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ABERTO - Analisis genético de un nuevo TSC1
Mutacion de empalme que causa
esclerosis tuberosa sin fenotipos
neurologicos

Xiu4juanYao1,4, Ying Lin2,4, Jing Zou1,4, Zun-lin Cai1,4, Zi-Yan Xu1,4, Xiao-qin Li1,4, Qian Chen1,
Hong-pingYu1, Jian-hui Zhang1, Dan-dan Ruan1, Mei-zhuGao3, Li Zhang3, Jie-wei Luo1 'y
Bao-song Xie1

El complejo de esclerosis tuberosa (CET) es un trastorno genético autosémico dominante que se caracteriza por el desarrollo

de tumores benignos y lesiones en multiples sistemas organicos. El sindrome se origina por mutaciones heterocigotas en

TSC1 o TSC2. En este estudio, identificamos una familia con un complejo de esclerosis tuberosa ( CET) en TSC1.

La mutacion ¢.363+668G>C presenta diversos fenotipos clinicos. El probando y los miembros de la familia afectados

presentaron hiperplasia neumocitica nodular multifocal (MMPH), hamartomas renales, hiperplasia de médula 6sea y
linfangioleiomiomatosis pulmonar (LAM). El analisis de cosegregacion genética confirmé la asociacion entre la mutacion y el
fenotipo clinico. El analisis de cosegregacion genética demostré que la mutacion ¢.363+668G>C de TSC1 se asocid
consistentemente con las caracteristicas clinicas observadas en esta familia. Mediante secuenciacién de Sanger de primera
generacion, se identific una variacion de empalme heterocigética ubicada en el intrén 5 de TSC1 (NM_000368.5). Los resultados in
vitro de Minigene en células y familias muestran que la mutacién TSC1 ¢.363+668G>C puede conducir a la retencién anormal

de la secuencia intronica de 92 pb en diferentes posiciones, lo que puede estar relacionado con el fenémeno de empalme
alternativo que el mismo gen produce diferentes variantes de empalme en diferentes tejidos o etapas de desarrollo. El analisis

de la estructura de la proteina 3D utilizando Chimera revel6 que el sitio de la mutacién se localizaba en la base 363, dentro del
intrén entre los aminoacidos 121 y 122. Esta mutacion resulté en la inserciéon de una secuencia de 92 bases, causando un

cambio de marco que condujo a la terminacion prematura de la proteina TSC1 después de la traduccion de 26 aminoacidos.
Ademas, el aminoacido 121 se alterd de lisina a asparagina, acortando significativamente la proteina TSC1 mutada . Estos
hallazgos proporcionan evidencia experimental critica que respalda el posible mecanismo patogénico de la mutacion TSC1
¢.363+668G>C. Las investigaciones futuras deberian centrarse en validar esta anomalia de empalme en células o tejidos derivados
de pacientes e investigar su impacto en la expresién de proteinas y la actividad funcional para comprender mejor su papel en la
progresion de la enfermedad.

Numero de ensayo clinico: K2024-09-144.

El complejo de esclerosis tuberosa (TSC) es un trastorno genético autosémico dominante poco comuin que afecta a multiples sistemas
de 6rganos en todas las razas y etnias1 . La incidencia global se estima en aproximadamente 1 en 6.000 a 10.000 individuos2 . El
TSC es causado principalmente por mutaciones heterocigotas en los genes TSC1 (ubicado en el cromosoma 9q34) o TSC2 (en el
cromosoma 16p13)3 , que codifican las proteinas hamartina y tuberina, respectivamente. Los perfiles de mutacién de los genes TSC1
y TSC2 difieren significativamente. Las mutaciones de TSC1 involucran predominantemente mutaciones sin sentido truncadas, asi
como pequenias inserciones o deleciones, con relativamente pocas mutaciones sin sentido confirmadas funcionalmente4,5 .
En cambio, las mutaciones de TSC2 se observan con mayor frecuencia como mutaciones sin sentido y grandes
reordenamientos genoémicos2 . Hasta la fecha, se han identificado mas de 1800 mutaciones puntuales asociadas con TSC. En concreto, 449
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mutaciones en el gen TSC1 (https://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=TSC1) y se han catalogado 1.432 mutaciones en el
gen TSC2 (https://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=TSC2) en la base de datos HGMD.
Estas mutaciones patogénicas a menudo resultan en la activacion constitutiva de la via de la diana mamifera de la rapamicina
(mTOR). Esta desregulacion altera el crecimiento y la proliferacion celular normales, lo que contribuye al desarrollo de
caracteristicas patoldgicas relacionadas con la TSC6 . Los pacientes con mutaciones de la TSC muestran diferencias individuales
significativas en las caracteristicas clinicas, y a menudo manifiestan una amplia gama de afectacion multisistémica que afecta al
cerebro, los pulmones, los rifiones, el corazon y la piel. Por ejemplo, aproximadamente dos tercios de los pacientes con TSC
desarrollan rabdomiomas cardiacos, que pueden aparecer como lesiones Unicas o multiples. En los rifiones, los angiomiolipomas
renales y los quistes renales son tumores comunes. Las manifestaciones cutaneas con frecuencia incluyen maculas
hipopigmentadas, angiofibromas faciales, placas de piel de tiburén y fibromas periungueales de los dedos de las manos y de los
pies7 . Ademas, pueden ocurrir trastornos neurolégicos y mentales como convulsiones, trastorno del espectro autista y deterioro cognitivo.
Cabe destacar que las mutaciones del gen TSC presentan una fuerte asociacién con enfermedades pulmonares. Las
presentaciones clinicas comunes incluyen linfangioleiomiomatosis (LAM), hiperplasia neumocitica micronodular multifocal (MMPH)
y derrames quilosos8 . El objetivo principal de este estudio es informar sobre una nueva mutacion de splicing en el gen TSC1,
identificada durante la evaluacion clinica, y caracterizar las diversas manifestaciones clinicas de la esclerosis tuberosa observadas
en la familia afectada. Ademas, realizamos una investigacion preliminar sobre los mecanismos patogénicos subyacentes a esta
mutacion de splicing, lo que proporciond nuevos conocimientos sobre su papel en el desarrollo de la enfermedad.

Materiales y métodos

Sujetos de investigacion

Un andlisis de una familia Han de Fujian, China, revel6 que el probando (Il11) es una mujer de 44 afos diagnosticada con complejo
de esclerosis tuberosa (TSC1). Entre sus familiares, se identificaron otros cuatro individuos (l113, 112, 116 e 11) como portadores de
la mutacién del gen TSC1, mientras que se confirmé que nueve miembros de la familia (1112, 114, 1115, 111, 113, 114, 115, 117 e 12)
estaban sanos sin la mutacion. Todos los individuos afectados de esta familia cumplieron con los criterios de diagndstico clinico
para TSC establecidos en 2012, lo que subraya la diversidad fenotipica y la base genética de la enfermedad .

Se recopilaron los antecedentes médicos y datos clinicos relevantes de los miembros de esta familia, incluyendo tomografias
computarizadas de alta resolucién (TCAR) de térax, tomografias computarizadas con contraste, resonancias magnéticas (RM),
tomografias PET-TC, resultados de pruebas de laboratorio y hallazgos histopatolégicos. Se construyé un arbol genealdgico de la
familia y se analizé la correlacién entre los fenotipos clinicos identificados y las mutaciones genéticas para comprender mejor los
mecanismos patogénicos subyacentes a la CET.

Extraccion de ADN y deteccion de mutaciones genéticas
Se emplearon técnicas de genética molecular para detectar mutaciones en los genes TSC1y TSC2 . EI ADN genémico se extrajo

de muestras de sangre mediante un kit comercial (Jinyu Inspection Company, Guangzhou, China) mediante un método en
columna. La concentracién y la pureza del ADN se determinaron con un espectrofotémetro NanoDrop (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EE. UU.) para garantizar que la calidad cumpliera con los requisitos de los experimentos posteriores. Se disefiaron
cebadores especificos para todos los exones e intrones flanqueantes de los genes TSC1y TSC2 . Estas regiones se amplificaron
posteriormente mediante ADN polimerasa de alta fidelidad.

Tras la purificacion del producto de PCR, se realiz6 la secuenciacion con el kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.) y se analizé6 mediante electroforesis capilar en un analizador de ADN ABI Prism3730
(Applied Biosystems). Los datos de secuenciacion se analizaron con el software Sequencher (Gene Codes Corporation, Ann Arbor,
MI, EE. UU.) y se compararon con la secuencia de referencia del genoma humano (GRCh37/hg19) para identificar posibles sitios
de mutacion. Las secuencias de los cebadores directos (extremo F) e inversos (extremo R) fueron las siguientes:

F-end: tgtaaaacgacggccagtATTCTCACCAATCCATTAATTAGAT;

Extremo R: caggaaacagctatgaccACTCAGGGTTATTTGTTTAATCTGT.

Se emplearon herramientas bioinformaticas, como BAMtools y GATK, para predecir la patogenicidad de la mutacién sin
sentido recién descubierta. Ademas, se evalud la patogenicidad de las mutaciones conocidas consultando bases de datos como
la Base de Datos de Mutaciones Genéticas Humanas (HGMD) y bases de datos especializadas de mutaciones TSC1/TSC2, que
proporcionan informacién depurada sobre mutaciones previamente descritas y su relevancia clinica.

RT-gPCR

El A(F‘{N total se aisl6 de células HEK293T utilizando el reactivo de aislamiento TRIPURE (11667165001, Roche, Swit) segun el
protocolo del fabricante. La sintesis de ADNc de primera cadena se realiz6 con el reactivo maestro para q°PCR SYBR Green
(25325100, Roche) en una reaccién de 20 uL que contenia 5x All-in-One RT Mix (4 pL), 1 upg de ARN molde, 1 yL de mezcla de
cebadores (1 pL de cada uno, cebadores directos e inversos) y agua sin nucleasas. El programa de transcripcion inversa se
realizé a 37 °C durante 10 min, 55 °C durante 15 min y 95 °C durante 3 min. El ADNc se diluy6 1:20 en agua sin nucleasas y la
PCR cuantitativa se realiz6 en un sistema Bio-Rad CFX96™. Las secuencias de los cebadores se muestran en la Tabla 1.

Deteccion de minigenes in vitro
EI ADN gendmico del paciente se utilizé como molde para amplificar mediante PCR el fragmento génico (aproximadamente 500

pb) que contenia la mutacién diana y su secuencia flanqueante. La secuencia silvestre también se amplificé como control. Tras la
purificacion, los productos de PCR se clonaron en el vector de captura de exones pSPL3 (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.)
utilizando las enzimas de restriccion Kpnl y BamHI. Tras la secuenciacion, los plasmidos recombinantes se transfectaron en
células HEK293T (ATCC, Manassas, VA, EE. UU.). Tras 48 h de transfeccion, se extrajo el ARN total con el reactivo TRIzol
(Invitrogen) y se traté con DNasa | (Thermo Fisher Scientific) para eliminar cualquier contaminacién del ADN gendmico.
Posteriormente, el ARN se transcribié de forma inversa a ADNc utilizando SuperScript.
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Nombre del cebador|Secuencia del cebador

hTSC1 qRT F1 GTTCTTGCCATGCTGGACTC

hTSC1 gqRT R1 TCTTGCAAGGTGGTCAGGAT

hTSC1 qRT F2 ACCAGCCTTATGCTGACAC

hTSC1 qRT R2 CCATAGATGGCTCCAAAGA

hTSC1 qRT F3 GGAAGATGGTGTGCCCTCTA

hTSC1 gRT R3 GCGGATCTCATCTGAAGGAG

hTSC1 qRT F4 AATGACGGGTGCTCAGATTC

hTSC1 qRT R4 GTAGAAAGCTCGCTGCTGCTGCT
hGAPDH F AGAAGGCTGGGGCTCATTTG

hGAPDH R AGGGGCCATCCACAGTCTTC

Tabla 1. Cebadores para qRT-PCR.

11l transcriptasa inversa (Invitrogen). Se realiz6 la amplificacion por PCR del ADNc con cebadores especificos del transportador, y

los productos se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa. Se extrajo la banda diana del gel y se realizé la secuenciacion
de Sanger para determinar el patrén de empalme. Ademas, se utilizé PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR) para evaluar la
abundancia relativa de los diferentes productos de empalme.

Deteccion de minigenes familiares

El molde de ARN, la mezcla RT All-In-One 5% y el agua DEPC se disolvieron inicialmente en hielo. Se preparé un sistema de
reaccion estandar de 20 L con los siguientes componentes: 4 pL de la mezcla RT All-In-One 5x, 1 ug de molde de ARN, 1 pL de
mezcla de cebadores y agua DEPC para ajustar el volumen final a 20 pL. La mezcla se agit6é vigorosamente en vortex y se centrifugd
brevemente para recoger la solucion residual de las paredes del tubo. Las condiciones de termociclado consistieron en incubaciones
secuenciales a 37 °C durante 10 min, 55 °C durante 15 min y, finalmente, 95 °C durante 3 min. El procesamiento posterior a la
reaccion incluyé una breve centrifugacion seguida de un almacenamiento prolongado a -20 °C. Las muestras de ARN retrotranscritas
se sometieron posteriormente a amplificacion por PCR en condiciones estandarizadas, y los productos resultantes se prepararon

para la secuenciacion. Las secuencias de cebadores especificas utilizadas fueron:
PCR F de TSC1: 5-CAAGCACCTCTTTTGCCTTC-3';
PCR TSC1 R: 5'-CATGGTCCTTGGATCCAGTC-3".

Deteccion de MPLA

Primero, retire la sonda MLPA y el tampdn, y deje que se fundan a temperatura ambiente. Luego, centrifugue brevemente.

Agite la premezcla de hibridacién para mezclarla uniformemente y centrifugiela brevemente para su uso posterior. A continuacion,
afiada 3,0 pL de la premezcla de hibridacién al ADN desnaturalizado y pipetee suavemente para asegurar una mezcla completa.
Coloque el tubo de PCR en el instrumento de PCR, ajustando el volumen de reaccion a 8 pL. Prepare el sistema de reaccién de
ligacion de ligasa-65 e incube la mezcla a 60 °C durante 16 h. Después, enfrie la mezcla a 54 °C durante aproximadamente 1 min.
Abra la tapa caliente del instrumento de PCR y afiada 32 pL de la mezcla de ligasa-65. Vuelva a colocar el tubo de PCR en el
instrumento de PCR, ajustando el volumen de reaccién a 40 pL. En hielo, prepare la mezcla de PCR (PM) y afiada 10 yL de PM a
los tubos que contienen los productos de reaccion a temperatura ambiente. Pipetee y mezcle suavemente el contenido. Luego,
coloque los tubos de PCR en el instrumento y ajuste el volumen de reaccién a 50 uL. Finalmente, analice los datos experimentales
con el software GeneMapper.

Examen histolégico e inmunohistoquimico de muestras de pulmén

Siguiendo las instrucciones del fabricante, el tejido pulmonar del paciente 111 se fijé primero con formaldehido al 10%.

El tejido se incluyd en parafina y las secciones incluidas en ella se tifieron con hematoxilina-eosina (HE) para su analisis
histopatoldgico. La tincién inmunohistoquimica se realizé con los anticuerpos Ki67 (RMA-0542, Fuzhou Mai-xin Biotech, China),
CK7 (Mab-0828, Fuzhou Mai-Xin Biotechnology, China) y TIF1 (Mab-0599, Fuzhou Mai-Xin Biotechnology, China).

Prediccion informativa de la estructura proteica de TSC1 ¢.363+668G>C

La secuencia de la proteina TSC1 se descargé de la base de datos de estructura de proteinas AlphaFold (https://alphafold.
com/entry/Q92574). Esta secuencia se visualizé posteriormente con el software Chimera10, que permite el analisis detallado de las
estructuras proteicas.

Etica y consentimiento

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital Provincial de Fujian (K2024-09-144). Antes de participar, todos los
familiares reclutados fueron informados sobre el propésito, los procedimientos y los posibles riesgos del estudio, y firmaron
voluntariamente un formulario de consentimiento informado, lo que garantiza su comprensién y aceptacion de participar. Esto
confirma que todos los experimentos se realizaron de acuerdo con las directrices y regulaciones pertinentes.
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Resultados

fenotipo clinico

Se evaluaron las manifestaciones clinicas de cuatro pacientes con mutaciones del gen TSC1 (llI1, 112, I3 y 116) y nueve
familiares sanos restantes en la familia. Todos los individuos afectados exhibieron manifestaciones cutaneas en forma de
manchas de piel de tiburén. El diagrama familiar, que se muestra en la Fig. 1a, ilustra las relaciones: los circulos representan
mujeres, los cuadrados representan hombres y los individuos con mutaciones TSC1 estan marcados en verde. El probando
esta indicado por una flecha y las marcas inclinadas denotan familiares fallecidos. En esta familia, el probando (Il11) present6
principalmente nédulos pulmonares, exhibiendo el fenotipo MMPH. Los otros pacientes afectados (1113, 112, 116) mostraron
caracteristicas de nédulos linfaticos y renales. El abuelo del probando (11), al revisar su historial médico, se encontré que habia
tenido tanto MMPH como manchas de piel de tiburén, y ha fallecido.

La probando (l111) es una mujer de 44 afios que no presenta sintomas clinicamente significativos, como convulsiones o
pérdida de vision. La resonancia magnética cerebral reveld una ligera hiperintensidad en las secuencias T1y T2 en el I6bulo
frontal izquierdo, junto con una sefial T2-FLAIR ligeramente elevada. Estos hallazgos sugirieron una lesién desmielinizante o
un foco isquémico (Fig. 2b-c). Durante una exploracién fisica rutinaria, una tomografia computarizada (TC) de térax reveld una
opacidad en vidrio deslustrado en el I6bulo superior del pulmén izquierdo, de aproximadamente 3,7 cm x 1,6 cm, con
truncamiento de los bronquios correspondientes. Ademas, se observaron multiples nédulos en vidrio deslustrado en ambos
pulmones, el mayor de los cuales media aproximadamente 0,5 cm de didametro (Fig. 2d-g).

Para investigar mas a fondo la naturaleza de la sombra pulmonar, el paciente se sometié a una cirugia toracoscépica para
extirpar el lébulo superior izquierdo. Podemos observar que la hiperplasia nodular de las células epiteliales alveolares
multifocales de MMPH a aumentos de x50, x100, x200 y x400 han demostrado que las células epiteliales alveolares proliferan,
y la mayoria de las células muestran caracteristicas atipicas. El volumen tanto de las células como de sus nucleos aumenta, y
se observan pseudoinclusiones o nucléolos en algunos nucleos (Fig. 3a-d). El examen patolégico confirmé la presencia de
adenocarcinoma pulmonar multicéntrico (Fig. 3f), con el nédulo mas grande ubicado en el segmento lingual, que se clasifico
como adenocarcinoma invasivo (90% tipo adherente, 7% tipo acinar y 3% tipo solido) (Fig. 3g).

El tumor invadié la membrana pulmonar, provocando la rotura de fibras elasticas, pero no se extendié mas alla de ella. Los
nodulos restantes eran compatibles con adenocarcinoma in situ, algunos acomparados de
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Fig. 1. (a) Diagrama familiar de la mutacién TSC1 ¢.363+668G>C reportada en este estudio. Los circulos representan mujeres
y los cuadrados hombres. Los pacientes con la mutacion del gen TSC1 estan marcados en verde. El probando esta indicado
por una flecha. Las lineas diagonales indican fallecimiento. En esta familia, cuatro pacientes supervivientes muestran una
considerable heterogeneidad fenotipica clinica. La condicion del probando se caracteriza principalmente por nddulos
pulmonares (como MMPH), mientras que otros presentan nédulos linfaticos (como LAM). (b) Mapa de secuenciacion

de Sanger de primera generacion de la mutaciéon TSC1 ¢.363+668G>C. Cuando se produce la mutacién G—C, la

sefial originalmente unimodal se vuelve bimodal. (c) Mapa de secuenciacion de Sanger de primera generacion del tipo
silvestre TSC1. En ausencia de mutacion, la sefial correspondiente a esta base es unimodal.
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L3

Fig. 2. a. Manchas de cuero de tiburdn en la parte posterior del tronco del probando. b, c. La resonancia magnética cerebral revel6 una ligera

hiperintensidad en las secuencias T1y T2 en el I6bulo frontal izquierdo, junto con una sefial T2-FLAIR ligeramente elevada. Estos
hallazgos fueron sugestivos de una lesién desmielinizante o un foco isquémico. dg. La tomografia computarizada de térax de la

ventana pulmonar del probando mostré multiples nédulos en vidrio deslustrado distribuidos en ambos pulmones, con un tamario que
variaba de 0,2 a 0,5 cm. Ademas, se observé una sombra de densidad mixta en vidrio deslustrado en el l6bulo superior del pulmén
izquierdo, con el bronquio correspondiente apareciendo truncado. h, i. La tomografia computarizada de térax del padre del probando
mostro estructuras pulmonares normales sin nddulos ni lesiones en los sacos aéreos identificados. jl. La tomografia computarizada de torax
del primo del probando reveld sacos aéreos distribuidos uniformemente de tamafios variables en ambos pulmones.

Hiperplasia adenomatosa atipica (Fig. 3e). La mayoria de estos nédulos tenian un tamafio de entre 0,2 y 0,6 cm. Los examenes histolégicos
y patolégicos moleculares sugieren que estos nodulos representan hiperplasia epitelial alveolar nodular multifocal (Fig. 3a-d). La ecografia
Doppler color abdominal total reveléd multiples quistes renales y hamartomas en el rifién izquierdo del paciente. Las tomografias PET-CT de
cuerpo entero mostraron multiples lesiones osteogénicas en las vértebras cervicales, toracicas, lumbares y sacras, asi como en el ileon
bilateral y las costillas (Fig. 4). La ecografia Doppler color cardiaca sugirio la presencia de rabdomioma cardiaco. La biopsia de médula 6sea
confirmé hiperplasia medular activa, predominantemente hiperplasia eritroide, siendo los glébulos rojos jévenes los mas comunes (Fig. 3h).
En la parte posterior del tronco del paciente, se observaron multiples manchas de piel de tiburén (Fig. 2a).

La resonancia magnética craneal del paciente no mostré lesiones compatibles con displasia cortical, nédulos subependimarios ni astrocitoma
de células gigantes. Todas las manifestaciones clinicas mencionadas cumplen los criterios diagnésticos del complejo de esclerosis tuberosa
(CET).

Al padre del probando (112), un hombre de 86 afios, le extirparon un tumor del rifién derecho hace 20 afos.

La anatomia patoldgica postoperatoria confirmé cancer renal y revelé multiples quistes renales. Asimismo, se observaron manchas polimérficas
de piel de tiburén en la espalda. Sin embargo, la tomografia computarizada de térax no revelé hallazgos significativos (Fig. 2h, i), ya que no
se observaban signos clinicos, cumpliendo Gnicamente los criterios diagnésticos primarios y secundarios de CET.

La prima del probando (I113) es una mujer de 45 afios que refirié tos y disnea después del ejercicio. La tomografia computarizada de térax
mostré cambios difusos en los alvéolos pulmonares, compatibles con LAM (Fig. 2j-1). Al igual que en los dos pacientes anteriores, se
observaron manchas de piel de tiburén en su cintura. No se identificaron otras manifestaciones relacionadas con la CET. Con base en estos
hallazgos clinicos, cumple los criterios diagnosticos de CET.

El tio del probando (116) es un hombre de 80 afios. Durante la exploracion fisica, se observaron cambios difusos en los alvéolos
pulmonares, lo que nuevamente sugiere la presencia de LAM. También se observaron manchas de piel de tiburén en su espalda, similares a
las de los demas familiares afectados.

Analisis de mutaciones de las lineas germinales TSC1y TSC2
La region codificante y las uniones intrén-exon de los genes TSC1y TSC2 se secuenciaron mediante secuenciacion de Sanger.

Ademas, se analizaron los 23 exones de TSC1 y los 42 exones de TSC2 mediante el método MLPA para descartar deleciones de fragmentos
grandes o mutaciones repetidas. En el paciente 1, se identific una variacién de empalme heterocigética en el intron 5 del gen TSC1
¢.363+668G>A (NM_000368.5). Esta mutacién se habia descrito previamente en una familia con hiperplasia multifocal de células pulmonares
nodulares pequefias. En nuestro estudio, también detectamos la misma mutacién puntual.
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Fig. 3. (a) Hiperplasia nodular de células epiteliales alveolares multifocales de MMPH a 50 aumentos. El pulmén muestra
pequefios nddulos dispersos, multifocales y bien definidos. (b) Hiperplasia nodular multifocal de células epiteliales alveolares de
MMPH a 100 aumentos. La cavidad alveolar se estrecha o colapsa, con proliferacién de células epiteliales alveolares. (c)
Hiperplasia nodular multifocal de células epiteliales alveolares de MMPH a 200 aumentos. (d) Hiperplasia nodular multifocal

de células epiteliales alveolares de MMPH a 400 aumentos. Las células epiteliales alveolares proliferan, y la mayoria

de las células muestran caracteristicas atipicas. El volumen tanto de las células como de sus nuicleos aumenta, y se observan
pseudoinclusiones o nucléolos en algunos nucleos. (e) AAH con aumento de x200.

Las lesiones pequefas y localizadas (generalmente 0,5 cm) muestran células alveolares proliferadas, que son redondas,
cuboidales o de forma columnar baja, con nucleos redondos u ovalados. Estas células muestran displasia leve a moderada

y revisten las paredes alveolares, extendiéndose ocasionalmente hacia los bronquiolos respiratorios. A menudo, hay espacios
entre las células y las células no forman grupos continuos. (f) Adenocarcinoma AlS in situ con un aumento de x200. Esta
compuesto de epitelio alveolar tipo Il o células de Clara, con células cancerosas que crecen estrictamente a lo largo de la

pared alveolar original. No hay evidencia de otros patrones de crecimiento, como infiltracion intersticial, infiltracion vascular o
pleural, o propagacion a las vias respiratorias. (g) MIA con un aumento de x200. Parte de la cavidad alveolar esta estrecha

y colapsada, con una proliferacion homogénea y suave de células epiteliales alveolares a lo largo de la pared alveolar. Esto forma
un adenocarcinoma no mucinoso con un foco de infiltracion menor de 5 mm. (h) Mapa de lesiones de biopsia de médula

6sea. La biopsia de médula 6sea confirmé hiperplasia medular activa, predominantemente hiperplasia eritroide, siendo los
glébulos rojos jévenes los mas frecuentes.

(c.363+668G>A) en el intrén 5 de TSC1, lo que da como resultado una sustituciéon de aminoacido no sinénimo (p.GIn3Glu).

Esta mutacion altera el empalme normal, lo que provoca la pérdida de la funcion de la proteina TSC11. Ademas, la nueva mutaciéon
¢.363+668G>C identificada en este estudio no se ha reportado en las bases de datos gnomAD ni GGMD.

Segun las directrices del Colegio Americano de Genética Médica y Gendémica (ACMG), esta mutacién se clasifica como patogénica
(PVS1+PM2+PM4+PP1+PP3). Analisis posteriores mostraron que todos los familiares afectados (l1I1, 1113, 112 y 116) portaban la
mutacion TSC1 ¢.363+668G>C, mientras que no se detectd ninguna mutacién en ninguno de los familiares sanos. Ademas, la
mutacion del gen TSC1 mostré una cosegregacion genética consistente dentro de la familia.

RT-gPCR

Para evaluar los niveles de expresion del gen TSC1 en la cohorte de estudio, realizamos un analisis de PCR cuantitativa (QPCR)

en cuatro muestras bioldgicas que incluian familiares afectados y controles sanos demograficamente coincidentes.

Los detalles de la localizacién del cebador se presentan en la Fig. 5e. El analisis de los datos de amplificacion reveld una expresion
significativamente reducida de TSC1 en los individuos afectados en comparacion con los controles, como se muestra en las Figs.

5a-d. Cabe destacar que los sujetos afectados mostraron diversos grados de reduccion del ARNm de TSC1. Este patrén de

expresion sugiere firmemente una desregulacién transcripcional mediada por mutaciones, lo que podria explicar las manifestaciones
fenotipicas observadas. Desde el punto de vista mecanistico, estos hallazgos concuerdan con la hipétesis de la inactivaciéon

funcional de TSC1, lo que proporciona una validaciéon experimental del potencial patogénico de las mutaciones identificadas en este linaje.

Analisis de empalme in vitro

Para evaluar el efecto de la variacion ¢.363+668G>C en el gen TSC1 sobre el empalme del ARNm, realizamos un analisis de
empalme in vitro. Las células HEK293T se transfectaron transitoriamente con plasmidos que contenian secuencias de tipo silvestre
y mutantes, y se observé crecimiento celular después de 24 h de cultivo (Fig. 6a). A continuacion, se extrajo el ARN total y el
fragmento diana (Fig. 6b) se amplific6 mediante PCR con transcripcion inversa (RT-PCR). La electroforesis en gel de agarosa de

los productos de RT-PCR revel6 que la mutacion ¢.363+668G>C generd fragmentos grandes adicionales en comparacion con el
tipo silvestre. Para confirmar la secuencia especifica de los productos de empalme anormales, secuenciamos los productos de

PCR. Los resultados de la secuenciaciéon mostraron que, a diferencia del tipo silvestre, que mostré una sefial de pico Unica (Fig.

1c¢), la mutacién resulté en un pico doble en el mismo sitio base (Fig. 1b). Un andlisis de secuencia posterior identificé una secuencia

de intrén adicional de 92 pb entre ¢.363 y ¢.364: GATGGCAGTACCATTGGA
TTCATCTGCTACAGCACCATGCAAATTGATTTTTGTGTCTGC CAAGAA GGGTAACTCTTTTATTATC
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Fig. 4. Las imagenes PET-CT mostraron multiples lesiones osteogénicas en las vértebras cervicales y toracicas.

CCTAGAG (Fig. 6c¢). Esta retencion anormal de la secuencia de 92 pb provoca un desplazamiento del marco de lectura, lo que conlleva
la terminacion prematura de la traduccion y la inactivacion funcional de la proteina TSC1.

Deteccion de minigenes familiares

Para investigar el impacto de la mutacién TSC1 ¢.363+668G>C en el empalme del ARNm, realizamos un ensayo de empalme de

minigenes humanos. La regiéon gendmica que abarca el sitio de la mutacién se amplificé utilizando cebadores especificos (TSC1 PCR

F/R), verificando la eficiencia de la amplificacion mediante electroforesis en gel de agarosa (Fig. 5f-g). La secuenciacién de Sanger

reveld patrones de empalme distintivos: (1) Las muestras probando mostraron una insercién de 92 pb entre los nucleétidos 699-700

de la secuencia codificante (CDS) en comparacion con los controles sanos; (2) Las construcciones de minigenes que contenian el

alelo mutante mostraron una retencién de 92 pb entre los nucleétidos 363-367 en la regién CDS, en comparacion con sus homélogos de tipo silvestr

Este patron de empalme aberrante sugiere la activacion de un sitio de empalme criptico en muestras mutantes, lo que resulta en una retencién
parcial de intrones.

Prediccion informativa de la estructura proteica de TSC1 ¢.363+668G>C

Se obtuvo el diagrama de la estructura proteica de TSC1 (Fig. 7a). El sitio de mutacion identificado en este estudio se localizé en la
base 363, ubicada entre los aminoéacidos 121y 122 (Fig. 7b), lo que resulté en la insercion de 92 pares de bases. Esta insercion
permite que la proteina TSC1 continte la traduccién de 26 aminoacidos adicionales.
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]
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Primer R
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I
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Control CATCCBGAATTA
Propositus cATCCGGAATTATTGACTOGATCCAAGGACCATOATAAAAGCTGGAAACTATTGAACAAGTOCTAAATCCAATOAAAGAACATGCGGGAATTCATCCGOATGTAIGTGACTGGATCCAAGGACCATGA

Fig. 5. ad. Basandose en el analisis de RT-qPCR con cuatro conjuntos de cebadores distintos dirigidos al gen TSC1, los resultados
revelan que los niveles de expresion del paciente se reducen de forma variable en comparacién con los de los familiares sanos.

La figura ilustra la posicion de los cebadores utilizados en los experimentos de RT gPCR. f. Tras la amplificacién con el cebador F/R
de PCR TSC1 en la familia, el resultado de la amplificacion por PCR se muestra en la figura. g. Se presentan los resultados de la

electroforesis en gel de agarosa que confirman el minigén de la familia.

a
TSCl-wt TSC1 ¢.363+668G>C
C
TTGCCTTCTTTACTAAAATGTCTCAAG ATGGACACTGA!
+ | + - + el
TACCTGTGACT

AACGGAAGAAATBATTTTACAGAGTTC

i
363 €364

WT TTGCCTTCTTTACTAAAATGTCTCAAG ATGBACACTGA'

MUT TTGCCTTCTTTACTARAATGTCTCAAGGATGGCAGTACCATTGGATTCATCTGCTACAGCACCATGCAAATTGATTTTTGTGTCTGCCAAGAAGGGTAACTCTTGTATTATCCCTACAGATGGACACTGA

Fig. 6. (a) El crecimiento de células de tipo salvaje y mutantes para Minigene después de la transfeccion transitoria durante 24 h. (b)
Después de recolectar las células de tipo salvaje y mutantes para la precipitacion, se extrajo el ARN y se transcribi6 de forma inversa.
El gen diana se amplificé mediante PCR. (c) El producto amplificado se recuperé y secuencié. Tras la mutacion ¢.363+668G>C, se
inserté una secuencia intrénica de 92 pb entre ¢.363 y ¢.364.
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Fig. 7. Prediccion y andlisis de la estructura tridimensional de la proteina TSC1. (a) Diagrama de la estructura proteica de TSC1. (b) Diagrama
de la estructura local de aminoacidos de la lisina 121 (121 LYS). La mutacion se produce en la base 363, lo que resulta en la insercién de
una secuencia de 92 bases en el intrén entre los aminoacidos 121y 122. (c) Diagrama de la estructura proteica predicha de la mutacion
¢.363+668G>C de TSC1. El area roja del diagrama resalta el sitio de la mutacién y la estructura alterada de la secuencia de aminoacidos.
Como resultado, la traduccién de la proteina TSC1 contintia durante 26 aminoacidos adicionales antes de terminar prematuramente. (d)
Estructura local de aminoacidos de la asparagina 121 (121 ASN) después de la mutacién. El aminoacido 121 se altera de lisina a asparagina.
(e) Comparacion de las estructuras de la proteina mutante TSC1 ¢.363+668G>C y la proteina TSC1 de tipo silvestre. La proteina TSC1
mutada presenta un truncamiento significativo.

Antes de terminar prematuramente (Fig. 7c). Ademas, el aminoacido en la posicion 121 se alterd de lisina a asparagina (Fig. 7d). Se utilizo el
software Chimera para comparar las estructuras de la proteina mutante TSC1 ¢.363+668G>C y la proteina TSC1 de tipo silvestre (Fig. 7e). La
comparacion reveld que la proteina TSC1 mutada estaba significativamente truncada.

Discusion
Los estudios han demostrado que los pacientes con TSC con la misma mutacién pueden presentar diversos fenotipos clinicos12,13.
Sin embargo, existen informes sobre diversas manifestaciones de esclerosis tuberosa causadas por mutaciones de empalme en el mismo TSC1.
La presencia de genes dentro de una misma familia sigue siendo relativamente limitada. Cabe destacar que la familia TSC descrita en este
estudio presenta una amplia gama de manifestaciones clinicas. El paciente IlI1 presenta hiperplasia micronodular multifocal de células pulmonares
(MMPH) asociada a cancer de pulmén, dermoide de piel de tiburdn, rabdomiosarcoma cardiaco, multiples cambios osteopetréticos y multiples
quistes y hamartomas renales. El paciente 112 presenta carcinoma renal, quistes renales y manchas cuténeas de tipo tiburén. Por otro lado, los
pacientes 113 y 116 presentan LAM pulmonar y manchas dermoides de piel de tiburén.

Entre los pacientes con diagnéstico clinico de CET, las mutaciones TSC2 se encuentran en el 70% de los casos, mientras que las TSC1
Las mutaciones representan el 20%13-15. El 10% restante de los casos, como se inform¢ en estudios previos, involucran niveles bajos
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Mosaicismo somatico o variaciones en el empalme de intrones que afectan a TSC1 o TSC22 . La mayoria de las mutaciones de
TSC1 son truncamientos cortos o mutaciones de insercidén/delecion (indel), que provocan pérdida de funcion. Solo se han
identificado unas pocas mutaciones de sentido erréneo con consecuencias funcionales confirmadas, las cuales se localizan
principalmente en cinco regiones especificas del gen5,16.

Tetsuaki Shoji et al.11, informaron otra mutacién del mismo alelo, ¢.363+668G>A, encontrada en el intrén 5 de TSC1, que fue
validada funcionalmente. En este estudio, los pacientes con la mutacion del gen TSC1 y fenotipo MMPH exhibieron MMPH, macula
melandtica, convulsiones, displasia cortical cerebral, nédulos corticales cerebrales y nédulos subependimarios. El analisis de RT-
PCR confirmé la presencia de la mutacion ¢.363+668G>A en todos los pacientes, lo que conduce a un proceso de empalme
anormal. Esta anomalia de empalme causa un cambio de marco y resulta en la pérdida de funcién de TSC1. Especificamente, la
mutacion puntual introduce una nueva secuencia de sitio de ramificaciéon de 6 pb, "AATAGT", que altera el mecanismo de empalme
normal. La secuencia "AG" aguas arriba de la insercidon se reconoce ahora como el sitio aceptor de empalme, mientras que las dos
secuencias "GT" aguas abajo se consideran el sitio donante de empalme, lo que provoca un empalme anormal. Independientemente
de si la longitud de la secuencia insertada es de 68-92 pb, la insercién no es multiplo de tres, lo que contribuye aun mas al
desplazamiento del marco de lectura y la pérdida de la funcién de TSC1. Ademas, el gen TSC1 desempefia un papel crucial en la
supresion tumoral mediante la regulacién de la via de la fosfoinositido 3-quinasa (PI3K)/Akt/diana de la rapamicina en mamiferos.
La inmunohistoquimica confirmé que cuando TSC1...
¢.363+668G>Se produce una mutacién y los productos del gen TSC1 no pueden inhibir el complejo 1 de mTOR, especificamente
p70S6K fosforilados y 4E-BP1, lo que provoca la alteracion del complejo proteina hamartoma/proteina tubérculo.

La familia con la mutacién TSC1 identificada en este estudio es portadora de una mutacién heterocigética c.363+668G>C en el
intrén 5. El andlisis in vitro revel6 que una secuencia intrénica de 92 pb entre ¢.363 y ¢.364 puede causar anomalias de empalme.

Las mutaciones del gen TSC1 causan noédulos corticales, nédulos subependimarios y sustancia blanca central anormal, asi
como diversas manifestaciones sistémicas fuera del sistema nervioso. Por ejemplo, la afectacion ocular puede presentarse como
hamartomas de la red 6ptica; cuando se afecta el area macular, puede producirse disminucién de la visién o defectos del campo
visual. La afectacion cardiaca suele manifestarse como rabdomioma, el tumor mas comun en fetos y recién nacidos con mutaciones
en el gen TSC1. Aunque estos tumores suelen ser benignos, pueden causar arritmia o insuficiencia cardiaca; sin embargo, la
mayoria remiten espontaneamente durante la infancia. La afectacién renal suele manifestarse como angiomiolipoma (AML), la
lesién renal mas comun en pacientes con mutaciones en el gen TSC. Los AML consisten en proliferaciones anormales de vasos
sanguineos, musculo liso y tejido adiposo, que pueden provocar sangrado, dolor o insuficiencia renal. El angiofibroma facial es
una manifestacion cutanea caracteristica de las mutaciones en el gen TSC, que suele manifestarse en la infancia como nédulos
pequefios, rojizos o del color de la piel. Los signos cutaneos tempranos también pueden incluir manchas blancas irregulares y
despigmentadas comunes en la infancia. Ademas, la afectacion de la piel puede presentarse como "manchas de tiburén"y
fibromas periungueales17. Los sintomas de TSC causados por mutaciones de TSC1 tienden a ser mas leves y pueden pasarse
por alto faciimente13. Por ejemplo, el Paciente 1 en este estudio fue diagnosticado con TSC después de una biopsia quirdrgica,
que revelé anomalias pulmonares detectadas durante un examen fisico de rutina. Las pruebas genéticas y las manifestaciones
extrapulmonares adicionales confirmaron ain mas el diagnéstico. Curiosamente, la afectacion pulmonar se identifico como MMPH
en combinacion con adenocarcinoma de pulmén. Actualmente, hay pocos informes sobre la afectacion pulmonar en pacientes con
TSC con hiperplasia de células pulmonares micronodulares multifocales (MMPH) y adenocarcinoma de pulmén. Ademas, ningin
estudio ha explorado aun si las mutaciones de TSC1/2 estan asociadas con el adenocarcinoma de pulmén o la relacién entre
MMPH y adenocarcinoma de pulmén. Dadas estas incertidumbres, es crucial que los familiares de personas con mutaciones en
TSC1/2 se sometan a pruebas de deteccion periddicas para detectar afecciones relacionadas. Los métodos habituales de deteccion
de la CET incluyen la resonancia magnética cerebral, la ecografia abdominal y la ecografia cardiaca para detectar lesiones en el
sistema nervioso central, los rifiones, el corazén y otros érganos. De ser necesario, el diagndstico puede confirmarse mediante
pruebas de deteccion de las mutaciones en TSC1 o TSC218,19.

La MMPH es una proliferacién nodular multifocal de células pulmonares, una enfermedad pulmonar rara de la esclerosis
tuberosa. La TC de térax muestra multiples y pequefios nédulos en vidrio esmerilado11. Histolégicamente, la MMPH se caracteriza
por el crecimiento nodular multicéntrico y bien definido de células pulmonares tipo 1120. Su mecanismo patogénico se debe
principalmente a la mutacion del gen TSC1/2, que conduce al debilitamiento o pérdida de la funcion inhibidora del complejo TSC
sobre mTOR1, y posteriormente al debilitamiento de dicha funcién inhibidora sobre mTOR1, lo que conduce a una proliferacién
celular anormal causada por la activacién anormal de la transduccion de sefiales en las células mTOR1. La MMPH es muy similar
a la hiperplasia adenomatosa atipica (HAA) en morfologia, por lo que es dificil distinguirla de la HAA en la histologia21.

El cancer es un proceso gradual impulsado por la activacién de oncogenes y la inactivacion de genes supresores de tumores,

lo que conduce a la acumulacién de cambios genéticos con el tiempo. Estudios han demostrado que las anomalias genéticas y
otras caracteristicas inmunohistoquimicas o morfolégicas observadas en la HAA se superponen con las del adenocarcinoma20,
por lo que la HAA se considera una lesion precancerosa del adenocarcinoma de pulmén22.
Ademas, la pérdida de heterocigosidad (LOH) en las regiones relacionadas con el gen TSC es comun en el adenocarcinoma de
pulmén con multiples HAA23, lo que destaca el papel crucial de la LOH en el desarrollo de la HAA. En conclusién, especulamos
que existe una relacién causal entre la LOH en las regiones relacionadas con el gen TSC y la aparicién del adenocarcinoma de
pulmon.

Los informes indican que la prevalencia de LAM en pacientes con CET esta entre el 1% y el 3%3 . con una mayor incidencia
observada en mujeres. En mujeres con CET, la prevalencia de LAM varia de 26 a 49%, y esto esta estrechamente relacionado con
la edad. Especificamente, la prevalencia en mujeres menores de 21 afios es de 27%, mientras que en mujeres mayores de 40
afios, aumenta hasta 81%. Por el contrario, la hiperplasia neumocitica micronodular multifocal (MMPH) se observa tanto en
pacientes con CET masculinos como femeninos, sin diferencia de género significativa24,25. Se estima que la incidencia de MMPH
en pacientes con CET varia de 40 a 60%26,27. Sin embargo, debido al amplio diagnéstico diferencial para los nédulos y al hecho
de que se presume que la mayoria de los pacientes con CET con nédulos tienen MMPH sin confirmacion histopatolégica,
determinar la incidencia exacta de MMPH en CET sigue siendo un desafio28.

En esta familia, las manifestaciones pulmonares relacionadas con la TSC incluyen tanto MMPH como LAM, lo que sugiere que
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La mutacion TSC1 ¢.363+668G>C recientemente descubierta en esta familia puede estar asociada con manifestaciones pulmonares
heterogéneas.

Al combinar los resultados de experimentos de gPCR y minigenes, nuestros hallazgos indican que la mutacién TSC1 altera la funcién
génica mediante dos mecanismos principales: expresion reducida y empalme anormal del ARNm. El analisis de PCR cuantitativa reveld
que los niveles de ARNm de TSC1 en los pacientes eran significativamente menores que en el grupo control normal. Esta reduccion
respalda la hipotesis de que la mutacion podria provocar una pérdida parcial o total de la funcién de TSC1, posiblemente mediante la
desintegracion mediada por genes sin sentido y otros mecanismos.

Ademas, el andlisis del minigén demostré que la mutacién ¢.363+668G>C interrumpié el empalme normal.

Aunque todas las muestras produjeron el amplicén esperado, la secuenciaciéon por PCR mostré que el transcrito del probando contenia
una insercién de 92 pares de bases, en comparacién con los de los controles sanos y los progenitores del probando. Este evento de
empalme anormal puede alterar el marco de lectura abierto o resultar en productos proteicos disfuncionales, contribuyendo asi a la
patogénesis de la enfermedad. Podemos extraer las siguientes conclusiones. En primer lugar, la mutacion ¢.363+668G>C de TSC1
produce un empalme anormal, lo que provoca una retencién aberrante de secuencias intrénicas en el ARNm y podria conducir a la
terminacion prematura de la traduccion de la proteina. En segundo lugar, el analisis por gPCR revel6 que TSC1

Los niveles de ARNm en los pacientes fueron significativamente inferiores a los de los controles normales (Fig. 5a-d), lo que sugiere que
la mutacién puede regular negativamente la expresion del gen TSC1 al afectar la estabilidad del ARNm o la eficiencia de la transcripcion.
Finalmente, la inactivacion funcional del gen TSC1 puede ser la base de las diversas manifestaciones clinicas observadas en esta
familia. Como regulador clave de la via mTOR, la pérdida de la funcion de la proteina TSC1 puede provocar una activacion anormal de

la sefializacion de mTOR, lo que a su vez puede contribuir a tumores multisistémicos y anomalias del desarrollo. Ademas, experimentos
in vitro han revelado diferentes patrones de empalme entre células y construcciones de minigenes humanos, probablemente reflejando
eventos de empalme alternativo. El empalme alternativo se refiere al proceso por el cual el mismo pre-ARNm retiene o excluye
selectivamente ciertos exones o intrones a través de varios mecanismos de empalme, generando asi multiples variantes de ARNm. Este
proceso permite que un solo gen codifique multiples isoformas proteicas con funciones distintas, lo que aumenta significativamente la
diversidad proteica. EI mismo gen puede producir diferentes variantes de empalme en varios tejidos o en diferentes etapas del desarrollo.
Por ejemplo, las isoformas de troponina T en el corazén y el misculo esquelético desempefian funciones distintas. Este complejo proceso
biolégico puede implicar mecanismos de empalme diferencial y la activacion de sitios de empalme cripticos, con multiples sitios donantes
0 aceptores ocultos potencialmente presentes dentro de la misma secuencia29.

El analisis de la estructura de la proteina TSC1 revel6 que la mutacion ¢.363+668G>C produce una alteracion significativa,
caracterizada por la insercion de 92 pares de bases en la region intrénica entre los aminoacidos 121 y 122. Esta mutacién no solo
provoca la terminacion prematura de la traduccién de la proteina TSC1 después de 26 aminoacidos, sino que también modifica el
aminoacido 121 de lisina (Lys) a asparagina (Asn). Mediante el software Chimera para comparar las estructuras de la proteina mutante
y la silvestre, se observé un truncamiento pronunciado en la proteina mutante. Estos hallazgos sugieren que el truncamiento de la
proteina TSC1 puede provocar la pérdida completa o una reduccién significativa de su funcion. La proteina TSC1 forma un complejo con
TSC2y, en conjunto, regulan negativamente la via de sefializacién de mTOR. Sin embargo, la proteina TSC1 truncada puede no unirse
correctamente a TSC2, lo que provoca una activacion anormal de mTOR que promueve la proliferacion celular y la formacion de tumores.
Ademas, la sustitucion de lisina por asparagina en el aminoacido 121 podria alterar la estructura o funcién local de TSC1. La lisina, un
aminodcido con carga positiva, suele participar en las interacciones proteicas y la formacién de sitios activos enzimaticos, mientras que
la asparagina es neutra; esta sustitucion puede alterar regiones funcionales criticas de TSC1. La consiguiente pérdida de la funcién de
TSC1 puede provocar la activacion constitutiva de la via mTOR, asociada a diversos procesos patolégicos como la proliferacién celular,
los trastornos metabdlicos y la tumorigénesis.

Esta activacién aberrante de mTOR puede ser un factor clave subyacente al desarrollo de tumores multisistémicos, incluido el
angiomiolipoma renal y la linfangioleiomiomatosis pulmonar, en pacientes con mutaciones TSC1.

La activacién anormal de la via mTOR puede alterar ain mas la actividad de los efectores dependientes, como S6K y 4E-BP1, lo que
resulta en una sintesis proteica y un crecimiento celular descontrolados. Estos cambios podrian contribuir a los sintomas del sistema
nervioso, como la epilepsia y el deterioro cognitivo, asi como al desarrollo de tumores en pacientes con CET. El truncamiento proteico y
la pérdida funcional inducidos por la mutacién ¢.363+668G>C de TSC1 probablemente constituyen la base molecular de las diversas
manifestaciones clinicas observadas en esta familia. Ademas, las variaciones en los antecedentes genéticos y los factores ambientales
podrian explicar las diferencias en la gravedad de la enfermedad y la afectacién organica entre los pacientes.

En el futuro, planeamos verificar los efectos de la mutacién TSC1 ¢.363+668G>C en la expresion proteica y la via mTOR utilizando
células o tejidos derivados de pacientes. Por ejemplo, evaluaremos los niveles de proteina TSC1 mediante Western blot y analizaremos
la actividad de las moléculas dependientes de mTOR mediante inmunohistoquimica. Basandonos en la activacién anormal observada de
la via mTOR, también pretendemos explorar el potencial terapéutico de los inhibidores de mTOR (como la rapamicina) en pacientes con
mutaciones TSC1. Ademas, las estrategias para restaurar la funcién de TSC1, como la edicién génica o los estabilizadores proteicos,
justifican una mayor investigacion. Dado que la mutaciéon TSC1 ¢.363+668G>C provoca el truncamiento de proteinas y la sustitucion de
aminodcidos, lo que resulta en la pérdida de la funcion de TSC1 y la consiguiente activacién anormal de la via mTOR, este mecanismo
molecular podria ser la causa de las diversas manifestaciones clinicas en los pacientes afectados. Las investigaciones futuras deberian
validar alin mas el impacto de la mutacién en la funcion proteica y desarrollar estrategias de tratamiento individualizadas dirigidas a
mTOR para mejorar el prondstico de los pacientes.

Limitaciones y direcciones futuras

EI numero de familiares incluidos en este estudio es reducido. En estudios futuros, planeamos ampliar el tamafio de la muestra incluyendo
mas pacientes y familias con TSC1, en particular aquellos con manifestaciones clinicas diversas, para validar ain mas la diversidad
fenotipica y los mecanismos patogénicos de la mutacién ¢.363+668G>C de TSC1. También pretendemos investigar la relacién entre la
mutacion ¢.363+668G>C de TSC1 y el adenocarcinoma de pulmén, con especial atencion al posible papel del MMPH como lesion
precancerosa. Se emplearan andlisis de patologia molecular y genémicos para dilucidar el papel de la mutacién en el adenocarcinoma

de pulmdn. Ademas, los pacientes...
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Se hara un seguimiento de los pacientes que albergan la mutacion TSC1 ¢.363+668G>C durante un periodo prolongado para evaluar
la progresion de la enfermedad, la eficacia del tratamiento y el prondstico, informando asi estrategias de manejo clinico mas efectivas.
Ademas, planeamos establecer una extensa base de datos de pacientes con mutaciones del gen TSC1 mediante la integracion de
datos clinicos, genéticos y moleculares para impulsar la investigacion y el tratamiento clinico de la TSC1. Esta iniciativa profundizara
nuestra comprension de la heterogeneidad genética y la diversidad fenotipica de la TSC1.

Conclusiones

Este estudio informa sobre una familia con esclerosis tuberosa que presenta diversas manifestaciones clinicas causadas por una
nueva mutacién de splicing en el gen TSC1. El andlisis de splicing in vitro proporcioné evidencia experimental crucial que respalda el
posible mecanismo patogénico de la mutacion ¢.363+668G>C de TSC1. Las investigaciones futuras deberian centrarse en validar con
mayor precision esta anomalia de splicing en células o tejidos derivados de pacientes y evaluar su impacto en la expresién y la funcion
de la proteina TSC1.

Disponibilidad de datos
Los conjuntos de datos generados y/o analizados durante el estudio actual estan disponibles en el manuscrito, los archivos de material

complementario, el repositorio ClinVAR y el nimero de acceso es RCV002274870.1 (https://www.ncbi.nlm.ni
h.gov/clinvar/RCV002274870.1/).
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