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@ Material suplementario

Expresividad variable de una mutacion fundadora en el gen

EIFZAK4 en pacientes con enfermedad venooclusiva

pulmonar hereditaria. Impacto en la supervivencia

Anexo 1. Variables de estudio

Se incluyeron los siguientes datos al diagnoéstico: edad y sexo, fecha de
diagnostico, distancia recorrida en la prueba de la marcha de 6 min, clase
funcional de la New York Heart Association, presion arterial pulmonar media,
resistencia vascular pulmonar, gasto cardiaco, indice cardiaco y capacidad de
difusion del monoxido de carbono. Se realizo test de vasorreactividad pulmonar
segun el protocolo de cada centro y se valoro la respuesta segun las
recomendaciones internacionales. Asimismo, se recogio también el retraso en el
diagnostico (tiempo desde el inicio de los sintomas hasta el diagnostico), el
altimo tratamiento recibido, la fecha de fallecimiento y causas, el codigo de
trasplante pulmonar (urgente frente a electivo) y la necesidad de soporte con

oxigenador extracorporeo de membrana.
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Anexo 2. Metodologia del estudio genético

Se extrajo ADN a partir de las muestras de sangre periférica usando el equipo
Chemagen (Perkin EImer, Alemania) y siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Se utilizaron las muestras de 5 pacientes con enfermedad venooclusiva
pulmonar (EVOP) y se realizé un microarray de polimorfismos de nucleétido
simple centrado en la deteccién de regiones con pérdida de heterocigosidad
comunes a todos los pacientes. Se utilizé el microarray Cyto850K de Illumina
siguiendo las especificaciones del fabricante. Los resultados se analizaron
mediante el programa Genome Studio (lllumina, Estados Unidos). Las ratios
obtenidas se normalizaron empleando el logaritmo en base 2 de los datos
brutos y las gréaficas se generaron utilizando la herramienta genome viewer del
programa.

Posteriormente a la identificacion de la region de interés, se genotipé un grupo
de microsatélites para caracterizar el haplotipo que compartian todos los
pacientes con EVOP de raza gitana y de origen ibérico. Para ello, se emplearon
los siguientes microsatélites localizados en el cromosoma 15, flanqueando al
gen EIF2AK4: D1551012; D155143; D155146,; D155161,; D155214,; D155971;
D155994,; D1551044.

Se realizé la secuenciacion de los 39 exones y las regiones flanqueantes intron-
exon del gen £/F2AK4 mediante amplificacion-PCR y secuenciacion Sanger en 5
muestras; inicialmente utilizando como referencia el transcrito NM_ 001013703.
Las secuencias se analizaron utilizando el programa Sequencher v.4.1.4
(GeneCodes, Estados Unidos). Tras la identificacion de la mutacién comun en la
etnia gitana en este grupo inicial, se realizo la secuenciacion de este exon en

todos los pacientes de etnia gitana con diagndéstico clinico de EVOP.
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Anexo 3. Metodologia del estudio anatomopatoldgico

Estudio macroscopico

Se ha contado con muestras histolégicas procedentes de piezas de
neumonectomia de pulmones receptores-nativos de los pacientes con sospecha
de EVOP. Las piezas se insuflan y se fijan en formol tamponado durante un
minimo de 24 h y un maximo de 48 h. Posteriormente, las piezas de
neumonectomia se tallan siguiendo un protocolo por el cual se aislan los bordes
quirdrgicos de reseccion tanto vasculares como bronquiales y se toman para
estudio todos los ganglios hiliares evidenciables. Después se toman cortes
representativos para estudio histolégico de todos los I6bulos pulmonares,
tratando de identificar areas de distinta consistencia macroscopicamente. Toda
zona que presente al estudio macroscopico de la pieza alguna alteracion se

incluye para estudio histologico.

Estudio microscopico
Los cortes se tifien con hematoxilina-eosina y se realizan técnicas de tincion
histoquimica para elasticas (Orceina), asi como Masson para identificar areas de

fibrosis intersticial y perivascular.
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Anexo 4. Resultados del cribado mutacional

El estudio genético reveld en los 9 probandos iniciales una variante en
homocigosis en el gen £/F2AK4 (c.3344C>T(p.Prol115Leu).

Prol1115 se encuentra localizado en la region similar a la sintetasa Histidil-ARNt
de EIF2AK4 (aminoacidos 1022-1493). Esta region esté implicada en la
regulacion de la actividad catalitica de la proteina mediante la interaccién con
ARNts. El aminoé&cido Pro1115 se encuentra altamente conservado en la
evolucion. El cambio p.Prol115Leu produce modificaciones moderadas en las
propiedades fisicoquimicas de la proteina (Distancia Grantham: 98). Los
predictores bioinformaticos clasifican esta variante como deletérea (SIFT,
Polyphen, Mutation Taster). p.Prol115Leu no se encuentra indicada en 1.000
genomas, EVS (Exome Variant Server)y se encuentra indicada con una
frecuencia muy baja en el EXAC (Exome Aggregation Consortium) (1/120644
alelos), considerandose su frecuencia compatible con la de una mutacién (tabla

del material suplementario).
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Anexo 5. Resultados del estudio anatomopatolégico

El estudio microscopico de las piezas de neumonectomia de 6 pacientes de los
8 pacientes estudiados (1.1, 1.11, 1.111, 1.1V, 2.1y 9.1) pertenecientes a 3
familias (familia 1, 2 y 9) muestra una mayor afeccion histolégica. No se
observaron alteraciones relevantes del parénquima pulmonar con una
arquitectura que no presentan grandes agregados inflamatorios ni marcada
fibrosis; donde las lesiones mas llamativas se centran en la trama vascular y
consisten en engrosamiento conceéntrico intimal de las arterias pulmonares de
pequefio calibre. También se observa fibrosis intimal de aspecto obstructivo en
las vénulas poscapilares en los septos alveolares. Los septos alveolares se
encuentran engrosados y se identifican venas remodeladas dentro de los
septos. El engrosamiento septal corresponde en gran parte a hemangiomatosis
capilar. Dentro de los alveolos hay una masiva poblacion macrofagica cargada
de hemosiderina. Los hallazgos histolégicos son congruentes con un patrén de
EVOP en fase muy establecida (figura 4A1 y figura 4A2). En el caso de los
pacientes 3.1y 3.1l, pertenecientes a la familia 3, se observa una menor
afeccion histoldgica y se identifica remodelacion de la trama vascular arterial
pulmonar, pero menos llamativa. Las venas pulmonares presentan pared
fibrética comparable a los casos mas afectados y las vénulas muestran
obstruccion parcial. Las &reas de fibrosis intersticial son menores y menos
llamativas. Es sugestiva la muscularizacion de los microvasos (arteriolas y/o
vénulas). El patron histologico es menos evolucionado y corresponderia a una

forma menos avanzada de EVOP (figura 4B1 y figura 4B2).
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Tabla del material suplementario

Frecuencia alélica y predictores bioinformaticos para la variante p.Prol115Leu

mATf (poblaciones) Predictores
EVS  1.000 EXAC SIFT POLYPHEN 2 Mutation Taster
genomas
p.Prol1115L O 0 < 0,01 0 1 (probablemente 1 (probablemente
eu (1/120644) (perjudicial)  perjudicial perjudicial

mMAF: frecuencia del alelo menor; EVS: Exome Variant Server, ExaC: Exome Agregation Consortium.
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Figura 1 del material suplementario. Arbol genealdgico de la familia afectada 1.

Figura 2 del material suplementario. Arbol genealdgico de la familia afectada 2.
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Figura 3 del material suplementario. Arbol genealdgico de la familia afectada 3.

Figura 4 del material suplementario. Arbol genealdgico de la familia afectada 4.
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Figura 5 del material suplementario. Arbol genealdgico de la familia afectada 5.

Figura 6 del material suplementario. Arbol genealdgico de la familia afectada 6.
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Figura 7 del material suplementario. Arbol genealdgico de la familia afectada 7.
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Figura 8 del material suplementario. Arbol genealdgico de la familia afectada 8.
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Figura 9 del material suplementario. Arbol genealdgico de la familia afectada 9.
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Leyendas figuras 1-9

Mujer sana

Mujer afectada de EVOP

Vardn sano

Varén afectado de EVOP

Sexo desconocido sano

Sexo desconocido afectado

Mujer no afectada de EVOP fallecida
Vardn no afectado de EVOP fallecido
Mujer afectada de EVOP fallecida
Varén afectado de EVOP fallecido

Sexo desconocido no afectado de EVOP fallecido

o E aNmoR ZOn milin =O)

Sexo desconocido afectado de EVOP fallecido

——..Enlace consanguineo

—/—: no portador de mutaciones en el gen £IF2AK4,; +/— portador en heterocigosis de mutaciones

en el gen £IF2AK4; +/+: portador de mutaciones en homocigosis en el gen EIF2AK4.





