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1. RESUMEN

El CADASIL es una arteriopatia sistémica causada por mutaciones en NOTCH3, que
afectan al nimero de cisteinas del dominio extracelular del receptor, alterando los puentes
disulfuro y propiciando un mal plegamiento de este, y su agregacion junto con la de otras
proteinas; mecanismo que actualmente se considera responsable de la enfermedad.
Considerada una enfermedad rara, es la causa mas frecuente de ictus y demencia de causa
hereditaria. Debido a la variabilidad fenotipica del CADASIL, incluso dentro de una
misma familia, se ve dificultada la posibilidad de establecer un prondstico certero en

estos pacientes, en una enfermedad sin tratamiento.

El objetivo principal de esta tesis es profundizar en la etiopatogenia de la enfermedad a
través del estudio de la expresion diferencial en las biopsias de piel de los pacientes con
CADASIL respecto a controles sanos, a través de un Genome-Wide Transcriptomic Study
(GWTS). Como objetivos secundarios se quiso estudiar si mutaciones que no afectasen
al numero de cisteinas podrian considerarse patogénicas, a través de la revision
sistematica en la literatura de estas; y crear un modelo para predecir el grado de

discapacidad en pacientes con ictus isquémico y testarlo en pacientes con CADASIL.

Como resultado del trabajo de la presente tesis, se ha encontrado que existen mutaciones
que no afectan al numero de cisteinas, y que pueden ser consideradas patogénicas y
causantes de CADASIL (p.R61W, p.R75P, p.D80OG y p.R213K). Por tanto, mecanismos
diferentes y/o adicionales a la alteracion producida por la aparicion de un nimero impar

de cisteinas, podrian causar el CADASIL.

Por otra parte, el estudio transcriptomico ha puesto de manifiesto que E2F4 se encuentra
sobreexpresado en pacientes con CADASIL, y que esta sobreexpresion se correlaciona
de forma negativa con el rendimiento de las pruebas que valoran la funcion ejecutiva y la
atencion y velocidad de procesamiento de la informacion, dominios cognitivos

caracteristicamente afectados en pacientes con esta enfermedad.

Por ultimo, el Parsifal Score es un modelo que predice el estado funcional de un paciente
con un ictus isquémico, a los tres meses. Este modelo también es eficaz para predecir la

discapacidad, en el caso de pacientes con CADASIL y un ictus isquémico.
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ABSTRACT

CADASIL is a systemic artery disease caused by mutations in NOTCH3, which affect
the number of cysteines in the extracellular domain of the receptor, altering the disulfide
bridges and causing a missfolding of the receptor, and its aggregation along with other
proteins; a mechanism currently considered responsible for the disease. Considered a rare
disease, it is the most frequent cause of stroke and dementia of hereditary cause. Due to
the phenotypic variability of CADASIL, even within the same family, the possibility of
establishing an accurate prognosis in these patients, in a disease without treatment, is
difficult.

The main objective of this thesis is to deepen in the etiopathogenesis of the disease
through the study of the differential expression in skin biopsies of patients with
CADASIL with respect to healthy controls, through a Genome-Wide Transcriptomic
Study (GWTS). As secondary objectives we wanted to study if mutations that do not
affect the number of cysteines could be considered pathogenic, through the systematic
review in the literature of these; and to create a model to predict the degree of disability

in patients with ischemic stroke and test it in patients with CADASIL.

As a result of the work of this thesis, it has been found that there are mutations that do
not affect the number of cysteines, and that can be considered pathogenic and cause
CADASIL (p.R61W, p.R75P, p.D80G and p.R213K). Therefore, different and/or
additional mechanisms to the alteration produced by the appearance of an odd number of

cysteines, could cause CADASIL.

On the other hand, the transcriptomic study has shown that E2F4 is over-expressed in
patients with CADASIL, and that this over-expression is negatively correlated with the
performance of tests that assess executive function and attention and speed of information

processing, cognitive domains characteristically affected in patients with this disease.

Finally, the Parsifal Score is a model that predicts the functional status of a patient with
an ischemic stroke, at three months. This model is also effective in the case of CADASIL

patients with ischemic stroke.
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2. INTRODUCCION

La enfermedad de CADASIL (Cerebral Autosomal Dominant Arteriopathy with
Subcortical Infarcts and Leukoencephalopathy; OMIM#125310) es una arteriopatia
sistémica de causa no aterosclerdtica ni amiloidea, con herencia autosémica dominante,
aunque también puede presentarse de forma esporadica, por mutaciones de novo en el gen

NOTCH3 (1).

En 1955, se describia a dos hermanas con una encefalopatia de rapida evolucion de tipo
Binswanger, con demencia, alteraciones de la marcha, paralisis pseudobulbar, crisis
epilépticas y déficits focales neurologicos, junto con una historia familiar de demencia de
inicio temprano (2). Posteriormente, fueron publicados mas casos de familias con
leucoencefalopatia y pequeiios infartos subcorticales multiples, también de inicio
temprano, y un patron de herencia autosomico dominante (3), en cuya biopsia de piel,
evaluada por microscopia electronica, aparecia un material granular osmiéfilo (GOM),

en la 1amina basal de las células del musculo liso vascular (VSMC) y en los capilares (4).

Hoy en dia, se sabe que los principales sintomas del CADASIL son: la migrafa con aura,
las alteraciones psiquiatricas, los pequeflos ictus isquémicos subcorticales recurrentes de
inicio precoz y la demencia temprana (5), siendo la causa mas frecuente de ictus y
demencia de causa hereditaria (6). Y, por otra parte, que la identificacion de los GOMs

en las biopsias de piel, son especificos de la enfermedad (7).

Diferentes nombres se han utilizado, inicialmente, para describir el CADASIL: demencia
multi-infarto hereditaria, vasculopatia familiar esclerosante (2), vasculopatia cronica
familiar o ictus isquémico mendeliano con leucoencefalopatia (8). En 1993, se acuiio el
término CADASIL, para referirse a esta condicion caracterizada por ictus isquémicos

recurrentes y demencia hereditaria (8).

Gracias al analisis de ligamiento de dos grandes pedigris franceses, se localizaba, por
primera vez, la posicion del gen asociado a CADASIL, encontrandose entre los
marcadores D195221 y D195222, en el cromosoma 19q12. Posteriores estudios, llevaron
a la reduccion del tamaiio de la region de interés a unas 800 kilobases. En 1996, a través
de diferentes estrategias como el aislamiento de secuencias conservadas inter-especie, la

seleccion de ADN complementario y el clonaje de islas CpG, se encontraron 12 genes en
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esta localizacion. Uno de ellos era el ortdlogo de raton de NOTCH3 (9). Se identificaba
asi, el gen causante de CADASIL, enfermedad considerada modelo genético de la

enfermedad de pequeiio vaso cerebral.

Aun siendo la causa mas frecuente de ictus y demencia de causa hereditaria, el CADASIL
forma parte de las consideradas enfermedades raras. Sin embargo, en 2016, se encontrd
que hasta 3,4/1.000 individuos presentaban mutaciones responsables del CADASIL,
poniendo en cuestion la etiqueta, de este, como enfermedad rara. Todo ello, gracias a la
vertiginosa mejora en las técnicas de secuenciacion y a la rigurosa caracterizacion clinica,

que incluso ha llevado a postular que Friedrich Nietzsche padecia la enfermedad (10).
2.1. EPIDEMIOLOGIA

La enfermedad de CADASIL, historicamente se ha enmarcado dentro de las consideradas
enfermedades raras o poco frecuentes, que son aquellas patologias cuya prevalencia en la

poblacion es inferior a 2/1.000 individuos.

Los primeros esfuerzos para aproximarse a la prevalencia real de CADASIL, aparecen en
el afio 2005, cuando se quiso estimar la prevalencia minima de esta enfermedad, en el
Este de Escocia (11). Estudiando los exones 3, 4, 5 y 6 del gen NOTCH3 o las biopsias
de piel de aquellos pacientes con sospecha de CADASIL, del area de Greater Glasgow y
Lanarkshire, se establecio la prevalencia minima calculada de la enfermedad, en el este
escocés, en 1,98/100.000 individuos adultos. En 2012, se confirmaba una prevalencia
minima equiparable en el noreste de Inglaterra (1,32/100.000 individuos adultos) (12).
Sin embargo, estudios posteriores encontraban una prevalencia minima en Escocia y en

el Centro de Italia de casi el doble: 4,1/100.000 individuos adultos (13,14).

Finalmente, en 2016 y 2018, a través del estudio de repositorios publicos genéticos,
primero en el Exoma Aggregation Consortium (EXAC) (15), que contiene informacion
del exoma de 60.706 individuos de distintos puntos geograficos, y en la que no se incluye
ninguna cohorte especifica de ictus o demencia; y posteriormente en el gnomAD

(http://gnomad.broadinstitute.org) (16), que es la base de datos expandida del EXAC, y

que contiene 123.136 exomas y 15.496 genomas completos; se elevo la prevalencia de
mutaciones patogénicas, que conllevan la aparicion del CADASIL (ver apartado “2.2.5.

Mutaciones patogénicas”), a 3,2-3,4/1000 individuos. En la Figura 1 se representa la
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frecuencia de mutaciones patogénicas de CADASIL, segun las poblaciones incluidas en

la base de datos EXAC (15).

EUROPEAN
prevalence of CADASIL ExAc n=36677
PArg207Cys* (1)  p.Cys608Tyr (1)  p.Arg1190Cys (3)
pCys212Tyr* (1)  pArg640Cys® (1) p.Arg1201Cys (4) EAST ASIAN
pCys311Gly (1)  pArg717Cys* (3) p.Cys1222Gly *(7) EXAc n=4327
PATESSECYs® (5) p.Gly942Cys(1)  p.Arg1231Cys® (18) p.Cys3495er (1)
PAGSTECYS® (1) pAISICYS: (1) pABIIROSW fmm | pargsadcys* (31
o T 7 pATgS78Cys* (1)
~ G P.Ag607Cys* (1)
0 PAIg635Cys (1)
13/ q PATES40CYS* (2)
1000 % pArg1143Cys* (1)
7\ 9.0/ | pargr2016ys(1)
Q 1000
117/
o | . g S
EXAc n=5789 1000 ] OTHER
p.Cys117Phe* (1) 0.4/ EXAc n=454
P.Arg544Cys*® (1) P.Arg1231Cys* (2)
. 1000 Gﬁ
P.ArgS78Cys* (2)
PAESETOpS® (2) 2.4/ ) SOUTH ASIAN R
pArg11430ys* (1) 1000 EXAc n=8256
PArg1201Cys (2) AFRICAN p.Cys624ser (1) N
p.Cys12025er (1) (AMERICAN) p.Arg1190Cys (2)
p.Arg1231Cys* (4) EXAc n=5203 p.Arg1210Cys® (1)
p.Args78Cys* (1) P.Arg1231Cys*® (961) > /

p.Cys1222Gly* (1)

Figura 1. Representacion grafica de la frecuencia de mutaciones patogénicas de CADASIL segun las
poblaciones incluidas en la base de datos ExAC. Figura extraida de Rutten et al. (2016) (15).

*: mutaciones ya descritas en CADASIL: “+”: mutaciones descritas en tres ocasiones en homocigosis;
(): nimero de alelos.

Otros estudios, han querido determinar la frecuencia de CADASIL en poblaciones mas
especificas. Por ejemplo, estudiando varios exones en pacientes con pequefios infartos
subcorticales, se encontré una frecuencia de CADASIL del 0.5% en <70 afios,
aumentando al 2% en aquellos con leucoaraiosis y una edad <60-65 afios (17,18). Sin
embargo, un estudio realizado en Asia, aun encontrando frecuencias similares, no
encontraron diferencias significativas con respecto a controles (19). Finalmente, en 2018,
estudiando todos los exones que codificaban para las repeticiones EGF (Epidermal
Growth Factor)-like (EGFr), se hall6 una prevalencia del CADASIL del 12,5%, entre
aquellos con pequefios infartos subcorticales y/o accidentes isquémicos transitorios (AIT)

y/o sangrados intraparenquimatosos en ganglios de la base.

Resumiendo, se puede decir que, a medida que las técnicas de secuenciacion genética han
mejorado su sensibilidad a la hora de detectar mutaciones y se ha aumentado el numero
de exones a analizar, se han encontrado diferencias en la prevalencia de la enfermedad,
hasta llegar a establecerla en alrededor de 3,4/1.000 individuos, y en cohortes especificas,

como la de pacientes con pequefios infartos subcorticales, esta aumenta al 12,5%.
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2.2. NOTCH3-Notch3

Notch3 pertenece a la familia de receptores transmembrana tipo I, llamada Notch, y cuyo
nombre se debe a la presencia de una muesca (notch) en el ala de las moscas portadoras
de una sola copia funcionante del gen (20). Esta familia de glicoproteinas
transmembrana, se originaron a partir de duplicaciones génicas y mutaciones, resultando

en un total de cuatro paralogos en mamiferos: NOTCHI, NOTCH2, NOTCH3 y NOTCH4
(21).

NOTCH3 (NCBI Reference Sequence Database: NM_000435.3), se localiza en el
cromosoma 19, concretamente en la banda 19p13.12, en la hebra negativa del ADN y la
posicion chr19:15159038-15200995 (GRCh38/hg38). Se encuentra constituido por un
total de 33 exones. En la Figura 2 se representa el nimero de exones y las regiones que

codifica en Notch3.

Subunidad extracelular

A
f EGFr ‘
[ A | Subunidad
transmembrana
| —

Exones:  HENNKERE) B0

Figura 2. Exones de NOTCH3 y regiones que codifica en Notch3. Las barras de color rosa representan
la densidad del nimero de mutaciones descritas en la literatura. Figura extraida de Rutten et al. (2016)
(15).

EGFr: repeticiones EGF (Epidermal Growth Factor)-like.

Notch3, inicialmente se sintetiza como una glicoproteina constituida por 2.321

aminoacidos (Ensembl, https://www.ensembl.org/index.html). Posteriormente, puede

sufrir una serie de modificaciones en el aparato de Golgi como la adicion de una O-fucosa
en los residuos serina o treonina de las EGFr, en un proceso mediado por la O-

fucosiltransferasa. Este, se considera un control de calidad, pues solo actua en las EGFr
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bien plegadas (22). Por otra parte, a algunos de los EGFr fucosilados, se les puede afiadir

N-acetilglucosamina, por una glicosiltransferasa llamada Fringe (23).

Antes de llegar a la membrana plasmatica, y también en la via trans-Golgi, se lleva a cabo
la primera escision proteolitica en la region S1, a través de una convertasa del tipo furina
(24-26). Ello da lugar a un fragmento extracelular de Notch3 de unos 210 KDa, y otro
fragmento con una porcion extracelular, transmembrana e intracelular, de 97 KDa, que
posteriormente se unen de forma no covalente, formando un heterodimero estabilizado

por un ion calcio (25,27).
El receptor Notch3, puede dividirse en dos subunidades (Figura 3):
1) Subunidad extracelular (ECD). A su vez esta compuesta por:

e Las 34 EGFr. Cada una de estas repeticiones presenta seis residuos cisteina,
altamente conservadas evolutivamente, que forman tres puentes disulfuro,
importantes para la estabilizacion estructural del receptor e interaccion entre
proteinas (20). Por otra parte, en esta region se encuentra el sitio de union del
ligando, localizado en las EGFr 10-11 (25,27,28). Y también se halla el sitio

de union del calcio, ion que estabiliza la molécula (27).

e Laregion reguladora negativa. Se encuentra tras el dominio de las 34 EGFr, y
esta constituida por tres motivos lin-12/Notch (LNR), que evitan la activacién

de Notch3 en ausencia de ligando (25,29,30).
e El dominio de heterodimerizacion.

2) Subunidad transmembrana. Constituida por una pequeiia region extracelular, seguida

del segmento transmembrana e intracelular (30):

» El dominio de heterodimerizacion. Necesario para su unioén a la otra

subunidad del receptor.
» El dominio intracelular (ICD), que esta constituido por (25):

e El dominio RAM (recombination signal binding protein-1 for Jk
(RBP-Jk)-associated molecule). Interviene en la potenciacion de

la sefializacion de Notch3, a través de la interaccion con el factor
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de transcripcion CSL (C promoter binding factor-1 -CBF1I-,
Suppressor of hairless, Lag-1), también conocido como RBP-Jk o
CBFI.

e El dominio ANK: constituido por siete repeticiones
cdc10/ankirina. Interviene en las interacciones proteina-proteina,
incluida la interaccion con CSL. La séptima repeticion, junto con
el dominio de transactivacion, reclutan activadores de la
transcripcion como MAML (mastermind-like) y el complejo HAT

(histone acetyltransferase).
o El dominio de transactivacion.

e Dos sefiales de localizacion nuclear, que flanquean el dominio
ANK (30).

e Un tramo rico en glutamina.

e El dominio PEST: rico en prolina, glutamato, serina y treonina.

Interviene en la regulacion de la vida media de la proteina (23).

Asimismo, Notch3 posee hasta cuatro zonas de escision proteolitica: S1 y S2, que se
encuentran en el dominio de heterodimerizacion, y S3 y S4, en la region transmembrana
(31). La degradaciéon del receptor tiene lugar via lisosomal, a diferencia del resto de

paralogos, que puede ser via proteasoma-ubiquitina o lisosomal (32).

EGF-like LNR RAM ANK TAD PEST
™ repeats
1 36
- |-
\ /
NLS

Figura 3. Organizacion estructural de Notch3, y su comparativa con la estructura de Notch1 y Notch2.
Las barras rojas, bajo Notch3, indican las regiones con mayor diversidad entre ambas estructuras.
Figura modificada de Bellavia et al. (2008) (33)
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La sefializacion de los cuatro paralogos de Notch es equiparable, por lo que se trata de

forma conjunta.

En mamiferos, existen cinco ligandos para la familia de Notch: Jaggedl, Jagged2
(llamados Serratal y Serrata2 en Drosophila), Delta-likel, Delta-like3 y Delta-like4. En
su conjunto, a estos ligandos se les conoce como DSL (Delta/Serrata/Lag-2) (23,25). En

la Figura 4 se representa la principal via de sefializacion de la familia de Notch (25).
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Figura 4. Via de sefializacion de Notch. Inicialmente, tras su sintesis, Notch es escindido en la zona S1 en
la via trans-Golgi por Furina, expresandose, posteriormente, en la membrana celular como un heterodimero
estabilizado con un ion calcio. Jagged y Delta son los ligandos mejor caracterizados de Notch. Contienen
un dominio extracelular con EGFr y un dominio DSL. Jagged, ademas, presenta un dominio rico en
cisteinas y un dominio factor de von Willebrand tipo C. La union del ligando a Notch produce tres
escisiones proteoliticas mas, llevando a la liberacion del ICD (en la figura NotchICD). El ICD se trasloca
al niicleo donde se une a CSL para modificar la transcripcion génica. Figura extraida de Niesen and Karsan

(2007) (25).

En las células que expresan Fringe, Delta tiene preferencia por los receptores con la
modificacion llevada a cabo por esta, mientras que Jagged por los Notch sin esta

modificacion (23).
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Con la unién del ligando a Notch, se cree que se produce un cambio conformacional,
exponiéndose la zona S2 para su escision proteolitica, llevada a cabo por la
metaloproteinasa ADAM17 (también denominada TACE) y, dando lugar a la liberacion
del ECD (25). Seguidamente, el complejo y-secretasa, constituido por preselinina 1,
preselinina 2, Pen-2, Aph-1 y nicastrina, llevan a cabo las escisiones en S3 y S4.
Finalmente, se libera el ICD, que se traslocara al nucleo para modificar la transcripcion

génica.

En el nucleo, Notch se une al regulador de la transcripcion CSL, desplazando a los co-
represores y reclutando co-activadores de la transcripcion, que inducen la expresion de
HES (hairy enhancer of Split) y HEY (hairy/enhancer of split-related with YRPW motif,
o también denominado HESR, CHF o HRT) (26).

Otras proteinas, cuya expresion se ve modificada por Notch, son: la ciclina D1, p21,
GFAP (glial fibrillary acidic protein), Nodal, Myc, PTEN, Efrina B2, y SMA (smooth

muscle o -actin).

Asimismo, también se ha demostrado que, Notch3 regula la expresion de genes
antiapoptoticos que modulan la via de Fas; inhibiendo la transcripcion de genes
proapoptoéticos y, aumentando la expresion de mediadores antiapoptoticos como c-FLIP,

Bcl-2, y c-IAP-1 (34).

Gene Ontology es la base de datos mas grande que alberga la informacion sobre la funcion
llevada a cabo por las distintas proteinas codificadas genéticamente. Para Notch3,

podemos encontrar descritas las siguientes funciones biologicas:

1) Regulacion positiva y negativa de la transcripcion de la ARN polimerasa II.

2) Regulacion de la transcripcion dependiente del ADN.

3) Iniciacion de la transcripcion a través del promotor de la ARN polimerasa II.

4) Via de sefalizacion y regulacion positiva y negativa de la transcripcion de Notch.

5) Desarrollo de organismos multicelulares.
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6) Regulacion de los procesos del desarrollo.
7) Diferenciacion celular y su regulacion negativa.
8) Diferenciacion neuronal y su regulacion negativa.

9) Desarrollo del prosencéfalo: procesos encargados del desarrollo del prosencéfalo, que

dard lugar al diencéfalo (talamo e hipotalamo) y telencéfalo (hemisferios cerebrales).

10) Regulacion positiva de la proliferacion de la musculatura lisa. Promueve la

diferenciacion y maduracion de las células del musculo liso (35).

11) Morfogénesis arterial: procesos involucrados en la generacion y organizacion de las
estructuras anatomicas de los vasos sanguineos arteriales. Es indispensable para la

diferenciacion arterio-venosa (36).

12) Formacion de los capilares del glomérulo.

La expresion de NOTCH3 en adultos se habia restringido a las VSMC, el sistema nervioso
central, algunas clases de timocitos, células T reguladoras y algunos tipos de células B
37).

Sin embargo, gracias a la mejora de las técnicas de secuenciacion y analisis masivos de
datos, junto con los esfuerzos realizados a nivel mundial para caracterizar la expresion
genética de las diferentes proteinas, segiin el tejido estudiado, es posible conocer el perfil
de expresion de diversas moléculas. Genotype-Tissue Expression (GTEX) Project es una
base de datos publica con informacion de expresion y regulacion génica especifica de

tejido, en la que se estudiaron 54 tejidos sanos, en cerca de 1.000 individuos.

En la Figura 5 puede apreciarse la expresion, en sentido decreciente, de NOTCH3, seglin

el tejido.
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Figura 5. Perfil de expresion genética de NOTCH3 por orden decreciente. Fuente: GTEXx Portal (https://gtexportal.org/home/gene/NOTCH3)



Actualmente, se considera que las mutaciones patogénicas de NOTCH3, responsables del
CADASIL, son aquellas que producen un cambio en el nimero de residuos cisteinas,
dentro de las 34 EGFr, del dominio extracelular del receptor, y que estan codificadas por

los exones 2-24 (38).

La region con mayor acumulo de mutaciones se encuentra en los exones 2-5, que
codifican a los EGFr del 1-6 (Figura 2). Un estudio realizado en el afio 2000 revelaba
que, todas las mutaciones encontradas en NOTCH3 producian cambios en el ADN
citosina/timina, afectando a los dinucledtidos CpG. Se ha visto, en células de lineas
germinales, que estos dinucledtidos presentan una gran hipermutabilidad y que ademas,
estan implicadas en procesos de metilacion (38), pudiendo explicar el agrupamiento de

las mutaciones causantes del CADASIL.

De la misma manera, el estudio de modelos 3D de los seis primeros EGFr, predecian que
cada EGFr deberia contener dos cadenas lamina beta, seguidas de una lamina mas corta
o una doble horquilla. Sin embargo, varias de las mutaciones descritas en la literatura,

son incompatibles con este patron de plegamiento (38,39).

2.3. ETIOPATOGENIA

El mecanismo exacto por el cudl las mutaciones encontradas en NOTCH3, producen los

sintomas de CADASIL, es desconocido.

Multiples esfuerzos se han realizado para intentar entender los mecanismos
etiopatogénicos de esta enfermedad. Gracias al estudio de pacientes con CADASIL,
modelos animales, células en cultivo derivadas de pacientes con CADASIL, y estudios in
silico, se considera lo siguiente: el desencadenante principal de la cascada de eventos
patoldgicos, es la aparicion de un nimero impar de cisteinas en la region de las EGFr,
que da lugar a la alteracion de los puentes disulfuro, y la agregacion de los ECD, tanto

del Notch3 producido por el alelo mutado, como el del producido por el alelo wild-type.

La formacion de estos agregados, que pueden evidenciarse de forma intracelular,
membranosa y extracelular (estos ultimos, los caracteristicos GOMs), se cree que pueden

estar implicados en la patogenia de la enfermedad. Diversos estudios han puesto de
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manifiesto que pueden ocasionar una alteracion de la autofagia, crear estrés en el reticulo
endoplasmatico o atraer, secuestrar y/o activar, proteinas de la matriz extracelular,

pudiendo adquirir estas un efecto toxico (40).

Por otra parte, previo a la visualizacion de los GOMs via microscopio electronico,
aparecen ya las caracteristicas histopatologicas del CADASIL: alteracion de las uniones
celulares con la matriz extracelular y degeneracion y pérdida de las células endoteliales,

VSMC y pericitos.

Estudios en modelos animales, pusieron de manifiesto que, anterior a todas estas
caracteristicas histopatologicas, aparecia una vasorreactividad cerebral alterada,
apuntando que la pérdida de VSMC y fibrosis de la pared arterial, no contribuian al inicio

de la enfermedad en el raton (41).

En los siguientes apartados, se describe, de forma somera, varios de los resultados de los

estudios centrados en la etiopatogenia de la enfermedad.

Desde el punto de vista histologico, los vasos sanguineos estan constituidos por:

e Tunica intima: a su vez dividida en una capa de células endoteliales, la lamina
basal, el espacio subendotelial, constituido por tejido conjuntivo laxo con células

musculares lisas dispersas, y la lamina elastica interna.

e Tuanica media: constituida por células musculares lisas, rodeadas de una

membrana basal y una lamina elastica externa.

e Tunica adventicia: se trata de una capa de tejido conjuntivo, donde se encuentran

los vasa vasorum Y nerva vasorum.

Desde el punto de vista luminal, no queda claro si en el CADASIL existe una estenosis
de la luz arterial, debido a los resultados contradictorios de los diferentes estudios que lo
evaluaban (42—44). Lo que si se ha encontrado, es un engrosamiento fibroso e hialino de
la pared de las arterias pequeias, capilares y vénulas, con deposito de fibronectina y

fibrilina-1 en la tinica intima y adventicia (44-48) y aumento de elastina en el espacio
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subendotelial; todo ello, dando lugar a un aumento de la rigidez de la pared del vaso

(43,49).

Por otra parte, en modelos animales de CADASIL, se demostro la presencia de trombosis
en capilares y pequefos vasos, siendo mas abundante en las ramificaciones de los

capilares (50).

En el CADASIL existe una pérdida de las células endoteliales que componen la tunica
intima, y las existentes se encuentran adelgazadas y con un aumento de los
microfilamentos que se encuentran en el interior de su citoplasma (42,51). Ademas,

modelos animales mostraron una pérdida de las uniones adherentes endoteliales (52).

En el CADASIL, de forma caracteristica, existe una pérdida de las VSMC (47,51,53), y
las existentes, estan adelgazadas y presentan multiples procesos (4). Ademas, sus

mitocondrias son andmalas y presentan inclusiones lisosomales (4,46,54).

La pérdida de estas VSMC, produce un earthen pipe state, en el que no es posible ni la
vasodilatacion ni la vasoconstriccion, por lo que no existe autorregulacion del flujo

sanguineo y la perfusion cerebral depende de la presion sistémica (47).

Por otra parte, existe una pérdida de las uniones celulares a la matriz extracelular
adyacente, junto con alteraciones en el citoesqueleto (4,54,55). Estudios in vitro e in vivo,
mostraron que la alteracion de la union célula-matriz extracelular es suficiente para
desencadenar la muerte celular. El descenso de la subunidad B1 de la integrina, observada
en pacientes con CADASIL, podria contribuir a esta pérdida de adhesion a la matriz
extracelular, y alterar la viabilidad celular; ya que las integrinas son responsables de la
activacion de sefiales de muerte celular ante la separacion de las VSMC de su matriz

extracelular (56).

Los pericitos son células que se encuentran en los capilares sanguineos, y que

funcionalmente se corresponden con las VSMC. En el CADASIL, existe una pérdida de
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las mismas y de las conexiones peg-and-socket (comunicaciones entre los pericitos y las
células endoteliales), lo cual contribuye al dafio endotelial; a la alteracion de la barrera
hematoencefalica, correlacionandose su grado de afectacion con la reduccion del numero

de pericitos; y afectacion de la autorregulacion (52,57-59).

Estudios in vitro han demostrado que, la presencia de receptores Notch3 alterados por las
mutaciones patogénicas, incrementan la formacion de complejos multiméricos entre sus
ECD, y entre otras proteinas como los ECD de Notch3 producidos por alelos no mutados,
Notchl y Notch4 (60,61). Este mecanismo se cree que es debido a la afectacion de los

puentes disulfuro, y posibles cambios conformacionales de la molécula (60,62).

La formacion de estos complejos, puede ser intracelular, en la membrana plasmatica de

las VSMC y pericitos (35,63); y de forma extracelular en los GOMs (64,65).
GOM

Los GOMs se localizan en vasos de pequefio y mediano tamaiio, capilares y vénulas
postcapilares (45,57,66), no s6lo pertenecientes a la vasculatura cerebral, sino también a
otros 6rganos, producto del caracter sistémico de esta arteriopatia (53,67). Su nombre se
debe a su apetencia por el fijador utilizado para su evaluacién por microscopia
electronica, el tetradxido de osmio. Su formacion se cree que puede ser producida por la
alteracion de la protedlisis en la zona S2, por una alteracion en la ruta de eliminacion del
receptor o, porque se creen en el reticulo endoplasmatico, desde donde se trasladan al

espacio extracelular (68).

Actualmente, no se cree que sean los desencadenantes del inicio de la cascada que da
lugar al CADASIL, pues el dafio endotelial y pérdida de las VSMC, preceden al deposito
de los GOMs (43). Asimismo, tampoco existe correlacion entre la presencia y/o el numero
de GOMs y la severidad del dafo en las VSMC (51,55). Si se ha correlacionado con la

edad (55), encontrandose ausentes en los vasos fetales (69).

En la Figura 6 se representa la clasificacion en cinco estadios, segun el tamaio y grado

de confluencia, de los GOMs (70).
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Proteinas relacionadas con los agregados de Notch3

A continuacion, se enumeran varias de las proteinas que se han encontrado relacionadas

con los agregados extracelulares del ECD de Notch3:

e LTBP-1 (latent TGF-p-binding protein) (48).

e TIMP3 (40): pertenece a la familia de las TIMP, que son inhibidores de las
metaloproteinasas. Se ha sugerido un aumento de su actividad, lo cual podria dar
lugar a fibrosis vascular y afectar la regulacion de la metaloproteinasa ADAM17
(40,71). En modelos animales, la disminucién de Timp3 dio lugar a una mejora
de la vasorreactividad, aunque no modifico el nimero de lesiones de sustancia
blanca (72).

e Vitronectina (40): regula la adhesion celular, sefalizacion y reorganizacion del
citoesqueleto, y es capaz de modular el balance del sistema fibrinolitico y de la
homeostasis de la matriz extracelular (40,71). En modelos animales, la
disminucion de vitronectina demostr6 una mejora en las lesiones de sustancia
blanca (72).

e Varios estudios han puesto de manifiesto la presencia de beta-amiloide rodeando
los GOM, en ausencia de una Enfermedad de Alzheimer concomitante (66,73,74).

e Otros componentes identificados en los GOMs son: clusterina, que es una
chaperona extracelular, y endostatina, que es un fragmento proteolitico derivado

de la cadena de colageno al (XVIII).

TStage _tgN3*"350mouse __CADASILpatient __Description

‘GOM deposits are smaller than normal width of BM
GOM deposits are round or eliptical

GOM deposits are only shghtly more electron-dense
than surrounding extracellular matrix

GOM deposits are smaller than normal width of BM
GOM deposits are round or eliptical

Bulging of BM with indentation of mural cellnear GOM
GOM deposits are electron-dense

GOM deposits are larger than normal width of BM
GOM deposits are round or eliptica

Bulging of BM, and/or overal thickened BM (in human)
Larger indentation of mural cell near GOM

GOM deposits are electron-dense

GOM deposits are larger than normal width of BM
‘GOM deposits are amormphous or have bizarre shapes
Bulging of BM, and/or overal thickened BM (in human)
Larger indentation of mural cell near GOM

GOM deposits are electron-dense

Two or more stage IV GOM deposits confluence into a
patch of confluent GOM

Bulging of BM, and/or overal thickened BM (in human)
- Mural cells can have two or more subtle

indentations, reflecting two of more GOM deposits

vV notobservedinmice M4




Figura 6. Clasificacion propuesta para los GOMs. La cabeza de la flecha sefiala a los GOMs, el
asterisco la 1amina basal, E: célula endotelial, M: célula mural. Figura extraida de Gravesteijn et al.
(2019) (70).

Una de las caracteristicas principales en la RMN cerebral de los pacientes con CADASIL
son las hiperintensidades subcorticales, que principalmente afectan a la sustancia blanca.
Histopatologicamente, existe edema intramielinico con el subsecuente dafio axonal,
pérdida difusa de mielina, pérdida axonal, gliosis y dilatacion de los espacios

perivasculares (8,75-77).

Estas lesiones de sustancia blanca se deben a una etiologia vascular, y no a un defecto
primario en oligodendrocitos u otras células (41). Ademads, su extension se ha
correlacionado con el grado de apoptosis cortical en pacientes con CADASIL, pudiendo

ser la apoptosis secundaria al dafo en la sustancia blanca (78).

A pesar de las mutaciones en NOTCH3, el receptor es capaz de expresarse en la
membrana celular. En algunas ocasiones, los estudios han mostrado que en una
proporcion equiparable al wild-type (27,79), y en otras en una proporcién menor (27,80—
82). Respecto al procesamiento de Notch3, varios estudios mostraron una alteracion en
la zona de escision S1 (79-81), frente otros que encontraron una correcta maduracion

(27,83).

Otro punto de controversia importante es en lo relativo a la funcion del receptor, en parte
debido a la diferencia de los estudios con distintos modelos animales y mutaciones,

ensayos inapropiados, o con poca sensibilidad (43).

Mutaciones que afectan a la region codificante para la union al ligando (EGFr 10-11),
presentan una alteracion en la union de este y, por tanto, en la sefalizacion de Notch3

(27,79).

Ademas, en los casos de homocigotos, se esperaria un fenotipo mas severo, cosa que no

ha sido asi en los casos descritos (84,85).
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Varios de los estudios en los que se evaluaba la funcion de Notch3, debida a mutaciones
que no afectaban al dominio codificado para los EGFr 10-11, encontraron una funcion
correcta (27,79,83,86).

Otros estudios vieron que existia un aumento en la actividad de Notch3 (43,81). Como
posible explicacion, en Drosophila se ha encontrado que la agregacion de Notch3

(independiente de la union del ligando), conlleva una activacion aberrante de Notch3 (43).

La autofagia es un sistema de reciclado en el que se controla la calidad de las proteinas y

organelas celulares, evitando el envejecimiento y la muerte celular (87).
Indicios que sugieren una alteracion de la autofagia en CADASIL, son los siguientes:

e El acimulo de Notch3. Déficits en la via autofago-lisosomal, producen
agregacion proteica, generacion de especies proteicas toxicas y acumulacion
disfuncional de organelas. Por una parte, parece que la agregacion intracelular de
Notch3 se debe a una alteracion del trafico intracelular y maduracion o defectos
lisosomales (88). Y, por otra parte, los agregados de Notch3, dificultan la
eliminacion del receptor (61,63,89).

e Un mayor numero de autofagosomas, alteraciones en la fusion autofagosoma-
lisosoma y en la degradacion de autofagosomas en las VSMC que expresan el
Notch3 codificado por el alelo mutado (88).

e Las alteraciones en el citoesqueleto (descritas en el apartado “2.3.1. Alteraciones
histopatoldgicas™), que contribuyen a la alteracion de la autofagia.

e La activacion de la via ERK/MAPK por Notch3, que incluye mTOR, que es un
inhibidor de la autofagia, y cuyos niveles se han encontrado elevados en las
VSMC (88).

e La alteracion de moléculas involucradas en los procesos de autofagia:

disminucion en la subunidad B de las integrinas, las cuales regulan la actividad de

35



Notch3 mediando en su endocitosis dependiente de caveolina-1 (56), o aumento
de ubiquitina (90).

e La presencia de macréfagos con aspecto similar al de las debidas a enfermedades
por depodsito (90), y disminucion de la eliminacion de restos de mielina,
sugiriendo una microglia ineficiente (77).

e El aumento de la expresion de genes relacionados con el estrés del reticulo
endoplasmatico en las VSMC de pacientes con CADASIL (91), pues el estrés del

reticulo endoplasmatico altera los procesos de autofagia (92).

En secciones anteriores, se ha puesto de manifiesto que, histologicamente, las
mitocondrias muestran una morfologia alterada (93,94). También pueden mostrar un
acamulo subsarcolemal en el musculo esquelético (95) o presentar alteraciones
funcionales. Casos esporadicos, han mostrado la existencia de una alteracion en los
complejos de la cadena respiratoria mitocondrial, con disminucion de la actividad de

NADH y/o COX, o incluso hallazgos sugestivos de miopatias mitocondriales (67,96).

Por otra parte, un estudio realizado en pacientes finlandeses con CADASIL, encontrd un
mayor nimero de polimorfismos en el ADN mitocondrial, con respecto a controles sin la

enfermedad (97).

Cabe destacar que, el estudio del proteoma realizado en vasos cerebrales de pacientes con
CADASIL respecto controles sanos, mostré una serie de proteinas disminuidas,

principalmente mitocondriales, relacionadas con la fosforilacion oxidativa (98).

Varios estudios han puesto de manifiesto la existencia de una hipoperfusion cerebral,
incluso en estadios tempranos de la enfermedad (99,100), asi como una alteracion en la
autorregulacion del flujo sanguineo (101-103), que se ha relacionado con la atrofia

cerebral (104) y el aumento de las WMH (105).

La hipoperfusion cerebral en la sustancia blanca de pacientes con CADASIL se ha

correlacionado con la severidad de los sintomas y con la escala de Scheltens, que evalua
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el grado de alteracion de la sustancia blanca (106,107). Sin embargo, ni en el cortex, ni
en la sustancia blanca en menores de 30 afios, se ha encontrado una hipoperfusion

significativa (106,107).

En la autorregulacion del flujo sanguineo intervienen tanto las células endoteliales, cuya
liberacion de 6xido nitrico produce vasodilatacion, como las VSMC, que regulan el tono

miogénico. Las modificaciones del calibre del vaso se producen en respuesta a:

e Cambios metabdlicos como la presion parcial de O, CO2 y pH.

e Cambios mecénicos a través de gradientes de presion transmural, y que depende
de la integridad del citoesqueleto y la transmision de fuerzas célula a célula a
través de integrinas y la matriz extracelular (108). En el CADASIL existe una
alteracion de esta mecanotransduccion, incluso previa a la aparicion de los GOMs
(108).

e Neurogénicos, gracias a la inervacion autonémica.
Otras alteraciones relacionadas con la vasorreactividad son:

e Una respuesta vasoconstrictora aumentada para la angiotensina II y disminuida
para la noradrenalina (109).

e Una pérdida parcial de respuesta a la acetazolamida (106).

e La respuesta tras la aplicacion de CO; es contradictoria. En unos casos no se
observo diferencias con respecto a controles sin CADASIL (99), y en otros casos,
se encontrd una respuesta alterada (110), y relaciondndose con la discapacidad en

los pacientes con esta enfermedad (47).

Asimismo, se ha observado que, de forma temprana, aparecen alteraciones en el coupling
neurovascular (procesos biologicos involucrados en los cambios en el diametro vascular,
resultando en hiperemia durante la activacion neuronal), el cual se ha visto también

afectado en procesos como la demencia vascular y la migrafia (111,112).

La reduccion de la produccion de acetilcolina se ha relacionado con enfermedades
degenerativas como la Enfermedad de Alzheimer, siendo los principales tratamientos

para esta los inhibidores de la actividad de la colinesterasa. Por otra parte, en el nicleo
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basal de Meynert es donde se encuentran mas cuerpos neuronales de la via colinérgica,
cuyos axones alcanzaran el cortex a través del cingulo y de la capsula externa. Esta ultima
region anatomica, caracteristicamente afectada en pacientes con CADASIL. Por estos

motivos, diversos estudios han querido evaluar la funcion colinérgica en el CADASIL.

Con diferentes aproximaciones, como la técnica de SAI (Short-latency afferent
inhibition), que estudia el circuito inhibitorio del cortex motor, que depende
principalmente de la actividad colinérgica, se ha puesto de manifiesto una disfuncion de
la inervacion motora colinérgica en CADASIL (113) y que, lesiones subcorticales
isquémicas pueden causar denervacion cortical colinérgica en ausencia de patologia
primaria neocortical o de los nucleos basales (114—116). La mayor pérdida colinérgica en
CADASIL ocurre en la corteza posterior cortical, dorsal frontal y occipital. El hipocampo,
corteza entorrinal y la mayoria del neocortex temporal, tienen una densidad de axones
colinérgicos relativamente normal. Este patron es opuesto a la demencia de tipo

Alzheimer, donde la mayor denervacion colinérgica se encuentra en el 16bulo temporal.
2.4. CLINICA

El estudio de grandes pedigris de pacientes con CADASIL y la aparicion de centros de
referencia hospitalarios de caracter nacional para esta enfermedad, han posibilitado el

estudio exhaustivo y la mejor caracterizacion clinica de la misma.

Los sintomas cardinales del CADASIL son: la migrafia con aura, las alteraciones
psiquiatricas, los pequefios ictus isquémicos subcorticales recurrentes de inicio precoz y
la demencia (5). También pueden presentar paralisis pseudobulbar, crisis epilépticas,
encefalopatia aguda reversible o alteraciones visuales. Otros sintomas mas infrecuentes,
y cuya relacion con el CADASIL no esta claramente definida como causal o casual, serian

la afectacion medular, del sistema nervioso periférico y muscular.

A continuacion, se revisaran los estudios realizados sobre los sintomas cardinales del

CADASIL.

A diferencia de la poblacion general, cuya frecuencia de migrafia se estima en un 13%,

siendo la migrafia sin aura la mas frecuente; en el CADASIL afecta a un 55-75% de los
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pacientes (117-119), alcanzando el 82% en el caso de las mujeres (118). En un 68-84%
de los casos de migraiia, esta es con aura (118-120), y es mas frecuente encontrar auras
mas prolongadas y complejas, como auras motoras, confusion, alteracion de la conciencia

o alucinaciones (12).

Normalmente, el primer episodio de migrafia sin aura se produce entre los 16-30 afios, asi
como en el caso de las mujeres con migrafia con aura. Sin embargo, la edad de inicio de

la migrafia con aura en varones es mas tardia, entre los 31-40 afios (12).

Sorprendentemente, los pacientes con CADASIL y migrafia, con respecto a los pacientes
con CADASIL sin migraia, tienen un menor niimero de ictus (118). Asimismo, los
pacientes con migrafia con aura, ademas de ser mas jovenes, presentan una mejor funcién
cognitiva y estado funcional, asi como un menor nimero de microsangrados (CM) y un

menor volumen de WMH en la RMN (119).

Hasta un 38-43% de los pacientes con CADASIL pueden presentar alteraciones

psiquiatricas (119,121).

Si en la poblacion general la prevalencia estimada de trastorno depresivo mayor se
encuentra alrededor del 2-3% (122); en el CADASIL se ha visto que hasta un 18% de los
pacientes presentan un trastorno depresivo mayor, y un 11% un trastorno depresivo
menor, considerandose el CADASIL un modelo util para el estudio de la depresion de

etiologia vascular (123).

Por otra parte, existe una alta prevalencia de apatia entre los pacientes con CADASIL
(sobre todo en varones), llegando a alcanzar el 41%. Ademas, esta se ha asociado con el

deterioro cognitivo y una mayor discapacidad (124).

Otros trastornos psiquiatricos que se han descrito en pacientes con CADASIL son el
trastorno bipolar de inicio tardio (125,126) y la esquizofrenia (127,128). Por el momento,
no hay estudios que atestigiien que estas patologias se asocien con mayor frecuencia en

pacientes con CADASIL.
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Hasta un 56-62% de los pacientes con CADASIL han presentado al menos un evento
cerebrovascular (ictus isquémicos, ictus hemorragicos o focalidad neurologica
transitoria) (118,119,129). Como se ha mencionado anteriormente, la migrafia en el
CADASIL se ha asociado con un papel protector frente al nimero de ictus (118). Sin
embargo, la presencia de CM se ha relacionado con la incidencia de infartos isquémicos

cerebrales (129).

Los infartos cerebrales caracteristicos del CADASIL son los pequefios infartos
subcorticales, recurriendo en un 56% de los casos (119). La media de aparicion del primer
ictus son los 47 + 10 afios, siendo mayor en mujeres (49 + 9 afios) que en hombres (45 +

10 afios).

Hasta un 19-25% de los pacientes con CADASIL presentan lacunares incidentales, los
cuales se asocian a la presion arterial sistolica y una mayor discapacidad y alteracion
cognitiva (130). Asimismo, el volumen total de infartos lacunares se ha relacionado con

la atrofia cerebral (131).

Por otra parte, existen casos descritos de infartos cerebrales simultaneos, sin evidencia de
una fuente cardioembolica, enfermedad carotidea oclusiva o estenosis intracraneal. Su
origen se cree que es debido a fluctuaciones en la tension arterial del paciente, que

conlleva a una hipoperfusion e infartos en los territorios frontera (132—136).
Otros eventos cerebrovasculares descritos de forma mas infrecuente son:

e La existencia de multiples infartos intracorticales en un paciente con CADASIL
(74).

e Infartos corticales, cuya relacion con el CADASIL se desconoce si es casual o
causal (137).

e Hemorragias intraparenquimatosas profundas y/o lobares (138—144), sintoma no
frecuente en caucasicos, asociado al nimero de CM (138), pero que en asiaticos

puede alcanzar hasta un 40% (145).
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Por su similitud con la angiopatia amiloide cerebral, ambas presentando WMH y CM en
la RMN craneal, es interesante remarcar que en el CADASIL no existe siderosis cortical,

a diferencia de la angiopatia amiloide.

Su frecuencia se encuentra entre el 12-16%, llegando al 60% en mayores de 60 afios, con
una edad media de inicio de 55 £ 10 afios (119,121,146), y mostrando un perfil de

alteraciones cognitivas similar al de pacientes con SVD esporadica (147)

La funcion ejecutiva es el dominio cognitivo que mas frecuentemente se ha visto alterado
en pacientes con CADASIL, encontrandose afectado en el 88% de los pacientes con esta
enfermedad con un rango de edad de 35-73 afios (146). Otro de los dominios
caracteristicamente alterado, es la atencion y velocidad de procesamiento de la
informacion (VPI). Por ello, los test centrados en la evaluacion de estas dos funciones,
son especialmente ttiles para la identificacion temprana del deterioro cognitivo y

monitorizacion del paciente con CADASIL (146,148).

A continuacion, se listan los factores que se han relacionado con el deterioro cognitivo

de los pacientes con CADASIL:

e Elservaron (121).

e La presencia de alteracion de la marcha (149).

e El antecedente de ictus previo y, sobre todo, el nimero de lacunares (121,149—
152).

e La presencia de forma severa de espacios perivasculares dilatados (EPD) en
ganglios basales y sustancia blanca (153).

e Laatrofia cerebral (151).

e La hipoperfusion cerebral (154).

e La difusion media en la sustancia blanca frontal y el fasciculo mayor
anteroposterior del cingulo (que conecta el l6bulo frontal con regiones corticales
mas posteriores como la formacion del hipocampo), que se correlacionan con los

resultados de la funcion ejecutiva (155).

Sin embargo, no se encontrd relacion entre el deterioro cognitivo y el volumen de HS

(149,151), ni las hiperintensidades confluentes en el talamo (152). Sélo se demostr6 que
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especificamente el volumen de WMH de la parte anterior del cuerpo calloso, se asociaba

con una menor puntuacion en la Mattis Dementia Rating Scale (MDRS) (150).

Respecto a los CM, los hallazgos son contradictorio, algunos estudios muestran que no

se asocian con el deterioro cognitivo, y otros que si (156) o cuando se localizan en el

caudado o el brazo anterior de la capsula interna (151).

2.5. HALLAZGOS DE LA NEUROIMAGEN EN
PACIENTES CON CADASIL

Los STandards for Reportlng Vascular changes on nEuroimaging (STRIVE) fueron

creados para facilitar la identificacion de las manifestaciones de la SVD en la

neuroimagen (157). Por su relevancia en el CADASIL, se describiran y comentaran:

Las hiperintensidades de sustancia blanca de presumible origen vascular
(WMH): se trata de una sefial anormal, de tamafio variable, en la sustancia
blanca, hiperintensa en imagenes de RMN ponderadas en T2, no debida a
una cavitacion.

Hiperintensidades subcorticales (HS): aquellas que también afectan a los
nucleos profundos de la base y al tronco-encéfalo.

Espacio perivascular. Espacio relleno de liquido que sigue el curso de un
vaso, circulando a través de la sustancia blanca y gris cerebral. La
intensidad de la sefial es similar a la del LCR. Su diametro generalmente
es <3 mm.

Microsangrado cerebral (CM): son pequefias areas (normalmente de 2-5
mm, aunque pueden alcanzar los 10 mm) de sefial de vacio. Se visualiza
en secuencias de eco de gradiente ponderadas en T2 u otras secuencias

sensibles a susceptibilidad paramagnética.

Para las consideraciones de los pequefios infartos subcorticales en el CADASIL, ver el

apartado “1.4.3. Enfermedad cerebrovascular”
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Caracteristicamente, en el CADASIL, existe una afectacion de la sustancia blanca del
16bulo temporal, de la capsula externa y el 16bulo de la insula; y las dreas menos afectadas,
son la parte orbitobasal del l6bulo frontal y la region subcortical del 16bulo occipital
(158,159). Segtin las series de casos, se puede encontrar una afectacion de los ganglios
de la base en el 100% de los pacientes (160,161) y del troncoencéfalo en un 45% (162).

Localizaciones mas infrecuentes serian el cuerpo calloso y el cerebelo (160,162—164).

A continuacion, se listan los factores descritos en la literatura que se han correlacionado
con la WMH: la edad (162,163,165), la presion diastolica (165), la APO E2 (166) y el

namero de EPD en el 16bulo temporal y el area subinsular (167).

Por otra parte, volumenes mayores de WMH en el polo temporal y el giro superior frontal
estan asociados con formas més leves de la enfermedad, mientras que volimenes mayores
de WMH en los tractos piramidales o el forceps minor estan asociados con formas mas
severas (168), sugiriendo que el volumen global de WMH no es tan relevante como la

zona afectada.

Aproximadamente un 78% de los pacientes con CADASIL presentan EPD, localizandose

un gran nimero de ellos en el 16bulo temporal y el area subinsular (167).

Los factores que se han asociado al nimero de EPD son, principalmente, la edad y el sexo
(153). Sin embargo, ni los factores de riesgo cardiovascular, la discapacidad, el MMSE,

el uso de antiplaquetarios o el nimero de CM, se han asociado al nimero de EPD (167).

Alrededor del 35% de los pacientes con CADASIL presentan CM (129,156,167,169),
siendo multiples en el 66% de los casos (129). Su localizacion preferente es el talamo, la
region cortico-subcortical, la sustancia blanca y el tronco-encéfalo, siendo menos

frecuentes en el cerebelo y el cortex cerebral (75,156,170).

Los factores de riesgo asociados al numero total de CM son: la edad, la historia de ictus

hemorragico, la demencia, la incontinencia urinaria, el uso de estatinas, la hemoglobina
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glicosilada y la presion arterial sistolica (156,169). La migrafia, con o sin aura, supone un
papel protector en los pacientes con CADASIL (156). Por otra parte, el uso de tratamiento
antiagregante, el volumen de los lacunares y las WMH, no se han relacionado con la

presencia de CM (169).

2.6. DIAGNOSTICO

Hoy en dia, el diagnostico definitivo de CADASIL se establece a través del estudio
genético de NOTCH3, con la deteccion de sus mutaciones patogénicas. Estas, afectan a
los exones 2-24, que codifican para las EGFr, y que conllevan la aparicion de un nimero

impar de cisteinas en el receptor.

Debido al alto coste del analisis genético, y al largo tiempo necesario para su estudio e
interpretacion, desde la identificacion del gen causante de la enfermedad en 1996, se han
llevado a cabo miltiples esfuerzos para determinar la estrategia mas eficiente para el
diagnostico de CADASIL, proponiéndose escalas para la seleccion de los pacientes para
el analisis genético (171). Una clinica caracteristica de CADASIL (migrafia, alteraciones
psiquiatricas, ictus y/o demencia a edades tempranas), junto con una RMN sugestiva,
apoyara la seleccion de los pacientes para el diagndstico genético. En aquellos centros
con menores recursos economicos, el diagnostico de CADASIL también puede realizarse

a través de las biopsias de piel.

Con todo ello, se lleva a la practica clinica una forma de racionalizacion adecuada de los
recursos, flexibilizandose los grupos a los que realizar el estudio conforme avanzaban los
afios, de manera proporcional a la mejora de las técnicas diagndsticas y a su

abaratamiento.

Los estudios en pacientes con CADASIL, comparados con pacientes sin la enfermedad,
han puesto de manifiesto que, la presencia de cinco o mas hiperintensidades de sustancia
blanca de >4 mm (categoria 3-6 de Scheltens), en el l6bulo temporal, tiene una
sensibilidad del 89-95% vy una especificidad del 80-86%, para el diagndstico de
CADASIL. De la misma manera, una afectacion moderada/severa de la capsula externa,

presenta una sensibilidad del 93% y especificidad del 45%, para su diagndstico (7,159).
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El uso de la biopsia de piel como herramienta diagnostica ha sido avalada por multiples
estudios (172—174). La presencia de los GOMs, evaluados por microscopia electronica,

tiene una especificidad del 100% para el diagnostico de CADASIL (7).

Debido al caracter focal de estos depdsitos, es necesaria la realizacion de secciones
profundas y multiples de la biopsia de piel, para minimizar la existencia de falsos

negativos (175,176).

La aparicion del anticuerpo frente al ECD de Notch3 (1E4), aumento la sensibilidad del
diagnodstico de CADASIL al 86-96%, con una especificidad del 95-100% (Figura
7)(177,178). Ademas, se aprecié que la intensidad de la inmunotincion de las arteriolas

con el anticuerpo no varia sustancialmente con la edad o el fenotipo del paciente.

Figura 7. Visualizacion de la RMN craneal de dos pacientes y su biopsia de piel junto con la administracion
del anticuerpo frente a Notch3. En la imagen superior, el paciente no presenta CADASIL, y en su biopsia
de piel no se aprecia tincion en la pared vascular para el anticuerpo de Notch3. En la imagen inferior, se
trata de un paciente con CADASIL y teflido de forma abundante con el anticuerpo para Notch3. Figura

extraida de Joutel et al. (2001) (177).

Comparando el uso del anticuerpo y la realizacion de un screening limitado (exones 3, 4,
11, y 18) en pacientes con sospecha de CADASIL, se puso de manifiesto que la biopsia

de piel era mas sensible para su diagnostico.

Debido al alto coste econdmico del test genético, se intentd conocer si las mutaciones de
NOTCH3 se agrupaban en torno a determinados exones, y de esta manera concluir que,

el analisis de parte del gen podia ser suficiente para llegar a un diagnostico certero (179).
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El analisis llevado a cabo por distintos grupos internacionales, demostro que existe una
tendencia al agrupamiento de las mutaciones patogénicas de CADASIL en los exones 2-

5 que codifican a los EGFr 1-6 (6,7,186,13,14,180-185).

Sin embargo, en 2016, analizando el nimero de mutaciones patogénicas de NOTCH3 en
el ExAC, se encontrd que el 24 % de ellas afectaban al exon 11, el 12% al exon 4, otro
12% al exon 12, un 8% al 18 y con una frecuencia menor del 5%, los exones 6, 7, 14, 21,
23. Por tanto, existe una diferencia en la frecuencia de los exones afectados en los
pacientes con CADASIL a lo largo de las diferentes poblaciones estudiadas y el ExXAC
(Figura 8).

NOTCH3 mutations reported in CADASIL worldwide
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NOTCH3 mutations in EXAC
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Figura 8. Comparativa de las mutaciones descritas a nivel mundial y las halladas en el EXAC. Las
barras de color rosa representan la densidad del nimero de mutaciones. Figura extraida de Rutten et
al. (2016) (15).

EGFr: repeticiones EGF (Epidermal Growth Factor)-like.

Por una parte, esto puede ser debido a un estudio incompleto de los exones de NOTCH3,
con una preponderancia del analisis de los exones 3 y 4, que puede estar sesgando la
frecuencia real de mutaciones. Por ello, actualmente el analisis genético tiende a

realizarse, al menos en los exones 2-24.

Por otra parte, otro factor para tener en cuenta es la técnica para la deteccion de
mutaciones. En muchos de los estudios iniciales se utilizaba SSCP (single-strand
conformation polymorphism), cuya sensibilidad para detectar mutaciones oscila entre el
80-85% (180). Posteriormente, la cromatografia liquida de alta eficacia (DHPLC) se
planted como una alternativa para detectar mutaciones que el SSCP no era capaz.
Finalmente, la secuenciacion Sanger y el NGS (Next-Generation Sequencing) permiten

una deteccion altamente eficaz para un diagnostico apropiado (186).

Asimismo, el factor geografico y posibles efectos fundadores pueden haber contribuido

a esta diferenciacion. Pues en Reino Unido, Francia, Espafia, Alemania, Holanda y norte
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de Italia el exon mas frecuentes es el 4 y conforme nos alejamos del centro italiano los

mas frecuentes pasan a ser el 10 y 11, en este pais (6,7,186,13,14,180—-185).

De la misma manera, estas diferencias observadas pueden ser consecuencia de analizar
pacientes con un fenotipo mas florido, de tal manera que aquellos pacientes
paucisintométicos como pudieran ser los incluidos en el EXAC, presentarian un perfil
mutacional distinto, encontrandose casi todas las mutaciones agrupadas en torno a los

dominios 14-16 y 29-31 de las EGFr.
2.7. PRONOSTICO

Desafortunadamente, no existen herramientas pronosticas para el paciente con
CADASIL. Una vez realizado el diagnostico, se hace dificil poder indicarles qué clase de
evolucion tendran. Pues pacientes con una misma mutacion, aun perteneciendo a una
misma familia o incluso siendo gemelos monocigotos, pueden evolucionar de forma

diferente (187,188).

Estudios recientes han mostrado que, a pesar de la falta de asociacién genotipo-fenotipo,
podria existir una relacion proteina-fenotipo. Aquellos pacientes con una mutacion que
afecte a las EGFr 7-34, tienen un fenotipo mas leve que aquellos pacientes con
mutaciones que afectan a las EGFr 1-6 (15,16). Como apoyo a esta hipdtesis, en la
literatura ya se habian descrito casos de pacientes con un debut de CADASIL a una edad
mayor de 70 afios, y que presentaban mutaciones que afectaban a las EGFr 7-34

(189,190).

Analizando a los pacientes con mutaciones que afectaban a las EGFr 1-6, con respecto a
los que tenian mutaciones que afectaban a las EGFr 7-34, los primeros presentaban el
primer ictus 12 afos antes, tenian un mayor volumen de WMH y una menor
supervivencia. Si la comparacion se realizaba con respecto a las que afectaban a las EGFr
10-11 (sitio de union del ligando), estas se asociaban con un mayor volumen de WMH
(15,16). Otros estudios, mostraron que los pacientes con mutaciones que afectaban a este
sitio de unién al ligando, presentaban un mejor perfil cognitivo, menor discapacidad,
menor volumen de infartos lacunares y menor atrofia cerebral (27,79). Sin embargo,

mutaciones que afectaban a las EGFr 10-11 se asociaban con un mayor volumen de
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WMH; cabe mencionar que estudios previos han encontrado una gran variabilidad en el

grado de lesion estructural bajo estas WMH (191).

De manera amplia se han descrito los factores asociados con las principales caracteristicas
clinicas y de neuroimagen de los pacientes con CADASIL (ver secciones “2.4. Clinica”

y “2.5. Hallazgos de la neuroimagen en pacientes con CADASIL”).

Por otra parte, a continuacion, se listan los marcadores asociados al deterioro o

supervivencia del paciente con CADASIL, descritos en la literatura:

e Lademencia y alteracion de la marcha predicen una mayor discapacidad (149).
e El nimero de lacunares y la atrofia cerebral predicen el deterioro clinico (149).
e Los niveles de la cadena ligera de los neurofilamentos predecian la progresion y

la supervivencia a los 17 afios (192).

1.8. TRATAMIENTO

Actualmente, no existe ninguin tratamiento curativo o modificador de la enfermedad. A
pesar de ello, el tratamiento antiagregante es la norma, no existiendo evidencia que apoye
la eficacia de este como profilaxis para los eventos isquémicos de los pacientes con
CADASIL. También esta controvertido el beneficio que pueda tener en estos pacientes el

tratamiento fibrinolitico, al presentar un mayor riesgo de sangrado (193).

Asimismo, se dispone de tratamientos sintomaticos para el resto de los sintomas
acompafiantes. De forma especifica, se ha encontrado que el acido valproico puede ser
una opcidn terapéutica para el dolor agudo de migraiia en pacientes con CADASIL (194).
Para la reduccion del nimero de migrafias, la acetazolamida parece ser util (195-197),
asi como el uso del antagonista del péptido relacionado con el gen de la calcitonina (198).

Hay que tener en cuenta que estas conclusiones provienen de estudios de casos clinicos.

Otros tratamientos cuya utilidad se ha evaluado en CADASIL:

e Atorvastatina. Se quiso demostrar, sin éxito, en 25 pacientes con CADASIL, la
posibilidad de que esta estatina produjese cambios significativos en la

hemodinamia cerebral a corto plazo (199).
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Donepezilo. En 2008 se publicd un ensayo clinico, multicéntrico, doble ciego,
randomizado, en pacientes con CADASIL entre 25-70 afios, y con deterioro
cognitivo (200). No se encontré mejoria de la cognicion evaluada por la escala V-
ADAS-cog. Sin embargo, se encontrd beneficio en varias medidas que evaluaban
la funcion ejecutiva y velocidad de procesamiento de la informacion, cuya

relevancia clinica fue cuestionada (201).

Galantamina. El estudio realizado con este farmaco solo fue completado por tres
de los pacientes incluidos. Se aprecio una leve mejoria o estabilizacion en los test
conductuales y de sobrecarga del cuidador, sin efecto beneficioso en el deterioro

cognitivo, y no habiendo sido bien tolerado el farmaco (202).

Lomerizina. Este bloqueante de los canales del calcio, que dilata de forma
selectiva los vasos cerebrales, se administr6 a una paciente con CADASIL,
mejorando el rendimiento en sus test neuropsicologicos (203). No se dispone de

ensayos clinicos que avalen su uso.

SCF (stem cell factor) junto con G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor).
En modelos animales de CADASIL, se vio que mejoraba la funcion cognitiva,
disminuia la pérdida de las VSMC y el dafio capilar, inhibia el depdsito de GOMs,
incrementaba la densidad de vasos sanguineos, reducia la apoptosis en el
parénquima cerebral, inhibia la pérdida de células madre o progenitoras
neuronales y aumentaba la neurogénesis (204). Ademas, también se demostrd que

inhibia la trombosis en ratones con CADASIL (50).

Tetrahidrobiopterina, cofactor esencial para la sintesis de 0xido nitrico en las
células endoteliales (205). Se quiso evaluar, sin éxito, si la suplementacion con
sapropterina, su analogo sintético, mejoraba la vasodilatacion dependiente de

endotelio en pacientes con CADASIL.

Cerebrolisina. Es una combinacion de péptidos y aminoacidos de bajo peso
molecular que ha mostrado propiedades neurotroficas y que puede reducir el
numero de células apoptdticas tras la aplicacion de estimulos de apoptosis. Su
administracion a linfocitos en cultivo de pacientes con CADASIL no mostrd

beneficio en el nimero de apoptosis (206).
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Cabe destacar, por su intencion de tratamiento especifico de la enfermedad, el uso de la

inmunoterapia y el exon skipping para el CADASIL.

El uso de anticuerpos frente al ECD de Notch3 demostr6 en ratones una mejoria de la
disfuncion cerebrovascular, aunque no modificaba las lesiones en la sustancia blanca
(207). Cabe destacar que no se observo una disminucion en los depdsitos de ECD ni
GOM. Los autores argumentaron que, el anticuerpo podria unirse a los ECD de Notch3

solubles, limitando un posible efecto toxico.

En 2016 se llevo a cabo, por primera vez, un estudio para excluir el exon mutado de
NOTCH3 (exon skipping) y asi evitar el efecto deletéreo de la aparicion de un niimero
impar de residuos cisteina en las EGFr, evitando asi el acaimulo de ECD y la ulterior

cascada de eventos patologicos (208).

A través de estudios in silico, descubrieron que la exclusion de exones en NOTCH3 era
técnicamente posible y que las proteinas obtenidas a partir de esta técnica presentaban un
procesamiento normal, conservaban la capacidad de unirse al ligando, y este activaba al

receptor.

Posteriormente, se estudiaron tres tipos de exon skipping (para los exones 2-3, 4-5 y 6)
en células derivadas de las VSMC de pacientes con CADASIL. Todos mostraron una
exclusion correcta del exon, una proteina en la que la mutacion quedaba excluida, y con
una correcta fusion de los EGFr. El procesamiento, unién al ligando, y actividad
conseguidos era comparable al receptor wild-type. El estudio de la agregacion de Notch3

no se pudo evaluar de forma fehaciente, pues ello precisa de estudios in vivo.
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3. OBJETIVOS

Tres hipoétesis principales se plantearon en este trabajo de investigacion:

Las mutaciones en el gen NOTCH3 que afectan a aminoacidos distintos de la
cisteina, pueden ser potencialmente patogénicas y producir CADASIL, poniendo

en entredicho la actual hipotesis etiopatogénica de la enfermedad.

El analisis de la expresion génica en pacientes con CADASIL, permitira hallar
genes diferencialmente expresados y relevantes para la etiopatogenia de la

enfermedad.

La obtencion de un modelo prondstico para estimar la discapacidad, en pacientes
con un ictus isquémico, sera extrapolable a pacientes con un ictus isquémico y
CADASIL. Este modelo podra ser de utilidad en la practica clinica diaria

mediante su implementacion a través de una aplicacion web.

En base a estas hipétesis de trabajo, como objetivo principal, se plante6 el estudio de la

etiopatogenia del CADASIL a través del estudio de la expresion diferencial en las

biopsias de piel de los pacientes con CADASIL respecto a controles sanos, a través de un

Genome-Wide Transcriptomic Study (GWTS).

Por otra parte, como objetivos secundarios, se establecieron:

La revision sistematica en la literatura, de los estudios realizados en pacientes
con sospecha de CADASIL y que fueran portadores de mutaciones que no

afectasen al nimero de cisteinas.

La creacion de un modelo para predecir el grado de discapacidad en pacientes

con ictus isquémico y testarlo en pacientes con CADASIL.
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4. MATERIAL Y METODOS

En base al objetivo principal y el objetivo secundario, el trabajo de investigacion de la
presente tesis puede dividirse en tres secciones. Dos de ellas enfocadas en profundizar en
la etiopatogenia del CADAIL, y la restante enfocada en uno de los objetivos secundarios,

la estimacion del prondstico de un paciente con un ictus isquémico y CADASIL.

4.1. REVISION SISTEMATICA DE PACIENTES CON SOSPECHA
DE CADASIL Y MUTACIONES PUNTUALES EN NOTCH3, SIN
AFECTACION DEL NUMERO DE CISTEINAS

Para la consecucion de este apartado, se realizé una exploracion bibliografica en los
principales metabuscadores: PubMed, Google Scholar, EMBASE, LILACS, Trip
Database, y 1la Cochrane Library. De la misma manera, se revisaron las mutaciones ya
publicadas de NOTCH3 en The Human Gene Mutation Database
(http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php).

Las palabras clave de busqueda, utilizadas para obtener informacion sobre pacientes con
la clinica caracteristica de CADASIL y mutaciones puntuales que no afectasen a residuos
cisteina del receptor, fueron: “CADASIL cysteine”, “NOTCH3 cysteine”, y “NOTCH3
polymorphism”.

En total se encontraron 224 articulos. Como criterios de seleccion, los articulos debian:

e Describir a los casos indices, puesto que siendo los sujetos de estudio se dispone
de una mejor caracterizacion y, no ailadiendo a sus familiares, se evitan sesgos en
interpretaciones que podrian estar relacionados con un fenotipo familiar, mas que

con un fenotipo caracteristico de la enfermedad.

e Los casos indices debian presentar la clinica caracteristica del CADASIL:

migrafia, alteraciones psiquiatricas, ictus y/o demencia.

e Los casos indices debian presentar mutaciones puntuales que no afectasen al

numero de cisteinas.
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Por otra parte, a continuacion, se listan los motivos de exclusion de los articulos revisados

de forma sistematica:

Estudios donde se analizaban otras enfermedades o endofenotipos, como

pacientes con WMH difusa.

Estudios que incluian pacientes con mutaciones sin sentido, intronicas,
inserciones o deleciones. Su motivo de exclusion se debe a la posibilidad de que
estas mutaciones puedan dar lugar a la modificacion del niimero de cisteinas a
través del acortamiento de la proteina (en el caso de las mutaciones sin sentido)
(209,210) o, a través del cambio de la pauta de lectura (en el caso de las

inserciones o deleciones) (211,212).

Articulos en los que se describian mutaciones, que resultaban ser polimorfismos
descritos anteriormente, y por tanto haciendo improbable su relacion causal con

el CADASIL.

Dificultad en la identificacion del caso indice.

Teniendo en cuenta los criterios de seleccion y de exclusion mencionados, la revision

sistematica finalmente incluyd un total de 18 articulos (Figura 9). De todos ellos, se

recogi6 informacion epidemioldgica, clinica, genética y de neuroimagen, asi como si se

habia efectuado una biopsia de piel.

Las mutaciones revisadas se consideraron potencialmente patogénicas, si cumplian los

siguientes criterios:

El paciente presentaba la clinica caracteristica de CADASIL (migrana,

alteraciones psiquiatricas, ictus y/o demencia).
El paciente presentaba WMH de forma difusa en la neuroimagen.

Se habia realizado el analisis de los 33 exones de NOTCH3 para descartar otras

posibles mutaciones concomitantes.

La mutacion presentaba una frecuencia del alelo minoritario (MAF) <0,1%.
Debido a la baja prevalencia de CADASIL, se hace necesaria la exclusion de

polimorfismos de baja frecuencia (MAF <5%), asi como la de variantes
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subpolimorficas (MAF del 0,1-1,0%). Para obtener la MAF se utilizo la base de
datos EXAC (http://exac.broadinstitute.org), que contiene informacion de 60.706
individuos, y la base de datos 1000 Genomes Project, que contiene informacion

genética de 1.000 individuos de diferentes etnias

(http://www.internationalgenome.org/1000-genomes-browsers/).

. El paciente presentaba GOMs en la biopsia de piel, ya que estos depositos se

consideran patognomonicos del CADASIL.
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Figura 9. Diagrama de flujo del proceso de seleccion de los articulos.
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42. ESTUDIO DE LOS GENES DIFERENCIALMENTE
EXPRESADOS EN LAS BIOPSIAS DE PIEL DE PACIENTES CON
CADASIL Y CONTROLES

Para la bisqueda de moléculas diferencialmente expresadas en pacientes con CADASIL,
que puedan ser relevantes para la etiopatogenia de la enfermedad, o ser utiles como
potenciales dianas terapéuticas, se realizd un estudio observacional caso-control.
Inicialmente, se realizé un analisis masivo del ARNm (ARN mensajero) de las biopsias
de piel de pacientes con CADASIL y sujetos control, con la técnica de microarrays
(Genome-Wide Transcriptomic  Study -GWTS-). Posteriormente, los ARNm
diferencialmente expresados de forma mas significativa se evaluaron con la técnica de
qRT-PCR (real-time quantitative reverse transcription protein chain reaction) en una

nueva cohorte de pacientes con CADASIL y controles.

Los participantes para el estudio fueron seleccionados del registro “CADAGENIA”. Este
es un registro prospectivo iniciado en 2017, donde se incorporaron de forma consecutiva
pacientes con mutaciones en el gen NOTCH3. Los participantes del registro provenian
principalmente del Hospital de la Vall d’Hebron y el Hospital del Mar, Barcelona.

Asimismo, controles sanos sin mutacioén conocida en NOTCH3 fueron también incluidos.

En el registro se anotaron los datos epidemioldgicos, de analisis de sangre, de
neuroimagen (principalmente RMN), test neuropsicologicos y biopsia de piel. Ver

seccion “4.2.2. Variables”.

Para el estudio del ARNm diferencialmente expresados, los criterios de inclusion y

exclusion para casos y controles se encuentran recogidos en la Tabla 1.

Como criterio adicional para el estudio de GWTS, los pacientes con CADASIL y los
controles debian ser consanguineos. Criterio no requerido para el estudio de replicacion

mediante qRT-PCR.

61



Tabla 1. Criterios de inclusion y exclusion para casos y controles del estudio de ARNm

diferencialmente expresados.

Casos

Controles

De las variables clinico-epidemioldgicas del registro “CADAGENIA”, se escogieron

aquellas consideradas mas relevantes por su asociacion con los sintomas observados en

el CADASIL:
e Edad.
e Sexo.

Criterios de inclusién

1. Ser mayor de edad (>18
afios)

2. Presentar una mutacion
que produzca un numero
impar de cisteinas en los
EGFr

3. Disponer de biopsia de
piel

1. Ser mayor de edad (>18
aflos)

2. Acceder a la realizacion de
la biopsia de piel

Criterios de exclusién

1. Ser menor de edad (<18
afios)

2. No presentar una mutacion
que produzca un numero
impar de cisteinas en los EGFr
3. No disponer de biopsia de
piel

1. Ser menor de edad (<I8
afos).

2. Presentar mutaciones en el
gen NOTCH3

3. No disponer de biopsia de
piel

e Factores de riesgo cardiovascular como:

o Hipertension (HTA), definida como presion arterial sistlica >140 mmHg
o diastolica >90 mmHg, obtenida en dos medidas distintas, tomada en dos

dias diferentes; o estar bajo tratamiento hipotensor.

o Diabetes mellitus (DM), definido como una glicemia basal plasmatica
>126 mg/dL, glicemia >200 mg/dL a las 2 horas de la sobrecarga oral de

glucosa, una HbAlc > 6.5% o estar con tratamiento antidiabético.




o Dislipemia (DLP), definida como la elevacion de los niveles de LDL, del
colesterol total, la disminucion de los niveles de HDL o estar bajo

tratamiento hipolipemiante.
o Habito tabaquico.
e Tipo de mutacion.

El perfil cognitivo se determind en cinco de los casos incluidos en el estudio de expresion
diferencial con la técnica de qRT-PCR, a través de un estudio neuropsicologico completo.
Para la evaluacion cognitiva global se empled el Montreal Cognitive Assessment

(MOCA). De forma especifica se estudiaron los siguientes dominios cognitivos:

1. Memoria verbal. Valorada mediante el estudio de la memoria inmediata y verbal
con la seccién IV (memoria logica) y seccién VII (aprendizaje asociado)

respectivamente, de la Weschler memory scale-1II (WMS-III).

2. Memoria de trabajo. Valorada con la seccion de digitos (en orden directo e

inverso) de la Wechsler Adult Intelligence Scale (W AIS-III).

3. Funcién ejecutiva. Valorada mediante el estudio de las fluencias verbales
fonéticas (con las letras “P”, “M” y “R”) y semanticas (animales), el Stroop Word
and Color test (numero de palabras y colores) y el Trail Making Test part B
(TMT-B) (tiempo de ejecucion).

4. Atencion y velocidad de procesamiento de la informacion (VPI). Valorada
mediante el Symbol Digit Modalities Test (SDMT), Stroop Word and Color test
(ntimero de palabras y colores) y el Trail Making Test part A (TMT-A) (tiempo

de ejecucion).

5. Velocidad motora y destreza. Valorada mediante el Purdue Pegboard test,

teniendo en cuenta la mano dominante, la no dominante y ambas.

6. Habilidad visuoconstructiva. Valorada mediante la seccion de disefio de cubos de

la WAIS-III.

Las puntuaciones obtenidas en los test neuropsicoldgicos fueron normalizadas y ajustadas

por la edad y el nivel educacional medido en afios, siguiendo los datos normativos
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espafioles (213-215). En todos los casos, un Z-score mas alto indica un mejor
rendimiento. Asi mismo, teniendo en cuenta la media ajustada de cada prueba, se

calcularon los indices cognitivos por cada dominio evaluado.

A cada participante del estudio se le realizé un punch de 6 mm de didmetro localizado en
la axila, region apropiada al tratarse de una zona poco fotoexpuesta (64). EI ARN se
extrajo con el kit RNeasy® Plus Micro (Quiagen) siguiendo las instrucciones del

fabricante, previa homogeneizacion del tejido con el TissueRuptor (Quiagen).

Para la realizacion del estudio GWTS mediante la técnica de microarrays, se emplearon
10 ng del total del ARN extraido de las muestras de cada participante del estudio. Para
evaluar la calidad y concentracion del ARN se realizé una electroforesis capilar con el
NanoChip (Bioanalyzer 2100, Agilent). Para evaluar la integridad del ARN se analizo el

RIN (RNA integrity number), seleccionando aquellos con un valor superior a 4.5.

Posteriormente, del total de ARN extraido, se generd el ADN complementario de cadena
unica (ADNc), con el kit GeneChip WT Pico Reagent (Thermo Fisher Scientific),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Este kit hace posible generar perfiles de
expresion a partir de tan solo 100 pg de ARN. A continuacion, el ADNc purificado se
fragmento, etiquetd e hibrido en los arrays utilizando el kit GeneChip Hybridization,

Wash and Stain (Thermo Fisher Scientific).

Para el estudio de expresion mediante qRT-PCR, se escogieron los dos ARNm
diferencialmente expresados de forma mas significativa del GWTS (valor de p <1,0x10
3). Adicionalmente, se seleccionaron otros dos ARNm de entre los 15 diferencialmente
expresados de forma mas significativa, y que tuviesen relacion con la isquemia neuronal
y, por tanto, pudiesen ser relevantes en una patologia como el CADASIL. Para efectuar

esta seleccion, se realiz6 una busqueda bibliografica mediante el portal de PubMed
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empleando los términos “(ischemi*[Title/Abstract]) AND gene[Title/Abstract]”, y asi

encontrar asociaciones entre los ARNm y la isquemia neuronal.

De los 15 ARNm diferencialmente expresados de forma mas significativa, tras la
busqueda con los criterios anteriormente mencionados, se encontraron relacionados con

la isquemia neuronal los siguientes:

o CAMK2G (216,217).
o E2F4(218,219).

De esta manera, para el estudio de expresion diferencial con la técnica de qRT-PCR, se

analizaron: BANP, PDCD6IP, CAMK2G y E2F4.

La medicion de los niveles de ARNm se obtuvo mediante la técnica de qRT-PCR, que
utiliza sondas fluorogénicas TaqgMans (Tabla 2) en una 7500 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems). Para la normalizacion de los datos se utilizo la expresion del gen
PPIA (Peptidylprolyl Isomerase A), utilizado previamente en otros estudios de expresion

génica en el ictus (220,221).

Tabla 2. Sondas TagMan® utilizadas en el estudio de expresion diferencial mediante la técnica
de qRT-PCR.

Gen Nombre del gen Sonda

BANP BTG3 associated nuclear protein Hs0099999904 _m1

PDCD6IP  Programmed cell death 6 interacting protein Hs00994345 m1

CAMK2G  Calcium/calmodulin dependent protein kinase II Hs00968809 mH
gamma

E2F4 E2F transcription factor 4 Hs00608098_m1

PPIA Peptidylprolyl Isomerase A Hs0099999904_m1

La técnica de qRT-PCR se realizo siguiendo el protocolo del kit de PCR de TagMan®,

en el que se emplean 20 pul de la mezcla de PCR, obtenida con:
e 5pulde ADNc.

e 10 ul 2x TagMan® Universal PCR Master Mix (P/N: 4304437, Applied

Biosystems).
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e lul de la sonda del ARNm objeto de estudio.
e 4 ulde agua.

Las reacciones se realizaron por triplicado para cada muestra, en dos placas de 384
pocillos. Se incubaron a 50°C durante dos minutos y a 95°C durante diez minutos,
seguidos por 40 ciclos a 95°C de 15 segundos y 60°C durante un minuto (222). El analisis
se obtuvo con la  aplicacion RQ App  de Thermo  Fisher Connect
(https://www.thermofisher.com/es/es/home/digital-science/thermo-fisher-connect.html),
obteniéndose la cuantificacion relativa (RQ) entre los ciclos de cada muestra, respecto a

una muestra control que servia de calibrador.

Los principales controles de calidad de la técnica de qRT-PCR proporcionados por la
aplicacion RQ App de Thermo Fisher Connect y su manual “Guide to performing
Relative Quantification of Gene Expression Using Real-Time Quantitative PCR” (223),

tenian en cuenta si:
e Elnivel de confianza para el nimero de ciclos (Cq) era <0.8.

e Se detectaba un ARn minimo, debido a un ARn de base <35. El ARn se define
como la magnitud de la seflal de fluorescencia normalizada, generada

en cada ciclo durante la amplificacion por PCR.
e Ladesviacion estandar (SD) del Cq (nimero de ciclos) entre las réplicas era >0.3.
e El limite superior de Ct (nimero de ciclos limite) era 40.
e La sefal de fluorescencia excedia la capacidad de deteccion de la maquina.

e El Cq del pocillo se desviaba de forma significativa de los valores de las réplicas

asociadas, y por tanto era considerado un outlier.

Para los analisis estadisticos y bioinformaticos se utilizaron scripts personalizados con el
lenguaje de R, version 3.6.0 (R Core Team, 2019), utilizando los paquetes de

Bioconductor.
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Dentro del preprocesamiento de los datos obtenidos con el estudio de expresion
diferencial del ARNm, mediante la técnica de microarrays, se realizd como control de
calidad, la exploracion de los datos de manera visual. Posteriormente, mediante el RMA
(Robust Multi-array Average algorithm), se realizo la correccion del ruido de fondo, la
normalizacion de los datos y la summarization. Este Gltimo integra los valores de todas

las sondas correspondientes a un mismo gen.

A continuacion, se eliminaron de los analisis varias sondas que detectaban los niveles de

ARNm de varios genes, debido a que:

e Su SD ocupaba un percentil <65. Es decir, la expresion de ese ARNm tenia poca

variabilidad entre los distintos individuos.

e No posefan un identificador conocido en  Entrez  Gene

(www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene).

e No tenian anotaciones validas en la base de datos Gene Ontology

(http://geneontology.org/).

Finalmente, un total de 6.485 ARNm fueron evaluados mediante una regresion lineal
Bayesiana, teniendo en cuenta la dependencia entre las muestras, puesto que casos y
controles eran consanguineos. Tratandose de un analisis con multiples comparaciones,
para disminuir la tasa de falsos positivos, es necesaria la correccion del valor de p. En
este caso, el método empleado para tal fin, fue el de Benjamini y Hochberg (224),

considerando estadisticamente significativos los genes con un valor de p ajustado <0,05.

Para el estudio de expresion diferencial mediante la técnica de qRT-PCR en la cohorte de
replicacion, se seleccionaron los dos ARNm diferencialmente expresados de forma mas
significativa (valor de p <1,0x103), y otros dos, de entre los 15 diferencialmente

expresados de forma mas significativa, asociados a isquemia neuronal.

Por otra parte, puesto que la inclusion de valores outliers puede llevar a interpretaciones
erroneas (225), se realizé un box plot con la funcion “ggbetweenstats” del paquete
“ggstatsplot” para la identificacion visual de los mismos. La prueba Q de Dixon,

empleada mediante la funcioén “dixon.test” del paquete “outliers”, permitié identificar si
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los outliers observados graficamente, eran estadisticamente significativos y, por tanto,

esas muestras debian excluirse del analisis.

De igual manera que en el estudio de expresion diferencial mediante la técnica de
microarrays, los resultados obtenidos con la técnica de qRT-PCR hubieron de ser
corregidos debido a las multiples comparaciones, en este caso por el método de
Bonferroni, el cual es mas estricto que la correccion por el método de Benjamini y

Hochberg. Se consider6 estadisticamente significativo un valor de p ajustado <0,05.

La valoracién de las diferencias estadisticamente significativas, entre las distintas
variables de los participantes de los estudios, se realizo con: el test exacto de Fisher para
variables categoricas y, el test de la U de Mann-Whitney para variables numéricas u
ordinales. Para estudiar la correlacion lineal entre variables numéricas normales y

homocedasticas, se utilizo la prueba de Pearson.

Para el estudio de normalidad de las variables se utilizo la prueba de Shapiro-Wilk con la
funcién “shapiro.test” del paquete “stats” de R, y para estudiar la homocedasticidad la

prueba de Breusch-Pagan, con la funcion “bptest” del paquete “Imtest”.

Para determinar el perfil de expresion de los ARNm significativos obtenidos en el estudio
de expresion diferencial, mediante la técnica qRT-PCR, se empled el GTEx Portal

(https://gtexportal.org/home/) y, para la expresion por tipo celular cerebral, el Single-

nuclei Brain RNA-seq expression browser (http://ngi.pub/snuclRNA-seq/).

Este estudio fue aprobado por el comité ético local. Se facilitdé un consentimiento
informado a cada participante antes de cualquier procedimiento y fue firmado por él

mismo o su representante.
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4.3. CREACION DE UN MODELO PRONOSTICO PARA ESTIMAR
LA DISCAPACIDAD AL TERCER MES DE HABER PADECIDO UN
ICTUS ISQUEMICO Y SU EFICACIA EN PACIENTES CON
CADASIL

Para la consecucion de este tercer objetivo, se cred un modelo prondstico a partir de una
cohorte de descubrimiento, con pacientes que habian presentado un ictus isquémico y,
posteriormente, se valido en una cohorte independiente de pacientes con los mismos
criterios de inclusion y exclusion. Finalmente, se comprobo la eficacia del modelo en una

muestra de pacientes con CADASIL e ictus isquémico.

Los participantes para la creacion del modelo, y que constituyen la cohorte de
descubrimiento, fueron seleccionados a partir del registro “BASICMAR?”. Este es un
registro prospectivo que recoge la informacion clinico-epidemiologica de pacientes con

un ictus, atendidos en el Hospital del Mar desde el aiio 2005 (226).

El modelo pronéstico obtenido se replicd en una nueva cohorte independiente de 378
pacientes con un ictus isquémico, atendidos en el Hospital de la Vall d’Hebron de
Barcelona. Esta cohorte incluye pacientes admitidos en urgencias entre agosto del 2012

y agosto del 2015.

Se seleccionaron todos los pacientes con CADASIL que habian padecido un ictus
isquémico y que no hubieran sido tributarios de tratamiento recanalizador, de la base de
datos “BASICMAR?” (desde enero 2005 hasta octubre 2019) y del Hospital de la Vall
d’Hebron (desde agosto del 2012 hasta noviembre 2019), y de los cuales se dispusiera de

informacion de las variables del modelo.
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A continuacion, se listan los criterios de inclusion de los participantes:

e Ser mayor de edad (>18 afos).

e Presentar un ictus isquémico.

e Acudir a urgencias durante las primeras 24 h desde el inicio de los sintomas.

e No ser tributario de tratamiento recanalizador.

A continuacion, se listan los criterios de exclusion de los participantes:

1. Pacientes sin informacion disponible sobre el modified Rankin Score (mRS) al
tercer mes, puesto que no se podrian afiadir al modelo, al carecer del valor de la

variable que se quiere predecir.
2. Pacientes ya dependientes previamente al ictus (mRS >2).

3. Accidentes isquémicos transitorios (AIT), puesto que estos pacientes no presentan
cambios en el mRS al tercer mes, debido a la recuperacion ad integrum del evento

vascular.

4. Pacientes sometidos a tratamiento recanalizador. La variabilidad en la respuesta
al tratamiento de la fase aguda del ictus, r-tPA (activador recombinante del
plasmindgeno tisular) endovenoso, trombolisis intraarterial o trombectomia
mecanica, dificulta la estimacion del estado funcional del paciente a los tres meses
del evento vascular. Para conseguir una muestra mas homogénea y, por tanto,
obtener un modelo mas reproducible, estos pacientes fueron excluidos. Asimismo,
el uso del tratamiento fibrinolitico en pacientes con CADASIL es controvertido
debido al mayor riesgo hemorragico de estos pacientes (227), y al desconocerse
el mecanismo concreto por el cual se producen los pequefios infartos subcorticales

caracteristicos de esta enfermedad.



Este estudio fue aprobado por el comité ético local de cada hospital participante en el
estudio. Se facilité un consentimiento informado a cada participante y fue firmado por ¢l
mismo o su representante (codigo 2005/2088/1 y 2008/3083/1 para la cohorte de
descubrimiento, PR(AG)157/2011 para la cohorte de replicacion).

Se efectué una busqueda bibliografica exhaustiva para identificar aquellas variables
asociadas con el prondstico al tercer mes de un paciente con un ictus isquémico, y que
pudieran ser recogidas durante las primeras 24 horas desde el inicio de los sintomas. Las
palabras clave utilizadas en el portal PubMed fueron: “prognosis AND stroke AND model
AND outcome”. Se encontraron un total de 2.872 articulos. Teniendo en cuenta los
articulos hallados y, las variables recogidas en el registro “BASICMAR”, se
seleccionaron doce para los analisis posteriores: edad, sexo, HTA, DM, DLP, fibrilacion
auricular (FA), glicemia inicial, NIHSS inicial, mRS inicial, hemoglobina glicosilada,

proteina C reactiva (PCR) y dimero D.

El estado funcional al tercer mes se evalud a través del mRS. Esta escala fue disefiada

para valorar la discapacidad tras un ictus, con un rango de 0-6:
e 0: sin sintomas.
e 1:sin discapacidad significativa a pesar de los sintomas.
e 2:discapacidad ligera.
e 3: discapacidad moderada.
e 4: discapacidad moderada-severa.
e 5:discapacidad severa.

6: muerte.

El mRS a los tres meses se obtuvo a partir de una visita presencial con un neur6logo

vascular en el caso de la cohorte de descubrimiento. Si el paciente se ausentaba a la visita
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médica, la informacion se adquiria a través de la historia clinica electronica o mediante
contacto telefonico con el paciente, un familiar o su cuidador. En el caso de la cohorte de
replicacion, esta variable fue evaluada por un médico especialista mediante una visita
presencial, o una llamada telefonica protocolizada. En ambas cohortes el examinador era

ciego al resultado del modelo.

En esta seccion de la presente tesis, se pretende predecir la independencia o dependencia
de un paciente con CADASIL a los tres meses de haber padecido un ictus isquémico. Por
tanto, para la evaluacion final del modelo se dicotomizd el mRS obteniendo: paciente

independiente aquél con un mRS <3 y paciente dependiente si el mRS era >2 (228).

Para facilitar el uso de este modelo prondstico en la practica clinica diaria, se creé una
aplicacion web (https://cadasil.shinyapps.io/parsifal/). Se gener6é empleando el lenguaje

de R y siguiendo las instrucciones del paquete “shiny” (http://shiny.rstudio.com) (229).

Para los analisis estadisticos y bioinformaticos se utilizaron scripts personalizados con el
lenguaje de R, version 3.4.2 (R Core Team, 2019), utilizando los paquetes de

Bioconductor.

Para la creacion de este modelo prondstico se utilizo una aproximacion ordinal (230). La
puntuacion y estimacion del mRS al tercer mes, para cada paciente, se hall6 teniendo en
cuenta la ecuacion generada con los coeficientes de la regresion logistica ordinal

multivariable.

Para la seleccion de las variables en el modelo, se utilizo el método de seleccion forward
stepwise. El orden de introduccion de las mismas, se realizd teniendo en cuenta el valor
de p de la regresion logistica ordinal univariada, entre las variables de interés y el mRS
al tercer mes, testando primero las que poseyeran una mayor asociacion estadistica (231).
Si alguna de las variables del modelo perdia su asociacion significativa con la variable a

estimar, al afladir una nueva variable, la no significativa era retirada del modelo.
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Aquellas variables de cuyos datos no se disponia informacion para >10% de los pacientes,
no fueron incluidas en el modelo, puesto que los resultados ulteriores podrian verse
sesgados (232).

Para la realizacion de la regresion logistica ordinal multivariable se emple6 la funcion
"polr" del paquete "MASS" (233). Para cada nivel de la variable ordinal a estimar (mRS
al tercer mes), esta funcion vuelca los limites de la puntuacion del modelo. En este caso,
esta funcion establece siete niveles de 0 a 6, clasificando a los pacientes segun su

puntuacion en los diferentes grupos de mRS estimado.

La aplicacion de una regresion logistica ordinal, precisa el cumplimiento del supuesto
que establece que, el riesgo de cada par de niveles de la variable debe de ser
proporcionado, paralelo, y no significativamente diferente. Con el fin de evaluar este

supuesto, se utilizo la prueba de Brant, con la funcién "brant" del paquete "brant" (234).

La evaluacion del modelo obtenido tuvo en cuenta los criterios propuestos por Sim et al.

(235):

1) Discriminacion: precision en la clasificacion. Se estimé calculando el niimero de
pacientes correctamente asignados, entre el numero total de individuos

estudiados; asi como con el 4rea bajo la curva ROC (AUC).

2) Calibracion: la concordancia entre los resultados estimados y los observados. Ello
se evaluo con la prueba de la bondad del ajuste, que en el caso de los modelos
ordinales se estudia a través de la prueba de Lipsitz con la funcion "lipsitz.test"
del paquete "generalhoslem” (236). Una prueba de Lipsitz no significativa sugiere

una buena calibracion.

3) Parsimonia: el modelo debe lograr una buena discriminacion y calibracion con el

menor nimero de variables posibles.

4) Practicidad: el modelo debe permitir un calculo rapido y facil de interpretar. Con
tal motivo fue creada la aplicacion web, facilitando el uso de este modelo

prondstico en la practica clinica diaria.
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El subtipo de ictus isquémico caracteristico en el CADASIL es el lacunar (pequefios
infartos subcorticales). Por ello, el modelo fue evaluado para cada subtipo de ictus
isquémico segln la clasificacion TOAST (Trial of ORG 10172 in Acute Stroke Treatment
Subtype Classification) y asi poder cerciorarse de que es igual de preciso en el ictus

isquémico de etiologia lacunar.

Se evaluaron las diferencias existentes entre las cohortes de descubrimiento y de
replicacion. De la misma manera, se exploraron las diferencias en las variables del
modelo prondstico (edad, glicemia inicial, dislipemia, NIHSS inicial y mRS inicial) entre
los pacientes con una prediccion certera por parte del modelo y aquellos con una erronea.

Este estudio permite identificar en qué situaciones el modelo es mas eficaz.

Las pruebas empleadas para la realizacion de estos analisis fueron las siguientes: test del
Chi-cuadrado para las variables categoricas con la funcion "chisq.test" del paquete "stats"
(237), y la prueba U de Mann-Whitney para las variables numéricas u ordinales con la

funcién "wilcox.test" del paquete "stats" (237).
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RESULTADOS







5. RESULTADOS

5.1. REVISION SISTEMATICA DE PACIENTES CON SOSPECHA
DE CADASIL Y MUTACIONES PUNTUALES EN NOTCH3, SIN
AFECTACION DEL NUMERO DE CISTEINAS

Tras la exploracion en los principales metabuscadores con las palabras clave “CADASIL
cysteine”, “NOTCH3 cysteine”, y “NOTCH3 polymorphism”, para revisar aquellos
pacientes descritos en la literatura con sospecha de CADASIL y mutaciones puntuales
que afectasen a NOTCH3, y que no dieran lugar a un cambio en el nimero de cisteinas
del receptor, junto con el estudio de las mutaciones descritas en The Human Gene

Mutation Database, se obtuvieron un total de 244 estudios.

De los 244 articulos, 225 fueron excluidos al estudiar endofenotipos distintos al
CADASIL, considerar mutaciones distintas a las puntuales que no afectasen al numero
de cisteinas, o estudiar polimorfismos ya descritos. De las 19 publicaciones restantes, una
de ellas fue excluida al no ser posible la identificacion de forma precisa del caso indice.
Finalmente, 18 articulos cumplieron todos los criterios de inclusion y ninguno de
exclusion, describiendo un total de 34 casos indice, con 25 mutaciones diferentes. No en
todos los casos fue posible conseguir la informacion clinico-epidemiologica de los
pacientes, al estar ausente en el articulo original. Con los datos recopilados, se obtuvo la
siguiente informacién demografica: 12 de los 18 pacientes, con datos en relacion con el
género, eran mujeres (67%) y seis eran hombres (33%); 17 de 34 eran europeos (50%),

14 eran asiaticos (41%), dos de Oceania (6%) y uno era norteamericano (3%).

En total se identificaron 25 mutaciones puntuales presentes en el gen NOTCH3, en los 34
casos indices descritos, de los 18 articulos revisados y, que no dan lugar a un cambio en
el nimero de cisteinas del receptor. En la Tabla 3 se muestran las principales

caracteristicas genéticas de los 34 casos indice.

El estudio de los 33 exones de NOTCH3 (exoma completo del gen) fue realizado en el
29% (8 de 28) de los casos donde fue especificado el tipo de secuenciacion. Los sujetos

alos que no se les estudiaron los 33 exones del gen, no es posible descartarles la existencia
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de mutaciones concomitantes que afecten a residuos cisteina en el resto de la proteina.
Las mutaciones encontradas para las que si se analizaron los 33 exones del gen fueron:
p-R61W (238), p.R75P (239), p.D8OG (240), p.G149V (241), p.R213K (242), p.L1515P
(243) y p.V1762M (244).

De las mutaciones puntuales reportadas en la literatura, que no dan lugar a un cambio en
el numero de residuos cisteina en el receptor, en el 44% afectaban al aminoacido arginina,
y en el 26% a la prolina. Todas afectaban a las EGFr, a excepcion de dos mutaciones que

se encontraban en exones codificantes del ICD: p.L1515P (243) y p. V1762M (244).

La evaluacion de la frecuencia alélica mediante su busqueda en los portales del EXAC y
1000 Genomes Project, para cada mutacion, mostré que: p. H1235L (245), p.H170R
(246,247), p.S497L (248), p.A1020P (249) y p.H1133Q (248) eran polimorfismos o

variantes subpolimorficas, pues poseian una MAF >0,1%.

78



Tabla 3. Mutaciones puntuales encontradas en la literatura, que afectan a NOTCH3, y que no dan lugar a un cambio en el nimero de cisteinas del
receptor.

Mutacion  Aminodc.  Aminodc. Exon  Secuenciacion realizada MAF MAF Autor y referencia

reemplaz.  sustituy. (ExAC) (1000
Genomes)

p-R61W Arg Trp Los 33 exones (exoma completo)  7,47x107 Brass (238)

2 p-R75P Arg Pro 3 Exones 3,4,11,18 e intrones 0 0 Kim (250)
flanqueantes

3  p.R75P Arg Pro 3 Exones 3,4,11,18 e intrones 0 0 Kim (250)
flanqueantes

4 p-R75P Arg Pro 3 Exones 3,4,11,18 e intrones 0 0 Kim (250)
flanqueantes

5 p.R75P Arg Pro 3 Los 33 exones (exoma completo)y 0 0 Mizuno (239)
promotores

6  p.R75P Arg Pro 3 Los 33 exones (exoma completo) y 0 0 Mizuno (239)
promotores

7  p.R75P Arg Pro 3 Exones 2-24 0 0 Wang (251)

8  p.D8OG Asp Gly 3 Los 33 exones (exoma completo) 0 0 Wollenweber (240)

9 pRIOTW  Arg Trp 3 Exones 2-23 1,75x10° - Ungaro (245)

10 p.G149V  Gly Val 4 Los 33 exones ¢ intrones 0 0 Ge (241)
flanqueantes

11 p.QIS1E Gln Glu 4 Exones 2-23 5,70x10° - Ungaro (245)

12 p.QI51E  GIn Glu 4 Exones 2-6,8,11,14,18,19,22,23 ¢ 5,70x10° - Ampuero (246)

intrones flanqueantes



13

14
15
16
17
18
19
20
21

22
23

24
25
26
27
28
29
30

p.H170R

p.HI70R
p-A198T

p-A202V
p.R207H
p.R213K
p.R213K
p.V237TM

p-V252M

p.E309K
p.S497L

p.TSTTA
p.R592S
p.V644D
p.S978R
p.A1020P
p.A1020P
p.T1098S

His

His
Ala
Ala
Arg
Arg
Arg
Val
Val

Glu

Ser

Thr
Arg
Val
Ser
Ala
Ala
Thr

Arg

Arg
Thr

Val
His
Lys
Lys
Met

Lys

Leu

Ala
Ser
Asp
Arg
Pro
Pro

Ser

R N R

(o)}

Exones 2-6,8,11,14,18,19,22,23 e
intrones flanqueantes

Exones 2,3,4,11,18,19

Exones 2-23

Exones 2,3,4,11,18,19

Exones 2-23

Los 33 exones (exoma completo)

Exones 2-23 ® intrones
flanqueantes
Exones 2-23

Exones 2-23 € intrones
flanqueantes

Exones 2-23
Exones 2-23

Exones 2-24

1,91x1073

1,91x1073
2,51x10°
1,67x107°
1,67x107°
0
0

2,24x10"
2,24x10

0
1,23x1072

1,67x10°
6,71x10°
7,01x10*
4,61x10*
7,32x10
7,32x10°
0

2,0x10*
4,0x10*
1,1x10!
1,1x10!
0

Ampuero (246)

Roy (247)
Ungaro (245)
Roy (247)
Ungaro (245)
Uchino (252)
Santa (242)
Uchino (252)

Abramycheva (248)

Ungaro (245)
Abramycheva (248)

Ferreira (112)
Ungaro (245)
Ungaro (245)
Ferreira (112)
Scheid (249)
Scheid (249)
Wang (251)



31

32
33

34

p.H1133Q

p.HI1235L
p.L1515P

p.V1762M

Gln

Leu

Pro

Met

21

22
25

29

Exones  2-23 e intrones 1,02x1072
flanqueantes

Exones 2-23 3,99x1073
Los 33 exones (exoma completo) e 0
intrones flanqueantes

Los 33 exones (exoma completo)  2,14x104

3,0x1073

1,2x10°3

Abramycheva (248)

Ungaro (245)
Fouillade (243)

Bersano (244)

En la tabla se muestran las principales caracteristicas genéticas de los 34 casos indice: mutacion, aminoacido reemplazado, aminoacido sustituyente, exéon donde se
encuentra la mutacion, la secuenciacion de NOTCH3 realizada, MAF segtn el Exome Aggregation Consortium (ExAC), MAF segun 1000 Genomes Project, autor y
referencia.



En la Tabla 4, se resumen las principales caracteristicas clinico-epidemioldgicas de los
casos indice, con mutaciones puntuales que afectan a NOTCH3, y que no dan lugar a un

cambio en el nimero de cisteinas del receptor.

De los 34 casos indice descritos en los 18 articulos, el 33% presentaban factores de riesgo

cardiovascular como ser fumador, hipertenso y/o padecer dislipemia.

Los sintomas clinicos presentados por estos pacientes fueron: migrafia en el 93% de los
casos, ictus en el 100%, crisis epilépticas en el 60%, trastornos psiquiatricos en el 100%,
parélisis pseudobulbar en el 80%, demencia en el 94% y alteracion de la marcha en cuatro
de ellos. Asimismo, el 96% de los pacientes presentaban historia familiar de ictus y/o

demencia.

Los datos de neuroimagen revelaron que todos los casos indices tenian WMH difusa. Sin

embargo, en el 91% de los casos no se encontraba afectado el polo temporal.

A nueve de los casos indices se les sometié a una biopsia de piel, visualizandose, en seis
de ellos por microscopia electronica, los depositos de GOMs (67%). De la misma manera,
en dos de los casos indices en los que no se evalud la presencia de GOMs, el estudio
realizado a sus hermanos sintomaticos, demostraron la existencia de estos depodsitos
patognomonicos de la enfermedad. Las mutaciones con presencia de GOM en la biopsia
de piel de los casos indices o sus hermanos, fueron: p. R61W (238), p.R75P
(239,250,251), p.D8OG (240), p.R213K (242), p.A1020P (249) (en uno de los dos casos
indices publicados) y p.T1098S.

Por otra parte, los estudios de tres de los nueve casos indices con mutaciones puntuales
que afectan a NOTCH3, sin cambios en el niimero de cisteinas del receptor, no hallaron
GOMS en la biopsia de piel: p.A1020P (249) (en uno de los dos casos indices publicados),
p-L1515P (243) y p.V1762M (244). Las dos tltimas corresponden a mutaciones que
afectan al ICD.
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Tabla 4: Caracteristicas clinico-epidemioldgicas de los casos indice con mutaciones puntuales que afectan a NOTCH3, y que no dan lugar a un cambio en el
namero de cisteinas del receptor.

Mutacién Origen HTA DM DLP Inicio de Migr. Ictus Crisis Psiq. Alt. AF GOM

(n=15) (n=13) (n=11) los sint. (n=15) (n=17) (n=5) (n=8) march. (n=25) (n=10)
(anos) (n=4)

1 p.R6IW USA - Si No No Si 20 Si Si - - - - Si No b (238)
2 p.R75P Corea H - Si No No 53 - Si - - - Si - Si - Si (250)
3 p.R75P Corea M No No No No 47 - Si - - - - - Si - - (250)
4 p.R75P Corea M No Si No No 65 - Si - - - Si - Si - - (250)
5 p.R75P Japon M - - - - - - Si Si Si Si - - Si No - (239)
6 p.R75P Japon M - - - - - - Si Si - Si - - Si No Si (239)
7 p.R75P China H - - - - 34 - Si - Si - - - No No Si (251)
8 p.D80G Alemania M No No No No - No Si - Si - Si Si Si Si * (240)
9 p.R107W Alemania - - - - - - Si - - - - Si - Si - - (245)
10 p.G149V China M No No No No 39 = Si = - = - = Si No - (241)
11 p.QISIE Italia - - - = = = Si = = = = Si = Si = = (245)
12 pQISIE Espafia - - - - - - - Si - - - - = - = - (246)
13 pHI70R  Espaia - - - - - - - Si - - - - - - - - (246)
14 p.H170R Oceania - - - - - - - - - - - - - - - - (247)
15 p.A198T Italia - - - - - - Si - - - - Si - Si - - (245)
16 p.A202V Oceania M - - - - - - - - - - - - - - - (247)
17 pR207H Ttalia o o o o o o Si o o o o Si S Si S o (245)
18 p.R213K Japon H - No No No 63 Si Si No - Si Si Si Si - - (252)
19 p.R213K Japon H - No No No 10 Si Si - Si Si Si Si Si - Si (242)
20 p.V23TM Japon M - No No No 71 - Si No - No Si Si Si - - (252)
21 p.V252M Rusia - - No No - - - - - - - - - - - - (248)
22 p.E309K Italia - - - - - - Si - - - - Si - Si - - (245)
23 p.S497L Rusia - - No No - - - - - - - - - - - - (248)
24 pT577A  Portugal | - - o - o - o - s - o - s - s - (112)
25 p.R5928 Italia - - - - - - Si - - - - Si - Si - - (245)
26 p.V644D Italia - - = - = - Si - = - = Si = Si = - (245)
27 P.S978R Portugal M - - - - - - Si Si Si - Si - - - - (112)
28 p.A1020P Alemania | M - Si - - Adolesc. Si - - - - Si - Si No Si (249)
29 p.A1020P Alemania M - Si - - - - - - Si - - - Si No No (249)
30 p.T1098S China H - - - - 39 - Si - Si - Si - Si No Si (251)
31 p.H1133Q Rusia - - No No - - - - - - - - - - - - (248)
32 p.-H1235L Italia - - - - - - Si - - - - Si - Si - - (245)
33 p.L1515P Francia M No No No No 35 Si Si - - - - - Si No No (243)



34 p-V1762M  Italia M Si - - Si Infanc. Si - - Si - No - Si No No (244)

% 29% 27% 0% 18% 93% 100%  60% 100% = 80%  94% 100%  96% 9% 40%

S: sexo; Fum: fumador; HTA: hipertension arterial; DM: diabetes mellitus; DLP: dislipemia; Inicio de los sint.: edad de inicio de los sintomas; Migr.: migrafa; Psiq:
alteraciones psiquiatricas; PP: paralisis pseudobulbar; Demen: demencia; Alt march: alteracion de la marcha; GOM: Granular osmiophilic material; Ref.: referencia. H:
hombre; M: mujer; Adolesc.: adolescencia; Infanc.: infancia; %: porcentaje.

AF: antecedentes familiares.
WMH PT: hiperintensidades de sustancia blanca con afectacion del polo temporal.
* GOM encontrados en el hermano del probando, el cual era sitomatico.



5.1.3. MUTACIONES PUNTUALES QUE AFECTAN A NOTCH3 Y
QUE NO AFECTAN AL NUMERO DE CISTEINAS DEL
RECEPTOR, CONSIDERADAS POTENCIALMENTE
PATOGENICAS

En la Tabla 5 se encuentran plasmados los criterios requeridos para considerar
patogénicas y responsables de la clinica del paciente, junto con el tipo de mutacion, a las
mutaciones puntuales que afectan a NOTCH3, y que no dan lugar a un cambio en el
numero de cisteinas del receptor: presencia del cuadro clinico caracteristico de CADASIL
(migrafia, alteraciones psiquiatricas, ictus y/o demencia); HS difusas; la realizacion del
analisis de los 33 exones de NOTCH3 y la exclusion de polimorfismos o variantes

subpolimorficas.

Tabla 5. Resumen con las principales caracteristicas de las mutaciones puntuales que afectan a
NOTCHS3, y que no dan lugar a un cambio en el nimero de cisteinas del receptor.

Clinica HS Analisis Mutac. GOM Referencia
caract. de completo

CADASIL

1 pR6IW i i S i (238)
2 pR75P Si Si  No Si Si (250)
3 pR75P Si Si  No Si 2 (250)
4  pR75P Si Si  No Si - (250)
5  pR75P Si Si S Si = (239)
6  pR7SP Si Si i Si Si (239)
7 pRISP Si Si  No Si Si (251)
8  p.DSOG Si Si st Si * (240)
9  pRIOTW  Si Si  No Si 2 (245)
10 pGI49V  Si Si S Si - Ge

11 pQISIE  Si Si  No Si 2 (245)
12 pQISIE  Si Si  No Si - (246)
13 pHI7TOR  Si Si  No No 2 (246)
14 pHI7TOR  Si NE No No - (247)
15 pAI9ST  Si Si  No Si 2 (245)
16  pA202V S NE No Si - (247)
17 pR207H  Si Si  No Si = (245)
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18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34

pR2I3K  Si Si NE Si - (252)

pR2I3K  Si Si  Si Si Si (242)
p.V237TM  Si Si NE Si - (252)
p.V252M  Si Si  No Si - (248)
p.E309K  Si Si  No Si - (245)
p.S497L  Si NE No No - (248)
pT577A  NE NE NE Si - (112)
pR592S  Si Si  No Si = (245)
p.V644D  Si St No Si - (245)
p.S978R  Si Si NE Si E (112)
p.A1020P  Si Si NE No Si (249)
p.A1020P  Si Si NE No No (249)
p.T1098S  Si Si  No Si Si @251)
p.H1133Q  Si NE No No = (248)
p.HI235L  Si Si  No No - (245)
pLI1515P  Si Si  Si Si No (243)
p.V1762M  Si Si  Si Si No (244)

Mutac.: mutacion; Clinica caract. de CADASIL: clinica caracteristica de CADASIL (migrafia,
alteraciones psiquiatricas, ictus y/o demencia); HS: hiperintensidades subcorticales; Analisis
completo: andlisis completo de los 33 exones de NOTCH3; Mutac: si se excluia que se tratase
de un polimorfismo o variante subpolimorfica. NE: no especificado.

Los requisitos anteriormente citados, para considerar una mutacion sin cambios en el

numero de cisteinas potencialmente patogénica, se cumplen para: p.R61W (238), p.R75P

(239), p.DS8OG (240) y p.R213K (242). Por tanto, se consideran potencialmente

patogénicas y responsables de CADASIL al presentar su clinica caracteristica, HS

difusas, haber descartado otras mutaciones concomitantes al haber analizado el exoma

completo de NOTCH3, no tratarse de polimorfismos ni variantes subpolimorficas, y

presentar GOMs en la biopsia de piel de los pacientes.

Asimismo, en relacion con la co-segregacion de estas mutaciones potencialmente

patogénicas:

p-R75P: Mizuno et al. estudiaron a los familiares de los casos indice con esta
mutacion (239). Aquellos con la clinica caracteristica de CADASIL e HS difusas,
tenian la misma mutacion y, por el contrario, los familiares asintomaticos no la

presentaban.
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p.D80G: dos hermanas y un hermano con clinica caracteristica de CADASIL y
HS extensa presentaban la misma mutacion, a diferencia del hermano
asintomatico. Cabe recalcar la realizacion de una biopsia de piel en el hermano
sintomatico, hallandose GOMs en la misma, a diferencia del hermano

asintomatico.

El estudio de co-segregacion no se realizo ni para p.R61W ni p.R213K.

De los diez casos indices con una de estas cuatro mutaciones se puede observar que:

El 60% presentaban la mutacion p.R75P.
El 80% eran asiaticos.

Respecto a los factores de riesgo cardiovascular: el 25% eran fumadores, el 29%

presentaban HTA, ninguno presentaba DM y el 29% presentaban dislipemia.

Respecto a la clinica caracteristica del CADASIL: el 75% presentaba migraiia, y
el 100% de los casos donde se especifico, alteraciones psiquidtricas, ictus y

demencia.
E1 90% presentaban antecedentes familiares de ictus y/o demencia.
Soélo en uno de los casos indice (p.D80G) el polo temporal presentaba HS.

Todos los pacientes (o sus hermanos sintomaticos) con biopsia de piel disponible

presentaron GOMs.
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Tabla 6: caracteristicas clinico-epidemioldgicas de los casos indice con mutaciones puntuales que afectan a NOTCH3, y que no dan lugar a un cambio en el
namero de cisteinas del receptor, consideradas potencialmente patogénicas en la presente tesis.

DLP Migraiia

(n=7) (n=4)

1 p.R6IW USA - Si No No Si Si Si - - Si No L Brass

2 p-R75P Corea H - Si No No - Si - Si Si = Si Kim

3 p-R75P Corea M No No No No = Si = = Si = = Kim

4 p-R75P Corea M No Si No No - Si - Si Si = - Kim

S p-R75P Japon M - - - - - Si Si - Si No - Mizuno
6 p.R75P Japon M - - - - - Si - - Si No Si Mizuno
7 p-R75P China H - - - - - Si Si - No No Si ‘Wang
8 p.D8OG Alem. M No No No No No Si Si Si Si Si * ‘Wollenweber
9 p.R213K Japon H - No No No Si Si - Si Si - - Uchino
10 p.R213K Japon H - No No No Si Si Si Si Si - Si Santa
% 25% 29% 0% 29% 75% 100% 100% 100% 90% 20% 100%*

S: sexo; Fum: fumador; HTA: hipertension arterial; DM: diabetes mellitus; DLP: dislipemia; Psiq: alteraciones psiquiatricas; Demen: demencia; GOM: Granular
osmiophilic material. Alem.: Alemania, H: hombre; M: mujer; %: porcentaje; AF: antecedentes familiares; HS PT: hiperintensidades subcorticales con afectacion del
polo temporal.

* GOM encontrados en el hermano del probando, siendo este sintomatico.



5.2. ESTUDIO DE LOS GENES DIFERENCIALMENTE
EXPRESADOS EN LAS BIOPSIAS DE PIEL DE
PACIENTES CON CADASIL Y CONTROLES

Para la busqueda de ARNm diferencialmente expresados en pacientes con CADASIL

respecto a controles, se seleccionaron dos cohortes:

e La cohorte de descubrimiento: formada por cuatro pacientes con CADASIL
pertenecientes a tres familias diferentes y, tres controles (hermanos de los

pacientes) sin mutaciones en NOTCH3.

e La cohorte de replicacion: formada por diez pacientes con CADASIL y ocho

controles, no siendo en este caso necesaria la consanguinidad.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la edad, sexo,
habito tabaquico, HTA o dislipemia, entre casos y controles, ni en la cohorte de

descubrimiento, ni en la cohorte de replicacion (Tabla 7).

Tabla 7: Caracteristicas clinico-epidemiologicas de la cohorte de descubrimiento y de replicacion.

Controles Casos CR Controles
CR (n=10) CR
(n=3) (n=8)
Edad (mediax 52+15 58+16 0.21 49+15 42+10 0.31
SD, aiios)
Mujer 75% 67% (3/2) 1 50% (5/10) 50% (4/8) 1
(3/4)
Tabaco 0% 33% (1/3) 0.43 10% (1/10) 25% (2/8) 0.56
HTA 0% 33% (1/3) 0.43 36% (3/10) 13% (1/8) 0.59
DM 0% 0% 1 10% (1/10) 0% 1
DLP 25% 0% 1 30% (3/10) 25% (2/8) 1
(1/4)

Tabaco: consumo de tabaco; HTA: hipertension arterial; DM: diabetes mellitus; DLP: dislipemia.

Asimismo, la DM fue la tnica variable significativamente diferente entre los casos de la

cohorte de descubrimiento y los de la cohorte de replicacion (p = 0.01).
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En la Figura 10 podemos encontrar la distribucion de las mutaciones en los dos estudios

de expresion diferencial.

chr19 Exon
3

Exon 11:
R607C (2)

RI133C (2)
R169C (2)

R182C (2)
R133C
R169C (2)
R133C

Figura 10. Distribucion de las mutaciones de los pacientes con CADASIL en el estudio de expresion
diferencial, con el método de microarrays y de qRT-PCR. Se muestra el cromosoma 19, cuya
ubicacion de NOTCH3 se localiza en la banda 19p13.12. Las mutaciones pertenecientes a los pacientes
del estudio GWTS se encuentran en el exon 3 y, las del estudio realizado con la técnica de qRT-PCR,
repartidos en el exon 3,4y 11.

Chr19: cromosoma 19.

En la Tabla 8 se pueden observar los resultados mas significativos del estudio GWTS y
los valores del logaritmo de la magnitud del cambio de los pacientes con CADASIL

respecto a los controles.
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Tabla 8. Los quince ARNm diferencialmente expresados de forma mas significativa, asociados a
CADASIL en el estudio GWTS.

Simbolo Valor de p
BANP BTG3 associated nuclear protein -1,40 7,23x10™
PDCD6IP Programmed cell death 6 interacting protein -1,20  8,36x10™
TMEM176A Transmembrane protein 176A -1,23 1,87x10°
Cl6orf70 Chromosome 16 open reading frame 70 -1,10 | 2,37x107
JCHAIN Joining chain of multimeric IgA and IgM -1,46  2,.87x107
CCDC149 Coiled-coil domain containing 149 -1,00 3,57x107
GLTS8D2 Glycosyltransferase 8 domain containing 2 -1,76  3,95x10°
PPIE Peptidylprolyl isomerase E 0,94 3,97x107
ZFP64 ZFP64 zinc finger protein -0,99  4,40x107

CAMK2G Calcium/calmodulin  dependent protein kinase II -0,85 4,52x10°

gamma
CPA3 Carboxypeptidase A3 -1,10  4,66x10°
E2F4 E2F transcription factor 4 0,89 4,77x10°
ZBTB24 Zinc finger and BTB domain containing 24 -0,91 4,95x107
AP3IM?2 Adaptor related protein complex 3 subunit mu 2 -1,26  4,96x10°
SFMBT2 Scm like with four mbt domains 2 -0,98 5,37x10

logFC: logaritmo de la magnitud del cambio.

Tras la aplicacion de la correccion por multiples comparaciones con el método de
Benjamini y Hochberg, no se hallaron ARNm con diferencias estadisticamente

significativas.

Se realizd un segundo estudio mediante qRT-PCR con el objetivo de replicar los

resultados obtenidos en el estudio GWTS. Se analizaron:

e Los dos ARNm estadisticamente mas significativos en el GWTS, con un valor de

p <1,0x10°3:
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o BANP, con un valor de p = 7,23x104, infraexpresado en casos.
o PDCDGIP, con un valor de p = 8,36x104, infraexpresado en casos.

e Dos ARNm, de entre los 15 diferencialmente expresados de forma mas

significativa, que tuviesen relacion con la isquemia neuronal:
o CAMK2G, con un valor de p = 4,52x1073, infraexpresado en casos.
o [E2F4, con un valor de p = 4,77x1073, sobreexpresado en casos.

La aplicacion de los controles de calidad mencionados en la seccion “3.2.5. Estudio de la
expresion diferencial mediante la técnica de qRT-PCR” se tradujo en la pérdida de una
de las muestras del grupo control para el ARNm correspondiente al gen BANP y de una
de las muestras del grupo de casos para el ARNm correspondiente al gen PDCDGIP.
Posteriormente, se realizd el andlisis de la deteccion de los outliers mediante la
representacion grafica de la RQ de cada participante por molécula analizada, y la prueba
Q de Dixon (Figura 11). Ello se tradujo en la pérdida de una muestra del grupo control

para el ARNm correspondiente al gen E2F4.
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Figura 11. Diagrama de cajas de la RQ obtenida en el estudio de expresion diferencial mediante la técnica de QRT-PCR, por cada ARNm analizado, segun el grupo caso
o control. Representacion grafica que muestra los outliers y su significancia mediante la prueba Q de Dixon. Se muestra el numero total de muestras analizadas para
cada ARNm. Figura 1A para el estudio de outliers de BANP, figura 1B para PDCDG6IP, figura 1C para CAMK2G, 1D para E2F4, y 1E para E2F4 sin outliers.



En la Tabla 9 se puede observar el resumen del estudio de expresion diferencial mediante

la técnica de qRT-PCR.

Tabla 9. Media, desviacion estandar (SD) y valor de p obtenidos para los ARNm del estudio de
expresion diferencial mediante la técnica de qRT-PCR. En la tabla se hace constar el nimero total
de pacientes validos para el analisis tras los controles de calidad de la qRT-PCR y la eliminacion
de las muestras consideradas outliers.

RQ de los casos RQ de los controles Valor de p

(media+SD) (media£SD)
BANP 1.09+0.36 1.05+0.39 1
(10 casos, 7 controles)
PDCD6IP 1.72+0.81 1.64+0.61 0.884
(9 casos, 8 controles)
CAMK2G 1.03+0.48 0.87+0.17 0.12
(10 casos, 8 controles)
E2F4 1.84+1.09 0.66=0.11 1.23x10°

(10 casos, 7 controles)
RQ: cuantificacion relativa; SD: desviacion estandar.

De los cuatro ARNm estudiados, E2F4 fue el tnico que se asocid de forma
estadisticamente significativa en pacientes con CADASIL. Sus niveles se encontraban
sobreexpresados en los casos, comparado con los controles. La cuantificacion relativa en
los pacientes con CADASIL fue de 1,84 + 1,09 (media + SD), y 0,66 + 0,11 (media +

SD) en los controles, con un valor de p = 1,23x1073.

Tras la correccién por comparaciones multiples con el método de Bonferroni, los
resultados continuaban siendo estadisticamente significativos, con un valor de p ajustado
=4,92x107.

A cinco de los pacientes con CADASIL del estudio de replicacion, mediante qRT-PCR,
se les realizo un estudio neuropsicologico completo. Todos los dominios cognitivos se
encontraban alterados en >50% de los pacientes (z-score negativo), excepto en el caso de

la funcion visuoconstructiva (Tabla 10 y Figura 12).
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Tabla 10. Z-score de las pruebas neuropsicoldgicas correspondientes a los cinco pacientes con
CADASIL del estudio de expresion diferencial mediante qRT-PCR, por cada domino cognitivo,

ajustado por edad y nivel educacional.

% de Z-score negativo

Funcion ejecutiva 80% (4/5)
Atencién y velocidad de procesamiento de la 60% (3/5)
informacion
Destreza 60% (3/5)
Habilidades visuoconstructivas 20% (1/5)
Memoria verbal 60% (3/5)
Memoria de trabajo 60% (3/5)
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Figura 12. Z-score segun los seis dominios neuropsicologicos evaluados, ajustados por edad y nivel

educacional.

FE: funcién ejecutiva; VPI: velocidad de procesamiento de la informacion; VC: habilidad

visuocontructiva, memoria verbal y memoria de trabajo.

96



En el estudio neuropsicologico se pudo observar:

e Correlacion lineal significativa entre los niveles de £2F4 y la funcion ejecutiva,

con un coeficiente de correlacion de Pearson de -0,93 (p = 0,02).

e Tendencia en la correlacion lineal entre los niveles de E2F4 y la atencion y VPI.

El coeficiente de correlacién de Pearson fue de -0,82 (p = 8,73x1072).

e No se observo ninguna correlacion lineal con el resto de los dominios cognitivos
evaluados (destreza, habilidad visuocontructiva, memoria verbal y memoria de

trabajo).

La distribucion de E2F4 en los pacientes con CADASIL se consideré normal, ante una
prueba de Shapiro-Wilk no significativa, y la evaluacion de los modelos de los niveles de
E2F4y su correlacion lineal con la funcion ejecutiva y la atencion y VPI, homocedastica,

ante la prueba de Breusch-Pagan no significativa.

Por ultimo, la busqueda de E2F4 en el portal GTEx (https:/www.gtexportal.org/home/)

puso de manifiesto su expresion en el cerebro (Figura 13). El resultado de la busqueda en
el SNBREB (http://ngi.pub/snuclRNA-seq) demostrd que, dentro del cerebro, se expresa
en diferentes tipos celulares, como por ejemplo en las células endoteliales cerebrales
(Figura 14).
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Figura 13. Perfil de expresion genética de E2F4 por orden decreciente. Fuente: GTEx Portal (https://gtexportal.org/home/gene/E2F4)
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5.3. CREACION DE UN MODELO PRONOSTICO PARA
ESTIMAR LA DISCAPACIDAD AL TERCER MES DE
HABER PADECIDO UN ICTUS ISQUEMICO Y SU
EFICACIA EN PACIENTES CON CADASIL

La obtencion del Parsifal Score como modelo predictivo del estado funcional al tercer
mes, de un individuo con un ictus isquémico, para posteriormente aplicarlo a pacientes
con CADASIL que sufran un evento vascular, se obtuvo a partir de una cohorte
descubrimiento, siendo validada en una cohorte de replicacion y evaluando su eficacia en

una cohorte de pacientes con CADASIL.

Para la cohorte de descubrimiento, se registraron un total de 1.142 pacientes con un ictus
isquémico, no sometidos a tratamiento recanalizador, que acudieron a urgencias del
Hospital del Mar (Barcelona) dentro de las primeras 24 horas desde el inicio de los

sintomas. De ellos:

e 196 fueron excluidos al tener un mRS >2, es decir, ya eran dependientes

previamente al ictus.

e 70 fueron excluidos por tener un AIT y, por tanto, su mRS al tercer mes no se

habria visto modificado como consecuencia de ese evento vascular.

e 32 pacientes fueron excluidos debido a la falta de informacion sobre el mRS al

tercer mes.

Finalmente, se evaluaron un total de 844 pacientes que cumplian todos los criterios de
inclusion y ninguno de exclusion (cohorte de descubrimiento). El resumen de las
variables clinico-epidemiologicas y el mRS al tercer mes se muestra en las tablas 11 y

12, respectivamente.
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Tabla 11. Variables clinico-epidemioldgicas y su comparativa entre la cohorte de descubrimiento
y de replicacion.

Cohorte de Cohorte de Valor

descubrim. replicacion de p
Edad (afios) 73£12 71£13 1.18 x 10™!
(media£SD)
Mujer (%) 46 44 5.81x 107
HTA (%) 71 71 9.71 x 10™!
DM (%) 32 26 1.37x 10"
DLP (%) 40 51 3.98x10°
FA (%) 29 22 1.93x 107
Glicemia (mg/dL ) 143467 140+57 428 x 10"
NIHSS inicial 4 (2-9) 7 (3-14) 1.03 x 10°
(mediana, rango intercuartilico)
mRS inicial 0 (0-0) 1(0-1) <22x10"
(mediana, rango intercuartilico)
mRS al tercer mes 2 (1-3) 2(1-4) 2.44x10°

(mediana, rango intercuartilico)

Cohorte de descubrim.: cohorte de descubrimiento; HTA: hipertension arterial; DM: Diabetes
Mellitus; DLP: dislipemia; FA: fibrilacion auricular; mRS: modified Rankin Scale.

Tabla 12. Distribucion de la variable de mRS al tercer mes en los pacientes de la cohorte de
descubrimiento.

mRS al tercer mes

S

20% (170/844)
21% (178/844)
22% (184/844)
13% (110/844)
9% (76/844)

2% (19/844)

13% (107/844)

A N A W N -

La regresion logistica ordinal univariada muestra que, las variables asociadas de forma
estadisticamente significativa al mRS al tercer mes, son: la edad, el sexo, la HTA, la

dislipemia, la FA, la toma de tratamiento anticoagulante, la concentracion de dimero D,
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la concentracion de PCR, la concentracion de glicemia inicial, el valor del NIHSS inicial

y el mRS inicial (tabla 13).

Tabla 13. Regresion logistica ordinal univariada para el estudio de las variables asociadas de
forma significativa al mRS al tercer mes.

Coeficientes de la SE Valor de p

regresion
NIHSS inicial 0.21731 1.28 x 10 2.72x 10
mRS inicial 0.91641 8.98 x 102 1.96 x 10
Edad 0.04740 5.06x 107 7.45x 10
FA 1.06240 1.40x 107! 2.67x10"
Sexo -0.73355 1.24x 10 3.32x10°
Dimero D 0.00213 3.68x 10 7.59x10°
PCR 0.15789 3.46x 102 5.02x10°
Glicemia inicial 0.00424 9.479 x 10 7.65 x 10°°
HTA 0.47707 1.35x 10 4.08 x 10
ACO 0.31629 1.31x 10" 1.59 x 10~
DLP -0.21948 1.25x 10" 7.86 x 102
DM 0.13103 1.31x 10" 3.15x 10"
AT 0.16132 1.94x 10" 4.06x 107!

SE: error estandar; mRS: modified Rankin Scale; FA: fibrilacion auricular, PCR: proteina C reactiva;
HTA: hipertension arterial, ACO: anticoagulantes orales; DLP: dislipemia, DM: Diabetes Mellitus,
AT: tratamiento antiagregante.

Al realizar la regresion logistica ordinal multivariable (RLOM), cinco variables
continuaron asociandose de forma estadisticamente significativa al valor del mRS al
tercer mes, las cuales fueron: la edad, el valor de mRS inicial, el valor de NIHSS inicial,
la concentracion de glicemia inicial y la presencia de dislipemia (Tabla 14). Por tanto,
estas cinco variables fueron las que finalmente constituyeron el modelo prondstico,
encontrandose todas asociadas con una peor evolucion, a excepcion de la dislipemia. La

informacion para ellas se encontraba disponible en 809 pacientes de los 844 iniciales.

La funcion “polr” utilizada en R, genero seis puntos de corte para cada nivel de la variable
dependiente. Por tanto, estos seis puntos de corte establecen los siete grupos del mRS al
tercer mes. Una puntuacion <2,72473 se corresponde con un mRS estimado de 0; entre
2,72473 y 4,06643, un mRS estimado de 1; entre 4,0664 y 5,41362, un mRS estimado de
2; entre 5,41362 y 6,46096, un mRS estimado de 3; entre 6,46096 y 7,45309, un mRS
estimado de 4; entre 7,45309 y 7,74067, un mRS estimado de 5; y >7,74067, un mRS

102



estimado de 6. Este nimero de cifras decimales es necesario para la correcta estimacion

del mRS por parte del modelo (Tabla 1).

Tabla 14: Regresion logistica ordinal multivariable.

Coeficientes de la SE Valor de p

regresion
Edad 0,034258842 5,44x1073 3,07x1071°
mRS inicial 0,842033047 9,77x107 6,56x10°"*
NIHSS inicial 0,212465273 1,34x107 6,18x10™7
Glicemia inicial 0,004820021 1,10x10° 1,19x10°
Dislipemia -0,311726847 1,33x10" 1,88x10
0/1 2,724725283 4,33x10"! 3,02x107°
12 4,066432983 4,42x10" 3,68x10°%°
23 5413615193 4,58x10! 3,28x107?
34 6,460961279 4,74x10" 2,98x10*
45 7,453092803 4,91x10"! 6,02x10°2
5|6 7,740674477 4,97x10"! 9,71x10™°

La prueba de Brant demostrd que se cumplia el supuesto que establece que, el riesgo de
cada par de niveles de la variable dependiente debe de ser proporcionado, y por tanto la

aproximacion a través de una regresion logistica ordinal era adecuada.

Un total de 378 pacientes fueron incluidos en la cohorte de replicacion. Las principales
variables clinico-epidemiologicas y la distribucion del mRS de los pacientes al tercer mes

en la presente cohorte, se encuentran representadas en la Tabla 15 y la Tabla 16.

Tabla 15. Distribucion de la variable mRS al tercer mes en los pacientes de la cohorte de
replicacion.

mRS al tercer mes

0 14% (54/378)
1 23% (86/378)
2 17% (65/378)
3 12% (45/378)
4 15% (57/378)
5 2% (8/378)

6 17% (63/378)
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Las diferencias encontradas de forma estadisticamente significativas (p <0,05) entre la
cohorte de descubrimiento y la cohorte de replicacion, fueron la presencia de dislipemia,

FA y el valor del NIHSS inicial.

La evaluacion del modelo se ha realizado siguiendo los criterios de idoneidad

recomendados por Sim et al.:

e Discriminacion. La precision del Parsifal Score para discriminar entre pacientes
dependientes o independientes al tercer mes, estableciendo el punto de corte en
5,41362, fue del 80% (644/809) en la cohorte de descubrimiento y del 76%
(289/378) en la cohorte de replicacion. El AUC fue de 0,86 (intervalo de confianza
-IC- del 95%: 0,83-0,89) en la cohorte de descubrimiento y de 0,86 (IC del 95%:
0,82-0,90) en la cohorte de replicacion (Figura 15).

A. Curva ROC de la corte de B. Curva ROC de la corte de
descubrimiento replicacion
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Figura 5. Curva ROC del Parsifal Score para la prediccion de discapacidad al tercer mes. A. Curva
ROC de la cohorte de descubrimiento (Hospital del Mar), con un AUC de 0,86. B: Curva ROC de la
cohorte de replicacion (Hospital de la Vall d’Hebron) con un AUC de 0,86.
e Calibracion. Para estudiar el grado de correspondencia entre los resultados
estimados y los observados, se utilizo la prueba de Lipsitz, no siendo significativa
(valor de p=6.12 x 10™) y, por tanto, indicando que estamos ante un modelo bien

calibrado.

104



e Parsimonia. Solamente con cinco variables, el modelo consigue una buena

discriminacion y calibracion para estimar la discapacidad al tercer mes.

e Practicabilidad. Para permitir un célculo rapido y facil de interpretar, en la
siguiente pagina web https://cadasil.shinyapps.io/parsifal/ es posible calcular la

discapacidad de un paciente al tercer mes de manera sencilla y rapida (Figura 16).

Parsifal score

Choose the value of the initial NIHSS (first
24h) Itis estimated that this patient at 3rd month wil be:
0 o «

— INDEPENDENT

The Parsifal score assigns this patient o the group:
Choose the value of the previous mRS

U ] [ 2

—

Choose the value of the age
o [0} )
—

Choose the value of the initial glycemia
o @ )

Has the patient dyslipemia?

Yes -

Figura 16. Aplicativo web para el uso del Parsifal Score.

La especificidad para determinar la discapacidad estableciendo como punto de corte
5,41362 (limite en el que el modelo diferencia entre un mRS de 2 6 3) es del 90% (IC del
95%: 88-93%) en la cohorte de descubrimiento y, del 80% (IC del 95%: 74-85%) en la
cohorte de replicacion. La sensibilidad del modelo fue del 64% (IC del 95%: 58-69%) en
la cohorte de descubrimiento y, del 74% (IC del 95%: 68-81%) en la cohorte de

replicacion.

Por tanto, se encontrd una asociacion estadisticamente significativa entre el punto de corte
establecido por el Parsifal Score y la discapacidad del paciente al tercer mes, tanto en la
cohorte de descubrimiento (p = 9,27x10°%°) como en la cohorte de replicacién (p =
9,05x102%). Ademas, el 93,2% de los pacientes asignados al mRS 0 realmente eran
independientes, y el 90% de los asignados al grupo 6, dependientes (Tabla 16 y Figura
17).
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Tabla 16. Porcentaje de pacientes independientes o dependientes segun el mRS al tercer mes,
estimado por el Parsifal Score.

Estimacion del mRS Indep. Depend. Indep. Depend.
al tercer mes (CD) (CDh) (CR) (CDh)

0 178 (93.2%) 13 (6.8%) 52 (94.5%) 3 (5.5%)

1 140 (87%) 21 (13%) 33 (84.6%) 6 (15.4%)
2 161 (62.2%) 98 (37.8%) 89 (64.5%) 49 (35.5%)
3 20 (29.4%) 48 (70.6%) 18 (45%) 22 (55%)
4 0 0 0 0

5 0 0 0 0

6 13 (10%) 117 (90%) 13 (12.3%) 93 (87.7%)

Indep.: independiente; CD: cohorte de descubrimiento; Depend.: dependiente; CR: cohorte de
replicacion.

80 B Muerte
70 M Dependiente

Independiente

Porcentaje de pacientes (%)

0 6

mRS estimado por el Parsifal Score

Figura 17. Proporcion de pacientes independientes o dependientes segun la estimacion de mRS 0 y
mRS 6 del Parsifal Score, en la cohorte de descubrimiento. El gris claro representa pacientes
independientes, el gris representa pacientes dependientes y el gris oscuro, pacientes que fallecieron
(considerados como dependientes en el modelo).

Por otra parte, la estimacion de un mRS de 6 y, por tanto, mortalidad, se obtiene con una
puntuacion en el Parsifal Score >7,74067. Con este punto de corte, la prediccion de
mortalidad presentd un AUC de 0,88 (IC del 95%: 0,85-0,91) en la cohorte de
descubrimiento y 0,82 (IC del 95%: 0,77-0,88) en la cohorte de replicacion. La
especificidad fue del 97% (IC del 95%: 96-98%) en la cohorte de descubrimiento y del
93% (IC del 95%: 90-96%) en la cohorte de replicacion. La sensibilidad fue del 38% (IC
95%: 29-47%) en la cohorte de descubrimiento y 46% (IC del 95%: 33-57%) en la cohorte
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de replicacion.

Asimismo, se realizo la comparacion entre el Parsifal Score y el Dutch Stroke Score
(DSS), al ser este un modelo con la misma finalidad y estimado con una aproximacion
ordinal. Con tal fin, se calculd el DSS en la cohorte de replicacion del presente trabajo,
obteniendo un AUC de 0,79. Para evaluar las diferencias en la discriminacién de cada
modelo, se compararon las curvas ROC obtenidas en la cohorte de replicacion, con la
funcién “roc.test”, del paquete “pROC”, en R. El Parsifal Score discriminaba

significativamente mejor (valor de p = 1,03 x 1075).

Debido a que los pequefios infartos subcorticales (correspondientes a una etiologia
lacunar en la clasificacion TOAST), son los que principalmente presentan los pacientes
con CADASIL, se analizo el Parsifal Score por subtipo de ictus isquémico (Tabla 17).
Se observo que el Parsifal Score podia predecir discapacidad al tercer mes en pacientes
con una etiologia por oclusion de gran vaso y también de pequefio vaso. Cabe destacar

que, los valores de sensibilidad fueron mayores en el subtipo cardioembolico.

Tabla 17. Resultados del Parsifal Score en la prediccion de discapacidad al tercer mes por subtipo
de ictus isquémico.

Infrec. Indet.
Proporec. 13% 23% 27% 1% 31%
(102/809)  (188/809) (219/809) (7/809) (247/809)
Precision | 79% 78% 84% 86% 79%
(81/102) (147/188) (183/219) (6/7) (196/247)
AUC 0.81 0.85 0.80 1 0.89
IC AUC 0.71-0.90 0.80-0.91 0.71-0.89 1-1 0.84-0.93
p valor del 9.89x10°® 3.55x10™"7 1.07x10°® 0.03 8.03x10%
AUC
Sens. 58% 80% 37% 100% 64%
IC sens. 42-74% 72-87% 23-54% 100-100%  55-73%
Espec. 88% 79% 95% 67% 93%
IC espec. 80- 95% 69-87% 91-98% 0-100% 89-97%

IC: intervalo de confianza; Sens: sensibilidad; Espec: especificidad.
LAA: etiologia aterosclerdtica; CAE: etiologia cardioembolica; SAO: oclusion de pequefio vaso
(lacunar); Infrec: etiologia infrecuente; Indet: etiologia indeterminada.
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Al estudiar las diferencias entre los pacientes correctamente estimados por el Parsifal
Score y los erroneos, se observo que el score era mas preciso en pacientes mas jovenes
(media de edad de 72 afios vs 77, p = 6,05 x 10®), con NIHSS inicial més bajo (mediana

de 4 vs 5, p=0,01) y un mejor mRS inicial (ambos con una mediana de 0, p = 0,02).

En la Tabla 18, se comparan los principales modelos que predicen discapacidad: el iScore,

ASTRAL Score, PLAN y el DSS, junto con el Parsifal Score.
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Tabla 18: Comparacion de los principales modelos prondsticos. Comparativa entre los cuatro principales modelos para predecir discapacidad tras un ictus (iSc
ore, ASTRAL, PLAN, y DSS) y el Parsifal Score.

Objetivo

Tiempo para
la estimacion
Tamaiio
muestral de la
DC

Tamaifio
muestral de la
RC

Variables

PARSIFAL
. Discapacidad:
mRS<3/>2

. Pronéstico excelente:

mRS<2

. Pronéstico
desfavorable: mRS>4
. Muerte: mRS =6

A los 3 meses

809

378

Edad

NIHSS inicial

mRS inicial

Glicemia inicial
Historia de dislipemia

iScore

. Probabilidad de
discapacidad
(mRS>2)

. Probabilidad de
muerte o
institucionalizacion

Al mes

3818

4635

Edad

Sexo

Severidad del ictus
Subtipo de ictus
Habito tabaquico
Dependencia previa
FA

ASTRAL
. Probabilidad de discapacidad
(mRS >2)

A los 3 meses

1645

1659
653

Edad

Severidad del ictus segun la
NIHSS

Tiempo entre el inicio de los
sintomas y la llegada al hospital
Rango de afectacion del campo
visual

Glicemia inicial

PLAN

Pronostico excelente:
mRS 0-2
. Pronéstico desfavorable:
mRS >4
. Mortalidad

Al mes

4943

4904

Edad

Dependencia previa
Cancer

Insuficiencia cardiaca
FA

Nivel de conciencia
Déficit neuroldgico

DSS
Probabilidad de
presentar un mRS >2

Al alta
A los 3 meses
1227

1589
2107

Edad por década
superior a 60 afios
NIHSS

DM

Ictus previo

FA



Insuficiencia Nivel de conciencia

cardiaca
1AM previo
Céancer
Dialisis
Hiperglicemia inicial
Discriminacién = Discapacidad: Probabilidad de Descubrimiento: 0,85 Pronostico favorable: AUC (ordinal):
(AUCO) - Descubrimiento: 0,86 | discapacidad (mRS Replicacion: 0,94 y 0,77 - Descubrimiento: 0,77 . Descubrimiento: 0,75
- Replicacion: 0,86 >2): - Replicacion: 0,80 . Replicacion: 0,74 'y
Mortalidad: - Descubrimiento: Prondstico desfavorable: = 0,69
- Descubrimiento: 0,88 0,79 - Descubrimiento: 0,89
- Replicacioén: 0,82 - Replicacion: 0,68 - Replicacion: 0,88.
Probabilidad de Mortalidad:
muerte o - Descubrimiento: 0,85
institucionalizacion: . Replicacion: 0,87
- Descubrimiento:
0,83
- Replicacion: 0,74
Calibracién Prueba de Lipsitz no Prueba de Hosmer- Prueba de Hosmer-Lemeshow no ~ Prueba de Hosmer-
significativa Lemeshow significativa Lemeshow no
significativa significativa

DC: cohorte de descubrimiento; RC: cohorte de replicacion; FA: fibrilacion auricular; IAM: infarto agudo de miocardio.



5.3.6. ESTIMACION DE LA DISCAPACIDAD AL TERCER EN MES
EN PACIENTES CON CADASIL Y CON UN ICTUS ISQUEMICO

Para comprobar si el Parsifal Score predecia de forma certera la discapacidad al tercer
mes, de un paciente con CADASIL y con un ictus isquémico, se recabd la informacion
de las cinco variables que componen el modelo (edad, valor de mRS inicial, valor de
NIHSS inicial, concentracion de glicemia inicial y presencia de dislipemia), de cinco
pacientes con la enfermedad, que habian presentado un ictus isquémico, cuatro de ellos
pertenecientes al H. del Mar, uno de ellos perteneciente al H. de la Vall d’Hebron,
Barcelona. En la Tabla 19 se representan las variables del Parsifal Score para cada
paciente, la estimacion del mRS y en funcion de este, su discapacidad (dependencia o

independencia) a los tres meses.

Tabla 19. Variables del Parsifal Score en la cohorte de CADASIL.

mRS NIHSS  Glicemia DLP mRS al Estimacion Estimacion de

inicial inicial inicial tercer mes  del mRS discapacidad
53 1 3 9 0 1 1 Independiente
47 0 1 98 0 1 0 Independiente
66 3 5 85 0 4 3 Dependiente
73 0 3 101 1 2 1 Independiente
54 0 1 265 1 3 1 Independiente

El modelo predecia la discapacidad al tercer mes de forma certera en el 80% (5/4) de los
casos. El paciente no estimado de forma correcta habia presentado un sindrome de

emergencia capsular.
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6. DISCUSION

6.1. REVISION SISTEMATICA DE PACIENTES CON SOSPECHA
DE CADASIL Y MUTACIONES PUNTUALES EN NOTCH3, SIN
AFECTACION DEL NUMERO DE CISTEINAS

La revision sistematica realizada en la presente tesis tenia como finalidad investigar los
casos clinicos y estudios realizados en pacientes con sospecha de CADASIL y mutaciones
puntuales que afectasen a NOTCH3, y que no dieran lugar a un cambio en el nimero de
cisteinas en el receptor. El objetivo era describir las caracteristicas de estos pacientes, y

determinar si estas mutaciones podrian considerarse patogénicas.

En esta revision se excluyeron las mutaciones sin sentido, intrénicas e inserciones o
deleciones, ya que podrian modificar el nimero de cisteinas del receptor, como en el caso

descrito por Rutten et al. (211).

18 articulos cumplian los criterios de inclusion para su consideracion, describiendo un
total de 34 pacientes con sospecha de CADASIL y 25 mutaciones puntuales distintas en
NOTCH3, que no afectaban el nimero de cisteinas del receptor. La mayoria de las
mutaciones se encontraban en los exones que codificaban para el ECD de Notch3, a
excepcion de dos de ellas, que afectaban a los exones codificantes para el ICD. Los
pacientes descritos presentaban el sindrome clinico caracteristico de CADASIL con
migrafia, alteraciones psiquiatricas, ictus a edad temprana y/o demencia, junto con HS

difusas en la RMN.

De este trabajo se extrae que, las siguientes mutaciones pueden considerarse
potencialmente patogénicas y por tanto, ser causantes de CADASIL: p.R61W (238),
p-R75P (239), p.DSOG (240) y p.R213K (242). Cabe destacar que todas ellas estan
localizadas en exones que codifican para los EGFr; localizacion donde, hasta el momento,
se considera que las mutaciones patogénicas de la enfermedad tienen lugar. Los motivos

para creer en esta causalidad son los siguientes:

e Los pacientes presentaban la clinica y neuroimagen caracteristicas de los

individuos con CADASIL.

e No se encontraron mutaciones adicionales en los 33 exones del gen, y que
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pudieran dar una mejor explicacion del cuadro clinico del paciente.

e La MAF de estas mutaciones indicaba que no se trataban de polimorfismos o

variantes subpolimorficas.

e Se observo la presencia de GOMs en la biopsia de piel, los cuales se consideran

patognomonicos del CADASIL.

Asimismo, se observd co-segregacion familiar para p.R61W (238), p.D80G (240) y
p-R75P (239). Para p.R213K no se pudo determinar, debido a que los familiares no fueron

evaluados.

Cabe destacar que s6lo uno de los diez casos indices (el paciente portador de la mutacion
p.D80G (240)) presentaban afectado el polo del 16bulo temporal. Como se describio en
la seccion “2.6.1. Marcadores de la RMN para el diagnostico de CADASIL”, las
mutaciones que afectan al nimero de cisteinas del receptor, caracteristicamente tienen
WMH en el polo del l6bulo temporal, representando una sensibilidad del 89-95% y una
especificidad del 80-86% para el diagnostico de CADASIL en pacientes caucasicos
(159); sin embargo, la prevalencia de las lesiones en esta localizacion en pacientes
asiaticos es menor, del 45-71% (253). Considerando que el 80% de los pacientes de la
revision sistematica aqui realizada, eran asidticos, cabria esperar que al menos 4-5
pacientes presentasen esta alteracion, lo cual no fue asi. Para poder demostrar que las
mutaciones que no afectan al nimero de cisteinas presentan una mayor preservacion del
polo temporal, seria necesaria la realizacion de estudios dirigidos para comparar este
hallazgo con pacientes con mutaciones que si afectan al nimero de cisteinas, teniendo en
cuenta la edad, sexo, procedencia del paciente y region de la proteina que modifica la

mutacion.

En 2014, Rutten et al. revisaron en la literatura todos los tipos de mutaciones encontradas
en NOTCH3, para asi poder proporcionar informacion sobre la interpretacion de las
mismas (211). Con respecto a las mutaciones puntuales de NOTCH3, que no afectaban al
numero de cisteinas del receptor, encontraron diez articulos con 11 mutaciones diferentes:
p-R61W, p.R75P, p.QI5S1E, p.HI70R, p.A202V, p.R213K, p.V237M, p.T577A,
p-S978R, p.A1020P y p.Y1098S. Llegaron a la conclusién de que estas mutaciones no
estaban asociadas con el CADASIL, a pesar de que p.R75P cumplia todos los requisitos

que ellos habian propuesto para considerarlas patogénicas: 1) una evaluacion completa
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del gen NOTCH3; 2) descartar que se tratara de un polimorfismo; 3) demostrar co-
segregacion familiar; y 4) confirmar el diagnostico clinico mediante la observacion de

depdsitos de GOMs en la biopsia de piel de los pacientes portadores de la mutacion.

La revision sistematica realizada en esta tesis actualiza el trabajo de Rutten et al. Se han
tenido en cuenta tres de los cuatro criterios que aplicaron estos autores para considerar a
esta clase de mutaciones como patogénicas. Se excluyo el criterio de co-segregacion
familiar debido a las limitaciones, en muchas ocasiones, de analizar al arbol genealdgico
de los pacientes, y porque se ha demostrado que el CADASIL puede producirse por
mutaciones de novo (1). Se ha aiadido nueva informacion y conclusiones derivadas de la
publicacion de nuevos articulos. De las 11 mutaciones puntuales en NOTCH3, que no
afectaban el nimero de cisteinas del receptor, encontradas previamente por Rutten ef al.,
se han actualizado a 25. De las cuatro mutaciones consideradas potencialmente

patogénicas en la revision sistematica de esta tesis:

e La mutacion p.R75P reportada por Mizuno et al. ya habia sido mencionada por
Rutten et al. Con la informacion aportada en la presente tesis, se ailaden otros dos

articulos referentes a la misma mutacion y un total de cuatro pacientes nuevos.

e Lamutacion p.R213K. Rutten ef al. no la consideraron patogénica al no haberse
demostrado co-segregacion familiar. Sin embargo, en el caso de la presente tesis,

no se considera este un criterio excluyente, como se ha discutido previamente.

e La mutacion p.R61W. Rutten et al. no la habian considerado patogénica, puesto
que el tipo de técnica empleada para la deteccion de la mutacion no se habia
especificado, por lo que esta podria no haber sido lo suficientemente sensible y
por tanto no haber detectado mutaciones que afectasen el nimero de cisteinas del

receptor.

e La mutacion p.D80G. No habia sido descrita en el trabajo de Rutten et al., pero
aplicando sus criterios y los de la presenta tesis, esta mutacion se consideraria

patogénica.

En varios de los articulos revisados, se describen estudios bioinformaticos o funcionales
realizados con las mutaciones reportadas, para poder explicar una posible relacion causal

(39,243) con CADASIL, concretamente:
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e Mizuno et al. sugirieron que en el caso de p.R75P, los cambios en la estructura de
Notch3 podrian estar relacionados con el reemplazo de un aminodacido por prolina,
ya que los estudios de estructura tridimensional demostraron que la prolina ayuda
a estabilizar la lamina B (239,254). Por tanto, esto puede dar lugar a un cambio
conformacional en la proteina y alterar el sitio de unioén del receptor o la

exposicion de los sitios de escision proteolitica del receptor, entre otros.

e Otro estudio observo que varias de estas mutaciones atipicas (R107W, S497L,
E813K, A1020P, S978R e Hisl133E), estaban asociadas con cambios
estructurales en el receptor Notch3 (39), similar al mecanismo observado para las
mutaciones que afectaban al nimero de cisteinas. Por lo tanto, no s6lo el cambio
del aminoacido cisteina, sino también el de otros, podrian conducir al plegamiento
incorrecto del receptor.

e Estudios in vitro con p.R75P, p.D80G y delta88-91 han demostrado un aumento
de la agregacion del receptor, similar al ocasionada cuando se produce una

mutacion que afecta al numero de cisteinas en Notch3 (240).

Como limitaciones de este estudio, hay que considerar el bajo numero de casos descritos
hasta la fecha, asi como la alta frecuencia de este tipo de mutaciones en asiaticos, que
podria incurrir en sesgos ante las diferentes caracteristicas en esta poblacion (mayor
frecuencia de sangrados, menor afectacion del polo temporal...). Para evitar esta ultima
limitacion, se compard una de las caracteristicas mas relevantes en la neuroimagen de
estos pacientes, la afectacion del polo temporal. Como se citdé anteriormente, la
prevalencia de la alteracion de esta region anatomica en asiaticos, como minimo alcanza
el 45%, por lo que cabria esperar 4-5 pacientes afectados entre los diez casos indice con
las mutaciones consideradas patogénicas; sin embargo, so6lo uno de ellos presento6 WMH

en el polo temporal.

Otra limitacion, como ya exponian Rutten et al., es el hecho del empleo de SSCP para la
deteccion de la mutacion de p.R213K (242), que podria haber sido poco sensible para
encontrar otras mutaciones. Como se indic6 en la introduccion, este tipo de técnica tiene

una sensibilidad para la deteccion de mutaciones entre el 80-85% (180), a diferencia de
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la secuenciacion Sanger, actualmente mas habitual y fiable. En el caso de p.R61W, no se

especifico la técnica de analisis genético.

Otra limitacion de este estudio fue la combinacion de mutaciones ECD y ICD del
receptor. El objetivo era revisar si mutaciones puntuales en el gen NOTCH3, que no
afectasen a residuos cisteina en el receptor, en pacientes con clinica caracteristica de
CADASIL, podrian considerarse patogénicas, independientemente del dominio afectado.
Asimismo, todas las mutaciones consideradas patogénicas se han localizado en exones

que codificaban para el ECD de Notch3.
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6.2. ESTUDIO DE LOS ARNm DIFERENCIALMENTE
EXPRESADOS EN LAS BIOPSIAS DE PIEL DE PACIENTES CON
CADASIL Y CONTROLES

El estudio de los ARNm diferencialmente expresados en las biopsias de piel de pacientes
con CADASIL, comparado con controles voluntarios, se realizo mediante la técnica de
microarrays, con cuatro pacientes con CADASIL y tres controles, pertenecientes a tres
familias diferentes. Su validacion, mediante la técnica de qRT-PCR, se realiz6 a diez

pacientes con CADASIL y ocho controles.

En el GWTS no se encontré la presencia de ningin ARNm diferencialmente expresado
asociado a CADASIL, de forma estadisticamente significativa, tras la correccion por
multiples comparaciones. Sin embargo, de los 15 primeros ARNm diferencialmente
expresados cuya significancia era mas elevada, se escogieron aquellos con un valor de p
<1,0x10 (BANP y PDCDG6IP) y aquellos en los que en la literatura se habian asociado a
la isquemia neuronal (CAMK2G y E2F4). El motivo de la busqueda de esta asociacion,
radica en la existencia de una hipoperfusion ya en estadios tempranos de la enfermedad
(99,100), siendo los pequeiios infartos cerebrales, secundarios a una isquemia aguda, y
las WMH, secundarias a una isquemia cronica cerebral, una de las caracteristicas mas

destacables del CADASIL.

Tras el analisis mediante la técnica de qRT-PCR, se encontr6 una asociacion
estadisticamente significativa entre E2F4 y CADASIL, encontrandose sobreexpresado en

pacientes con esta enfermedad, al igual que lo que ocurria en el estudio de GWTS.

Por otra parte, la evaluacion del perfil cognitivo en cinco de los pacientes con CADASIL,
del estudio con la técnica de QqRT-PCR, puso de manifiesto que la sobreexpresion de E2F4
se correlacionaba de forma significativa con un peor rendimiento en las pruebas que

evaluaban la funcion ejecutiva, y tendencia en las pruebas que evaltan la atencién y VPIL.

La importancia de su asociacion con la funcion ejecutiva, y la atencion y VPI, radica en
que son las principales funciones alteradas en el CADASIL (146). Por ello, como se ha
indicado en la introduccidn, los test centrados en la evaluacion de estas dos funciones,
son especialmente utiles para la identificacion temprana del deterioro cognitivo y

monitorizacion del paciente con CADASIL (146,148). Por tanto, un ARNm u otra
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molécula asociada a estos dos dominios cognitivos podria ser ttil como biomarcador y

monitorizacion de la evolucion de la enfermedad.

Asimismo, se ha comprobado a través del portal de GTEx que E2F4 se expresa en el
cerebro, y gracias a su estudio a través del portal de Single-Nuclei Brain RNA-seq, se ha
demostrado que se expresa en diversos tipos celulares, incluidas las células endoteliales
cerebrales, las cuales son de gran relevancia para la enfermedad. Estas células se han visto
alteradas en CADASIL en los estudios histopatologicos (42,51,52), y estan involucradas
en la autorregulacion del flujo sanguineo, mecanismo que se ha visto alterado en

numerosos estudios centrados en el CADASIL (101-103).

La proteina E2F4 pertenece a la familia de factores de transcripcion E2F y juega un papel
crucial en el control del ciclo celular. Estudios previos (218), han puesto de manifiesto
que, las células precursoras de las células granulosas del cerebelo, infectadas con un
adenovirus que expresaba E2F4, frente a los controles, tenian una mayor supervivencia
tras un evento isquémico. Ademas, se encontré que, los niveles de E2F4 disminuian
después de la hipoxia en estos tipos celulares no infectados. Asimismo, la sobreexpresion

de E2F4 no tenia ningun efecto sobre la viabilidad neuronal en ausencia de isquemia.

Por otra parte, E2F4 forma parte de un complejo que contiene Smad3, y que actiian como
transductores de las sefales del transforming growth factor-f (TGEP) (255). TGFp es una
proteina relacionada con las enfermedades de pequefio vaso cerebrales hereditarias (256),
como el CARASIL, causado por mutaciones en el gen HTRA1.El sustrato de la Htral es
el LTBP-1, y al hallarse alterada, acaba produciendo un aumento del TGFp,
encontrandose aumentada su via de sefializacion (257). En el CADASIL, se ha puesto de
manifiesto que, tanto el LTBP-1 (48), como el Htral, se encuentran asociados a los
depositos del ECD de Notch3. Asimismo, esta Gltima proteina, se ha mostrado con una
menor actividad en pacientes con CADASIL (258). Por tanto, E2F4 podria estar

indicando una sobreactivacion de la via de TGFp en pacientes con CADASIL.

Con este trabajo se ha puesto de manifiesto que la sobreexpresion de E2F4 se asocia a los
pacientes con CADASIL y con un peor rendimiento en las pruebas que valoran los
dominios caracteristicamente alterados en esta enfermedad (funcion ejecutiva y atencion
y VPI), aportando informacién sobre posibles mecanismos etiopatogénicos en esta

enfermedad, y sugiriendo que el uso del ARNm de £2F4 podria ser util como marcador
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cognitivo en el CADASIL y monitorizacion de la enfermedad. Para verificar la utilidad
como biomarcador del ARNm de E2F4, asi como para dilucidar si E2F'4 es causa o efecto
de la presencia del CADASIL, seria necesario la realizacion de nuevos estudios con un

mayor niimero de pacientes, donde estos resultados se replicasen.

Como limitacion principal encontramos el pequefio tamafio muestral. Esto es
consecuencia del estudio de una enfermedad rara. El apareamiento por edad y sexo, asi
como el estudio entre familiares en el GWTS, permiten minimizar los sesgos en la

interpretacion de los resultados.

Por otra parte, la falta del analisis directo de las células principalmente involucradas en
la patologia, como son las células vasculares cerebrales, disminuye la potencia del
estudio; desafortunadamente, la obtencion de estas, en una enfermedad de baja
prevalencia, y cuyo andlisis se relega principalmente al estudio necroptico, lo hace
complicado. Asimismo, el analisis de muestras de tejido cerebral en los estudios de
necropsia presenta otros inconvenientes técnicos como, por ejemplo, el tiempo en la
obtencion de la muestra desde el fallecimiento del paciente, lo cual influye en la expresion

génica.

Como se describio en la introduccion de la presente tesis, el CADASIL es una arteriopatia
sistémica. Tanto en las biopsias de piel, musculo o cerebro, pueden evidenciarse en los
vasos sanguineos las alteraciones histopatologicas caracteristicas del CADASIL, como la
alteracion de las células endoteliales, VSMC y pericitos, la alteracion de las uniones
celulares con la matriz extracelular, o la agregacion del ECD de Notch3 (42,51,52). Por
ello, debido al caracter sistémico de la enfermedad, y a la aparicion de las caracteristicas
histopatologicas del CADASIL en las biopsias de piel, estas se han considerado utiles
para la busqueda de ARNm diferencialmente expresados en pacientes con CADASIL vy,

por tanto, relevantes para la enfermedad.

Como se ha comentado anteriormente, el estudio GWTS no presenté ARNm
diferencialmente expresados, asociados de forma significativa a CADASIL, tras ajustarlo
por pruebas de correccién por multiples comparaciones. Los estudios de datos masivos,
como el analisis transcriptomico de diversos tipos celulares, con un niimero reducido de

muestras (secundario a la baja prevalencia del CADASIL), pueden tener la
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inconveniencia de presentar un poder menor para detectar significancias estadisticas,
cuando existen diferencias pequeiias, aun siendo determinantes, y que andlisis masivos
como el GWTS puede enmascarar. Por ello, la eleccion de aquellos ARNm asociados a
CADASIL de forma mas significativa en el GWTS, para su evaluacion mediante la
técnica de qRT-PCR, puede ser una aproximacion util y vélida. Estudios genéticos en
CADASIL también han tenido que recurrir al uso de datos no significativos, obteniendo
posteriormente datos de interés cientifico, para lidiar con esta falta de poder, debido al
analisis de datos masivos en enfermedades raras. Como ejemplo, Opherk et al. realizaron
un Genome-Wide Assiciation Study (GWAS) para la bisqueda de SNPs que pudieran
estar asociados a la WMH en pacientes con CADASIL. No encontraron ningun SNP
significativo, pero la creacion de un score poligénico a partir de aquellos mas
significativos, si se asoci6 al volumen de WMH; sugiriendo que multiples SNPs con
pequeiios efectos modifican la carga total de WMH en pacientes con CADASIL, en lugar

de hacerlo SNPs con efectos mayores (259).
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6.3. CREACION DE UN MODELO PRONOSTICO PARA ESTIMAR
LA DISCAPACIDAD AL TERCER MES DE HABER PADECIDO UN
ICTUS ISQUEMICO Y SU UTILIDAD EN PACIENTES CON
CADASIL

Debido a la gran variedad fenotipica existente entre los pacientes con CADASIL, incluso
siendo portadores de una misma mutacion, dentro de una misma familia, y aun siendo
gemelos monocigotos (187,188), la prediccion de la evolucion de los pacientes es dificil

de precisar.

Por ello, y debido a que los pequefios infartos subcorticales son uno de los mayores
predictores de deterioro clinico en CADASIL (149), uno de los objetivos de esta tesis ha
sido la creacion de un modelo capaz de estimar la evolucion de un paciente, tras un ictus
isquémico. Por tanto, con la creacion del Parsifal Score, a partir de una regresion
logistica ordinal multivariable, se puede predecir la discapacidad y mortalidad de un
paciente al tercer mes de haber padecido un ictus isquémico, durante las primeras 24
horas desde el inicio de los sintomas del evento vascular, no habiendo sido sometido a
tratamiento recanalizador. Y este modelo es ttil para la valoracion de pacientes con un

ictus isquémico y CADASIL.
Asimismo, este modelo predictivo, cumple los criterios propuestos por Sim et al. (235):
e Discriminacion. El Parsifal Score es capaz de predecir:

o La discapacidad al tercer mes de un ictus isquémico, con una precision
del 80%, un AUC de 0,86, una especificidad del 90% y una sensibilidad
del 64%, en la cohorte de descubrimiento. En la cohorte de replicacion,
obtuvo una precision del 76%, un AUC del 0,86, una especificidad del
80% y una sensibilidad del 74%. A la hora de predecir la discapacidad al
tercer mes en los cinco pacientes con un ictus isquémico y CADASIL,
obtuvo una precision del 80% (4/5). En el paciente con CADASIL cuya
estimacion fue incorrecta, cabe mencionar que presentaba un Sindrome
de Emergencia Capsular. Este, se define como la presencia de episodios
estereotipados de AIT, con un riesgo aumentado de padecer un infarto

cerebral establecido (260). El Parsifal Score no es un modelo disefiado
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para predecir esta clase de sindromes, ademas de no haber incluido en su
modelo a pacientes con AIT. Por tanto, es un caso especial de ictus en el

que probablemente el Parsifal Score no es efectivo.

o La mortalidad al tercer mes de un ictus isquémico, con un AUC de 0,88,
una especificidad del 97% y una sensibilidad del 38%, en la cohorte de
descubrimiento. En la cohorte de replicacion se obtuvo un AUC de 0,82,
una especificidad del 93% y una sensibilidad del 46%. No se disponia de
datos suficientes para la evaluacién de la mortalidad en pacientes con

ictus y CADASIL.

e (Calibracion. La presencia de la prueba de Lipsitz no significativa, demuestra la

bondad del ajuste.

e Parsimonia. El Parsifal Score puede obtenerse con tan solo cinco simples
variables, y que pueden conocerse durante las primeras horas en las que el
paciente es admitido en urgencias: edad, mRS inicial, NIHSS inicial,

concentracion de la glicemia inicial e historia de dislipemia.

e Practicidad. La herramienta web generada hace que el Parsifal Score sea facil de

utilizar.

Por tanto, puede decirse que el modelo tiene una buena discriminacion, es calibrado,
parsimonioso y préctico, gracias a la implementacion del Parsifal Score en una
aplicacion web. Ademas, la prediccion de la discapacidad tiene niveles de especificidad
buenos, siendo >80% en las tres cohortes y para la mortalidad >90%. Tanto para la
discapacidad como para la mortalidad, la sensibilidad fue mas baja. Por ello, a la hora de
interpretar los resultados del modelo, y darlos a conocer a los pacientes y familiares, hay
que tener en cuenta su alta especificidad, pero baja sensibilidad. Cabe destacar que, entre
los diferentes subtipos de infarto cerebral, el Parsifal Score es igual de efectivo en todos

ellos.

Las variables significativamente asociadas a la discapacidad al tercer mes, y que forman
parte del Parsifal Score fueron la edad, mRS inicial, NIHSS inicial, glicemia inicial y el
tener antecedentes de dislipemia. Es interesante destacar que, en el modelo obtenido, el

padecer dislipemia suponia un factor protector. En los tltimos afios, el manejo de la
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hipercolesterolemia ha sido cuestionada, ya que la contribucion de los niveles de LDL a
los eventos cardiovasculares es controvertida (261). Por otra parte, es conocido el efecto
positivo del tratamiento con estatinas en la recuperacion tras un ictus (262);
desafortunadamente, no se disponia de una variable que especificase el tipo de
tratamiento hipolipemiante, por lo que este efecto no puedo ser estimado. De la misma
manera, al no ser un modelo obtenido a partir, exclusivamente, de pacientes con
CADASIL, no se puede concluir que la dislipemia o el tratamiento con estatinas, sea
protector en este grupo de pacientes. De hecho, en pacientes con CADASIL se estudio si
la atorvastatina podia producir cambios en la hemodinamia cerebral a corto plazo, no
encontrando tal evidencia (199). Son necesarios estudios dirigidos a evaluar la asociacion

entre las estatinas y la discapacidad tras un ictus en pacientes con CADASIL.

Por otra parte, actualmente existen varios modelos para predecir discapacidad al tercer
mes de haber presentado un infarto cerebral. Sin embargo, no todos cumplen los criterios

propuestos por Sim et al. (263).

Recientemente, se han evaluado los que se consideran los tres modelos principales para
predecir la discapacidad tras un ictus: el iScore, el PLAN Score y el ASTRAL Score
(264). Se llego a la conclusion de que los tres modelos tienen la misma capacidad de
predecir un mal prondstico y mortalidad a los seis meses en pacientes con un ictus

isquémico.

Asimismo, uno de los ultimos modelos publicados ha sido el DSS, obtenido a partir de
una regresion logistica ordinal multivariable. Su intencion era predecir la discapacidad y
el estado funcional al tercer mes, de un paciente que habia padecido un ictus isquémico.
Las variables del DSS eran las siguientes: la edad por década superior a 60 afios, NIHSS,

DM, ictus previo y FA (230).
Comparando los cuatro modelos anteriormente mencionados:

e El iScore precisa 12 variables para obtener una discriminacién para estimar
dependencia con un AUC de 0,79 en su cohorte de descubrimiento y 0,68 en su

cohorte de replicacion.
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e EI ASTRAL Score precisa siete variables para obtener una discriminacién con un
AUC de 0,85 en su cohorte de descubrimiento y 0,94 y 0,77 en sus cohortes de

replicacion.

e EI PLAN Score evalta el prondstico favorable (mRS <3) y desfavorable (mRS
5-6), al mes en lugar de a los tres meses. Precisa siete variables para una
discriminacion medida con el AUC de 0,77 en la cohorte de descubrimiento y de

0,80 en la cohorte de replicacion.

e EIDSS, obtenido a partir de una regresion logistica ordinal multivariable, precisa
cinco variables para obtener una discriminacion con el AUC de 0,75 en su cohorte

de descubrimiento y 0,74 y 0,69 en sus cohortes de replicacion.

E1 DSS es el unico cuya aproximacion para la estimacion del score se sirve de un modelo
ordinal (aunque no especifica si se cumple el supuesto para su aplicacion). Es tan
parsimonioso como el Parsifal Score, requiriendo cinco variables para obtener una
discriminacion con un AUC de 0,75, inferior al obtenido en el modelo de la presente tesis
(0,86). Cabe destacar que, la aplicacion de ambos modelos a la cohorte de replicacion de
este trabajo arrojaba diferencias significativas en el AUC, ofreciendo una mejor
discriminacion con el Parsifal Score (AUC de 0,86 vs 0,79). Por otra parte, en el DSS no
se hace mencion de su sensibilidad y/o especificidad, ni proporciona una herramienta que

facilite su uso en la practica clinica diaria.

Respecto a la estimacion de la mortalidad, con el Parsifal Score se obtiene un AUC de
mayor valor con respecto al resto de modelos: de 0,88 en la cohorte de descubrimiento, y
0,82 en la cohorte de replicacion; el iScore de 0,83 en la cohorte de descubrimiento y de
0,74 en la cohorte de replicacion; y el PLAN Score de 0,85 en la cohorte de

descubrimiento y 0,87 en la cohorte de replicacion.

Por tanto, comparandolo con los modelos anteriores, el Parsifal Score presenta el valor
de AUC mas alto obtenido en una cohorte de descubrimiento, con el menor nimero de
variables posible (12). Asimismo, estos modelos publicados en la literatura incluyen
variables que sobrerrepresentan la enfermedad de gran vaso, como el padecer fibrilacion
auricular, presentar hemianopsia homonima o alteracion del nivel de conciencia, que aun
pudiéndose dar en pequefios infartos subcorticales, son sintomas mucho menos frecuentes

y, por tanto, estos modelos podrian ser menos utiles que el Parsifal Score, para predecir
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el pronoéstico en pacientes con CADASIL. Ademas, se ha puesto de manifiesto que, el
Parsifal Score estima el prondstico de un paciente tras un ictus, independientemente de

su etiologia.

En la Tabla 18 se esquematiza la comparativa entre los cuatro modelos discutidos y el
Parsifal Score. Con este tipo de modelos se pretende poder asesora a los pacientes,
familiares y/o cuidadores, del estado funcional del paciente con CADASIL, y asi tomar
conciencia de las posibles medidas que deben llevar a cabo en un futuro, como pudiera
ser la adaptacion del hogar del paciente, evitando barreras arquitectonicas. Asimismo,
puede ayudar a guiar la planificacion de la rehabilitacion al alta hospitalaria, identificando
a aquellos pacientes tributarios de una rehabilitacion mas intensiva, especialmente en
paises con recursos econdomicos menores, y que precisen de un uso mas racionalizado de
los recursos. Por ejemplo, los pacientes a los que se estimase un un mRS entre 2 y 4,
podrian beneficiarse de una rehabilitacion especial e intensiva, y no tanto aquellos con un
mRS estimado >4. Estos modelos también tienen su interés para la seleccion de pacientes
para ensayos clinicos, centrados en resultados a largo plazo o tratamientos

neuroprotectores, sobre todo en patologias sin tratamiento especifico como el CADASIL.

Este score simple podria implementarse facilmente en la practica clinica diaria gracias a

la herramienta web creada y su parsimonia.

Una de las principales limitaciones es el escaso niimero de pacientes con CADASIL para
conocer el alcance real de la fiabilidad del Parsifal Score en esta poblacion. Asimismo,
la ausencia de comparacion entre el modelo creado y los principales modelos prondsticos
publicados, debido a la falta de informacion de todas las variables, no permite una
correcta comparativa. Sin embargo, en base a la AUC de las cohortes de replicacion en
pacientes con ictus isquémico, el Parsifal Score parece presentar una mejor

discriminacion.

Por otra parte, este modelo no se ha evaluado en pacientes sometidos a tratamiento de
recanalizacion o pacientes con AIT, por lo que el Parsifal Score podria no ser adecuado
para la valoracion de estos pacientes, asi como tampoco parece serlo en aquellos con un

Sindrome de Emergencia Capsular.
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Como en la mayoria de los modelos, el Parsifal Score es mas preciso en la cohorte de
descubrimiento que en la cohorte de replicacion. Una explicacion de ello podria ser que,
los pacientes en de la cohorte de replicacion son estadisticamente diferentes a los de la
cohorte de descubrimiento en variables relevantes para el modelo, como son el NIHSS
inicial, el mRS previo, la presencia de dislipemia y el mRS a los tres meses. Los pacientes
en la cohorte de replicacion tienen un NIHSS mas grave, un peor mRS inicial, una mayor
proporcion de dislipemia, y un peor mRS a los tres meses. Importante remarcar que, el
Parsifal Score es mas preciso en pacientes con mejor mRS previo y mejor NIHSS inicial,
lo que podria explicar el motivo por el cual los resultados en la cohorte de replicacion son

menos precisos.

Es necesaria la realizacion de mas estudios con diferentes poblaciones y subgrupos, y
muestras de mayor tamafio, para representar mejor la variedad de los eventos isquémicos
vasculares y asi ajustar mejor los modelos para obtener resultados mas precisos y fiables.
Debido a la falta de precision del 100%, se debe advertir a los pacientes sobre la

posibilidad de una estimacion incorrecta del estado funcional después del ictus.
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7. CONCLUSIONES

1. p.R61W, p.R75P, p.D8OG y p.R213K, pueden ser consideradas mutaciones
patogénicas y causantes del CADASIL. Asimismo, los pacientes con estas
mutaciones presentan una menor afectacion del polo temporal en la RMN.
Mecanismos adicionales a la aparicion de un niimero impar de cisteinas en Notch3

pueden ser responsables de la aparicion de esta enfermedad.

2. Existe una sobreexpresion de £2F4 en pacientes con CADASIL con respecto a
controles. Entre los pacientes con CADASIL, existe una correlacion negativa
significativa entre la sobrexpresion de £2F4 y el rendimiento en la valoracion de
la funcioén ejecutiva y, una tendencia en la correlacion negativa con la atencion y

VPL
3. El Parsifal Score es:

a. Un modelo con buena discriminacion, parsimonioso y calibrado, para
predecir el pronostico a los tres meses, en un paciente con un ictus

isquémico.

b. Enlos pacientes con ictus isquémico y CADASIL, predice de forma eficaz

el prondstico a los tres meses.

c. La implementacion mediante una herramienta web facilitara su uso en la

préactica clinica diaria.
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8. LINEAS DE FUTURO

Teniendo en cuenta las conclusiones del trabajo de la presente tesis, se desprenden varias

lineas de futuro. Por apartados encontramos:

1. p.R61W, p.R75P, p.D80G y p.R213K, pueden ser consideradas mutaciones

patogénicas y causantes del CADASIL.

Para apoyar esta conclusion, seria 1til la creacion de modelos animales
con cada una de las mutaciones. Ello permitiria evaluar las caracteristicas
histologicas tipicas de CADASIL y ver si existe alguna diferenciadora; asi
como estudiar la autorregulacion cerebral, alterada en modelos animales

de esta enfermedad.

Por otra parte, la comparativa de modelos animales con estas mutaciones,
las mutaciones que afectan a residuos cisteina en las EGFr, y las
mutaciones descritas que afectan al dominio intracelular del receptor,

permitiria ahondar en los mecanismos etiopatogénicos de la enfermedad.

2. Existe una sobreexpresion de E2F4 en pacientes con CADASIL con respecto a

controles, y esta se correlaciona negativamente con el rendimiento en las pruebas

que evaltan la funcion ejecutiva y la atencion y VPI.

Para apoyar esta conclusion, seria conveniente replicar el estudio en un
nimero mayor de individuos. Asimismo, para facilitar su uso como
eventual biomarcador del estado cognitivo del paciente y/o monitorizacion
de la enfermedad para futuros ensayos clinicos, seria util valorar si la
expresion de E2F4 en sangre se correlaciona de la misma manera que sus
niveles en las biopsias de piel, ya que la muestra seria de mas fécil
obtencion. Para ello seria necesario un estudio con un tamafio muestral
suficiente y replicarlo en una nueva cohorte de pacientes; asi como

estudios estadisticos especificos para el analisis de biomarcadores.

El estudio transcriptomico ha mostrado que £2F4 puede ser relevante en
la enfermedad. Por tanto, el estudio transcriptomico por grupos celulares,

evaluando de forma detenida aquellas directamente relacionadas con la
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enfermedad, como las células endoteliales, las VSMC y los pericitos, a
través de un Single nuclei RNA-Seq podra proporcionar una informacion

de valioso interés cientifico.

3. El Parsifal Score es un modelo eficaz para predecir la evolucion de los pacientes

tras un ictus isquémico, incluso en aquellos con CADASIL.

e Podria plantearse un estudio en el que se comparase el prondstico de los
pacientes sometidos a rehabilitacion intensiva vs tratamiento estandar
rehabilitador, en aquellos pacientes con un Parsifal Score estimado entre
2-4 para comprobar si existen diferencias significativas, y su
implementacion mejorase la calidad de vida de estos pacientes de forma

eficiente.

e La dislipemia mostré un caracter protector del prondstico tras un ictus
isquémico en pacientes no sometidos a tratamiento recanalizador. Seria
interesante plantear un estudio futuro para valorar si en concreto, pacientes
con CADASIL también presentan esta asociacion, y si esta es debida al
hecho de padecer dislipemia o de estar bajo tratamiento hipolipemiante.
En caso de encontrar asociacion con el uso de estatinas, serian necesarios
mas estudios dirigidos para una mejor evaluacion, como pudieran ser

ensayos clinicos.
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Abstract: CADASIL (cerebral autosomal dominant arteriopathy with subcortical infarcts and
leukoencephalopathy) is caused by mutations in the NOTCH3 gene, affecting the number of cysteines
in the extracellular domain of the receptor, causing protein misfolding and receptor aggregation.
The pathogenic role of cysteine-sparing NOTCH3 missense mutations in patients with typical
clinical CADASIL syndrome is unknown. The aim of this article is to describe these mutations
to clarify if any could be potentially pathogenic. Articles on cysteine-sparing NOTCH3 missense
mutations in patients with clinical suspicion of CADASIL were reviewed. Mutations were considered
potentially pathogenic if patients had: (a) typical clinical CADASIL syndrome; (b) diffuse white matter
hyperintensities; (c) the 33 NOTCH3 exons analyzed; (d) mutations that were not polymorphisms;
and (e) Granular osmiophilic material (GOM) deposits in the skin biopsy. Twenty-five different
mutations were listed. Four fulfill the above criteria: p.R61W; p.R75P; p.D80G; and p.R213K.
Patients carrying these mutations had typical clinical CADASIL syndrome and diffuse white matter
hyperintensities, mostly without anterior temporal pole involvement. Cysteine-sparing NOTCH3
missense mutations are associated with typical clinical CADASIL syndrome and typical magnetic
resonance imaging (MRI) findings, although with less involvement of the anterior temporal lobe.
Hence, these mutations should be further studied to confirm their pathological role in CADASIL.

Keywords: CADASIL; cysteine; NOTCH3; mutation; temporal pole

1. Introduction

CADASIL (cerebral autosomal dominant arteriopathy with subcortical infarcts and
leukoencephalopathy) is an inherited systemic arterial vessel disease caused by mutations in the
NOTCHS3 gene, located on the 19p13 chromosome [1,2], which encodes a transmembrane receptor that
is mainly expressed in the smooth muscle cells of blood vessels and pericytes [3].

This receptor has three domains: (1) a large extracellular domain (ECD) with 34 epidermal
growth factor (EGF)-like repeats encoded by exons 2-24, where NOTCH3 mutations are typically
located; (2) a transmembrane domain; and (3) an intracellular domain (ICD). Each EGF-like repeat
contains six cysteines that form three disulfide bonds, which contribute significantly to the protein’s
tertiary structure.
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Pathogenic mutations in CADASIL are dominant; the presence of only one mutation in one of
both alleles is the cause of the pathology. The pathogenic mutations are associated with changes in
the number of cysteines, these changes cause an odd number of cysteines, leading to a misfolding of
the receptor, enhanced formation of oligomers and ECD aggregation, facilitated by crosslinking of
sulfhydryl groups [4-6]. This ECD aggregation is considered to be the main pathogenic mechanism
of the disease. In terms of NOTCH3 activity, classic mutations have been described with normal
or decreased NOTCH3 activity. Nevertheless, its role in the pathogenic mechanism is controversial,
and several authors have shown that altered NOTCHS3 function is not the primary determinant of the
disease [7-9].

The main symptoms of CADASIL are migraine, psychiatric disorders, recurrent small subcortical
infarctions, and dementia [10]. The average age at stroke onset is approximately 46 years, although
recent studies have described an older onset, at 52 years for males and 57 for females [11]; for dementia,
the average age at onset is 55 [12].

Magnetic resonance imaging (MRI) and histopathology show small subcortical infarctions and
confluent white matter hyperintensities (WMH), mostly in periventricular locations and with additional
involvement of the anterior temporal pole and the external capsule [13].

It has been described elsewhere that WMH in the temporal pole have 89-95% sensitivity and
80-86% specificity for CADASIL diagnosis in Caucasian patients [14], and up to 95% of these
patients have this alteration [15]. Nevertheless, in Asian populations the prevalence of temporal
pole involvement is only between 44.8-71% [16].

Additionally, it is typical to find granular osmiophilic material (GOM), consisting of parts of the
extracellular domain of NOTCH3 [17], in the extracellular space and located close to the cell surface
in smooth-muscle cells [18]. The presence of GOM has 45-96% sensitivity and 100% specificity for
CADASIL diagnosis [15,19], but the pathological role of GOM is still debated.

Recent studies have found that mutations that do not affect the number of cysteines (unlike the
typical mutations) seem to be associated with clinical CADASIL syndrome. However, the pathogenic
role of these mutations is uncertain.

Therefore, this is a systematic review of those studies in which patients with a clinical suspicion
of CADASIL and cysteine-sparing NOTCH3 missense mutations have been described. The aims of
this article are to: (1) find data in the literature and in databases relating to cysteine-sparing NOTCH3
missense mutations observed in patients with typical clinical CADASIL syndrome; (2) describe the
epidemiological characteristics of these patients; (3) determine whether these mutations could be
considered potentially pathogenic.

There is not a consensus to determine whether a mutation can be considered pathogenic.
Depending on the disease the presence of a missense mutation that has not been described previously
in healthy subjects and with bioinformatic data supporting the pathogenicity is enough to consider
a mutation the cause of the disease [20]. However this is not the case for other diseases and more
analysis should be performed. For instance in neurodegenerative disorders there are studies that
have analyzed the conservation of the residue during the evolution or have analyzed the presence of
described mutations involving the same Wild-type amino acid [21,22].

In the case of CADASIL, the presence of GOM is very important because this finding indicates
that the patient has CADASIL. The other critical point is to analyze all the exons of the NOTCH3 gene
to find the mutation that causes the pathology. In our systematic review we have considered these two
analyzes among others to identify a pathogenic mutation.

2. Results

Of the 244 studies reviewed, 16 fulfilled the inclusion/exclusion criteria and 34 index cases were
described, with 25 different mutations. Twelve out of the 18 patients were female (67%) and six were
male (33%); 17 of the total number of patients were European (50%), 14 were Asian (41%), two patients
were from Oceania and one was North-American (Table 1).
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Table 1. Mutations found that do not affect cysteine amino acids.

Number  Mutation Replaced Substitution Exon Sequencing MAF (ExAC) MAF (1000 G
1 p-R6IW Arg Trp 2 33 exons 0.00007471 -
2 p-R75P Arg Pro 3 Exon: 3,4, 11, 18; intron 0 0
3 p-R75P Arg Pro 3 Exon: 3,4, 11, 18; intron 0 0
4 p-R75P Arg Pro 3 Exon: 3,4, 11, 18; intron 0 0
5 p-R75P Arg Pro 3 33 exons, promotor 0 0
6 p-R75P Arg Pro 3 33 exons, promotor 0 0
7 p-R75P Arg Pro 3 Exon: 2-24 0 0
8 p-D80G Asp Gly 3 33 exons 0 0
9 p-R107W Arg Trp 3 Exon: 2-23 0.00001750 -
10 p.G149V Gly Val 4 33 exons, intron 0 0
11 p-Q151E GIn Glu 4 Exon: 2-23 0.00005703 -
12 p-Q151E GIn Glu 4 Exon: 2-6, 8,11, 14, 18, 19, 22, 23; intron 0.00005703 -
13 p-H170R His Arg 4 Exon: 2-6, 8, 11, 14, 18, 19, 22, 23; intron 0.001917 0.001:
14 p-H170R His Arg 4 Exon: 2,3, 4,11,18,19 0.001917 0.001:
15 p.A198T Ala Thr 4 Exon: 2-23 0.00002513 -
16 p-A202V Ala Val 4 Exon: 2,3,4,11,18,19 0.00001672 -
17 p-R207H Arg His 4 Exon: 2-23 0.00001664 0.000:
18 p-R213K Arg Lys 4 - 0 0
19 p-R213K Arg Lys 4 33 exons 0 0
20 p-V237M Val Met 5 - 0.0002239 0.000:
21 p-V252M Val Met 5 Exon: 2-23; intron 0.00002493 -
22 p-E309K Glu Lys 6 Exon: 2-23 0 0
23 p.S497L Ser Leu 9 Exon: 2-23; intron 0.01234 0.007:
24 p.T577A Thr Ala 11 - 0.00001669 0
25 p-R5928 Arg Ser 11 Exon: 2-23 0.00006714 -
26 p-V644D Val Asp 12 Exon: 2-23 0.0007013 0.000;
27 Pp.S978R Ser Arg 18 - 0.0004606 0.000:
28 p.A1020P Ala Pro 19 - 0.07318 0.11C
29 p-A1020P Ala Pro 19 - 0.07318 0.11C
30 p-T1098S Thr Ser 20 Exon: 2-24 0 0
31 p-H1133Q His Gln 21 Exon: 2-23, intron 0.01022 0.003f
32 p-H1235L His Leu 22 Exon: 2-23 0.003990 0.001
33 p.L1515P Leu Pro 25 33 exons, intron 0 0
34 p-V1762M Val Met 29 33 exons 0.0002146 -
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This table shows the main genetic features of the 34 index patients: mutation, amino acid replaced,
amino acid substituent, exon where mutation is located, exons sequenced, minor allele frequency
(MAF) according to Exome Aggregation Consortium (ExAC), MAF according to 1000 Genomes Project,
author and reference.

2.1. Mutation Features

Twenty-five different cysteine-sparing NOTCH3 missense mutations were identified from the
34 patients described in the 18 papers analyzed (Table 1). A complete evaluation of the NOTCH3 exons
was carried out in 29% (8 out of 28) of the patients; therefore, in the other cases it was not possible
to rule out mutations involving cysteine residues. The mutations with the 33 exons analyzed were:
p-R61W [23]; p.R75P [25]; p.D80G [27]; p.G149V [29]; p.R213K [33]; p.L1515P [37]; and p.V1762M [38]
(Table 1).

Amino acid changes involving arginine were present in 44% of the patients, while those involving
proline were present in 26%. Only two mutations were found in exons that do not encode for the ECD:
p-L1515P [37] and p.V1762M [38], which encoded for the ICD.

The search for all mutations in Exome Aggregation Consortium (ExAC) and the 1000 Genomes
Project showed that only p.H1235L [28], p.H170R [30,31], p.S497L [34], p.A1020P [36],
and p.H1133Q [34] were polymorphisms or subpolymorphic variants, as their MAF was >0.1%.

2.2. Clinical Features

Of the 34 probands described in the 18 articles, 33% presented cardiovascular risk factors
such as smoking, hypertension, and/or dyslipidemia. Clinical symptoms included migraine
(93%), stroke (100%), seizures (60%), psychiatric disturbances (100%), pseudobulbar palsy (80%),
and dementia (94%), and gait disturbance was specified in four cases. A family history of stroke
and/or dementia was observed in 96% of the probands (Table 2).

The neuroimaging data revealed that all probands had severe WMH, although 91% did not have
anterior temporal pole involvement.

GOM deposits were found in six out of nine probands (67%). In two of these cases, they were
also found in the proband’s siblings. Specifically, mutations with GOM were: p.R61W [23] in the
symptomatic proband’s siblings, who had the same mutation; p.R75P [24-26]; p.D80G [30] in the
symptomatic proband’s siblings, who had the same mutation; p.R213K [33], p.A1020P [36] (in one
of the two probands); and p.T1098S [26]. However, three out of nine probands had cysteine-sparing
NOTCH3 missense mutations not associated with GOM: p.A1020P [33] (in one of two probands),
p-L1515P [34] and p.V1762M [35]; the latter two were mutations located in the ICD.

A summary of the main characteristics of cysteine-sparing NOTCH3 missense mutations is given
in Table 3.

The table not only summarizes the main characteristics of cysteine-sparing NOTCH3 missense
mutations, but also shows the five criteria required for mutations to be considered potentially
pathogenic: type of mutation, typical clinical CADASIL syndrome, diffuse WMH, whole exon analysis,
mutations that were not polymorphisms and GOM deposition, and the author.
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Table 2. Clinical and demographic data of the patients with cysteine-sparing NOTCH3 mutations.

T Cln. ) Psych.  Pseudb. Gait )
) . Smoker  HT DM Dyslip Migraine  Stroke  Seizure 1 Demen ;
Numb.  Mutation  Origin  Sex "0 7" (_35 (=13) (=1 O"% i1 =1 (=5 Dotwd o Palsy o hg Disuro o)
(Years) =8 (=5 =4
1 PRETW USA E Yes No No Yes 20 Yes Yes E - E R E Yes
2 p-R75P Korea M - Yes No No 53 - Yes - - - Yes - Yes
3 PR75P Korea F No No No No Y - Yes - - - - - Yes
1 PR75P Korea M No Yes No No 6 - Yes - - - Yes - Yes
5 PpR75P Japan ¥ - - - - - - Yes Yes Yes Yes - - Yes
6 p-R75P Japan F - - - - - - Yes Yes - Yes - - Yes
7 PR75P China M - - - - 3 - Yes - Yes - - - No
8 pDSOG  Germany No No No No - No Yes - Yes - Yes Yes Yes
9 pRIOVW  Germany - - - - - - Yes - - - - Yes - Yes
10 pGMY  China ¥ No No No No 39 - Yes - - - - - Yes
11 pQISE Ttaly - - - - - - Yes - - - . Yes - Yes
12 pQISIE  Spain - - - - - - - Yes - - - - - -
13 pHIZR  Spain - - - - - - - Yes - - - - - -
14 pHIZR  Oceania - - - - - - - - - - - - - -
15 pAIST Ttaly - - - - - - Yes - - - - Yes - Yes
16 pA02V  Occania - - . - - - - . - - - - -
17 pRH Traly - - - - - - Yes - - - - Yes - Yes
18 pRMK  Japan M - No No No & Yes Yes No - Yes Yes Yes Yes
19 pRAK  Japan M - No No No 10 Yes Yes - Yes Yes Yes Yes Yes
20 pV2M  Japan ¥ - No No No 71 - Yes No - No Yes Yes Yes
21 pV22M  Russia - - No No - - - - - . - - - -
2 pE3WK Ttaly - - - - - - Yes - - - - Yes - Yes
23 pSW7ZL  Russia - No No - - - - - - - - - -
2 pTS77A  Portugal - - - - - - - - - - - - - -
25 pR592S Ttaly - - - - - - Yes - - - - Yes - Yes
% pVeMD Traly - - - - - - Yes - - - - Yes - Yes
27 pSUSR  Portugal  F - - - - - - Yes Yes Yes - Yes - -
28 pAlO20P  Germany  F - Yes - - Adolesc  Yes - - - - Yes - Yes
29 pAI2P Germany  F - Yes - - - - - - Yes - - - Yes
30 pTI%S  China M - - - - 39 - Yes - Yes - Yes - Yes
3 pHIIBQ  Russia - - No No . - . - - . - - - -
2 pH2BL Iy - - - - - - Yes - - - - Yes - Yes
3 pLISISP  France F No No No No 35 Yes Yes - - - - - Yes
34 pVvIZeM Iy ¥ Yes - - Yes  Childhd  Yes - - Yes - No - Yes
Perc - - - 29% 27% 0% 18% - 93% 100% 60% 100% 80% 94% 100% 96%

Numb: Number; Smoker: current/past smoker; HT: hypertension; DM: diabetes mellitus; Dyslip: dyslipidaemia; Clin. Onset: Clinical Onset; Psych.c
Pseudb.palsy: pseudobulbar palsy; Dem.: dementia; Gait distur: gait disturbance; GOM: Granular osmiophilic material; M: male; F: female; Adolesc: ad
Perc: percentage; * FH: family history; ® LE TP: leukoencephalopathy with anterior temporal pole involvement; * GOM found in proband’s siblings, who
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Table 3. Summary of the main characteristics of cysteine-sparing NOTCH3 missense mutations.

Number Mutation Typical Clinical CADASIL Syndrome WMH Whole Exon Analysis Mutation GO
1 p-R61IW Yes Yes Yes Yes *
2 p-R75P Yes Yes No Yes Ye
3 p-R75P Yes Yes No Yes -
4 p-R75P Yes Yes No Yes -
5 p-R75P Yes Yes Yes Yes -
6 p-R75P Yes Yes Yes Yes Ye
7 p-R75P Yes Yes No Yes Ye
8 p-D80G Yes Yes Yes Yes *
9 p-R107W Yes Yes No Yes -
10 p.G149V Yes Yes Yes Yes -
11 p-Q151E Yes Yes No Yes -
12 p-Q151E Yes Yes No Yes -
13 p-H170R Yes Yes No No -
14 p-H170R Yes NS No No -
15 p-A198T Yes Yes No Yes -
16 p-A202V Yes NS No Yes -
17 p-R207H Yes Yes No Yes -
18 p-R213K Yes Yes NS Yes -
19 p-R213K Yes Yes Yes Yes Ye

20 p-V237M Yes Yes NS Yes -
21 p-V252M Yes Yes No Yes -
22 p-E309K Yes Yes No Yes -
23 p-S497L Yes NS No No -
24 p-T577A NS NS NS Yes -
25 p-R592S Yes Yes No Yes -
26 p-V644D Yes Yes No Yes -
27 p-S978R Yes Yes NS Yes -
28 p-A1020P Yes Yes NS No Ye
29 p-A1020P Yes Yes NS No N
30 p-T1098S Yes Yes No Yes Ye
31 p-H1133Q Yes NS No No -
32 p-H1235L Yes Yes No No -
33 p.L1515P Yes Yes Yes Yes N
34 p.V1762M Yes Yes Yes Yes N

WMH: white matter hyperintensities; GOM: Granular osmiophilic material; NS: not specified; * GOM were found in proband’s sibling, who !
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Therefore, we considered that p.R61W [23], p.R75P [25], p.D80G [27], andp.R213K [33] could
be potentially pathogenic mutations, because they were associated with typical clinical CADASIL
syndrome and extensive WMH in MRI, the 33 NOTCH3 exons were analyzed and no other potential
pathogenic mutations were found; they had an MAF < 0.1% (ExAC, 1000 Genomes Project) (confirming
that they are not common polymorphisms) and GOM deposits were observed in the skin biopsy.
(The criteria for considering mutations as potentially pathogenic are explained in the Material and
Methods section).

In relation to co-segregation of these potentially pathogenic mutations, Mizuno et al. [25] studied
the relatives of probands with the p.R75P mutation. Those with clinical CADASIL and typical MRI
findings had the same p.R75P mutation, and the asymptomatic relative did not carry the mutation.
For p.D80G, two sisters and one brother with clinical CADASIL typical syndrome and extensive
WMH shared the same mutation, and the other asymptomatic brother did not share it. In addition,
the symptomatic brother had GOM in his skin biopsy, unlike the asymptomatic one. Segregation
analysis was not performed for p.R61W or p.R213K.

Of the ten probands that carried one of these four mutations, 80% were Asian, 60% had the p.R75P
mutation and just one of the probands (p.D80G) had temporal pole involvement.

Polyphen-2 analysis indicated that p.R61W, p.D80G, and p.R75P could be possible damaging
mutations (Table 4).

Table 4. Polyphen-2 results and domain localization of the selected mutations.

Mutation Score Confidence Domain Prediction

Sensitivity: 0.76

R61W 0.773 Especificity: 0.86 EGF-like 1 Possibly damaging
R75P 0.884 g:;:l;lv;ftyy :%"7819 EGFlikel  Possibly damaging
D80G 0.694 s:;:g}lvclftyy S EGRlke2  Possibly damaging
R213K 0171 Semsitivity: 089 b o hkes Benign

Especificity: 0.72

3. Discussion

In this systematic review, we conducted a thorough search for cysteine-sparing NOTCH3 missense
mutations in patients with typical clinical CADASIL syndrome in order to determine whether these
mutations could be considered pathogenic and to describe the patients that carry this type of mutation.

We excluded nonsense and insertion/deletion mutations because they lead to a numerical cysteine
alteration, as Rutten et al. described in a previous article [8].

The literature and gene databases describe 34 patients with 25 different cysteine-sparing NOTCH3
missense mutations. These 25 mutations included two in exons that encode for the ICD. The patients
presented typical clinical CADASIL syndrome with migraine, psychiatric disturbances, early onset of
stroke and /or dementia, and diffuse WMH in the MRI.

We believe there are four possible pathogenic cysteine-sparing NOTCH3 missense mutations:
p-R6IW [23], p.R75P [25], p.D80G [27], and p.R213K [33]. These mutations were located in EGF-like
repeats. We think they are possible pathogenic mutations because patients presented typical clinical
CADASIL syndrome and MRI profiles, no additional mutations were found in the gene, they do
not represent low-frequency polymorphisms or subpolymorphic variants, and GOM deposits were
found in their skin biopsy. A familial co-segregation was observed for p.R61W [23], p.D80G [27] and
p-R75P [8,25], but not for p.R213K, because symptomatic relatives were not evaluated. In addition,
Polyphen-2 analysis predicted that p.R61W, p.D80G, and p.R75P, but not p.R213K could be possibly



Int. J. Mol. Sci. 2017, 18, 1964 80f13

damaging mutations. Taking into account the information published in the literature these mutations
can be considered possible pathogenic mutations.

Of the 10 probands with these four mutations and CADASIL patients with cysteine mutations,
non-significant clinical or demographic differences were observed in migraine, stroke, or dementia.
However, WMH in the anterior part of the temporal pole were practically absent in these
cysteine-sparing NOTCH3 missense mutations. As mentioned previously, WMH in the temporal
pole has a reported 89-95% sensitivity and 80-86% specificity for CADASIL in Caucasian patients [14]
and a prevalence of 44.8-71% [16] in Asian populations. Therefore, considering that 80% of patients
in the review were Asians, at least four to five patients with temporal pole involvement should be
expected in CADASIL due to cysteine mutations. Therefore, we believe that absent temporal pole
involvement could be a characteristic of cysteine-sparing NOTCH3 missense mutations.

Rutten et al. performed an extensive search of all types of NOTCH3 mutations in order to provide
information on their interpretation [8]. Regarding the cysteine-sparing NOTCH3 missense mutations,
they studied 10 articles with 11 different mutations corresponding to p.R61W, p.R75P, p.Q151E,
p-H170R, p.A202V, p.R213K, p.V237M, p.T577A, p.S978R, p.A1020P, and p.Y1098S. They concluded
that these mutations were not associated with CADASIL, but p.R75P fulfilled all their criteria: (1) a
complete evaluation of the NOTCH3 gene to rule out a typical cysteine-altering mutation in another
exon; (2) the mutations were not polymorphisms; (3) a familial co-segregation was proven; and (4) the
clinical diagnosis was confirmed through the observation of GOM deposits in the skin biopsy.

This systematic review updates the interesting work of Rutten et al. [8], taking into consideration
three of the four criteria that they applied, excluding the lack of familiar segregation criterion [8].
We were able to add new information and conclusions stemming from the publication of new articles
with a total of 25 different mutations, in contrast to the 11 found previously by Rutten et al. Of the four
mutations considered potentially pathogenic in our systematic review, p.R75P was already mentioned
by Rutten et al. in their reference to Mizuno et al. In this review, we added information from two
new articles with a total of four new patients. Regarding p.R213K, Rutten et al. did not consider this
mutation as potentially pathogenic because familial co-segregation was not proven. However, we did
not define familial co-segregation as an exclusion criterion because it is not always possible to analyze
relatives or there may be no live relatives.

The genetic analysis technique was not specified for p.R61W, so Rutten et al. suggested the
possibility of using a technique that would not detect other mutations.

Finally, p.D80G was not studied previously by Rutten et al., but applying their criteria and ours,
it is a pathogenic mutation.

In several cases, the conclusions of these articles are supported by bioinformatics and functional
studies that have revealed the possible pathogenic effect of the mutations [37,39]. Mizuno et al.
suggested that changes in NOTCHS3 structure could be related to the replacement of an amino acid by
proline (without cysteine involvement), because three-dimensional structure studies have shown that
it helps to stabilize the -sheet [25]. This may lead to a conformational change in the protein. Another
study observed that several of these atypical mutations were associated with structural changes
in the NOTCHS3 receptor [39], similar to the mechanism observed for typical mutations involving
cysteines. Thus, in addition to changes in the number of cysteines, mutations involving other amino
acids could also lead to misfolding of the receptor. In the same way, in vitro studies with p.R75P,
p-D80G, and delta88-91 have shown significantly enhanced aggregation similar to that of cysteine
mutations [27].

With regard to limitations, we should consider the low number of cases reported so far, as well
as the high number of Asian reports that could skew the frequencies of different features in this
population. In order to avoid this last limitation, we compared some important characteristics (such as
the temporal pole affectation) to their frequency in the Asian population.

Another limitation is that the analyses of p.R213K [33] to rule out other mutations in the NOTCH3
gene were performed using single-strand conformational polymorphism (SSCP) analysis, which does
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not detect other mutations, unlike the standard and reliable Sanger sequencing. In the case ofp.R61W,
the genetic analysis technique was not specified.

Furthermore, we did not consider a small deletion (delta88-91) that does not directly involve a
cysteine residue in the ECD of NOTCHS3 [39]. This would have enriched our review, but could have
compromised the reliability of our conclusions. This deletion was reported in an Italian family with
typical clinical CADASIL syndrome and diffuse WMH, without anterior temporal pole involvement.
In addition, the proband’s skin biopsy showed GOM deposits. This mutation was also observed in the
only symptomatic relative. The asymptomatic relatives did not carry any NOTCH3 mutations.

Another limitation was combining ECD and ICD mutations in our review. The aim here was
to review typical clinical CADASIL syndrome with cysteine-sparing NOTCH3 missense mutations
to determine whether they were associated with CADASIL. In any case, ICD mutations were not
considered pathogenic because GOM deposits were absent.

4. Materials and Methods

An extensive literature search was performed up to November 2016 on PubMed, Google Scholar,
EMBASE, LILACS, Trip Database, and the Cochrane Library, as well as in “The Human Gene Mutation
Database” (http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php), with the key words: “CADASIL cysteine”,
“NOTCHS3 cysteine”, and “NOTCH3 polymorphism”, in order to collect data about cysteine-sparing
NOTCH3 missense mutations that were associated with typical clinical CADASIL syndrome.

A total of 244 studies were found. Probands had typical clinical CADASIL syndrome and a
cysteine-sparing NOTCH3 missense mutation (Figure 1) in 18 articles. Studies that analyzed other
diseases or endophenotypes, such as patients with diffuse WMH instead of a typical clinical CADASIL
syndrome, were excluded.

Only those articles that described missense mutations confirming an absence of cysteine
involvement were selected. Therefore, nonsense, intronic, insertion, and deletion mutations were
excluded because they can lead to cysteine number alterations, through the shortening of the protein
(in the case of nonsense mutations) [40,41] and or through changes in the open reading frame (in the
case of insertion-deletions) as described previously [8,42].

In addition, we excluded several studies describing mutations that were already known
polymorphisms, suggesting a negative pathogenic role, as well as an article by Ueda et al. [16],
as it was difficult to identify who was the proband and who was the relative of the patient with the
typical clinical CADASIL syndrome.

We collected data on epidemiological, clinical, genetic, and neuroimaging characteristics, such as
temporal pole involvement, as well as existence of skin biopsies. We used the IBM SPSS statistics
software package, version 22, for the frequencies analysis.

Mutations were considered potentially pathogenic when they fulfilled the following criteria:
(1) the patients had typical clinical CADASIL syndrome; (2) the patients had diffuse WMH in MRI;
(3) the study analyzed the 33 exons of the NOTCH3 gene to rule out other pathogenic mutations; (4) the
mutation had a MAF < 0.1%, since CADASIL is a low prevalence disease and it is therefore necessary
to rule out low-frequency polymorphisms (MAF < 5%) and subpolymorphic variants (frequency
0.1-1.0%) that could represent rare variants and not disease-causing mutations. To establish the
MAF, we used the ExAC database, containing genetic information on 60,706 unrelated individuals
(http:/ /exac.broadinstitute.org), and the 1000 Genomes Project database, containing the genetic
information of 1000 individuals from different ethnicities (http://www.internationalgenome.org/
1000-genomes-browsers/); and lastly (5) the patient had GOM deposits in the skin biopsy because
this represents a specificity of 100% for CADASIL diagnosis. Finally we analyzed with Polyphen-2
tool the pathogenic prediction of the selected mutations that we considered potentially pathogenic
(http:/ /genetics.bwh.harvard.edu/pph2/).
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Figure 1. Flow diagram of the literature review. This detailed flow diagram depicts the search and
selection processes.

5. Conclusions

We believe that the cysteine-sparing NOTCH3 missense mutations p.R61W, p.R75P, p.D80G,
and p.R213K could be potentially pathogenic, and we found familial co-segregation forp.R61W,
p-R75P, and p.D80G. Different studies confirmed an altered NOTCH3 structure or proaggregatory
properties due to these changes. Thus, cysteine-sparing NOTCH3 missense mutations are associated
with typical clinical CADASIL syndrome and a typical MRI profile, mostly without anterior temporal
pole involvement.

Further studies are necessary to clarify the role of these cysteine-sparing NOTCH3 missense
mutations in CADASIL to be able to interpret them properly to reach a correct diagnosis. Likewise,
an improved understanding of this kind of mutation would be important to clarify whether other
mechanisms, apart from disulfide bond-mediated misfolding due to an odd number of cysteines,
play a major role in the development of CADASIL, such as a receptor misfolding produced by other
amino acids.
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CADASIL Cerebral autosomal dominant arteriopathy with subcortical infarcts and
Leukoencephalopathy

ECD Extracellular domain

EGF Epidermal growth factor

ICD Intracellular domain

MRI Magnetic resonance imaging

WMH White matter hyperintensities

GOM Granular osmiophilic material

MAF Minor allele frequency

ExAC Exome aggregation consortium
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