estabilizacion terapéutica del comportamiento
tumoral natural y estandarizar estos tratamientos.

Los anticuerpos monoclonales (Bevacizumab, Ranitizumab y Pegatinib) dirigidos contra VEGF son
empleados en inyecciones intravitreas como tratamiento adyuvante de hemangioblastomas retinianos
no subsidiarios de tratamiento convencional (fotocoagulacion con laser, crioterapia, terapia
fotodinamica y vitrectomia de la pars plana). Estos farmacos estan relacionados con eventos adversos
cardiovasculares, hepatotoxicidad, diarrea y afectacion metabdlica y hematologica. Los efectos y el

perfil de seguridad estan menos estudiados en otros tumores relacionados con VHL.
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Por otro lado, los inhibidores de la tirosina quinasa son firmacos que bloquean la cascada de
transduccion de sefiales celulares. Al igual que con los anticuerpos monoclonales, los ensayos clinicos
se han centrado principalmente en la via tumoral de VEGF. Algunos de los que se han empleado en
ensayos clinicos para el tratamiento de carcinoma renal de células claras metastasico y
hemangioblastomas son Semaxanib, Sunitinib, Pazopanib, Erlotinib, entre otros.!*-?

Los modificadores de respuesta biolégica son firmacos que potencian o modulan la respuesta
inmunitaria autdloga del huésped a la neoplasia. Algunos ejemplos son: Roquimex, Talidomida, FN-
a-2a, Octeotreide/everolimus y Claritromicina.?!-22-23

Los inhibidores de HIF-2a, como el Belzutifan (MK-6482) podrian ofrecer un perfil de seguridad
mayor que los fdrmacos antiangiogénicos. Ademas, han demostrado actuar sobre los mecanismos
fisiopatologicos de la enfermedad con una eficacia significativa tanto en tumores renales asociados al
VHL como en hemangioblastomas y tumores neuroendocrinos pancreaticos y con un perfil de
seguridad aceptable.?*?>

Se ha descrito que la proteina chaperona NQOI1 protege a HIF-1a de su degradacion, evitando su
ubiquitinizacion en el citosol. Por ello, actuando en esta interaccion de proteinas se podria inactivar

HIF-1a, de tal manera que la inhibicion de la expresion de NQO1 puede ser una terapia plausible y

novedosa para tratar el cancer.'?

¢ (Cuales son las mutaciones mas frecuentes?

Se han identificado mas de 500 mutaciones de linea germinal, es decir, mutaciones en los gametos que
se transmitirdn a la descendencia. La mayoria se encuentran en los exones 1 (extremo 3" del exon 1) y
3 (extremo 5" del exdn 3). En relacidn con la clasificacion clinica, las mutaciones mas frecuentes en
las familias con VHL tipo 1 (no acompafiado de feocromocitoma) se encuentran en el exén 1 y son
principalmente mutaciones responsables de proteinas truncadas (deleciones, inserciones, nonsense y
frameshift). En cambio, en las familias con VHL tipo 2 (con alto riesgo de producir feocromocitoma),
las mutaciones puntuales son las mas frecuentes, sobre todo en el exon 3. Dentro de éste, en el subtipo
2A la mutacion mas comun es Y98H (Tyr98His). El subtipo 2B se caracteriza por presentar
frecuentemente las mutaciones R167Q (Argl67GIn) y R167W (Argl67Trp). En el subtipo 2C (en el
que unicamente aparecen feocromocitomas) encontramos otras mutaciones como L1888V
(Leul88Val). Las variantes patogénicas mas frecuentes son las mutaciones missense (52%), frameshift
(13%), nonsense (11%), in-frame deletions/insertions (6%), large/complete deletions (11%), splice site
(7%). Se han identificado variantes de nucleotidos aislados en los tres exones.?’

Las mutaciones somaticas son aquellas que se pueden presentar en cualquier célula del organismo,

excepto en las células germinales, por lo que no se transmiten a la descendencia. Para determinar cudles
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son las mutaciones somaticas mas frecuentes que se producen en los tumores de personas con VHL,
realizamos una busqueda en la base de datos cBioPortal en la que no se recoge informacion sobre los
hemangioblastomas, pero si sobre el carcinoma renal de células claras. En el diagrama adjunto,
aparecen reflejadas las mutaciones mas frecuentes en una muestra de 786 pacientes de cinco estudios
diferentes. Estas mutaciones, se encuentran fundamentalmente en el dominio beta del gen. La mayoria
se corresponden con:

e Mutaciones sin sentido/Nonsense (representadas con un punto negro). En ellas, un cambio de
la secuencia da lugar a un codén de terminacion, en vez de un coddén especifico de un
aminoacido. Esto produce una proteina mas corta que probablemente no sea funcional.

e Mutacioén con cambio de sentido/Missense mutations (representada con un punto verde): se
produce un cambio en una base del ADN de forma que el triplete codifica para un aminoacido

diferente del que deberia. Esto puede alterar la funcion de la proteina codificada.

En menor proporcion se encuentran mutaciones sin cambio de marco de lectura (in-frame mutation) o

mutacion de splicing (representada en naranja).

X155_spiicef/ 155K
1

# VHL Mutations
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0 100 213aa

Distribucion de mutaciones VHL en pacientes con
carcinoma renal. Imagen obtenida de cBioportal.

Por otro lado, las mutaciones mas comunes de hemangioblastomas son: C162Y (Cys162Tyr), D179N
(Aspl179Asn), R200W (Arg200Trp) y P81S (Pro81Ser). Estas mutaciones missense afectan a residuos

superficiales de pVHL y, por tanto, podrian no interrumpir completamente la funcion de pVHL.?8

Justificacion del trabajo

El VHL es una enfermedad poco conocida, incluso por los propios profesionales sanitarios.
Esto conlleva a una falta de abordaje multidisciplinar del paciente, tratindose en ocasiones como si
tuviera una enfermedad esporadica, cuando hay que tener en cuenta que, si el paciente de VHL tiene
un tumor, en un futuro tendré otros. Antes, los pacientes con VHL tenian una esperanza de vida inferior
a los 50 afios, mientras que hoy en dia, con el desarrollo de protocolos de seguimiento, pueden llegar
hasta los 70, aproximandose a la esperanza de vida media del resto de la poblacion.

El mayor problema pronostico ocurre cuando el paciente es el primer caso dentro de la familia

(mutacion “de novo™), pues la enfermedad no se sospecha y permanece sin diagnosticar mas tiempo. El
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25% de los hemangioblastomas se identifican en familias con VHL y el 75% son esporadicos. En %
partes de los esporddicos se puede detectar mutacion en VHL.

Este estudio pretende realizar un analisis adicional sobre muestras de hemangioblastomas cerebelosos
que fueron obtenidas con fines diagnosticos-terapéuticos en el Hospital Universitario de Canarias en
los ultimos 10 afios. Hasta el momento, el servicio de Anatomia Patoldgica del hospital no ha sido
capaz de determinar las mutaciones en el gen VHL. Esto permitiria investigar posibles pacientes con
mutaciones “de novo” en linea germinal y ofrecer asesoramiento genético a partir del caso indice. De
esta manera, cuando el paciente es el primer caso dentro de una familia, no se tendria que esperar a
que tuviera otros tumores para sospechar y diagnosticar este sindrome, mejorando su calidad y

esperanza de vida.

Objetivos

¢ Objetivo principal
Aprendizaje de las técnicas para el genotipado de VHL a partir de las muestras histologicas de los
pacientes a estudio y relacion clinico-genética de las mutaciones encontradas.
¢ Objetivos secundarios
e Estudio molecular del gen VHL y de la proteina que codifica.
¢ Disefio de primers y obtener, cuantificar, amplificar y secuenciar ADN de muestras biologicas
de hemangioblastomas cerebelosos.

e Uso de bases de datos cientificas (Cbioportal, COSMIC, OncoKB).

Material y métodos
A continuacion, se detalla el protocolo que se ha seguido.

¢ Diseiio del estudio
Se trata de un estudio experimental de muestras de hemangioblastomas cerebelosos en el Hospital
Universitario de Canarias entre los afios 2005-2022. Se pretende extraer, purificar y amplificar el
material genético de muestras incluidas en parafina, para analizar las mutaciones en los exones 1 y 3
del gen VHL, mediante técnicas de secuenciacion. Este proceso lo realizaremos con las muestras de
pacientes que previamente han sido diagnosticados con el sindrome de Von Hippel Lindau mediante
un estudio genético. También analizaremos muestras de pacientes con hemangioblastomas cerebelosos
esporadicos, para descartar la presencia de mutaciones en su genoma. Finalmente, compararemos los

resultados obtenidos con bibliografia relevante y las historias clinicas de los pacientes seleccionados.
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¢ Sujetos del estudio

El método de estudio que seguimos en el trabajo comprende el andlisis de muestras biologicas de
hemangioblastomas cerebelosos que fueron obtenidas con fines diagndsticos-terapéuticos, y
analizadas por parte del servicio de Anatomia Patologica del HUC. También se han estudiado cortes
histologicos de muestras de autopsias de cerebelo sano, para realizar estudio comparativo con el
hemangioblastoma.

En la busqueda inicial de pacientes con diagnostico histologico de hemangioblastoma cerebeloso
recogidos en el archivo del servicio resultaron un total de 7 pacientes. De éstos, 3 tenian diagnosticados
el sindrome de Von Hippel Lindau mediante estudio genético (dos varones y una mujer), mientras que
los otros 4, fueron diagnosticados de hemangioblastomas esporadicos (tres varones y una mujer).

De los tres pacientes diagnosticados de VHL se pudo analizar el material genético de dos de ellos
(pacientes 2 y 3, ambos varones), pues la muestra de la otra paciente no estaba guardada en el archivo
al ser del afio 2012 (las muestras en tejido parafinado se conservan 10 afios). De los cuatro pacientes
diagnosticados de hemangioblastoma cerebeloso esporadicos, seleccionamos uno (paciente 4) con la

mayor cantidad de tejido para la extraccion del material genético.

Paciente Clinica Tratamiento Sexo-edad

- Hemangioblastomas cerebelosos multiples

(>3)—Hidrocefalia y edema cerebral.

(figura 11)

- Hemangioblastomas medulares multiples

Exéresis de tumores

cerebelosos de mayor Mujer
1 (6) y en cono medular. )
tamaio y drenaje (49)
- Lesiones quisticas en cola y cuerpo de )
ventricular externo.
pancreas y lesion solido-quistica en

cabeza.
- Lesiones quisticas en ambos rifiones

- Hemangioblastomas cerebelosos derecho e

izquierdo—ataxia, mareos e hidrocefalia Exéresis y radiocirugia.
obstructiva. (figura 11)
. Hombre
2 ‘ ‘ Nefrectomia bilateral y
- Carcinoma renal de células claras bilateral (49)
trasplante renal.

- Hemangioblastoma medular (C5- Exéresis de lesion

C6)—paralisis de hemicuerpo derecho. intramedular.
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Hemangioblastoma retiniano — ceguera.

Tumor endolinfatico de oido
izquierdo—hipoacusia.

Quistes en cuerpo y cola de pancreas.

Hemangioblastomas cerebelosos
bilaterales derechos— ataxia,

cefalea e hidrocefalia obstructiva.

Quistes renales bilaterales

Cistoadenoma papilar en epididimo
derecho

Lesion quistica en cabeza pancreatica.
Hemangioblastoma cerebeloso derecho—
ataxia, cefalea holocraneal, crisis tonico-

clonica, hidrocefalia obstructiva

Hemangioblastoma cerebeloso derecho —

ataxia, dificultad para deglucion, dismetria

dedo-nariz derecha

Hemangioblastoma medular cervical—

inestabilidad de la marcha y vértigo

Hemangioblastoma cerebeloso derecho—
vértigo, inestabilidad y caidas.

(figura 10)

¢ Desparafinado de las muestras histologicas

Exéresis de globo

ocular por dolor.
Exéresis

Seguimiento

Exéresis de la lesion

Seguimiento
Epididimectomia
derecha

Seguimiento

Exéresis de la lesion

Exéresis de la lesion —
meningitis bacteriana y
hematoma subdural
derecho — exitus
Exéresis parcial de la
lesion
Exéresis de la lesion —
meningitis
postquirargica (buena

evolucion).

Se buscaron en el archivo las muestras seleccionadas, y se eligieron los cortes con
mayor cantidad de células tumorales para la extraccion del ADN de dichas células.
Para la extraccion de la mayor cantidad de ADN posible, se delimita la zona que
contenga mayor cantidad de células tumorales (area rodeada en la figura 4), evitando

zonas de necrosis (zona inferior hipercromatica en la figura 4).

Hombre

(57)

Hombre

(43)

Hombre

(70 — exitus)

Mujer
(89)

Hombre

(75)

Figura 4. Corte
histolégico. Imagen de
obtencion propia (HUC)
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Las muestras con las que trabajamos son cortes seriados

DESPARAFINADO HIDRATACION
consecutivos a los portaobjetos tefiidas con hematoxilina- = [ *ﬂ Y T:T ] “:T T‘ﬂl
eosina, embebidas en parafina. Por lo que para extraer el 7 | | 7‘ |
ADN se llevo a cabo su desparafinado: se hacen dos Xileno  Etanol 100° Etanol 96° Etanol 80°  H20

. . . Procedimiento: Desparafinado e hidratacion (14).
lavados de 5 minutos en xilol posteriormente, se hacen

lavados de 30 segundos en concentraciones decrecientes de etanol (100° -96°- 80°) y finalmente, se

lava con agua destilada para rehidratacion.

¢ Extraccion y purificacion del ADN
Como el material genético se encuentra dentro de la célula, en primer lugar, se lleva a cabo una lisis
celular para extraerlo. Para ello, con una punta desechable se recoge el material tumoral y se afiade en
un Eppendorf, en el que incluiremos las siguientes sustancias:
e TENS (0.5 mL): estd compuesto por cuatro componentes; 1) Tris (HCI): solucion buffer que
mantiene el pH de la solucion estable, entre 7.5-8.2; 2) EDTA: sustancia quelante de Ca®" y
Mg?** que funcionan como cofactores de las nucleasas de DNA, por lo que inhiben su funcion,
evitando la degradacion del ADN; 3) NaCl: proporciona la salinidad necesaria para la actividad
enzimatica de la proteinasa K; 4) Sodio dodecilo sulfato (SDS); actia como detergente,
degradando la membrana celular.
e Proteinasa K (50uL): degrada proteinas, ayudando a purificar el ADN.
Se agita el contenido de los tubos con el vortex. Posteriormente, se incuban a 56°C durante toda la
noche. Al dia siguiente se incuban los tubos a 90°C durante 1 hora para romper los puentes
(crosslinking) de grupos amino por el formaldehido. Posteriormente, centrifugamos a maxima
velocidad (1300 rpm) durante 1 minuto.
Para llevar a cabo el proceso de purificacién, anadimos en un nuevo tubo 0.5 mL de fenol-cloroformo
al cual afadiremos el sobrenadante del tubo previamente centrifugado y agitamos hasta que ambas
fases sean homogéneas.
Posteriormente se centrifuga 5 minutos a maxima velocidad (1300 rpm). Tras este proceso, se
diferencian dos fases: una en el fondo que contiene el material organico, una acuosa arriba en la que
se encuentra el ADN disuelto, y una interfase entre ambas en la que quedan atrapadas proteinas de
membrana y las nucleasas liberadas durante la lisis celular. A este proceso se le llama extraccion
organica.
Por ultimo, es necesario precipitar el ADN, por lo que recogemos la fase acuosa con una pipeta, con
cuidado para no arrastrar la interfase ni la fase organica, y la introducimos en un nuevo tubo que

contiene 40 uL de acetato sodico 3M. Rellenamos el tubo con etanol al 100%, lo agitamos y lo dejamos
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1 hora en el congelador a -20°C. Pasado el tiempo, introducimos los tubos en la centrifuga a maxima
potencia durante 10-15 minutos. El ADN precipita y se queda como pellet en el fondo. Se desecha el
sobrenadante que queda en la parte superior del tubo y se anaden 400 pL de etanol al 70% para eliminar
el exceso de sales. Se centrifuga de nuevo durante 5 minutos y se desecha el etanol. Se mantiene el
tubo abierto sobre un papel absorbente para secarlo o se colocan los tubos con tapa abierta en el
termobloque a 56°C para acelerar el proceso de evaporacion del etanol. Luego, se resuspende el pellet
con 50 pL de TE (10 mM de tris-clorhidrico y 3 mM de EDTA). Por ultimo, se agita el tubo en el

vortex para mezclar todo el contenido y para que el pellet se disuelva en el buffer mencionado.

Centrifuga Termobloque Vortex

¢ Cuantificacion del ADN
A continuacion, cuantificamos el ADN obtenido de la extraccion con el
espectrofotometro (NanoDrop). En primer lugar, hacemos un blanco con agua
para que el NanoDrop haga una comparacion con las muestras sabiendo que el
agua no tiene ADN. De esta manera, comparando la absorbancia puede determinar

cudl es la concentracion de ADN de la muestra en ng/uL afiadiendo 1 pL de cada

muestra.

Espectrofotometro

Este procedimiento lo realizamos con un total de seis muestras de tres

pacientes (pacientes 2, 3 y 4 de la tabla), recogemos los resultados en el Anexo 2.

¢ Diseiio de primers
La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) permite amplificar pequefios fragmentos de ADN para
su posterior analisis molecular. De tal manera que a partir de pequeias muestras se pueden obtener
millones de copias de ADN.
Para llevar a cabo este proceso, se realizd un disefio de primers (o cebadores), una secuencia de
oligonucledtidos, que se hibridan a los extremos de la muestra que se quiere amplificar. Como el VHL
tiene mas de 500 mutaciones descritas, nuestro objetivo es amplificar los exones clave en los que se
encuentran la gran mayoria de mutaciones (exones 1 y 3), para secuenciarlos y encontrar las

mutaciones especificas de cada paciente. Para este disefio, utilizamos la base de datos del genoma
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“Ensembl” y el programa open-source “Primer3Plus”. La primera nos permiti6 extraer la secuencia de
intrones y exones.

El ex6n 1 es de gran tamafio, y las muestras parafinadas no nos permiten amplificar productos de mas
de 300 pares de bases, por lo que dividimos el exén en dos realizando el disefio de primers para dos
PCR y secuenciaciones. Sin embargo, dado que las mutaciones mds comunes en el exén 3 se
concentraban en las primeras 200 pb, solo tuvimos que disefiar un conjunto de primers que
amplificasen este exén. Una vez disefiados los primers, comprobamos en “PrimerBlast” que fueran
especificos para nuestra region de interés y no se uniesen inespecificamente a otras partes del genoma.
Tras el disefio de primers, se envia el archivo a el laboratorio espafiol Condalab que sintetizara los

cebadores especificos (forward y reverse). El disefio de primers se adjunta en el Anexo 3.

¢ Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
La empresa nos envia los cebadores a una concentracion de 100 M pero para la PCR los necesitamos
a 25 M. Para preparar dichos primers aplicamos la formula: C1-Vi=Cr - V¢; 100 - Vi =25 -25; 'V,
= 6,25 uL. Por tanto, necesitamos 6,25 uL del primer forward, 6,25 uL del reverse y 12,5 uL. de TE
(tris-clorhidrico y EDTA).
Para realizar la PCR debemos pasar MIX QIAGEN 2x (Taq polimerasa +
dNTPs + Mg?") a 1x, que se prepara con 188 uL Mix 2x + 157.5 ul H>O. Tras
este proceso, se utilizan: 15 ul de Mix 1x, 0,5 pl de primer y 100 ng de ADN de
la muestra. En caso de que la concentracion de ADN de la muestra esté entre
100 y 150 ng/ pL, se afiade 1 uL. de ADN.
La parte superior de los tubos se sella con cinta adhesiva y se inicia el proceso
en un termociclador al que le pusimos el programa 58HOT. Este programa

consta de un primer paso a 95°C durante 15 minutos para la activacion de la

polimerasa. Luego se repiten 39 ciclos con la siguiente secuencia: 95°C durante Te,moc,-c,ado
20 segundos, 58°C durante 20 segundos y 72°C durante 30 segundos. Por

ultimo, 72°C durante 5 minutos. Finalmente se produce el enfriamiento a 18°C.

g R R A B B R i e P
95°C | 95°C | | | |

f ‘ (26 ‘ G 72°C 1|

‘ secc ymmrntii g

! |

: T |

3 0 \eec

;

Z : ;

f « Step 2 )

| ]
15:00 | 0:20 | 0:20 | 0:30 | 39X | 5100 | 00
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¢ Electroforesis

Tras realizar la PCR se comprueba mediante una electroforesis, si DU
la PCR ha funcionado y se ha producido la amplificacion del iy . @e
producto deseado. Para ello, preparamos un gel con agarosa al 2%, | \J
mezclando 0.8 gramos de agarosa, 40 ml de TBE 0,5x y 20 pL de "X © ot
=

Bromuro de Etidio. Se deja reposar durante 20 minutos hasta su e
polimerizacion y se obtiene un gel con diferentes pocillos, en cuyo N % y
interior se afladen: en el primero un ADN control y en los . W e

(buffer)

siguientes 3 microlitros de los productos “control” y “muestra” de

Cubeta para la electroforesis

los exones 1.1, 1.2 y 3.

Para comprobar los resultados se introduce el gel en el sistema de

imagenes compacto y automatizado “Gel Doc EZ Imager” de BioRad

racias al programa “Image Lab” se obtiene una imagen en
y

negativo, donde se observé una buena amplificacién de nuestro Técnica de electroforesis

producto de PCR por lo que continuamos con la secuenciacion.
¢ Secuenciacion de Sanger
La secuenciacion de ADN es el proceso que determina el orden preciso de bases nitrogenadas (adenina,

timina, citosina y guanina) de un fragmento de ADN. La secuenciacion de Sanger permite secuenciar

regiones de ADN de hasta 900 pares de bases.

* Limpieza del producto

Se utilizan 0.5 pl de Exonucleasa I + 1 pl de SAP por muestra + 1.5 pl
de producto PCR del ex6n 1.1 (porque era el peor amplificado). En los dail

f15:00
exones 1.2 y 3 se utiliza 0,75 pl de producto. A continuacion, estas | . /
30:00
muestras se ponen en el termociclador con el programa

(1%

llamado “exosap” en el que estan 30 minutos a 37°C y 15 minutos a

80°C.

Secuencia del termociclador

= Reaccion de secuenciacion
En primer lugar, la muestra de ADN que se secuenciara se combina en un tubo con el cebador, la ADN
polimerasa y los nucledtidos del ADN (dATP, dTTP, dGTP y dCTP). También se afiaden los cuatro
nucleotidos didesoxi terminadores de la cadena, marcados con pigmento (B.D.TV.3.1).
Para esta reaccion debemos tener la luz apagada (ya que el B.D.TV.3.1 es un producto fluorescente) y

emplearemos por cada muestra 3 pl de H>O, 2 pl Buffery 1 ul de B.D.TV.3.1.
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A continuacion, afiadimos 6 pl de este mix y 1 pl del primer Forward o Reverse (5 pM) al producto de
PCR tras la limpieza. Primero se calentara la mezcla para desnaturalizar el molde de ADN (separar las
cadenas), luego se enfria para que el cebador pueda unirse al molde de cadena sencilla y se vuelve a
elevar la temperatura para que la ADN polimerasa pueda afiadir nucle6tidos hasta que aleatoriamente
agregue un nucledtido didesoxi en lugar de uno normal terminando la cadena. Para llevar a cabo este
proceso se introducen las muestras en el termociclador con un programa llamado “rx seq” en el cual
estan a 96°C 2 minutos. Luego se repiten 25 ciclos con la siguiente secuencia: 94°C durante 30
segundos, 50°C durante 5 segundos y 60°C durante 2 minutos. Por altimo, 72°C durante 4 minutos.
Finalmente se produce el enfriamiento a 4°C y se conserva en la nevera hasta comenzar con el siguiente
paso.

Al finalizar, cada tubo contendra fragmentos de diferentes longitudes que terminan respectivamente
en cada una de las posiciones de los nucleotidos del ADN original. Los extremos de los fragmentos

tendran el pigmento que indica su nucleotido final?®.

| . | | \ |

96°C i | 94°C ‘

e h——)“ i | G l 72°C
‘l b oc B 60°C $ ‘
\ \ @ o | v
‘ : 4°C
l L l _ Step2 l

2:00 03 | o005 | 200 | 26x | 400 fo')

Secuencia del termociclador

* Precipitacion del ADN
En esta fase se afiaden a cada muestra 3, 5 pl de H2O estéril, 2.5 pl de EDTA (125mM) y 30 pl de
alcohol (EtOH) al 100%. Luego, se invierten los tubos 4 veces y se pone en el vortex. A continuacion,
se deja reposar 15 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Luego se centrifuga 30 minutos a
3000g y se decanta (con pipeta se quita el sobrenadante). Se lava con 30 ul de EtOH 70% y se
centrifuga 15 minutos a 3000 g. Se decanta otra vez y se deja secar 10 minutos en estufa a 37°C. Luego

se afiade 10 pl de formamida. Finalmente se deja resuspendiendo un par de horas.

P —

* Secuenciacion final
Las muestras se introducen en el Secuenciador Genetic Analyzer durante
una hora y media en el que se realiza una electroforesis capilar en gel. Un
laser ilumina cada fragmento de ADN y un detector registra la intensidad
de la fluorescencia, desde el fragmento mds pequefio (termina un n

ucleétido tras el cebador) hasta el mayor, reconstruyendo nucleoétido a

Secuenciador Genetic Analyzer
3130x1
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nucledtido la secuencia de ADN original. Esta secuencia se lee a partir de los picos en el

cromatograma.?¢

Primer

5 3
7 bbbk el 5
Tempiate
dNTPs
ddTTP @ h
ddCTP -9
ddATP -9 |
ddGTP @ | Caghlory get
Prvner exrension | eeckophoress
and chhoin Yermnohion "
i
. |
N \
Ch o o o o o o o Laser | Detector
C o o o o e e o
3 o o o o o o o £
|
5 P T T T > \ - =
3 o o o o o o o e o ) /
3 o o o o o o o e e e e ) |
fikd 1
5 ®:3 l || Cwromoatogrom
{| |
Y
5 p————— e 3 piddladd
3 B e e e e ) TCATAGC &— Sequence

Imagen modificada de Secuenciador de
Sanger (26) de Estevezj

Resultados

En primer lugar, se comentan los resultados obtenidos de la electroforesis. El paciente 2 se corresponde
con los resultados de MG465 (exones 1.1, 1.2 y 3), el paciente 3 es M16 y el paciente 4 es M15

(hemangioblastoma esporadico). Se adjuntan los resultados de los pacientes a estudio en la figura 5.

M15 e3

Marcador
Ctrl_ e1.1
MG465_e1.1
Ctrl e1.2
MG465_e1.2
Ctrl e3)
MG465_e3
M
M15 _e1.1
M15_e1.2
M16_e1.1
M16_e1.2
M:la e3

1y
R
'
'
»

L 3 1
IR & 11

Figura 5. Resultados de electroforesis

Tal y como se observa en las imagenes, los exones 1.2 y 3 amplificaron correctamente. Sin embargo,
el ex6n 1.1 de los tres pacientes a estudio muestra una amplificacion insuficiente, razon por la que no
continuamos con el analisis de este.

Tras realizar la secuenciacion y comparar la secuencia obtenida con la de referencia, encontramos una
serie de mutaciones somaticas que describimos a continuacion. Es necesario recordar que, al trabajar

con tejidos tumorales, no podemos determinar si el paciente tiene una mutacion de linea germinal pues
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para ello deberiamos analizar muestras de tejidos sanos (por ejemplo: saliva o sangre) de las que no

disponemos. Las mutaciones que hallamos en las muestras son:

En el paciente 2 se evidencid una mutaciéon puntual en el codén 78 del exén 1, con

nomenclatura de proteina p.N78S (p.Asn78Ser) y con nomenclatura de ADN c.233 A>G

(cambio de Adenina por Guanina en la posicién 233 lo que provoca el cambio de aminoacido

Asparagina por Serina), (figura 6). Por otro lado, en este paciente hemos encontrado una

mutacion de tipo insercion de una Timina en la posicion 272 (¢.272-273insT), (figura 7).

Sabemos que ambas mutaciones son ciertas porque las leimos tanto en forward como en

reverso. R LA S S B

En el paciente 3 se encontrd una mutacion puntual en el codon 65 del
exon 1, con nomenclatura de proteina p.S6SW (p.Ser65Trp) y con
nomenclatura de ADN ¢.194C>G (cambio de Citosina por Guanina en
la posicion 194 que provoca el cambio de aminodcido Serina por
Triptéfano). La mutacion encontrada la leimos tanto en forward como
en reverso (figura §8).

En el paciente 4 se encontrd una mutacion puntual en el codon 158 del
exon 3, con nomenclatura de la proteina p.L158V (p.Leul58Val) y con
nomenclatura de ADN ¢.472 C>G (cambio de Citosina por Guanina en
la posicion 472 lo que provoca un cambio de aminoacido Leucina por
Valina) (figura 9). En el codon 34 del exén 1 encontramos una
mutacién puntual G34C, con nomenclatura de ADN ¢.100 G>C. Al
realizar la revision encontramos que solo esta descrita en una ocasion
en adenocarcinoma de pulmén, ademads solo la leemos en reverso por
lo que descartamos que sea cierta. Encontramos cambios C>T en las

posiciones 118 y 133 solo en forward, que se ha descrito en muestras

TG cC G C
350

TlEle 6 TG A A CT
360

c G c G

YNy

Figura 8. c.194 C>G (p.S65W)

\ ‘
AL A LA i

Figura 9. c.472 C>G (p.L158V)
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antiguas que han sido preservadas en parafina, como es nuestro caso. En el codoén 213 del ex6n
3 destaca un cambio de base ¢.637 G>A (D213N), que solo encontramos en forward y ademas
no esta descrita en las bases de datos mencionadas.

Mutacion Paciente 2 Paciente 3 Paciente 4

c.233 A>G —p.N78S
Exén 1 an c.194C>G — p.S65W ]
¢.272-273 insT (0) @)
c.472 C>G - p.L158V
(28)

Nota aclaratoria: entre paréntesis incluimos el nimero de coincidencias de la mutacion descritas en COSMIC.

Exon 3 - -

Discusion

Teniendo en cuenta la clinica que presentan los pacientes con hemangioblastomas cerebelosos,
destacamos ataxia y vértigo tanto en pacientes con VHL como con hemangioblastomas esporadicos.
La diferencia entre ambos grupos es la edad de aparicion. En pacientes diagnosticados de VHL
mediante estudios genéticos, la edad de aparicion de los hemangioblastomas fue: 34 afios, 23 afios, 51
afios, sin embargo, en pacientes con hemangioblastomas esporadicos se les diagnostico a la edad de
70, 71, 81 y 36. Ademas, los tres pacientes con VHL tienen hemangioblastomas cerebelosos multiples
lo que les ha llevado a padecer hidrocefalia obstructiva frente a la lesion tnica de los esporadicos.
Debido a esto, se han sometido a multiples cirugias para el drenaje de los quistes y exéresis de las
lesiones, a diferencia de los esporadicos cuyo tratamiento es curativo si la reseccion quirdrgica se hace
completa.

Asimismo, los pacientes con Von Hippel-Lindau tienen otros tumores asociados como
hemangioblastomas retinianos, lesiones quisticas pancredticas y renales (con posibilidad de
malignizacion), tumores en saco endolinfatico y tumores en epididimo con sus correspondientes
consecuencias (comentado en apartado de Clinica). Todo lo comentado anteriormente conduce a una
mayor morbimortalidad y dependencia en pacientes jovenes ademas de un claro empeoramiento en su
calidad de vida. Para comparar las diferencias entre ambos grupos de pacientes, en las figuras 10y 11

se adjuntan iméagenes de resonancia magnética de hemangioblastomas cerebelosos.
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Figura 10. Hemangioblastoma Figura 11. Hemangioblastomas
cerebeloso derecho en paciente 7 (no cerebelosos multiples (enfermos
enfermo VHL). VHL). Pacientes 1 (arriba) y 2 (abajo)

Enfocandonos en los pacientes con hemangioblastomas cerebelosos y enfermedad de Von Hippel-
Lindau (n=3), se incluyen dentro del VHL tipo 1 segun sus manifestaciones clinicas, al no presentar
ninguno de ellos feocromocitoma (tipo 2). En este grupo son més frecuentes las mutaciones en el exon
1 de tipo nonsense y missense. En nuestro caso, las mutaciones del gen VHL en la primera paciente
no pudieron ser estudiadas al haberse desechado sus muestras. En cambio, pudimos estudiar las
muestras de los otros dos pacientes con VHL (paciente 2 y 3) y de un paciente con hemangioblastoma
esporadico (paciente 4). Todas las mutaciones, las hallamos en los exones 1 y 3.

En el paciente nimero 2 descubrimos dos mutaciones. En primer lugar, una mutacién puntual en el
exon 1 (p.N78S) que tras realizar una revision en la base de datos COSMIC?’ y UMD?, se determina
que es una variante patogénica (score 0.98). De los 17 casos reportados en COSMIC, 14 son carcinoma
renal de células, 2 hemangioblastomas y uno en pancreas. Ademas, el codén Asn78 es considerado un
“hotspot™ de mutaciones en el gen®!. Se realizé una bisqueda en PubMed, y encontramos un estudio
en el que se recoge esta mutacion como frecuente en linea germinal. Sin embargo, no podemos asegurar
que ésta sea la mutacion de linea germinal del paciente pues para ello es necesario analizar células
sanas, de las que no disponemos. El codon 78 se localiza en el dominio f de la proteina VHL, por lo

que esta mutacion impide la unién entre la proteina VHL (pVHL) y HIF, dando lugar a un exceso de
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transcripcion de genes diana.’? Asimismo en este paciente encontramos una segunda mutacion (c.272-
273insT) de tipo insercidon de una timina en la posicion 272-273 no descrita previamente en las bases
de datos consultadas (COSMIC, ClinVar). Sin embargo, si estdn descritas inserciones de Timina en
otras posiciones del gen (c.245-246insT, ¢.257-258insT).

Por ultimo, en el paciente 3 encontramos una mutacion puntual en el exon 1 (p.S65W) que tras realizar
una revision en COSMIC, se determina que es una variante patogénica (score 0.99). Todos los casos
reportados, fueron hallados en carcinoma renal de células claras. Ademas, disponemos del estudio del
ADN gendmico obtenido de sangre periférica del paciente y mediante secuenciacion, en el que se
confirma la presencia en heterocigosis de la variante ¢.194C>G; (p.S65W), determinando que es la
mutacion de linea germinal. La variante p.S65W es una sustitucion del aminoacido Serina por el
Triptéfano en el codon 65. La serina se localiza en la region de union (loop L1) de la proteina VHL
(pVHL), que es la zona N-terminal mediante la que se une a HIF-1a. Esta posicion esta frecuentemente
mutada en VHL (S65C, S65P, S65L y S65W), confiriéndole a pVHL una pérdida de su habilidad para
unirse a HIF-1a impidiendo su ubiquitinacion y posterior degradacion, a pesar de que el complejo
VCB-CR sea totalmente funcional.*

Por otro lado, dentro del grupo de pacientes con hemangioblastomas esporadicos (n=4), solo
secuenciamos las muestras del paciente 4, para comparar los hallazgos. Se trata de una mutacion
puntual en el exdn 3 (p.L158V) que esta descrita en las bases de datos UMD y COSMIC como una
variante patogénica (score 0.84). Se han reportado 28 casos, de los cudles 25 se han hallado en
carcinoma renal de células claras y 3 en tejido blando (hemangioblastoma). Se produce un cambio
puntual del aminoécido Leucina por Valina en el codon 158, lo que afecta a la estructura del dominio
a de pVHL.** Debemos tener en cuenta, que este paciente tuvo un hemangioblastoma a una edad
temprana (36 afios) en comparacion con el resto de los pacientes con hemangioblastomas esporadicos
que recogemos en este trabajo. Ademads, la mutacion que encontramos (p.L158V) se ha descrito
también en linea germinal, por lo que seria recomendable realizar un estudio genético en sangre
periférica para descartar que el paciente tenga una mutacion “de novo” y sea el primer caso de la
enfermedad VHL en su familia.

Dado que la electroforesis mostrdé una mala calidad de amplificacién del exon 1.1, no lo pudimos
secuenciar y, por tanto, detectar mutaciones en esta zona. Esto pudo deberse, a un inadecuado disefio
de los primers o a que las muestras histologicas presentaban cierta degradacion al encontrarse
preservadas en parafina durante varios afios.

Finalmente, podemos concluir que el hecho de hallar una o varias mutaciones en el gen VHL de

hemangioblastomas cerebelosos, no implica que la persona tenga la enfermedad. Para el diagnostico,
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es necesario la presencia de tumores caracteristicos (clinica) y mutaciones detectadas en linea germinal
(células sanas). Actualmente, el estudio genético de éstas se ofrece a pacientes que tienen varios
tumores caracteristicos del Von Hippel-Lindau. Determinar mutaciones en el gen VHL de las células
tumorales seria 1til en pacientes jovenes que tienen un hemangioblastoma cerebeloso sin historia
familiar conocida, ya que se les podria recomendar un estudio genético para detectar mutaciones “de
novo” de linea germinal. Al identificarlos como casos indices se les podra realizar un seguimiento
clinico-radiolégico antes de que desarrollen otros tumores, ademas de un asesoramiento genético a su
descendencia. Es necesario realizar estudios con mayor numero de muestras para poder estandarizar

este procedimiento como una herramienta diagnodstica.

Conclusiones

El objetivo principal de este trabajo se ha cumplido ya que hemos sido capaces de identificar 4
mutaciones en el gen VHL de las muestras de nuestros pacientes, 3 de las cuales estaban descritas
previamente en la bibliografia consultada. En cuanto a la relacion clinico-genética, los pacientes con
VHL se incluyen en el tipo 1 (al no tener ninguno de ellos feocromocitomas). A pesar de que todos
formen parte del mismo grupo, hay gran variabilidad fenotipica entre ellos, es decir, desarrollan
diferentes tumores. No hay diferencias entre la clinica que presenta un paciente con hemangioblastoma
en el contexto de la enfermedad VHL y los que lo desarrollan de forma esporadica, aunque hay mayor
recurrencia y peor evolucion en los primeros.

En cuanto a los objetivos secundarios, que son eminentemente practicos, también logramos realizarlos.
Fuimos capaces de estudiar la estructura molecular del gen y proteina a la que codifica, realizar el
disefio de primers, y, obtener, amplificar y secuenciar el material genético de las muestras histologicas
de hemangioblastomas cerebelosos de los pacientes a estudio. Para la comprension de nuestros
hallazgos nos apoyamos en bases de datos cientificas como: CBioportal, COSMIC, OncoKB y
ClinVar.

Qué he aprendido durante este TFG?

Este TFG ha supuesto un gran aprendizaje. Hemos cambiado el enfoque clinico en el que nos hemos
centramos los Ultimos tres afios de carrera por una vuelta al estudio de las bases moleculares de una
enfermedad, un drea compleja y desconocida para nosotras. Para elaborar el trabajo comenzamos desde
cero, recordando y trabajando conceptos tan basicos como ;qué es un gen?, ;como lo localizamos en
un genoma?, ;qué proteinas codifica?, ;tiene esta implicaciones terapéuticas?, ;puedo correlacionar la
mutacion que encuentro con la clinica que muestra el paciente? Y de esta manera, de preguntas simples

a cada vez mas complejas, fuimos dando forma a lo que ahora es nuestro Trabajo de Fin de Grado.
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Desde el desconocimiento casi absoluto en el sector de la investigacion, pasamos a adquirir nociones,

que nos ayudaron a comprender como una mutacion desencadena toda una serie de procesos que,

finalmente, dan lugar a la expresion clinica de la enfermedad que tiene el paciente. También hemos

aprendido a utilizar y comprender bases de datos de gendmica, muy empleadas en el area de

investigacion, que nosotras desconociamos previamente (CBioPortal, COSMIC, OncoKB...).

Todo esto nos ha permitido, no s6lo conocer mas sobre la investigacion de distintas mutaciones y

enfermedades, sino adquirir gran interés por el campo de la investigacion del que nos gustaria formar

parte en nuestro futuro profesional.

A pesar de la frustracion, errores y repeticion en cada paso que dabamos, hemos crecido como personas

y profesionales, demostrandonos a nosotras mismas que con estudio, esfuerzo y dedicacion, se puede

mejorar, y mucho.
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Anexos

¢ Anexo 1: Protocolo internacional de seguimiento de pacientes afectos de VHL

Guia basica para profesionales de la salud 41
Segu;n'llento del P aclel}te'VHL 0 aiios 1-4 aiios 5-15 aiios >16 aiios
(periodicidad anual si no se indica otra)
Neuroldgicos Cualquiera Cualquiera Cualquiera Cualquiera
Atencién Nistagmo, Nistagmo,
Primaria: estrabismo, estrabismo, . . . . . .
- q L. . . Nistagmo, estrabismo, leucocoria, Nistagmo, estrabismo, leucocoria,
exploracion fisica | Oftalmolégicos leucocoria, leucocoria, . 2 . -
. . cualquier otra alteracion cualquier otra alteracion
completa, con cualquier otra cualquier otra
especial atencion alteracion alteracion
a estos signos Endocrinolégicos Alteraciones en la | Tension arterial en decubito y Tension arterial en decubito y
2 tension arterial bipedestacion bipedestacion
Metanefrinas libres en plasma. En su | Metanefrinas libres en plasma. En su
Laboratorio defecto, metanefrinas y defecto, metanefrinas y catecolaminas
catecolaminas en orina de 24 h. en orina de 24 h.
> 8 afios: ecografia abdominal. .
Antes, si hay indicacion Ecografia abdominal
Radiologia Solo si alteraciones analiticas: RMN RMN abdominal cada 2 afios, con y .
abdominal o gammagrafia con sin contraste (excepto en embarazo). Si
MIBG & & alteraciones analiticas: RMN
abdominal o gammagrafia con MIBG
UGS A 2 th.a Imoscopia Oftalmoscopia indirecta con pupilas | Oftalmoscopia indirecta con pupilas
complementarias | Oftalmologia indirecta con g .
v o ; dilatadas dilatadas
y Atencion pupilas dilatadas
Especializada Cada 2-3 afios, con audiometria. O o
Anualmente si hay pérdida auditiva, > rg L
i o e Anualmente si hay pérdida auditiva,
. Pruebas auditivas tinnitus o vértigo. RMN de conducto | . . - .
Otorrino s 3 el tinnitus o vértigo. El ORL determinara
en recién nacido auditivo interno (con contraste), con . .
cortes finos en caso de ofifis de la frecuencia de RMN (siempre con
repeticion (para descartar ELST) A DT )
Valoracion clinica. Cada 2 afios RMN con contraste, de
Neurologia/ Desde los 8-10 afios y cada 2 afios, SNC (encéfalo y médula espinal), con
Neurocirugia RMN con contraste de SNC cortes finos a nivel de fosa posterior y
(encéfalo y médula espinal) hueso petroso (posible ELST)

¢ Anexo 2: Cuantificacion del ADN

Paciente DNA (ng/uL)
a: 215
5 b: 245,1
c: 326
d: 359,9
3 295.6
4 2554

NOTA: del paciente nimero 2, finalmente seleccionamos la muestra ¢ (326 ng/ uL) al contener gran cantidad de ADN.

¢ Anexo 3: Disefio de primers

VHL exén 1.1y 1.2

ggaggtcgactcgggagegegcacGCAGCTCCGCCCCGCGTCCGACCCGCGGATCCCGCGGCGTCCGGCCCGGGTGAGTC
TGGATCGCGGAGGGAATGCCCCGGAGGGCGGAGAACTGGGACGAGGCCGAGGTAGGCGCGGAGGAGGCA
GGCGTCGAAGAGTACGGCCCTGAAGAAGACGGCGGGGAGGAGTCGGGCGCCGAGGAGTCCGGCCCGGAA
GAGTCCGGCCCGGAGGAACTGGGCGCCGAGGAGGAGATGGAGGCCGGGCGGCCGCGGCCCGTGCTGCGCT
CGGTGAACTCGCGCGAGCCCTCCCAGGTCATCTTCTGCAATCGCAGTCCGCGCGTCGTGCTGCCCGTATGG
CTCAACTTCGACGGCGAGCCGCAGCCCTACCCAACGCTGCCGCCTGGCACGGGCCGCCGCATCCACAGCTA
CCGAGgtacgggeccggegcttaggeccgacccageagggac
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e Exon 1.1 (253pb)
F1: GGAGGTCGACTCGGGAGC
Rl: TCCATCTCCTCCTCGGCGCC

Primer pair 1

Sequence (5'->3") Length Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer GGAGGTCGACTCGGGAGC 18 61.52 7222 6.00 2.00
Reverse primer CTCCTCCTCGGCGCCCAGTT 20 66.52 70.00 8.00 4.00

Products on target templates
>NC_000003.12 Homo sapiens chromosome 3, GRCh38.p13 Primary Assembly

product length = 253
Features associated with this product:
von hippel-lindau disease tumor suppressor isoform 1

von hippel-lindau disease tumor suppressor isoform 2

Forward primer 1 GGAGGTCGACTCGGGAGC 18
Template 10141754 ... ... 10141771

Reverse primer 1 CTCCTCCTCGGCGCCCAGTT 20
Template 10142006 ......iiiiianennaaan 10141987

e Exon 1.2 (305pb)
F2: GAGTCGGGCGCCGAGGAGTC
B: GGGGCTTCAGACCGTGCTAT

Primer pair 1

Sequence (5'->3) Length Tm GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer GAGTCGGGCGCCGAGGAGTC 20 67.08 75.00 6.00 3.00
Reverse primer GGGGCTTCAGACCGTGCTAT 20 61.97 60.00 4.00 2.00

Products on target templates
>NC_000003.12 Homo sapiens chromosome 3, GRCh38.p13 Primary Assembly

product length = 305
Features associated with this product:
von hippel-lindau disease tumor suppressor isoform 1

von hippel-lindau disease tumor suppressor isoform 2

Forward primer 1 GAGTCGGGCGCCGAGGAGTC 2@
Template 10141941 ... ..., 18141960

Reverse primer 1 GGGGCTTCAGACCGTGCTAT 2@
Template 10142245 ... i 10142226

VHL exén 3 (213 pb)
tgtactgagaccctagtetgecactgaggatttggtitttgcccttccag TGTATACTCTGAAAGAGCGABCTCCAGGTTGTCC (Sl GC
CTAGTCAAGCCTGAGAATTACAGGAGACTGGACATCGTCAGGTCGCTCTACGAAGAT.GAAGACCACC
CAAATGTGCAGAAAGACCTGGAGEBBCTGACACAGGAGCGC GATTGAAG
ATTTCTGTTGAAACTTACACTGTTTCATCTCAGCTTTTGATGGTACTGATGAGTCTTGATCTAGATACAGGA
CTGGTTCCTTCCTTAGTTTCAAAGTGTCTCATTCTCAGAGTAAAATAGGCACCATTGCTTAAAAGAAAGTTA
ACTGACTTCACTAGGCATTGTGATGTTTAGGGGCAAACATCACAAAATGTAATTTAATGCCTGCCCATTAG
AGAAGTATTTATCAGGAGAAGGTGGTGGCATTTTTGCTTCCTAGTAAGTCAGGACAGCTTGTATGTAAGGA
GGTTTGTATAAGTAATTCAGTGGGAATTGCAGCATATCGTTTAATTTTAAGAAGGCATTGGCATCTGCTTTT
A

F: ccctagtctgecactgagga
RITCCCATCCGTTGATGTGCAA
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Primer pair 1

Sequence (5->3) Length Tm  GC% _ Self complementarity
Forward primer CCCTAGTCTGCCACTGAGGA 20 6032 60.00 4.00
Reverse primer TCCCATCCGTTGATGTGCAA 20 5996 50.00 4.00

Products on target templates
>NC_000003.12 Homo sapiens chromosome 3, GRCh38.p13 Primary Assembly

product length = 213
Features associated with this product:
von hippel-lindau disease tumor suppressor isoform 1

von hippel-lindau disease tumor suppressor isoform 2

Forward primer 1 CCCTAGTCTGCCACTGAGGA 20
Template 10149747 it 10149766

Reverse primer 1 TCCCATCCGTTGATGTGCAA 20
Template 10149959 ......iiiiiiieenannn 10149240

Self 3' complementarity
2.00
2.00
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