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{. iNTRODVCCiON

Las ictiosis son un grupo de enfermedades cutaneas relativamente frecuentes,
gue aunque no son, en general, procesos que alteran a la vida, ocasionan
importantes problemas estéticos y afectan a la calidad de vida de los pacientes. Las
ictiosis son trastornos genéticos, heredados segun patrones mendelianos, en los que
estan implicados genes que codifican proteinas estructurales de la capa cérnea de la
epidermis o proteinas implicadas en el metabolismo o transporte de lipidos. En
algunos casos el defecto genético, asi como la secuencia fisiopatoldgica que ligan
el trastorno genético con las manifestaciones clinicas, estan bien caracterizados;
por ejemplo, en la ictiosis recesiva ligada al cromosoma X; sin embargo, en otros

casos no existen datos suficientes para explicarlas.

Las ictiosis se caracterizan clinicamente por presentar escamas visibles que
adoptan diferentes patrones de distribucion, pudiendo ser localizadas o
generalizadas, e histolégicamente por hiperqueratosis que suele estar asociada con
alguna alteracion epidérmica. En algunas variantes de la enfermedad se puede

observar paraqueratosis, queratosis pilosa y atrofia de las glandulas anejas.

La gravedad de las ictiosis oscila desde una sequedad y descamacion leve a

una sequedad grave con hiperqueratosis que puede llegar a ser desfigurante.

Este trabajo doctoral se disefidé con el objetivo de caracterizar defectos
genéticos en los genes TGM1, ALOX12B, ALOXE3, NIPAL4 y CYP4F22, en
pacientes diagnosticados de ictiosis congénita autosomica recesiva y relacionarlos

con los datos clinicos de la enfermedad.



En esta introduccién, inicialmente se definira el concepto de ictiosis y su
clasificacion, sefialando posteriormente las caracteristicas clinicas especificas de
los distintos tipos de ictiosis congénitas autosomicas recesivas. En un siguiente
apartado se revisara de forma global la estructura general de la epidermis,
especialmente de la capa cdrnea, las proteinas que la forman, las enzimas
implicadas en su formacion, especialmente la proteina transglutaminasa 1 y

aquellas que participan en el metabolismo y transporte de lipidos.
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14 CONCEPTO Y CIASiFiCACION DE LAS iCTiOSiS

La epidermis, que proporciona una “barrera” esencial con el medio ambiente,
es un epitelio altamente especializado y estratificado que protege al cuerpo de la
pérdida de agua y de agresiones fisicas, quimicas y mecénicas. Para el
mantenimiento de estas funciones, los queratinocitos sufren el proceso de
cornificacion, durante el cual las células migran desde la capa basal hasta la
superficie formando la capa cornea y finalmente mueren y se desprenden. En
condiciones normales, la proliferacién celular y la descamacién estan en equilibrio.
Alteraciones internas o externas que desestabilicen este equilibrio debilitan esta

funcion de “barrera” [1, 2].

El término “ictiosis”, introducido por primera vez en los textos de
dermatologia por Willam en 1808 [3], deriva de la raiz griega ichthys que significa
pez y fue usado para designar a todas aquellas enfermedades que cursaban con una
descamacion generalizada de la piel. Anteriormente, en el afio 1731, John Machin
de la Royal Society de Londres presentd por primera vez un caso clinico de un
paciente afecto de ictiosis hystrix. A principios de los afios 20, cientificos europeos
definieron la queratinizacién de la epidermis en la ictiosis y comenzaron a
desarrollar ideas innovadoras en el enfoque de la histologia y la ultraestructura de
la piel. Los términos de ictiosis laminar y de hiperqueratosis epidermolitica, entre
otros, fueron utilizados por primera vez en 1966 por un grupo de cientificos
estadounidenses que trabajaban en el estudio de la proliferaciéon de Ia

hiperqueratosis que presentaban estos pacientes [4].



El comienzo de la era molecular puede atribuirse a los estudios de 1978 de la
deficiencia de la sulfatasa esteroidea en pacientes con ictiosis recesiva ligada al

cromosoma X [5].

Las ictiosis son un grupo de enfermedades que producen escamas visibles en
toda o gran parte de la piel debido a desérdenes de la cornificacion con una
diferenciacion y descamacién anormal de la epidermis y, como consecuencia, una
acumulacién excesiva de grandes cantidades de escamas o células muertas en su

capa mas superficial.

La clasificacion de las ictiosis ha experimentado numerosas modificaciones a
lo largo del pasado siglo. Una de las clasificaciones més utilizada se basaba en la
forma de transmision genética, distinguiendose tres tipos principales: ictiosis
autosomicas dominantes, autosdmicas recesivas e ictiosis ligadas al cromosoma X
[6]. Sin embargo, una de las clasificaciones de referencia, aunque menos utilizada
en la préactica, es la de Traupe [7], basada en dos criterios fundamentales: la edad
de aparicion del trastorno cutaneo (denominandose congénitas a aquellas en las que
aparece en el momento del nacimiento y wvulgares a las que éste aparece
posteriormente a lo largo de la vida) y la presencia o no de anomalias extracutaneas

asociadas.

Las ictiosis hereditarias pertenecen a un amplio grupo clinica y
etiologicamente heterogéneo de trastornos de la cornificacion [8]. Durante afios se
ha realizado un gran esfuerzo por definir sus causas moleculares y establecer una

correlacién entre genotipo y fenotipo [2, 9].
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Sin embargo, hasta el afio 2009, no existia una terminologia y clasificacion
universalmente aceptadas de las enfermedades consideradas bajo el término
genérico de ictiosis; entre otras razones porque estos términos varian
considerablemente entre europeos, asiaticos y norteamericanos; por ejemplo, la
misma entidad clinica puede ser denominada hiperqueratosis epidermolitica,
eritrodermia ictiosiforme congénita ampollosa o ictiosis ampollosa, dependiendo

del lugar donde se diagnostique [10].

El proyecto para unificar la clasificacion de las ictiosis comenzd en la 12
Conferencia Mundial sobre Ictiosis celebrada en Alemania en el afio 2007, donde
un equipo de expertos clinicos, patologos, bidlogos y genetistas comenzaron un
debate que llevo a la celebracion de la 12 Conferencia Consenso sobre Ictiosis, que
tuvo lugar el Francia en el afio 2009, donde se debatio hasta llegar a un acuerdo

[11].

La nosologia aceptada esta basada en la clinica, ya que en la actualidad el
diagnostico molecular no esta disponible para todas las formas de ictiosis y el
acceso al estudio genético, de microscopia o al analisis ultraestructural pueden
verse obstaculizados por el alto coste. La edad de aparicion de la enfermedad, no se
ha elegido como criterio importante de clasificacion, debido a la gran variabilidad

de la presentacion inicial de algunas ictiosis.

La division principal distingue dos grandes grupos, formas sindrémicas y
formas no sindrémicas. La clasificacion propuesta se resume en las siguientes

tablas (tablas 1 y 2):



Tabla 1. Clasificacion de las ictiosis hereditarias I. Formas no sindrémicas [11].

ICTIOSIS COMUNES
Ictiosis vulgar

Ictiosis recesiva ligada al
cromosoma X

Herencia

AD

XR

Genes

FLG

STS

ICTIOSIS CONGENITAS AUTOSOMICAS RECESIVAS

Tipos principales

Ictiosis arlequin

Ictiosis laminar

Eritrodermia ictiosiforme congénita

Otras variantes

Bebé colodion autorresolutivo
Bebé colodion autorresolutivo acral
Ictiosis en traje de bafio

ICTIOSIS QUERATINOPATICAS
Tipos principales

Ictiosis epidermolitica

Ictiosis epidermolitica superficial
Otras variantes

Ictiosis epidermolitica anular
Ictiosis de Curth-Macklin

Ictiosis epidermolitica autosémica
recesiva

Nevus epidermolitico

OTRAS FORMAS
Queratodermia loricrina
Eritroqueratodermia variabilis
Sindrome de la piel exfoliada

Eritrodermia ictiosiforme reticular
congénita

Sindrome KLICK

AR

AR

AR

AR
AR
AR

AD
AD

AD
AD

AR

Mutaciones
somaticas

AD
AD
AR

AD

AR

ABCA12

TGM1, NIPAL4,
ALOX12B,ALOXE3, ABCA12

ALOXE3, ALOX12B, ABCA12,
CYP4F22, NIPAL4, TGM1

TGM1, ALOX12B, ALOXE3
TGM1
TGM1

KRT1, KRT10
KRT2

KRT1, KRT10
KRT1

KRT10

KRT1/KRT10

Locus desconocido
GJB3, GJB4

Locus desconocido
Locus desconocido

POMP

AD: autosémica dominante; AR: autosdmica recesiva; XR: ligada al cromosoma X recesiva.
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Tabla 2. Clasificacion de las ictiosis hereditarias Il. Formas sindrémicas [11].

Herencia Genes
ICTIOSIS SINDROMICAS LIGADAS AL CROMOSOMA X

Ictiosis recesiva ligada al cromosoma

X (sindromica) XR STS/genes contiguos
Ictiosis folicular-atriquia-fotofobia

(sindrome IFAP) xR MBTPS2
Sindrome de Conradi-Hiinermann- XD EBP

Happle (condrodisplasia puntacta 2)
ICTIOSIS SINDROMICAS AUTOSOMICAS

Trastornos del pelo

Sindrome de Netherton AR SPINK5
Sindrome ictiosis-hipotricosis AR ST14
Shaome KA g
Tricotiodistrofia AR ERCCélz(lfz[l:’;TRTCg :/XPB’
Trastornos neuroldgicos

Sindrome de Sjogren-Larsson AR ALDH3A2
Sindrome de Refsum AR PHYH/PEX7
Sindrome MEDNIK AR AP1S1
Curso de la enfermedad letal

Sindrome de Gaucher tipo 2 AR GBA
Déficit maltiple de sulfatasas AR SUMF1
Sindrome de CEDNIK AR SNAP29
Sindrome ARC AR VPS33B
Otros signos asociados

Sindrome KID AD GJB2 (GJB6)
Sindrome de Chanarin-Dorfman AR ABHD5
Sindrome de ictiosis-prematuridad AR SLC27A4

AD: autosdmica dominante; AR: autosomica recesiva; XR: ligada al cromosoma X recesiva;
XD: ligada al cromosoma X dominante.



1.2 iCTiOSiS CONGENIiTAS AVIOSOMiCAS RECESiVAS

EPiDEMiIOLOGIA

Las ictiosis congénitas autosémicas recesivas (ICAR) aparecen en todo el
mundo con una prevalencia estimada de 1:300.000 nacimientos. Segun la
Fundation for Ichthyosis and Related Skin Types afectan a 1:200.000 individuos en
los Estados Unidos. Esta prevalencia puede ser mayor en algunas regiones como es
el caso de Noruega, donde se estima la aparicion de ICAR en 1:91.000 [12]; este
aumento en la prevalencia puede ser causado por la alta tasa de endogamia o como
revela un estudio realizado en nuestro pais, concretamente sobre poblacion gallega,
que estima esta aparicion en 1:122.000 nacimientos, debido a la existencia de

mutaciones fundadoras [13].

El hallazgo de una o varias mutaciones recurrentes en una poblacion puede
deberse a que dicha mutacion se haya producido en un momento determinado de la
historia y después haya pasado de generacion en generacion (mutacion fundadora),
0 que la region del genoma en donde se encuentra presente una secuencia de ADN

propensa a mutar [14].

En Espafia se ha estimado una prevalencia de ICAR de 1:138.000 en la
poblacion general y de 1:61.700 en la poblacion menor de 10 afios [15]. En
determinadas regiones la prevalencia podria ser mayor. En la zona costera de
Galicia alcanzaria el 1:33.000 debido a la existencia de un efecto fundador [16]. No
se han descrito diferencias entre ambos sexos ni variaciones apreciables

dependiendo de la raza o condicién social.

10
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MANIFESTACIiONES CLINiCAS

La clasificacion actual de las ictiosis distingue dos grandes grupos: las
formas no sindrémicas, que se manifiestan exclusivamente en la piel y las
sindrémicas, en las que aparecen anomalias extracutaneas asociadas. Dentro de las
formas no sindrémicas se diferencian cuatro entidades: las ictiosis comunes, las
ictiosis congénitas autosémicas recesivas, las ictiosis queratinopéaticas y otras

formas de ictiosis menos frecuentes.

Clasicamente en el grupo de las ICAR se distinguian Unicamente dos
trastornos: la ictiosis laminar (IL) y la eritrodermia ictiosiforme congénita (EIC)
[17, 18]. Actualmente se incluyen también la ictiosis arlequin, el bebé colodion

autorresolutivo, el bebé colodion autorresolutivo acral y la ictiosis en traje de bafio.

A continuacién se detallan brevemente las caracteristicas clinicas de las

entidades que forman el grupo de las ICAR.

iCTiOSiS ARLEQVIN

La ictiosis arlequin o feto arlequin es la forma mas grave de ICAR, a menudo
letal en el periodo neonatal. EI neonato, frecuentemente prematuro, presenta
grandes placas hiperqueratdsicas separadas por fisuras profundas, que cubren toda

la superficie de la piel [19] (figura 1).

La tirantez de la piel resulta en una marcada eversion de los parpados
(ectropién) y de los labios (eclabién); desarrollo rudimentario de los cartilagos

auriculares y nasales, y en ocasiones, microcefalia [20].

11



Figura 1. Bebé afecto de ictiosis arlequin [19].

No suelen tener pestafias ni cejas, aunque el pelo del cuero cabelludo puede
estar conservado. Las manos y los pies estds hinchados y edematosos,
frecuentemente cubiertos por una coraza a modo de guante. Pueden presentar

contracturas de los dedos.

La ventilacién pulmonar esta comprometida, las pérdidas transepidérmicas de
agua conducen a la deshidratacion, al desequilibrio hidroelectrolitico y a la
inestabilidad térmica, y el riesgo de infecciones estd aumentado. La tirantez facial y
el eclabion dificultan la succion, y por tanto, la alimentacion del recién nacido,

agravando la deshidratacion [21].

ICTiOSiS TAMiNAR

La ictiosis laminar, de herencia autosomica recesiva, es una de las formas de
menor prevalencia y mayor gravedad de ictiosis congénita, estando presente desde

el nacimiento y persistiendo durante toda la vida.

La mayoria de los pacientes (>90%) nacen como bebé colodion (BC), forma
en la que se presentan también otros tipos de ictiosis, aunque con menos frecuencia

que en la ictiosis laminar.

12
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Los nifios nacen habitualmente prematuros, con una piel eritematosa (rojiza),
dura y translicida, que los envuelve por completo, denominada membrana

colodion.

Durante las primeras semanas de vida, esta envoltura superficial tiende a
secarse y a agrietarse, y es gradualmente reemplazada por grandes laminas y
escamas individuales de color generalmente oscuro (figura 2) [22]. Esta dura
envoltura puede causar dificultad respiratoria por constriccion toracica y abdominal
[23]; ademas las pérdidas transepidérmicas de agua y el riesgo de infeccion son

muy elevadas.

Figura 2. Bebé colodion en la etapa en la que ha perdido el recubrimiento cérneo y piernas

de un paciente adulto afecto de IL.

En edad adulta, la ictiosis laminar se caracteriza por la presencia de escamas
grandes y oscuras que cubren toda la superficie de la piel (figura 2). Es habitual que
exista en los fenotipos mas graves ectropion y eclabion; alopecia cicatricial,
especialmente en la periferia del cuero cabelludo; hipoplasia de los cartilagos

auriculares y nasales; y queratodermia palmar y plantar [24].

13



ERiTR ODER MiA iCTiOSTFOR ME CONGENITA

La eritrodermia ictiosiforme congénita es el tipo méas frecuente de ictiosis
congeénita autosémica recesiva. Los pacientes afectos tienen habitualmente un

cuadro clinico menos severo que los pacientes con IL.

A diferencia de la ictiosis laminar, la EIC, se caracteriza por una destacada
eritrodermia y escamas superficiales semi-adherentes finas y blanquecinas que en
los casos més leves, suelen mejorar con la edad (figura 3) [25]. Al igual que en la
IL, la mayoria de los pacientes nacen como bebé colodién. En edad adulta, los
pacientes desarrollan una grave queratodermia palmar y plantar. Es frecuente la

presencia de ectropion y eclabion.

Figura 3. Fenotipo clasico de eritrodermia ictiosiforme congénita [11, 26].

Tanto en la IL como en la EIC es frecuente la hipohidrosis, la intolerancia

severa al calor y la distrofia ungueal [27].

La naturaleza de las escamas y el grado o intensidad de la eritrodermia son
dos de las caracteristicas clinicas principales para distinguir entre IL y EIC; sin

embargo, existe un numero considerable de casos que presentan fenotipos

14
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intermedios, lo que dificulta el diagnéstico y la clasificacion, en parte porque el
cuadro clinico es, en muchas ocasiones, variable dependiendo de la edad del
paciente; porque el fenotipo puede ser diferente entre miembros de la misma
familia [26]; o bien porque en el mismo paciente se distinguen caracteristicas

fenotipicas que comparten los dos grupos clinicos.

BEBE COLODION AVTORRESOLVTiVO

No sélo la IL y la EIC pueden manifestarse como bebé colodion, otras
enfermedades también pueden hacerlo ocasionalmente, como es el caso del
sindrome de Sjogren-Larsson, la Tricotiodistrofia, la enfermedad de Gaucher
infantil, la enfermedad por almacenamiento de lipidos neutros, el sindrome de
Conradi-Hinermann-Happle, el sindrome de Hay-Wells y las displasias
ectodérmicas [28-31]. En el 10-24% de los neonatos la membrana desaparece
espontaneamente y deja la piel totalmente normal; estos casos se conocen en la
actualidad como bebés colodion autorresolutivos (BCA) [32], aunque algunos
autores proponen hablar de bebé colodién con auto-mejoria, porque en muchos
pacientes, cuando son reexaminados en la juventud o en edad adulta presentan un
grado variable de anhidrosis e intolerancia al calor y signos leves de ictiosis, como

xerosis y descamacion fina, especialmente en las axilas y el cuello (figura 4) [33].

Aunque el bebé colodion es un cuadro generalizado, se han descrito casos
localizados a nivel acral; en 1952 se describid a un paciente con membrana
colodion que afectaba exclusivamente a las manos y los pies y que siguié un curso
autorresolutivo [34]. Recientemente se ha descrito un nuevo caso con estas

caracteristicas [35].
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Figura 4. Bebé colodion autorresolutivo en sus primeras horas de vida, a los diez dias y a
los cuatro meses de edad [36].

iCTiOSiS EN TRAJE DE BANO

Aungue previamente se habian descrito casos de ictiosis de distribucién
peculiar [37-39], en el afio 2005 se describio la ictiosis en traje de bafio (ITB) como

una variedad independiente de ICAR.

Los pacientes afectos presentan al nacimiento una membrana colodion
generalizada. Cuando esta se desprende se observa una distribucién caracteristica
de las escamas con afectacion del tronco, la zona proximal de las extremidades
superiores, incluyendo la axila; el cuello y el cuero cabelludo. La zona central de la
cara, las extremidades y el area lumbar suprarrenal estan respetadas [40-42]. Las
escamas son grandes, laminares y oscuras. Las palmas y las plantas presentan leve
hiperqueratosis difusa. El dorso de las manos y de los pies, y las ufias no estan

alterados (figura 5).

Se ha detectado mayoritariamente en pacientes de origen sudafricano, pero

también en individuos procedentes de Europa y de paises del Mediterraneo [43].
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Figura 5. Bebé afecto de ictiosis en traje de bafio a los dos dias de vida, a los 15 dias y a
los 6 meses de edad [40].

GENETiCA

En 1994, Russell y colaboradores localizaron el defecto genético causante de
la ictiosis laminar en el cromosoma 14 [44], mas concretamente en la posicién
14911, en el locus TGM1, que codifica la enzima transglutaminasa 1 v,
seguidamente, se identificaron las primeras mutaciones en el gen asociadas a la

enfermedad [45, 46].

No sélo en pacientes con IL se detectan mutaciones en TGM1, también los
pacientes con EIC y con variantes menos frecuentes de ICAR portan alteraciones
en este gen. Desde esta fecha se han descrito numerosas mutaciones en pacientes de
diversos origenes [35, 38, 42, 47-60]. Aproximadamente en el 30-40% de los

pacientes diagnosticados de ICAR se detectan mutaciones en el gen TGML.

En 1996 se asocié un segundo locus, localizado en el cromosoma 2q33-35,
concretamente en el gen ABCA12, que codifica una proteina implicada en el
transporte de lipidos [61, 62]. En el afio 2003, se identificaron las primeras
mutaciones en pacientes con IL. Posteriormente se confirmé que las mutaciones en

este gen también eran responsables de la ictiosis arlequin [19, 20, 63, 64].
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La existencia de familias sin alteraciones en estos dos genes hizo pensar en
otros genes candidatos causantes de la enfermedad, considerandose a las ICAR
como entidades genéticamente heterogéneas [65]. Asi mismo, mediante analisis de
ligamiento, se han ido asociando paulatinamente una serie de regiones
cromosoémicas con la aparicion de la enfermedad: en el afio 2000, los cromosomas
19 (19p12-12 y 19p13.1-p13.2) y 3 (3p21), cuyos genes quedaron sin determinar
[66, 67]; en 2001, el cromosoma 17 (17p13), asociado a los genes ALOX12B y
ALOXE3 que codifican proteinas implicadas en el metabolismo de lipidos [68, 69];
en 2004, el cromosoma 5 (5¢33), asociado al gen NIPAL4, también conocido como
ICHTHYIN [70]; en 2005, el cromosoma 12 (12p11.2-913) [71]; en 2006, el
cromosoma 9, concretamente en el gen FLJ39501 llamado también CYP4F22 [72];
en 2011, el cromosoma 10, asociado al gen LIPN [73]; y finalmente, en el afio

2012, el cromosoma 6, al gen PNPLAL [74].

Hasta el momento, se han identificado mutaciones patogénicas en pacientes
con ICAR en los genes, TGM1, ALOX12B, ALOXE3, NIPAL4, CYP4F22 y
ABCA12. En un estudio realizado en el afio 2009 en 520 familias con ICAR se
detectaron mutaciones en alguno de estos genes en el 78% de ellas (32% en TGML1,
16% en NIPAL4, 12% en ALOX12B, 8% en CYP4F22, 5% en ALOXE3 y 5% en
ABCAL12) [75]. En otro estudio de 250 pacientes con ICAR de distintos origenes el
38% presentaba mutaciones en TGML1, el 6,8% en ALOX12B y el 6,8% en ALOXE3
[76]. En un trabajo realizado en Galicia en el que estudiaron los genes TGM1,
ALOX12B, ALOXE3, NIPAL4 y CYP4F22 se identificaron mutaciones en el 75%
de las familias, pero la distribucion de las mismas fue diferente, el gen TGM1
estaba mutado en el 68,7% de los casos y el gen ALOXE3 en un solo paciente; no

se detectaron mutaciones en los otros tres genes analizados [13].
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TRATAMIENTO

En la actualidad el tratamiento de las ictiosis es, sobre todo, sintomaético,
aunque cabe esperar que los avances en el conocimiento de su etiopatogenia

permitan solucionar el defecto genético o sustituir las proteinas deficitarias [77].

Como medidas generales, los pacientes con ictiosis, sobre todo los neonatos
con formas graves, se benefician de un ambiente himedo, siendo esencial controlar
el balance hidroelectrolitico y las infecciones con puerta de entrada cutanea. Para
ello, la higiene es esencial para evitar la sobreinfeccion y favorecer la eliminacién

de las escamas. Un gel de pH acido es el producto méas recomendado para este fin.

Como tratamientos topicos, las sustancias mas empleadas son emolientes y
queratoliticos, tal es el caso de la urea, los alfahidroxiacidos, en especial el acido
lactico, y el propilenglicol (agente hidratante). Los aceites vegetales y minerales, la
vaselina y la parafina tienen una accion predominante como emolientes y actian
evitando la pérdida de agua. El acido salicilico es un excelente queratolitico, pero
su uso en las ictiosis infantiles es poco aconsejable por el riesgo de absorcion y
toxicidad [78]. Los retinoides topicos (acido retinoico, retinal, isotretinoina,
adapaleno, tazaroteno, etc.) tienen accion queratolitica y queratoplastica [79, 80].
En algunos estudios se ha demostrado la eficacia de los derivados de la vitamina D,

como el calcipotriol y el tacalcitol.

Como tratamientos sistémicos, los retinoides orales son las U(nicas
medicaciones utilizables en la mayoria de las ictiosis graves, en las que no resulta

posible el control con tratamientos topicos.
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1.3 ESTR VCTVRA DE LA EPiDER MiS

La piel en su conjunto se ha considerado como uno de los 6rganos mas
extensos del organismo humano, constituyendo del 12 al 15% del peso corporal.
Clasicamente se ha dividido en tres capas bien definidas desde el exterior al

interior: epidermis, dermis e hipodermis.

La epidermis es la capa mas superficial de la piel, siendo su funcién principal
la de proteger al organismo del medio ambiente. Debido a su capacidad de
renovacion constante, es capaz de reparar la pérdida de la masa celular causada por
el rozamiento y como consecuencia de la duplicacion celular que se origina en su

capa mas profunda, mantener un grosor uniforme.

La epidermis tiene cuatro tipos de células caracteristicas, los queratinocitos,
los melanocitos, las células de Merkel y las células dendriticas cutaneas, entre las
que se encuentran las células de Langerhans. Las primeras, estructurales y mas
abundantes; las segundas con actividad en la proteccion frente a las radiaciones
solares y responsables del color cutaneo; las células de Merkel con funciones

sensitivas, y las células de Langerhans de caracter inmunologico.

Las células de la epidermis se dividen en cinco capas o estratos, dependiendo

del grado de diferenciacion de los queratinocitos (figura 6):

ESTRATO BASAL

También se denomina estrato germinativo. Es una monocapa de células

cilindricas, siendo estas células las Unicas que experimentan mitosis [81, 82].
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A medida que se forman nuevas células, las primeras migran o se desplazan
hacia las capas superiores de la epidermis hasta que se desprenden en la superficie
cutanea. Los queratinocitos mitoticos son cuboides o columnares y se encuentran
firmemente anclados a la membrana basal que se separa de la dermis subyacente
por hemidesmosomas, uniéndose a las células adyacentes por desmosomas

verdaderos.

m Lipidos
Involucrina

1111

Estrato corneo

Estrato lucido

Estrato granular

Estrato espinoso

Loricrina

Estrato basal

Filagrina Queratina

Lamina basal

Figura 6. Estratos de la epidermis (izquierda) y detalle de la estructura de la capa

cornificada (derecha) [83]. PPRs: pequefias proteinas ricas en prolina.

ESTRATO DE CELVLAS ESPiNOSAS

El estrato de células espinosas consta de 8 a 10 capas de células de forma
irregular con puentes intercelulares muy destacados. Las células de esta capa son
ricas en ADN, necesario para la sintesis proteica que resultara en la produccion de
queratina. Una vez alcanzado este estrato, las células se encuentran en estado post-
mitotico e inician un programa de diferenciacion, siendo empujadas hacia la

superficie de la piel por células nuevas, producidas en la capa basal [82, 84].
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ESTRATO GRANVLOSO

Las células de esta capa contienen granulos que encierran en su interior
proteinas y lipidos, denominados cuerpos lamelares de Odland [85-89]. Muchos de
estos granulos contienen precursores de la capa cornea que serdn depositados
finalmente sobre la superficie interna de la misma. Ademas, en esta etapa se inicia
el proceso de queratinizacion, algunos de estos granulos estan rellenos de

queratohialina, necesaria para la produccién de queratina [90].

Las células se distribuyen de dos a cuatro capas y, como han empezado a
degenerar, se observa en el citoplasma altas concentraciones de enzimas

lisosomales, faltando ocasionalmente el nicleo.

ESTRATO LVCiDO O DE TR ANSiCiON

Es una region caracterizada por un intenso remodelamiento. En esta zona,
los organulos intracelulares son destruidos por proteasas y nucleasas. Paralelamente
a esta destruccion tiene lugar la formacion del estrato corneo y la estabilizacion de
los filamentos intermedios de queratina. El resultado de este proceso es la
construccion de la capa epidérmica mas superficial, la cual abarca la diferenciacion

terminal de los queratinocitos, llamados finalmente corneocitos.

Los queratinocitos del estrato lacido son diafanos y se encuentran
agrupados; carecen de nlcleo y el citoplasma esté lleno de una sustancia gelatinosa,
la eleidina, que se transformara en queratina. La eleidina es muy rica en

lipoproteinas y cumple la funcién de impedir la entrada o salida de agua.
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ESTRATO CORNEO

Es el més superficial de la epidermis, estd formado por células escamosas
muertas, planas y delgadas, que se desprenden continuamente, siendo reemplazadas

por otras.

El citoplasma ha sido sustituido por queratina, una proteina hidréfoba. Las
uniones entre células (desmosomas) aparecen reforzadas de manera que esta capa

presenta una elevada resistencia a la erosion.

Los corneocitos constan de dos estructuras principales: una red de filamentos
de queratina estabilizados por uniones bisulfito, embebidos en una matriz proteica,
formada principalmente por filagrina; y una envoltura de proteinas covalentemente
unida, asociada a lipidos, que les rodea (envoltura cornificada) [91, 92]. Para cubrir

toda la superficie del cuerpo se necesitan millones de corneocitos.

Asi, el proceso por el cual las células mas profundas de la epidermis se llenan
de queratina y se desprenden hacia la superficie de la piel, se denomina
queratinizacion. Esta diferenciacion incluye la formacion de filamentos de
queratina, la agregacion de esos filamentos en tonofibrillas, la sintesis de cuerpos

lamelares (proteinas y lipidos) y su liberacion en la superficie de la piel.

El resultado final es la formacidn de un entramado de filamentos de queratina
y sustancia interfibrilar que constituye la capa cornificada. En algunas
enfermedades, como es el caso de las ictiosis, este proceso aumenta anormalmente
produciendo una hiperqueratosis, caracterizada por una piel gruesa, poco elastica y

que se agrieta con facilidad.
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1.4 CAPA CORNEA. COMPONENTES ESTR VCTVRALES

La envoltura cornificada es una estructura covalentemente reticulada que se
forma debajo de la membrana plasmatica de los queratinocitos en diferenciacion
[93-96]. La capa cOrnea es una estructura de 15nm densamente insoluble que tiene
dos partes funcionales: una de 10nm, formada por proteinas covalentemente unidas,
y una de 5nm formada por lipidos asociados, que cubre la parte en contacto con el
exterior [91, 96-102]. Existen numerosas proteinas que funcionan como sustratos y
son incorporadas dentro de esta estructura (tabla 3). Estas incluyen tanto proteinas
solubles (por ejemplo, involucrina y pequefias proteinas ricas en prolina), como

proteinas insolubles (por ejemplo, loricrina, periplaquina y envoplaquina).

Tabla 3. Proteinas precursoras del estrato corneo [103].

Proteina Tamaro Localizgci_c')n Estrato corneo
(kDa) cromosémica (%)
Involucrina? 65 1921 5
Loricrina® 26 1921 80
PPRs? 5-26 121 [104] 3-5
Cistatina A 12 3021 2-5
Proelafina 10 20q12-g13 <1
Profilagrina? >400 1921 <1
Queratina tipo 1l 56-60 12913 <1
Desmoplaquina 330/250 6p21 <1
Envoplaquina 210 17025 <1
Periplaguina 195 16p13.3 <1
S100A10 y S100A112 12 1921 <1
Anexina | 36 9g12-g21.2 <1

a8 Localizadas en el complejo de diferenciacion epidérmico [105, 106]. PPRs: pequefias proteinas
ricas en prolina.
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Inicialmente se depositan las proteinas solubles formando un “andamio” que
servird de soporte para el resto de componentes estructurales [107, 108]. Las
proteinas insolubles (loricrina, principalmente) seran depositadas mas tarde en la

superficie interna de este “andamiaje” [109, 110].

Las uniones entre las proteinas de la capa cérnea se forman gracias a la
accion de enzimas transglutaminasas (tgm). En la superficie de la epidermis se han

identificado tres de estas enzimas: tgm1, tgm3 y tgm5 [111-121].

Los lipidos que forman parte de la capa cdrnea son principalmente ceramidas
(45-50%), colesterol (25%) y éacidos grasos libres (10-15%). Estos lipidos se
disponen formando ldminas entre los espacios intercelulares de los corneocitos

(figura 7) [122].

Envoltura cornificada

Laminas de lipidos
intercelulares

Corneocito (colesterol, ceramidas,
Cornedesmosoma ) - o] acidos grasos libres)
B -—
1\ Exocitosis
T Lipidos
Capa granular — )

Figura 7. Disposicion de los lipidos en la capa cornea [123].
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1.5 TRANSGLVTAMINASAS

Las transglutaminasas son un grupo de enzimas dependientes de calcio,
extensamente distribuidas, que catalizan reacciones de acil-transferencia de un
grupo y-carboxilo desde un residuo de glutamina a un receptor €-amina de un
residuo de lisina o por la incorporacion de aminas primarias a residuos de
glutamina de péptidos seleccionados, dando lugar a la formacién de un enlace N*-
(y-glutamil)lisina (figura 8) [124]. Los mecanismos por los cuales s6lo se
seleccionan algunas proteinas para la formacion de estos enlaces no estan claros
todavia [125]. Presentan una estricta especificidad en la seleccion de las proteinas
ricas en glutamina que usan como sustrato y menor especificidad para seleccionar

el grupo €-amina aceptor.

PROTEINA 1-NH- CH -CO- -NH- CH -CO-
(CH,), (CH,),
l |
C=0 tgm1 + Ca2* C=0| PROTEINA 1
| L ||+ ]
NH, + NH, NH, NH PROTEINA 2
|
| |
(CH,), (CH,),
PROTEINA 2

Figura 8. Formacion del enlace N¥-(y-glutamil)lisina [83].

Los productos de esta unién presentan una alta masa molecular y son
altamente resistentes a los dafios mecanicos y a la degradacion proteolitica. Se

encuentran en un gran nimero de tejidos e intervienen en nUMerosos procesos.
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Por otro lado, la desregularizacién de la actividad de estas enzimas esta
asociada generalmente a pérdidas de mecanismos homeostéticos de la célula, por lo
que estan involucradas en un gran ndmero de enfermedades, incluyendo
neurodegeneracion cronica, enfermedades neoplasicas, enfermedades autoinmunes,
enfermedades relacionadas con fibrosis tisular y enfermedades de la piel, entre

otras [126].

No s6lo en mamiferos existen proteinas que muestran actividad
transglutaminasa, también se han localizado en microorganismos [127], plantas

[128], invertebrados [129], anfibios [130], peces [131] y aves [132].

En mamiferos, se han identificado nueve genes que codifican
transglutaminasas [117, 133-135] y de éstos, hasta el momento, solo seis han sido

aislados y caracterizados a nivel de proteina (tabla 4).

Tabla 4. Familia de las transglutaminasas [103].

. Localizacion . Tamafo aa
Proteina P Gen Funcion
cromosomica (kDa)
Factor XI1I 6p24-25 Fiaap  Coagulacionsanguinea, g4, ga
cicatrizacion
Band4.2 15¢15.2 EPB42  Estructural en eritrocitos 690 (72)
tgml/K 14g11.2 TGM1  Formacion capa cornea 817 (90)

Muerte celular,

tgm?2 20q11-12 TGM2 diferenciacion 686 (80)

tgm3 20911-12 TGM3  Formacion capa cornea 692 (77)

tgm4 3021-22 TGM4 Coagulacién seminal 683 (77)
tgm5/X 15g15.2 TGM5 Diferenciacion epidermis 719 (81)
tgmeé/Y 20q11 TGM6 Desconocida $?
tgm7/Z 15¢15.2 TGM7 Desconocida 710 (80)

Transglutaminasas expresadas en la epidermis en negrita.
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En la familia de las transglutaminasas se incluye al factor Xllla, que esta
involucrado en la estabilizacion de los mondmeros de fibrina durante el proceso de
coagulacion sanguinea y en la cicatrizacion de las heridas [136, 137]; a la proteina
tgmd4, implicada en la coagulacién del liquido seminal [138]; a la proteina Band4.2,
que es inactiva y tiene una funcion estructural en eritroblastos y eritrocitos [139]; a
la proteina tgm2, expresada ubicuamente en la célula y con multiples funciones
[140]; y a las transglutaminasas especificas de la epidermis: tgm1 [133, 141], tgm3
[142] y tgm5 [135, 143-145]. Cuatro miembros de esta familia se expresan en los

queratinocitos o en tejido epidérmico (tabla 5) [103].

Tabla 5. Transglutaminasas especificas de la capa superficial de la epidermis.

] Expresion en la Modificaciones Localizacion Reguladores
Proteina - - . -
epidermis postraduccionales subcelular de actividad
Expresada en las F_osfon!acpp, Membrana
tgml capas espinosa ISRl ET lasmética Calcio
9 P P y palmitoilacion, plas ’
granular i citosol
protedlisis
Ausente 0 en
bajos niveles,
tgm2 expresada bajo Citosol Calcio, GTP
condiciones
especiales
Expresada en las
tgm3 capas espinosa y Proteolisis [146] Citosol Calcio, GTP
granular

Expresada en las
capas espinosa y
tgm5 granular y en
bajos niveles en
el estrato basal

Matriz nuclear y

. Calcio, GTP
citoesqueleto

La transglutaminasa 1 esta principalmente unida a la membrana plasmatica,
aungue también aparece de forma soluble, en bajos niveles, en el citoplasma; es
activada de diversas formas por protedlisis y esta involucrada en el proceso de

diferenciacion terminal de los queratinocitos.
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La comparacion de las secuencias de todos los genes que codifican
transglutaminasas hace suponer que la familia surgié por duplicaciones y posterior
evolucion divergente de un antecesor comin y que fueron dispersados
posteriormente a lo largo del genoma [147]. La secuencia de aminoacidos de la
enzima tgm1 muestra de un 49 a un 53% de homologia con otras transglutaminasas
conocidas. Aunque la estructura primaria de estas enzimas parece ser diferente,
todas ellas muestran una secuencia comun de aminoacidos en el sitio activo [117] y
un requerimiento de calcio para llevar a cabo su actividad. Las diferencias en la
estructura primaria son, probablemente, responsables de sus diversas funciones

biologicas [148].

TRANSGLVTAMiNASA 1

GEN 7GM{

El gen TGM1 esta localizado en el cromosoma 14, en la posicion 14911.2
[141]. Se extiende 14.3Kb que contienen 15 exones separados por 14 intrones
[149] (figura 9). Las posiciones de estos 14 intrones han sido conservadas en
comparacion con otros genes que codifican transglutaminasas, aunque el gen
TGML1 tiene intrones relativamente cortos. Por otro lado, la enzima tmgl, de

90kDa, es la més larga de las nueve transglutaminasas conocidas.

it

Exdn 4 56 7 89 10 11 12 1314 15

Figura 9. Organizacion del gen TGM1. En azul, regiones intrénicas; en granate, exén 1

(no codificante); en verde, exones del 2 al 15.
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El gen TGM1 se transcribe en un ARN mensajero (ARNm) de 2731pb,
estando localizado el comienzo de la transcripcion en el segundo exon. El tamafio
de los exones 3 al 14 esta marcadamente conservado entre los genes de latgmly el

factor XII1, otro miembro de la familia [150].

La expresion del gen TGML1 se limita a los epitelios escamosos estratificados,
comenzando a expresarse inmediatamente por encima de la capa basal [151] o en la
zona media del estrato espinoso y persistiendo en el estrato granuloso y cérneo

[152, 153].

La region promotora del gen TGM1 en queratinocitos en cultivo presenta dos
sitios Spl y un sitio AP1 [154-161]. Se trata de una zona de 200pb que se sitta de
-1.6 a -1.4Kb aguas arriba del inicio de la transcripcion, altamente conservada en
mamiferos. Ensayos realizados con cultivos de queratinocitos transfectados
demuestran que mutaciones en estas tres zonas de unién a factores de transcripcion

producen una pérdida de la actividad transcripcional [161].

Kim y colaboradores demostraron la existencia de dos transcritos variantes
del gen: el mas raro, que pierde dos nucleotidos cerca del final del extremo 5°, usa
un coddn de inicio alternativo y difiere de la forma comun, mas larga, s6lo en los
primeros 15 aminoacidos, se le denomina TGM1b. Ademas, en la secuencia de
nucleotidos del intron 14 existen varios tramos de repeticiones de dinucle6tidos que

muestran un extenso numero de polimorfismos en la poblacién humana [147].

Las mutaciones en el gen TGM1 estdn asociadas con ictiosis laminar
autosdmica recesiva y con eritrodermia ictiosiforme congénita no ampollosa, asi

como con las variantes menos frecuentes de ICAR.
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Desde que en el afio 1995 se identificd el gen TGM1 como responsable de
algunos casos de ICAR, se han descrito mas de 140 mutaciones en pacientes de
diversos origenes. Todas estas alteraciones estan disponibles en la base de datos

http://www.biobase-international.com/.

La distribucién de los tipos de mutacion descritos hasta la fecha se representa

en la siguiente figura (figura 10).

8% [ Missense
O Nonsense
O Splicing
[0 Pequeinasdeleciones
[0 Pequefasinserciones
B Otro tipo de mutacion

8%

Figura 10. Distribucién de los tipos de mutacion descritos en el gen TGML1.

Las mutaciones mas frecuentes en el gen TGM1 son missense, consistentes en
la sustitucion de un aminoacido por otro, alcanzando el 56% del total de las
mutaciones detectadas en el gen; seguidas de las mutaciones nonsense (21%), en

cuyo caso el codon resultante en la sustitucion es un codon de parada.

Un 8% de las mutaciones estan situadas en sitios criticos de procesamiento
intrénico (mutaciones de splicing). También se han descrito pequefias deleciones e
inserciones (13%), considerandose pequefias a aquellas de hasta 20 nucledtidos,
gue provocan cambios en la fase de lectura y como consecuencia, en la mayoria de
los casos dan lugar a la aparicion de codones de parada prematuros y, por lo tanto,

a proteinas truncadas.
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El 2% de las mutaciones restantes lo constituyen aquellas que se localizan en
la region promotora del gen y que afectan a los niveles de expresién del mismo; a
mutaciones tipo indel consistentes en la pérdida de uno o varios nucleétidos y la
insercién de otros en esa misma posicion y a grandes reordenamientos (aquellos
que abarcan varios exones o incluso a todo el gen). Estas mutaciones son poco
frecuentes y hasta el momento, sélo se ha identificado una mutacion de cada uno de

estos tipos [38, 162, 163].

De los 817 aminoacidos que conforman la proteina tgml, 54 (6,6%) son
argininas; 4 de los 6 codones que las codifican contienen dinucledtidos CpG. El
34% de todas las mutaciones missense descritas hasta el momento en el gen TGM1
recaen en argininas, siendo los cambios nucleotidicos mas frecuentes en sus
codones las transiciones C>T o G>A. Esta alta incidencia de mutaciones de las
argininas puede ser consecuencia de la metilacion y desmetilacion que sufren los
dinucledtidos CpG asociadas con la inactivacion transcripcional y la activacion de

genes [164, 165].

El 85% del total de todas las mutaciones descritas en TGM1 se sittan en los
dos primeros tercios del gen aungue se han descrito mutaciones en todos los exones
codificantes. El exon 3 es el mas mutado, hasta un 14% de las mutaciones se
localizan en él; seguido por el exdn 8 con un 12% de mutaciones, el exén 7 con un

11% y los exones 4, 5y 6, con un 10% cada uno.

La mutacion descrita en la regiébn mas proxima al extremo 5° del gen es la
¢.109A>G p.R37G, localizada en el primer exdn codificante, y la situada en la

region mas cercana al extremo 3" es la ¢.2320C>T p.Q774X en el exon 15.
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PROTEINA TGM1

Tanto la secuencia de nucleétidos del gen TGM1 como la secuencia de los
aminodcidos de las regiones codificantes en humano y en ratdn se determinaron en
el afio 1990. Ambas proteinas tienen un peso molecular aproximado de 90KDa y
muestran un 92% de similitud [133]. El gen TGML1 codifica una proteina de 817
aminoécidos que se expresa en las capas mas altas de la epidermis, principalmente
en los estratos espinoso y granular; ademas, esta expresion esta directamente
relacionada con el grado de diferenciacion del queratinocito. La tgml es la

principal enzima responsable de la formacion del estrato corneo [147].

La proteina tgml es modificada co- y postraduccionalmente por la union de
acidos grasos esterificados (miristato y palmitato) mediante un enlace tioéster en el
extremo amino terminal [153]. Tratamientos con inhibidores de la sintesis proteica
muestran que la miristoilacioén ocurre a nivel de la traduccién y que la unién con el
palmitato ocurre posteriormente. Asi, se ancla a la membrana plasmatica y puede
ser solubilizada facilmente mediante detergentes anionicos [115]. Sin embargo, una
pequefia porcion de transglutaminasa (5-10%) carece de estos &cidos grasos y se

encuentra soluble en el citoplasma.

El sitio critico de union al miristato y palmitato es un conjunto de cinco
residuos de cisteina (Cys 47, 48, 50, 51 y 53) que se encuentra en la secuencia
C47CGCCSCs;3 de la proteina dentro del extremo amino terminal [166]. La pérdida
0 mutacion de este grupo de cisteinas reduce la asociacion de la proteina con la
membrana plasmatica del queratinocito. Aunque s6lo se necesita una cisteina para
la adicion del palmitato, son necesarias mas de una para que la tgml se ancle

perfectamente.
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Estudios in vitro confirman que es necesario que la apoproteina tgml se
active mediante protedlisis para que lleve a cabo su actividad [167]. Las posiciones
exactas de este procesamiento han sido localizadas después de los residuos Gly93 y

Gly573 dando lugar a fragmentos de 10, 33 y 67kDa [147].

La subunidad de 10kDa contiene el extremo amino terminal. El nivel de los
productos de este procesamiento proteolitico incrementa con la diferenciacion del

queratinocito, sugiriendo que este proceso esta regulado (figura 11).

Proliferacion de los l

queratinocitos
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Diferenciacién terminal de
los queratinocitos

Figura 11. Unidn de la enzima tgml a la membrana plasmatica y procesamiento
proteolitico [83]. (M: miristato; N: extremo N-terminal; P: palmitato; S: serina; +:

actividad; -: no actividad).

Ademas de la acilacién lipidica y del procesamiento proteolitico, la proteina
tgm1 se fosforila en los residuos de serina, principalmente en la Ser82 de la regién
amino-terminal, en la proximidad de los sitios de anclaje a la membrana, lo que

indica que podria influir en dicha unién [168, 169].
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ESTR VCTVRA

La estructura de la proteina tgml se ha deducido a partir del modelo de la
proteina tgm3. El alineamiento de las secuencias de aminoécidos de las proteinas
de la familia de las transglutaminasas muestra mas de un 50% de homologia entre

ellas, lo que hace pensar que su estructura sea similar.

El modelo de la proteina tgml consta de cinco dominios estructurales: un
dominio N-terminal de 10kDa (Met1-Arg92) por el que esta unida a la membrana
plasmatica, que es exclusivo de tgml ya que es la Unica de la familia con esta
localizacion celular; y cuatro dominios que poseen una elevada similitud con tgm3

(dominios sandwich-f (Ser93-Phe246), catalitico (Asn247-Arg572) de 67kDa,

barril B1 (Gly573-Arg688) y barril B2 (Thr689-Ala816) de 33kDa) (figura 12).

El dominio catalitico alberga los sitios activos, que corresponden a los
residuos Cys376, His435 y Asp458. Estos residuos se encuentran protegidos en el
interior de una hendidura formada por dos laminas 3 del dominio catalitico y el

extremo carboxilo-terminal del dominio barril 1.

Como otras transglutaminasas, tgml es una enzima dependiente de calcio
(Ca®), de hecho, su actividad se incrementa cuando las células son tratadas con
este cation [112, 124, 170]. Basandose en la secuencia homdloga a tgm3 se han
situado los sitios de unién al calcio de tgml en los residuos Trp341, Trp432 y

Tyr620, pertenecientes a los dominios catalitico y barril 1.
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Sitio de protedlisis G573

Figura 12. Estructura tridimensional de la enzima tgml [148]. Sefialados los sitios
proteoliticos Gly93 y Gly573. En verde, los dominios sandwich-f y catalitico. En magenta,
los dominios barril 1y B2. En amarillo, los iones de calcio en sus sitios de union. En rojo,
el fragmento N-terminal; representada parte de su estructura secundaria (Pro24-Ala55) en
el extremo superior derecho. Sombreada en gris, la regidn que contiene los tres residuos
cataliticos (Cys376, His435, Asp458), los iones de calcio y las laminas B que forman este
motivo estructural. Por Gltimo, se detalla el mismo en el extremo inferior izquierdo de la

figura.
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El Ca®" es un importante regulador de la diferenciacion epidérmica, tanto in
vivo como in vitro, por su papel como cofactor de tgm1, habiéndose observado que
el nivel de calcio se incrementa en las capas superiores de la epidermis [171]. Un
metodo estdndar para desencadenar un incremento en la actividad de tgml en
cultivos de queratinocitos, es cambiar a las células la concentracién de calcio de
baja a media. Este cambio hard que la célula cese la proliferacion celular y
comience su diferenciacion al dar lugar a un aumento de la expresion de las
proteinas precursoras de la capa cornea, elevando el nivel y la actividad de las
mismas e incrementando la formacion del estrato corneo [172, 173]. Otros agentes,
como los ésteres de forbol y el acido retinoico, también influyen en el nivel y la

actividad de la proteina tgm1 en células en cultivo [158, 174].

La proteina tgml cataliza, durante la formacién del estrato cérneo, la union
de proteinas epidérmicas entre si y la union de poliaminas a proteinas, mediante el
enlace N®-(y-glutamil)lisina. Los sustratos que intervienen en esta unién son
principalmente proteinas estructurales del estrato cOrneo, que son ricas en
glutaminas y lisinas, como loricrina, involucrina, pequefias proteinas ricas en

prolina y filagrina, entre otras.
SVSTRATOS

Se ha sugerido que las proteinas precursoras del estrato corneo podrian tener
un origen comdn, dado que sus regiones amino Yy carboxilo-terminales son
semejantes. Ademas, los genes que las codifican tienen una estructura similar (un
exon corto, un intron y un exén largo donde se localiza la region codificante) y se

encuentran en el cromosoma 1 [175].
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Las distintas proteinas se diferencian entre si en la region central, que seria la
parte mas evolucionada desde el punto de vista filogenético. A continuacién, se

describen algunos de los sustratos mas importantes utilizados por la enzima tgm1.:

Involucrina

La involucrina es una proteina epidérmica, localizada en la capa cornea y en
el citoplasma de los queratinocitos. Fue la primera proteina precursora de la capa
cornificada identificada y clonada [176]. Se calcula que supone de un 5 a un 10%
de todas las proteinas solubles y alrededor de un 1% del total de proteinas de

cultivos de queratinocitos humanos [107].

Esta proteina se sintetiza precozmente durante el proceso de diferenciacion,
manteniendose soluble hasta que, por accion de la enzima transglutaminasa 1, pasa
a formar parte de la envoltura cornificada. Sin embargo, una parte de la involucrina
sintetizada no se une en dicha envoltura, sino que permanece soluble [177]. La
involucrina es uno de los primeros precursores incluidos en la envoltura cornificada
y sirve de “andamio” para el resto de componentes sobre el que se entrelazaran los

filamentos de queratina [91].

La involucrina esta compuesta por 585 aminoacidos. La molécula esta
estructurada por una serie de secuencias repetidas de 10 aminoacidos cada una, tres
de los cuales son residuos de glutamina y dos de glutamato [178-180]. El alto
porcentaje de estos residuos identifica a la involucrina como sustrato de la enzima
transglutaminasa [107, 181]. A pesar del elevado nimero de residuos de glutamina
que componen la involucrina, la enzima transglutaminasa tiene preferencia por la

glutamina 496 [182].
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Loricrina

Aunque inicialmente se consider6 que la involucrina era el sustrato
“preferido” de la transglutaminasa dado su alto contenido en residuos de glutamina,
la loricrina es méas importante cuantitativamente [109], representando el 5-10% del
total de ARNm de la epidermis humana [110]. Esta formada por 315 aminoé&cidos,
de los cuales un 47% corresponden a residuos de glicina. En su molécula existe una
secuencia que se repite, consistente en un aminoécido alifatico o aromatico
(generalmente tirosina, fenilalanina o isoleucina), y varios residuos de glicina (G),

serina (S) y/o cisteina (C).

Se ha propuesto un modelo para la estructura de esta proteina (figura 13),
segun el cual las secuencias de G-S-C se disponen formando bucles. Las secuencias
de aminoacidos que unen estos bucles son ricas en glutamina (Q) y lisina (K), y
actGan como receptores y donantes de grupos amina en la reaccion catalizada por la
enzima transglutaminasa epidérmica.

tgml tgml tgm1 tgml tgm1l tgm1l

1N : no|
RCUUGIOIC FOR FREORI FEEON %--@

Extremo N-terminal Extremo C-terminal
Bucle 1 Bucle 2 Bucle 3

G-S-C G-S-C G-S-C

Figura 13. Estructura de la proteina loricrina [83].

Esta estructura dispuesta en bucles ricos en glicina a lo largo de la cadena de
aminoacidos, probablemente, confiera un caracter flexible a la envoltura

cornificada y, en general, a toda la epidermis.
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La loricrina es una proteina altamente insoluble, por esta razon, se encuentra
en el interior de granulos en la capa granular [89, 90]. Durante la diferenciacion
terminal es liberada de estos granulos e incorporada al interior de la envoltura

cornificada en formacion [183].
Pequenas proteinas ricas en prolina

Las pequefias proteinas ricas en prolina son codificadas por una familia de
multigenes compuesta por 14 miembros divididos en tres subgrupos [184]. La
expresion de estos genes es inducida por calcio y factores de transcripcion, como
APl y Spl [185]. La estructura de estas proteinas incluye ocho o nueve
repeticiones del aminoacido prolina flanqueadas por residuos de glutamina (Q) y
lisina (K) (figura 14), que son los sustratos para la enzima transglutaminasa [104].
Se ha propuesto que la funcidn de estas proteinas es actuar como puentes de union
entre otras proteinas precursoras de la capa cornificada.

tgml
tgm1l gm tgm1
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Figura 14. Estructura de las proteinas ricas en prolina [83].

Filagrina

La proteina filagrina se sintetiza como profilagrina y como consecuencia del
procesamiento proteolitico se genera la proteina madura. Por su alto contenido en

residuos de glutamina, actla de sustrato para la enzima transglutaminasa.
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El gen FLG que codifica la filagrina se encuentra en el cromosoma 1, posee
tres exones y dos intrones. La region codificante esté estructurada en forma de 10-
12 unidades repetitivas de 972 pares de bases, cada una de las cuales codifica los

324 aminoécidos que constituyen la molécula de filagrina (figura 15) [186, 187].

Ex6n 1

Dominio N-terminal Dominio C-terminal

10-12 repeticiones de filagrina

Figura 15. A) Estructura del gen FLG. B) Organizacién de la proteina profilagrina [188].

Tiene varias funciones importantes en la epidermis, una de ellas es la de
intercalarse entre los filamentos de queratina que interactian especificamente con
ella y, por otro lado, podria tener un papel importante en la regulacion de la

apoptosis, debido a esta misma propiedad [189].

Lipidos

Se ha propuesto que los lipidos pueden ser sustrato de la enzima
transglutaminasa 1 y que las ceramidas podrian estar unidas covalentemente a las

proteinas que forman el “andamiaje” de la envoltura cornificada [100].

Recientemente, Steinert y colaboradores han demostrado que la proteina
tgm1l promueve la formacién de ésteres entre residuos de glutamina de la
involucrina y diversas ceramidas [190]. Asi, tgm1 podria, ademas de unir proteinas

epidérmicas entre si, unir lipidos de la superficie.
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1.6 GENES iMPLiICADOS EN EL METABOLISMO O

TRANSPOR TE DE L{PiDOS

La enzima tgm1 es la encargada de la formacion de la estructura fisica en la
que se dispondran el resto de componentes de la capa cOrnea, uno de los
mayoritarios lo constituyen los lipidos. Mutaciones en genes que codifiquen
enzimas directamente implicadas en su metabolismo, transporte o distribucion
dentro de la capa cornificada, alteran la adecuada descamacion y como
consecuencia provocan la aparicion de un fenotipo tipico de ictiosis [191]. Los
genes implicados en el metabolismo de lipidos que se asocian con las ictiosis

congénitas autosomicas recesivas se detallan a continuacion:

ABCAL2

El gen ABCA12 se sitla en el cromosoma 2, concretamente en la posicion
2033-35, se extiende en 206,89Kb que contienen 53 exones, todos ellos
codificantes, dando como producto postraduccional una proteina de 2595
aminodacidos [192]. Mediante retro-transcripcion inversa ha podido observarse su

expresion principalmente en placenta, testiculo, cerebro fetal y piel.

La proteina ABCAL12, pertenece a la familia de proteinas ABC, cuya funcion
es la de mediar el transporte de diferentes sustratos a través de las membranas
celulares. Estas proteinas contienen dos dominios transmembrana y dos dominios
de union a ATP, que se someten a cambios conformacionales y facilitan la union a

las membranas y la disociacion de los lipidos adjuntos [192, 193].
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Hasta la fecha se han identificado 48 genes ABC que se han dividido en siete
subfamilias, en base a la homologia y organizacion de sus secuencias. LoS
miembros de la subfamilia ABCA participan en el transporte y secrecion de lipidos

[194].

La proteina ABCA12 funciona como trasportadora de lipidos dependiente de
ATP, cuya funcion es la de cargar los cuerpos lamelares de Odland de la capa
granular, donde se localiza [195]; por lo tanto, estd implicada en la distribucién de

los lipidos de la capa cdrnea y en el proceso de descamacion (figura 16).

A)
Membrana celular o ] Capa de lipidos intercelulares
U 059% ] Capa cornea en formacion
(o)
[¢]
tgml
Granulos lamelares proteinas precursoras del estrato cérneo
ABCA12 transporte de lipidos
B) C)
capas de lipidos malformadas capas de lipidos malformadas
02805 8 U - s
Oo @ o ° (o]
° °
] (o] °
o) tgml
defectuosa
ABCA12 transpo\r?\de lipidos .
anémala ABCA12 transporte de lipidos

Figura 16. Efecto de mutaciones en los genes TGM1 y ABCA12 en la formacion de la capa
cérnea. A) Esquema de un funcionamiento normal de las enzimas tgml y ABCA12. B)
Cuando el gen ABCA12 estd mutado la proteina no lleva a cabo su funcién y no se produce
el transporte de lipidos. C) Si TGML1 tiene alguna alteracion la proteina no realiza la union
entre los precursores de la capa cdrnea, siendo ésta defectuosa y por lo tanto obtendremos

una capa de lipidos malformada [19].
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Ademés de actuar como transportadora de membrana su actividad es
necesaria para la formacion de ésteres de ceramidas de cadena larga, que son
esenciales para el desarrollo de la estructura y el mantenimiento de la

permeabilidad epidérmica [196].

La proteina ABCA12 sirve como transportadora de glucosilceramidas desde
el aparato de Golgi hasta la superficie apical de la membrana cornificada de los

queratinocitos, principalmente en las capas espinosa y granular (figura 17).
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Figura 17. Transporte lipidico desde al aparato de Golgi hasta el espacio extracelular

mediado por la proteina ABCAL12 en los queratinocitos [197, 198].

Por otro lado, la proteina ABCA12 juega un papel importante en la
regulacion de la expresion génica, en la proliferacion y diferenciacion de los

queratinocitos; y participa en la cicatrizacion de las heridas [199].

Aproximadamente el 90% de los pacientes con ictiosis arlequin son
portadores de mutaciones en el gen ABCA12 y también un porcentaje muy bajo de
pacientes diagnosticados de ictiosis laminar y de eritrodermia ictiosiforme

congénita [19, 61, 63, 200, 201].
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ALOXIZB Y ALOXF3

Los genes ALOX12B y ALOXE3 se sitian en el cromosoma 17,
concretamente en la posicion 17p13.1. Cada uno de estos genes contiene 15
exones, que codifican dos lipoxigenasas expresadas en la epidermis pertenecientes
a la familia de proteinas LOX (12R-LOX de 701 aminoéacidos y eLOX-3 de 711
aminoacidos), teniendo los dos genes un exdn mas que el resto de lipoxigenasas de

la familia.

Los genes ALOX12B y ALOXE3 distan entre si 8.5Kb; pertenecen a un grupo
de genes que se extiende 100Kb y contiene tambien al gen ALOX15B vy al

pseudogen ALOX15P (figura 18) [68, 202, 203].

ALOXE3 ALOX12B ALOX15P ALOX15B
Centréomero —| >—| >.< |-< |_ Telémero
8.5Kb

Figura 18. Mapa fisico del grupo de genes LOX epidérmicos sobre el cromosoma 17 [68].

Su expresion predominante en las capas suprabasales de la epidermis apoya
su papel en las fases avanzadas de la diferenciacion epidérmica, participando en el
procesamiento de los cuerpos lamelares [204, 205]. Ambas enzimas participan

secuencialmente en la via de las hepoxilinas (figura 19).

La lipoxigenasa 12R-LOX cataliza la conversion del &cido araquidonico en
un acido 12R-hidroxieicosatetraenoico y la eLOX-3 convierte este producto en un

isdmero epoxialcohol que pertenece a la familia de la hepoxilina Az [206, 207].
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Figura 19. Representacion esquematica de la via de las hepoxilinas, en la que participan
los genes ALOX12B, ALOXE3, NIPAL4 y CYP4F22 responsables de algunos cuadros de
ICAR [14].

Este producto hepoxilina es inestable y es hidrolizado en las células a un
derivado trihidroxi especifico (trioxilina). Aunque el papel exacto de los productos
de la via de las hepoxilinas no se conoce, se ha especulado que puedan participar en
la formacion de los lipidos intercelulares de la capa cérnea o actuar como sefiales

para promover la diferenciacion de los queratinocitos.

Desde la publicacion del afio 2002 en la que se detectaron las primeras
mutaciones en los genes ALOX12B y ALOXES3 en pacientes con EIC originarios de
paises del area del Mediterraneo [208], se han identificado hasta la fecha un total
de 37 mutaciones diferentes en el gen ALOX12B [36, 76, 204, 209-211] y 11 en
ALOXE3 [76, 208, 209] (figura 20). Todas estas variantes nucleotidicas estan

disponibles en la base de datos http://www.biobase-international.com/.
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Figura 20. Distribucion de los tipos de mutacién descritos en los genes ALOX12B y
ALOXES3.

Las mutaciones mas frecuentes identificadas en el gen ALOX12B, son
missense, representando un 78%; seguidas de pequefias deleciones con un 11%,

pequefias inserciones y mutaciones de splicing, con un 5% respectivamente.

En el gen ALOXE3, al igual que en ALOX12B, el tipo de mutacion mas
frecuente es missense (72%), seguido de pequefias deleciones (18%) y mutaciones

de splicing (9%). No se ha detectado ningun otro tipo de mutacion.

Mutaciones en estos genes son responsables del 14-17% de las ICAR [75, 76]
y del 72,2% de la aparicion del fenotipo de bebé colodién autorresolutivo [33, 36,
212]. Ambos genes son responsables de un porcentaje similar de casos de ICAR;
sin embargo, se han identificado pocas mutaciones diferentes en el gen ALOXES,
debido a la alta frecuencia de dos mutaciones, la p.R234X y la p.P630L, que

parecen representar sitios calientes de mutacion.

La relacion causal entre estas mutaciones y el fenotipo de los pacientes, se
confirmé al demostrarse que la actividad catalitica de las LOX epidérmicas, estaba
totalmente abolida en ellos [209, 213] y al reproducirse en modelos murinos un

fenotipo ictiosiforme que copia al humano [214-217].
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El gen NIPAL4, también llamado ICHTHYIN, se localiza en el cromosoma 5
(posicion 5033.2-g34) (figura 21), contiene 6 exones que codifican una proteina de

404 aminoacidos y 44KDa con varios dominios transmembrana.
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Figura 21. Posicion del gen NIPAL4 en el cromosoma 5.

La funcidn de esta enzima es desconocida hasta el momento [218]. Se cree
que podria tratarse de un receptor de membrana para algun ligando intermedio de la
ruta en la que intervienen las lipoxigenasas 12R-LOX y eLOX-3 [206], estando por
lo tanto, implicado en la formacion de los cuerpos lamelares o en su transporte
hacia el espacio extracelular [219]. A favor de este supuesto destacan dos hechos:
en primer lugar, que las mutaciones en este gen se asocian en un 93% de los casos
con un patrén ultraestructuralmente caracterizado por anomalias en los cuerpos
lamelares y la presencia de membranas perinucleares elongadas al nivel de la capa
granulosa; y en segundo lugar, que el gen NIPAL4 se expresa fundamentalmente al
nivel de la capa granulosa de la epidermis, que es la zona donde los cuerpos

lamelares estan presentes [220].
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iNTRODVCCIiON

Desde que el gen NIPAL4 se descubrid en el afio 2004 [218], tan s6lo 10
mutaciones distintas han sido descritas en pacientes procedentes de paises
mediterraneos como Argelia, Turquia, y Siria [218]; de paises escandinavos [219],
de Paquistan [220], Irdn [221] y Sudamérica [218] (figura 22). Todas estas
alteraciones estan disponibles en la base de datos http://www.biobase-

international.com/.

Exén 1 2 3 4 5 6
U HF
G142V A176N G297R
., R145X Al76D
Mutacion
-1G>A S208F +1G>A
G230R

H237N

Figura 22. Mutaciones identificadas en el gen NIPAL4 [221].

Las mutaciones se distribuyen a lo largo de todo el gen. Excepto en el exon 1,
en todos sus exones se detecta al menos una mutacion; de todas ellas, 7 son
missense, 1 nonsense y 2 de splicing. No se ha detectado hasta la fecha ningun otro

tipo de mutacion.

En el estudio genético de grandes cohortes de pacientes con ICAR, se han

identificado mutaciones en el gen NIPAL4 de entre el 8 al 18% de ellos [75, 76].
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CYPtF22

En al afio 2000 se asoci6 por primera vez a las ictiosis congénitas
autosdmicas recesivas con una region del cromosoma 19, pero no se determing el

gen candidato causante de la enfermedad [67].

En el afio 2006 se clond el gen FLJ39501, llamado también CYP4F22. Este
gen se localiza en el cromosoma 19p13.12; contiene 12 exones que codifican un
citocromo P450, familia 4, subfamilia F, polipéptido 2, homélogo del leucotrieno
B4-w-hidroxilasa; de 531 aminoécidos con una masa molecular calculada de

aproximadamente 62KDa [72].

La reaccion catalizada por CYP4F22 en la piel y sus sustratos pueden ser
deducidos por analogia con lo que se sabe de sus homologos CYP4F2 y CYP4F3
[222]. Se ha sugerido que participen en la via de las hepoxilinas, catalizando el
paso de trioxilina A3 a 20-hidroxi(R)-trioxina A3 (figura 19) y que el producto
final de esta via, la 20-carboxi-trioxilina A3, pueda tener un efecto bioldgico

regulatorio clave en la piel [223].

Hasta la fecha Gnicamente se han descrito 8 mutaciones en este gen en 12
familias consanguineas procedentes de paises del Mediterraneo [72] y en una de

origen israeli [224].

Las mutaciones detectadas incluyen: 5 missense (p.F59L, p.R243H,
p.R372W, p.H435Y y p.H436D), 1 nonsense (p.W521X), 1 pequefia delecion
(c.981delC) y 1 gran reordenamiento (incluye la pérdida a nivel gendmico desde el

exon 3 al 12). Estas mutaciones se distribuyen a lo largo de todo el gen.
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MiPOTESIS Y OBJETiVOS

2. MiPOTESIS Y OBJETiVOS

Las ictiosis congénitas autosomicas recesivas son trastornos infrecuentes de
la queratinizacion que se engloban en las formas no sindromicas de ictiosis.
Clasicamente se distinguian en este grupo la ictiosis laminar y la eritrodermia
ictiosiforme congénita. Actualmente se incluyen también la ictiosis arlequin, el
bebé colodion autorresolutivo, el bebé colodion autorresolutivo acral y la ictiosis

en traje de bafo.

Se ha estimado una prevalencia conjunta para ictiosis laminar y eritrodermia
ictiosiforme de 1:138.000-1:300.000. En algunos paises o regiones, como en
Noruega y la costa Gallega, la prevalencia podria ser mayor debido a la existencia
de efectos fundadores. Desde el punto de vista genético son muy heterogéneas. Seis
genes han sido asociados a estas entidades: TGM1, ABCA12, ALOX12B, ALOXES3,

NIPAL4 y CYP4F22.

El objetivo principal de nuestro estudio se centrd en la busqueda de
mutaciones puntuales en los genes TGM1, ALOX12B, ALOXE3, NIPAL4 y
CYP4F22, en pacientes no relacionados entre si, diagnosticados de ictiosis
congénita autosomica recesiva, con el fin de encontrar el defecto genético que

desencadena la enfermedad.

El segundo objetivo pretende ayudar a clarificar la clasificacion de las ictiosis
en base a la genética y aportar mas datos para poder correlacionar los hallazgos

genéticos con el fenotipo.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.4 POBLACiON DE ESTVDiO

PACIENTES

En este estudio han participado 29 familias no relacionadas entre si. Todas
contaban con un individuo diagnosticado de ICAR, excepto cuatro de ellas en las

que habia dos probandos afectados.

Todos los pacientes fueron remitidos desde diversos hospitales al Servicio de
Dermatologia del Hospital Clinico Universitario de Salamanca. Cada uno de ellos
fue debidamente informado de la naturaleza y objetivos del estudio, y se les solicitd
su autorizacion para la extraccion de una muestra de sangre para realizar el analisis

genético.

Las muestras de sangre fueron obtenidas siguiendo las normas legales para
Estudios Clinicos en Espafia y las del Comité de Etica del Complejo Asistencial
Universitario de Salamanca y fueron procesadas y analizadas en el Departamento
de Medicina Molecular de la facultad de Medicina de la Universidad de esta misma

ciudad.

En cada caso se solicitaron datos como el nombre, apellidos, sexo (M: mujer,
V: varén), fecha de nacimiento, prematuridad, presencia o ausencia de membrana
colodion (BC), eritema, ectropion y eclabion; alopecia, hiperqueratosis palmar y

plantar; morfologia y color de las escamas y el tipo de tratamiento (tablas 6 y 7).
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De los 29 probandos incluidos en el estudio, 15 fueron diagnosticados de
ictiosis laminar, 7 de eritrodermia ictiosiforme congénita, 4 como bebé colodion
(con curso autorresolutivo), 2 de ictiosis en traje de bafio y 1 considerado sin
clasificar, ya que fue remitido al laboratorio para el estudio genético de ictiosis

congénita sin especificar su diagndstico presuntivo (figura 23).

16 -

14 -

12

10

8 -

6 -

4 -

2 ]

0 [
IL EIC BCA ITB Sin

clasificar

@ N2 Pacientes

Figura 23. Distribucion de los pacientes estudiados en base a su diagnostico
presuntivo. IL: ictiosis laminar; EIC: eritrodermia ictiosiforme congénita; BCA:

bebé colodion autorresolutivo; ITB: ictiosis en traje de bafio.

Esta serie de pacientes, comprende tanto mujeres como varones, el rango de
edad de los mismos abarca desde etapas tempranas hasta la edad adulta. Todos
ellos son de nacionalidad espafiola, excepto una de las familias de origen

ucraniano.

CONTR OLES

Se analizaron 100 muestras de ADN obtenido a partir de sangre periférica de
individuos que no presentaban ningun tipo de ictiosis ni otro tipo de enfermedad

epidérmica.

60



Las muestras de sangre de estos controles fueron obtenidas previo
consentimiento, siguiendo las normas legales para Estudios Clinicos en Espafia y

las del Comité de Etica del Complejo Asistencial Universitario de Salamanca.

3.2 ANALiSiS MOLECVILAR

EXTRACCiON DE ADN

A todos los individuos se les realizé una extraccion de una muestra de sangre
periférica, recogida en un tubo de vacio con EDTA como anticoagulante y
almacenada a 4°C hasta el momento de la extraccion de ADN. El proceso seguido

se detalla a continuacion:

Tras resuspender y centrifugar la muestra de sangre periférica se aislo la
interfase de células leucocitarias, las cuales se resuspendieron en tampon Fornace
(0.25M sacarosa, 50mM Tris-HCI pH 7.5, 25mM KCI, 5mM MgCl,), EDTA 0.5M
pH 8, que es un quelante de iones divalentes que posibilita la inactivacion de las
nucleasas; proteinasa K 20mg/L, que degrada las proteinas y SDS (dodecil sulfato
sodico) al 10%, que rompe las membranas celulares. Esta mezcla se incubd a 55°C
durante unas 16 horas; tras esta incubacion se purific6 el ADN tratdndolo con una

mezcla de fenol tamponado y CIAA (cloroformo:alcohol isoamilico 24:1).

Con este proceso el ADN queda en la fase acuosa, la cual se limpio6 de otros
residuos mezclandola con CIAA y centrifugando para separar las dos fases, una

que contiene el ADN vy otra que contiene los detritos celulares.
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Tras este paso se afiadio etanol absoluto (EtOH) a la fase acuosa,
precipitando el ADN, que se recuperd, se lavo con etanol al 70% vy, finalmente, se

resuspendié en agua bidestilada (ddH0).

La concentracion y el grado de contenido proteico del ADN se calcula tras
medir su absorbancia a 260 y 280nm respectivamente, en el espectrofotometro

automético de ADN/ARN (GeneQuant, Pharmacia), siguiendo la formula:

ug de ADN/mL = (DO 260) x (factor de dilucion) x 50

(Nota: 50 es un factor de correccion introducido, ya que la unidad de
densidad Optica con una luz incidente de 260nm es un valor de absorbancia que

tienen 50ug de ADN/mL).

El cociente DO,go/DO5go Se utiliza para determinar el grado de contaminacion
proteica, considerando como valores adecuados un cociente entre 1.65 y 2. Valores
inferiores a los sefialados indican contaminacion por proteinas o solventes
organicos; en estos casos, se procedio a realizar una nueva purificacion del ADN.
Valores superiores indican un exceso de ARN, que se elimina tratando la solucién
de ADN con ARNasa y purificando de nuevo, segin el método descrito

anteriormente [225].

La muestra de ADN se almacen6 en tubos Eppendorf® a —20°C, con el fin de

evitar tanto la degradacion progresiva del ADN, como la posible contaminacion.

62



AMPLiFiCACiON DE ADN

Las muestras de ADN obtenidas a partir de la sangre periférica de cada

paciente fueron amplificadas por PCR (reaccion en cadena de la polimerasa).

La amplificacidn se llevo a cabo en un volumen de 25uL: 12.5uL de Master
Mix (Promega) (ADN Taq polimerasa, dATP, dGTP, dCTP, dTTP, MgCl,), 9.5uL
de agua libre de nucleasas, 0.5uL de cada oligonucleétido o cebador (sentido,
complementario de la hebra 3'—>5" de ADN vy anti-sentido, complementario de la

hebra 5'—3") y 2uL de ADN (0,1-0,2pg/mL).

Como control negativo se utiliz0 un tubo de reaccion con todos los

componentes excepto el ADN molde.

Se amplificaron mediante PCR los genes TGM1, ALOX12B, ALOXES,
NIPAL4 y CYP4F22. Los oligonucle6tidos seleccionados incluian todos los exones
y sus regiones intrénicas adyacentes. Partimos de un programa estandar de PCR,
adaptado en cada caso al fragmento que se amplifica. EI programa de PCR estandar

se resume en la tabla 8.

Tabla 8. Programa estandar de PCR.

Temperatura Tiempo Ciclos

Desnaturalizacion 95°C 5min 1
Desnaturalizacion 95°C Imin

Anillamiento Ta 30s 35
Extension 72°C Imin

Extension final 72°C 10min 1

Ta: temperatura de anillamiento.
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La temperatura de anillamiento depende directamente de la longitud del
oligonucledtido y de su composicion en G-C y A-T. Para su disefio deben tenerse
en cuenta varias recomendaciones: que los cebadores tengan una Ta similar y un
contenido equilibrado en pares G-C y A-T; evitar que un mismo cebador pueda
doblarse e hibridarse consigo mismo; y evitar complementariedad entre los dos

cebadores utilizados en la reaccion.

Los oligonucledtidos se suministraron como un liofilizado, posteriormente
fueron reconstituidos con agua destilada libre de nucleasas y almacenados en

alicuotas a -20°C.

Todas las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un termociclador
automatico y la manipulacién post-PCR se realizé en un laboratorio distinto de

donde se extrajo el ADN.

Los programas de amplificacion utilizados en nuestro trabajo para las
diferentes combinaciones de oligonucledtidos, Unicamente variaron en la
temperatura de anillamiento, que se detalla para cada pareja de oligonucleétidos en

las siguientes tablas (tablas 9, 10, 11, 12 y 13):
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Tabla 9. Relacion de oligonucledtidos utilizados en este trabajo para la

amplificacion por PCR de los 15 exones del gen TGM1 [49].

Localizacion
TGM1 EX1F
TGM1 EX1R
TGM1 EX2F
TGM1 EX2R
TGM1 EX3F
TGM1 EX3R
TGM1 EX4F
TGM1 EX4R
TGM1 EX5/6F
TGM1 EX5/6R
TGM1 EX7F
TGM1 EX7R
TGM1 EX8/9F
TGM1 EX8/9R
TGM1 EX10F
TGM1 EX10R
TGM1 EX11F
TGM1 EX11R
TGM1 EX12F
TGM1 EX12R
TGM1 EX13F
TGM1 EX13R
TGM1 EX14F
TGM1 EX14R
TGM1 EX15F
TGM1 EX15R

Secuencia de oligonucleotidos (5°- 3")
ATCTGGGCTGCAACAGAACTCGG
GCACGGCCTCTGATAGTGTGG
ACTGGCTGGACTACCTGGTTA
AGTCTCTGGTCCCATTAAAGC
AATGATAAGGGCCTGGGCACC
GCCTCTCCCCACCAAACATAG
GTCCCAGGCTCCATCCCCTCTCCT
TCCCTGTCTTTCCCTCCCATCTAC
GGTGAGGCCCAGGGAGAGAAC
CAGGAGGAGGGTGGGGGTGTG
TTTAGGGGTAAGGGGTGGTTG
CTGTAGGGCCCGGGCCACTCCT
ACTTGCCCCAACCCATGCCTTG
TGTTAATCAGGTGGGGGAGATAAG
TGCCATCCCTCTCCTTCTCAG
CCATGACTGAAGCCCAAGAAGGC
CCTCAGACCCTCTGGCTCAC
CACTTGGCAGGAACACTTGTTGTG
GGGAAGCCTCATGTAGGGAAG
GTCCTTATCCGGCCTTCACTC
TACGGTCCCCGTGTGTTTGG
TGGGAAGGCCAGAGTGGAAG
AGCTCTTACTCCCCACTCCAC
ACTGACTCCCTCTCCGGGAG
GGGAAGCCTCATGTAGGGAAG
GTCCTTATCCGGCCTTCACTC

Ta

64°C

56°C

56°C

56°C

64°C

64°C

64°C

56°C

56°C

56°C

56°C

56°C

64°C

F: oligo forward (sentido); R: oligo reverse (anti-sentido); Ta: temperatura de anillamiento.
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Tabla 10. Relacion de oligonucledtidos utilizados en este trabajo para la
amplificacion por PCR de los 15 exones del gen ALOX12B [208].

Localizacion Secuencia de oligonucleotidos (5°- 3") Ta
ALOX12B EX1F CAGCTTTTCCAGAATTTGGCT e
ALOX12B EX1R CAGCTCTCCAGCCTCTCCT
ALOX12B EX2F ATGAGCAGGGCCTAGGTGAG 50°C
ALOX12B EX2R CTCTGGCTTGATGGGAGC

ALOX12B EX3/4/5F GGCACAGAAGCTGAACTCC e
ALOX12B EX3/4/5R CTGGGGCTGTCTTGGAGG
ALOX12B EX6F CAGAGACCTAAGTGGATGGGG 50°C
ALOX12B EX6R GGAGTCGGGGAGGAAAAC
ALOX12B EX7/8F CATAGTCTTCTTCTGTCCCATGC e

ALOX12B EX7/8R CAATCTCTCAAGGATAACGAGAGAC
ALOX12B EX9/10F CTTAGGAGTGTTTTCACCTTCTCATACT

ALOX12B EX9/10R  CTTTCTAGACAGGAGAACCAACTTCAT ooc
ALOX12B EX11F GAGCAGGATTGTTCCTGGAG T
ALOX12B EX11R CTAGAAGCTCCCCACACCCT
ALOX12B EX12F CAAGCCATCCTCTCCACTTC 50°C
ALOX12B EX12R AGACTGCAATTCCGGATCAC
ALOX12B EX13F TTTGCAAAACGGTGAGAGC AIE
ALOX12B EX13R GAGGCTGGACCAGGGATTAT

ALOX12B EX14/15F GGGAGTCCATCTCAGCGAC 50°C

ALOX12B EX14/15R GAGAACGGAATCGCGGTG

F: oligo forward (sentido); R: oligo reverse (anti-sentido); Ta: temperatura de anillamiento; *: con

2uL de DMSO (dimetilsulféxido) al 5%, que reduce estructuras secundarias ricas en GC.
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Tabla 11. Relacion de oligonucledtidos utilizados en este trabajo para la
amplificacion por PCR de los 15 exones del gen ALOXE3 [208].

Localizacion
ALOXE3 EX1F
ALOXE3 EX1R
ALOXE3 EX2F
ALOXE3 EX2R
ALOXE3 EX3F
ALOXE3 EX3R
ALOXE3 EX4/5F
ALOXE3 EX4/5R
ALOXE3 EX6F
ALOXE3 EX6R
ALOXE3 EXT7F
ALOXE3 EX7R

ALOXE3 EX8/9/10F
ALOXE3 EX8/9/10R
ALOXE3 EX11F
ALOXE3 EX11R
ALOXE3 EX12F
ALOXE3 EX12R
ALOXE3 EX13F
ALOXE3 EX13R
ALOXE3 EX14F
ALOXE3 EX14R
ALOXE3 EX15F
ALOXE3 EX15R

Secuencia de oligonucleotidos (5°- 3")
CATCCTCAGCCCTACCCAG
GATCTCAAGAGTCCAGGAGGAA
ATTCATACAAAAGCCCGGTATG
CCCAGAGTTTCTGACCTCAATC
CACGTGTTTCACAGGGATGT
TCCAAATAAGAGTCCTGATCCAA
CATCCTTAAATGCTACCCTATGTGA
CATGTAGAGAGGGAAGACTGTGG
GTCAGTTCCTCCAGGCAGAG
CTGTTTTTGTCCCCTCCTCA
TGATTCCTACCTCATAGAGTTTTTG
CAGGCCATTTCCATACCCT
CCATTAATTCAGGCACCAAGA
CAGTGATTGTACAGGTGTTCTCACA
TGCTTGGTGAACCGAAGAAG
CTAGGGTGTGAAAACACCTGAAAT
GAGTGAGTGGGACTTAAGGGAA
TAACTGATGGGAGTAGGGTGTG
CGGTGTTCCCTACTTCCTCA
CCACTCCAACCCCAAGTCTA
GATCCCCTCATTTCCCAACT
TAAATCCCGTCGATCAGTCC
AGCCACCTTGACTGGATTTG
CTGAGAACAGGGAGGATGGA

Ta

60°C*

60°C*

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

F: oligo forward (sentido); R: oligo reverse (anti-sentido); Ta: temperatura de anillamiento; *: con

2L de DMSO (dimetilsulféxido) al 5%, que reduce estructuras secundarias ricas en GC.
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Tabla 12. Relacion de oligonucledtidos utilizados en este trabajo para la

amplificacion por PCR de los 12 exones del gen CYP4F22 [72].

F: oligo forward (sentido); R: oligo reverse (anti-sentido); Ta: temperatura de anillamiento; *: con

2uL de DMSO (dimetilsulfoxido) al 5%, que reduce estructuras secundarias ricas en GC;

Localizacion
CYP4F22 EX1F
CYP4F22 EX1R
CYP4F22 EX2F
CYP4F22 EX2R
CYP4F22 EX3F
CYP4F22 EX3R
CYP4F22 EXAF
CYP4F22 EX4R
CYP4F22 EX5F
CYP4F22 EX5R
CYP4F22 EX6F
CYP4F22 EX6R
CYP4F22 EXTF
CYP4F22 EXTR
CYP4F22 EX8F
CYP4F22 EX8R
CYP4F22 EX9F
CYP4F22 EX9R
CYP4F22 EX10F
CYP4F22 EX10R
CYP4F22 EX11F
CYP4F22 EX11R

CYP4F22 EX12F"
CYP4F22 EX12R"

Secuencia de oligonucleotidos (5°- 3")

GTGTGCTGGGAACCTTCTGT
AAACTGCTTGCCCTCTCTGA
AGCCAACTGCCTGAAATCAT
TCAAATGACCCTTCCTCTGG

TGGATGACAGAGCAAGACTCC

TCCACTTGTCACCTTTGCTG
GGCTGGGGCTTTAGAGAAGA
AGCCTAACAAGGACCCGACT

GGTCCAGGCTCCAACTCAT

TCCCATAGGCCAGAGTTGTC
AATGGGGACAGGAGGCTTAT

CACCACGCCTAATGGAGTTT
TGCAGTTAGCCGAGATTGTG

TGGATGTTGTGTCGTGACCT
TGTTTGAGGGTGAGGATGTG

CCCCCATTTTGTAGCTGAAG

GTGGCTCGGCCTCTAGTTAT
CCCCTGTGGACAATAGAGCA
ATGGCTCATGGGAACATCAT
AAATGGCTAAATGCGGAGTG

TGCTCCCCATCCATCTTTAC

TGGTGCTCAATACCCAGGAT

CCAGGATGCTTGCTTCATTT

GTCATCCAGGAGCTGAACCT

disefiados posteriormente para nuestro trabajo.
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60°C*

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C

60°C



Tabla 13. Relacion de oligonucledtidos utilizados en este trabajo para la
amplificacion por PCR de los 6 exones del gen NIPAL4 [218].

Localizacion Secuencia de oligonucleotidos (5°- 3") Ta
NIPAL4 EX1F CTCACCTCTTGCCCCTAGC e
NIPAL4 EX1R GCCAGAACCCAGATCTTCAA
NIPAL4 EX2F TTATCTGGCACGTGGTGGTA 50°C
NIPAL4 EX2R AGGTGGGATTCCAGATAGGG
NIPAL4 EX3F GCCTGTGAGGAATCCAAGAG SHE
NIPAL4 EX3R CTGGGCCTCAGATTCACACT
NIPAL4 EX4F CTCCAGGGAGAGAGCGTATG 50°C
NIPAL4 EX4R GGCCTGCCTCTCTATTACCC
NIPAL4 EX5F GAACAATGTCTCCCGTGGAT e
NIPAL4 EX5R CCATACATATCAGGCCAGGAA
NIPAL4 EX6F TTGGGGGTTTAAAAACCTAACC s0°C
NIPAL4 EX6R CAGTTGCACTGGAAAATAACCA

F: oligo forward (sentido); R: oligo reverse (anti-sentido); Ta: temperatura de anillamiento.

Tras la puesta a punto de cada par de oligonucleotidos se redisefiaron varios

de ellos por amplificar productos inespecificos (tabla 14).

Tabla 14. Oligonucledétidos redisefiados para nuestro trabajo.

Localizacion Secuencia de oligonucleotidos (5°- 3") Ta
ALOX12B EX1FN CACCTCACCACTGCACCTC e
ALOX12B EX1RN GGGCCACAAAGACACACAG

ALOX12B EX3F CAAGGTGAGCCTTCCCACT 60°C
ALOX12B EX3R AGGGCCAGAGCCATCACT
ALOX12B EX4A/BF CCTGGAGCACAGAAAAGAGG G
ALOX12B EX4A/BR AACCTCTGGGGCTGTCTTG
ALOX12B EX11RN CAGCAATTTGGTCTCCTTCAG 60°C
CYP4F22 EX6Rseq TCACCCTGGCCAGGAGCAG 60°C

F: oligo forward (sentido); R: oligo reverse (anti-sentido); Ta: temperatura de anillamiento.
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ELECTR OFOR ESiS EN GEL DE AGAR OSA

Los fragmentos amplificados mediante PCR fueron separados por su tamafio
mediante electroforesis en geles horizontales de agarosa al 2% (Gibco-BRL)
preparados con tampon TBE (Tris 0.044M, &cido bdrico 0.044M, EDTA 1.0mM

pH 8.3).

La agarosa se disolvié en el TBE 0,5X calentando la mezcla en un horno
microondas. Posteriormente se dejé enfriar hasta 50-60°C, se afiadieron 5ul de
bromuro de etidio al 2% por cada 100mL de gel y se depositdé en la cubeta de

electroforesis colocando a continuacion el peine de pocillos.

Transcurridos aproximadamente 20 minutos, dependiendo de las condiciones
ambientales del laboratorio, se solidificd el gel y la cubeta se sumergié en TBE
0,5X. Se procedi6 a cargar un volumen de 4uL de cada uno de los productos de
PCR. El primer pocillo del gel se reservé para cargar, en paralelo con las muestras
a estudiar, un marcador de tamafio que corresponde con el ADN del fago ®X-174
digerido con la endonucleasa Haelll; esta digestion genera fragmentos de: 1.353,

1.078, 0.872, 0.603, 0.310, 0.281, 0.271, 0.234, 0.194, 0.118, 0.072Kb.

Para monitorizar la migracion del ADN en el gel utilizamos dos colorantes
que se incluyeron en el tampon de carga: el xileno cianol, que migra
aproximadamente con los fragmentos de 5Kb en un gel de agarosa al 0.8%, y el

azul de bromofenol, que migra aproximadamente con los fragmentos de 0.5Kb.

La electroforesis se llevo a cabo con una diferencia de potencial constante de

120 voltios durante 40 minutos.
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Tras la electroforesis, los fragmentos amplificados se visualizaron en el gel
de agarosa utilizando bromuro de etidio, que actla intercalandose entre las bases
nitrogenadas del ADN y emitiendo fluorescencia al ser expuesto a la luz UV

(254nm).

Los resultados obtenidos fueron almacenados mediante un sistema de
fotografia digital (Kodak DC40) acoplado a un programa informéatico de

tratamiento de imégenes (Kodak Digital Science 1D) (figura 24).

B I R —— L — — e——

Exon 6

Figura 24. Electroforesis de los fragmentos amplificados por PCR correspondientes a los
exones 6 y 7 del gen CYP4F22 en varios de los pacientes estudiados. (1:@X-174/Haelll,
marcador de tamafo; 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 y 20:

pacientes; 19: control negativo de PCR del exon 6).

ANALiSiS DE NETER ODVPLEX

Los fragmentos amplificados mediante PCR fueron sometidos a analisis por
heteroduplex siguiendo la técnica descrita por Orita, con algunas modificaciones

[226]. El gel fue tefiido con nitrato de plata.

Los cambios de conformacion del ADN pueden distinguirse por
electroforesis debido a la diferente movilidad que presentan al aplicar un campo

eléctrico.
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El paso inicial del andlisis por heterodlplex consiste en desnaturalizar el
producto de PCR a 95°C y volver a renaturalizarlo, para permitir la formacion de
heteroduplex (secuencia de ADN que contiene al menos un par de bases
desapareadas) (figura 25). En el caso de individuos heterocigotos, se generan
cuatro moléculas distintas, dos heteroduplex y dos homoduplex. Heterodlplex y
homoduplex migran de manera diferencial en geles de acrilamida, ya que el

desapareamiento de una base causa una distorsion en la doble hebra de ADN

[227, 228].
Germinal Mutado Heteroduplex Homoduplex
+ e —— e
- | . - |

Figura 25. Formacion de heterodiplex tras la desnaturalizacién y posterior

renaturalizacion del producto de PCR en un individuo heterocigoto.

Los heterodUplex presentan una migracion mas lenta en el gel respecto a sus
correspondientes homoduplex. Aunque idealmente las cuatro especies deberian ser
distinguibles mediante la electroforesis, en la mayoria de los casos las moléculas

heteroduplex son distinguidas de las homoduplex, pero no se diferencian entre si.

Los geles para electroforesis fueron hechos con MDE™ 2X (AT Biochem,
Inc. USA), que es un polimero modificado derivado del vinilo. Se utilizaron las
siguientes cantidades para preparar cada gel: agua destilada 7.705mL, formamida

99% 5.98mL, etilenglicol 99% 4.025mL, TBE 10X 2.415mL, MDE™ 2X
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20.125mL, TEMED (N, N, N, N’ Tetrametilendiamina) 36.8uL y AMPS 25%

138uL. Los geles se dejaron solidificar durante 1 hora.

La electroforesis se llevo a cabo a 180 voltios durante aproximadamente 21

horas (el tiempo varia dependiendo del tamafio del fragmento de PCR).

Para la tincion de plata se utilizo el kit comercial DNA Silver Staining Kit de
Amershan Pharmacia, con un volumen de 250mL, siguiendo las instrucciones del
fabricante. Una vez tefiidos los geles se conservaron plastificados con papel de
celofan y secados en un horno de aire caliente. Los fragmentos de PCR de un
mismo exdn de distintos pacientes, con distintos patrones de migracion en el gel de

acrilamida, fueron posteriormente secuenciados.

En la figura 26 puede observarse el patrén de migracion anémalo del exén 8

del gen TGML1 en los pacientes cinco y seis (figura 26).

Figura 26. Heterodlplex correspondiente al exén 8 del gen TGML1 en siete de los pacientes

estudiados. (C: control; 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7: pacientes).

La busqueda de mutaciones mediante electroforesis en gel sensible a cambios

de conformacion tiene un limite de deteccién, aproximadamente del 90-95%.
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Al ser el andlisis de heterodUplex una técnica de busqueda de mutaciones que
no detecta bien las mutaciones en homocigosis, ya que los homoduplex tienen una
conformacion similar a la del fragmento normal, se opté por combinar cada
producto de PCR de cada paciente con los de un control, con la intencién de

generar heteroddplex combinados.

Finalmente se decidi6 estudiar todos los exones mediante secuenciacion
directa para evitar el porcentaje de no deteccion de la técnica, ya que al ser las
ictiosis congénitas incluidas en este trabajo autosomicas recesivas, esperamos el

hallazgo de mutaciones en homocigosis, dificilmente distinguibles.
DNPLC

Se utilizé el sistema WAVE® (Transgenomic, Gran Bretafia), basado en la

cromatografia liquida de intercambio ionico en fase de reversa [229, 230].

Consiste en una columna llena de una matriz no porosa de bolas de
polimeros de poliestireno-divinilbenceno (fase estacionaria). Estas bolas estan
unidas a cadenas de 18 carbonos (C-18) que forman puentes C-C. Por su
naturaleza, las bolas de la columna son electrostaticamente neutras e hidrofobas,
por lo que no reaccionan con los &cidos nucleicos. Para facilitar esta unién, se
aflade acetato de trimetilamonio (TEAA), que acta como molécula puente que
ayuda a la adsorcion de los acidos nucleicos a las bolas, ya que es hidr6foba y tiene

carga positiva (figura 27).
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ADN DE DOBLE CADENA

Trimetilamonio —

Poliestireno-divinilbenceno

Figura 27. Composicion quimica del interior de la columna utilizada en el sistema

WAVE® (Transgenomic, Gran Bretafia).

Para poder realizar el andlisis, debe permitirse la formacion de los
homoduplex y heteroduplex mediante desnaturalizacion de las muestras a 95°C y

renaturalizacion de las mismas.

La resolucion de las muestras se realiza aplicando una temperatura de
desnaturalizacion especifica para cada fragmento (temperatura de desnaturalizacion
parcial), que depende de la longitud y de la secuencia de bases del fragmento que

se quiere analizar (figura 28).

i/

(/] 1 2 3 4 2 3] 7 mi

Figura 28. Discriminacién alélica mediante la técnica dHPLC. Los individuos
homocigotos aparecen como un (nico pico, mientras que los heterocigotos muestran un
doble pico (linea roja). Los distintos casos de individuos homocigotos pueden diferenciarse

por el tiempo de retencion en la columna (lineas verde y morada).
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La fase mévil del sistema consiste en una combinacion de soluciones que
extraen el ADN de la columna: TEAA 0.1M vy acetonitrilo al 25%. A
concentraciones mayores de acetonitrilo, la interaccion hidrofoba entre la matriz y
el ADN/TEAA se va debilitando y los fragmentos comienzan a eluirse de la
columna, en primer lugar los heterodlplex (que presentan una union mas débil) y
posteriormente los homoduplex (que quedan retenidos con mas fuerza y, por tanto,

son los ultimos en salir de la columna).

Los fragmentos de ADN eluidos pasan por un detector ultravioleta a medida
que van saliendo de la columna, y el software de analisis (Navigator, Sistema
WAVE®, Transgenomic) lo representa en forma de picos, correspondientes al
tiempo que tarda cada fragmento en eluirse de la columna, llamado también tiempo

de retencion.

Los tiempos de retencidn permiten obtener una alta rapidez de analisis (unos
8 minutos por muestra) y sensibilidad. En la mayoria de los casos los perfiles de
elucion de las muestras con minimos cambios en la secuencia, como cambios de
una sola base o pequefas inserciones o pérdidas, son distintos de los de las

muestras que contienen secuencias homocigotas.

Mediante esta técnica se estudio el exon 11 del gen TGM1, para realizar un
estudio poblacional y comprobar si una de las alteraciones encontradas en el
andlisis aparecia 0 no en controles sanos, en cuyo caso seria catalogada como
polimorfismo o causante de la enfermedad. Para llevar a cabo el experimento se
emple6 la misma secuencia de oligonucleétidos que para amplificar el exon 11 del
gen mediante PCR. La temperatura de desnaturalizacién parcial ajustada para el

exon estudiado fue de 61.6°C.
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PVRiFiCACiON DE LOS FR AGMENTOS A MPLiFiCADOS

La purificacion de los amplicones se llevo a cabo inicialmente mediante el kit
comercial Geneclean turbo kit® (BIO 101 Systems, Reino Unido) que permite
eliminar fragmentos de ADN de un tamafio de entre 0,1Kb y 300Kb, y en la parte
final de este trabajo se empleé el kit ExoSAP-IT (USB, Cleveland, Ohio, USA) con

el que se purifican productos de PCR de entre 100pb hasta 20Kb.

En aquellos casos en los que los oligonucledtidos anillaban a su vez en otras
regiones genomicas y amplificaban fragmentos inespecificos, las bandas
correspondientes al tamafio deseado fueron aisladas fisicamente del gel y

purificadas con el kit Geneclean Spin Kit® (QbioGene).

Mediante estos metodos de purificacion se separaron los fragmentos de ADN
de interés, del exceso de oligonucledtidos procedente de la reaccién de PCR. Este

tratamiento es necesario, previo a la secuenciacion.
SECVENCIiACiON AVIOMATICA

La secuenciacion automatica de los fragmentos de ADN amplificados por
PCR a partir del ADN genomico y posteriormente purificados, se llevo a cabo en
un secuenciador automatico ABI PRISM 377 DNA Sequencer (Applied Biosystems,
Inc.) en el Servicio Central de Secuenciacion de la Universidad de Salamanca,
usando el cebador especifico correspondiente, asi como terminadores marcados con
cromoforos fluorescentes y la enzima Taqg polimerasa (Perkin Elmer), segin las

instrucciones recomendadas por el fabricante.
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Se preparé una muestra con el oligonucledtido sentido y otra con el
oligonucleétido antisentido de cada producto de PCR, a una concentracion de
3pmol en un volumen de 2uL. EI ADN se prepard a una concentracion de 40-60ng

para un volumen final de 8pL.

La reaccion de secuencia, basada en el método de enziméatico de Sanger o de
terminadores de cadena [231], se llevo a cabo en un termociclador automatico y fue
purificada con EDTA y etanol. El producto purificado fue resuspendido en 10uL de

formamida.

Una vez preparada la reaccion enzimatica, se separan los fragmentos
mediante electroforesis capilar; las bandas pasan a través de un laser de argon que
excita las distintas moléculas fluorescentes. La emision de estas moléculas se
detecta a traves de un filtro y, mediante un tratamiento informatico, se le asigna a
cada emision una base determinada, constituyendose la secuencia del fragmento

analizado (figura 29).

L

Figura 29. Secuencia obtenida mediante electroforesis capilar en el secuenciador ABI
PRISM 377 DNA Sequencer, correspondiente al exon 6 del gen ALOXES.
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ANALISiS iNFOR MATiCO DE LAS SECVENCIAS

El andlisis de las secuencias obtenidas se ha llevado a cabo usando diferentes

programas informaticos:

La lectura y tratamiento de las secuencias automaticas se realizd con ayuda
del programa EditView ABI Automated DNA Sequence Viewer 1.0 (Perkin Elmer) y

Chromas lite 2.01 (http://www.technelysium.com.au/chromas_lite.html).

La homologia con las secuencias depositadas en la base de datos GenBank
(http://mww2.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/genbank) se realizo con el programa BLAST
de los servidores: http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat?command=start vy

http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi.

El alineamiento de secuencias de ADN se hizo con el programa CLUSTALW

(http://www?2.ebi.ac.uk/clustalw).

El disefio de oligonucledtidos especificos para PCR o secuenciacion se llevo
a cabo con el programa Primer3Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-

bin/primer3plus/primer3plus.cgi/).

ESTVDIiO iN SiliCO

Posteriormente se realizd un estudio in silico de las mutaciones de cambio de
aminodacido (missense) no descritas, buscando conocer el comportamiento tedrico
de las mismas en los genes y su grado de implicacion en la funcion de la proteina.
Para llevarlo a cabo se usaron los siguientes programas informaticos: Polyphen-2
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/index.shtml), SIFT (http://sift-dna.org) vy

SNPs3D (http://www.snps3d.org/).
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POLYPMEN~2

PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping) predice el posible impacto de una
sustitucion aminoacidica en la estructura y funcién de una proteina humana,

empleando consideraciones fisicas y comparativas.

Para llevar a cabo la prediccién realiza un alineamiento de secuencias
pertenecientes a proteinas homologas en las especies que se encuentran descritas en
BLAST. EIl resultado del mismo es empleado por el software PSIC (Position
Specific Independent Counts) para calcular la matriz del perfil. Los elementos de la
matriz (valores del perfil) son ratios logaritmicos que indican la probabilidad de
que en una posicion determinada se encuentre un amino&cido, frente a que este

aminodcido se localice en cualquier posicion (frecuencia de fondo).

PolyPhen-2 analiza los valores absolutos de la diferencia entre los valores de
perfil de las dos variantes alélicas en la posicién polimorfica. Un valor muy alto de
esta diferencia podria indicar que la sustitucion estudiada aparece poco o nada en la

familia de proteinas. Los resultados pueden determinar que el cambio es:

- Probablemente patogénico: existe una gran probabilidad de que afecte a la

estructura o a la funcion de la proteina.

- Posiblemente patogénico: se cree que podria afectar a la funcion o

estructura proteica.

- Benigno: es muy probable que carezca de efecto fenotipico.

- Desconocido: en algunos casos, cuando por carencia de datos no se puede

hacer una prediccion.
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PolyPhen-2 también muestra un nimero de secuencias alineadas en la
posicion de busqueda para el analisis de la conservacion interespecie ordenadas de

mayor a menor homologia en la secuencia de la proteina dada.

SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) es una herramienta que clasifica las
sustituciones de aminoacidos en una proteina y predice si estos cambios provocaran
un efecto en el fenotipo. Se basa en la premisa de que los amino&cidos importantes
de una proteina estan conservados en la evolucion, por lo que los cambios en los

mismos deben afectar a la funcionalidad de la proteina.

Con una secuencia proteica dada, SIFT escoge proteinas relacionadas y
forma un alineamiento multiple de éstas y basandose en los aminoécidos presentes
en cada posicion del alineamiento, realiza una prediccion de las sustituciones que

afectaran a la proteina.

Las sustituciones en una posicion conservada en el alineamiento seran
consideradas “no toleradas” para la mayoria de los cambios, mientras que las
posiciones que no estan conservadas en el alineamiento toleraran mejor los
cambios de aminoacido. Esta premisa se realiza calculando las probabilidades
normalizadas para todas las posibles sustituciones del alineamiento. Las
sustituciones con una puntuacion menor de 0,05 seran clasificadas como deletéreas

y las puntuaciones mayores o iguales a 0,05, “toleradas” o neutras.
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La precision en las predicciones de SIFT oscila entre 60-80%, obteniéndose
un 30% de falsos positivos, aproximadamente. No obstante, la precision de las

predicciones depende del alineamiento que se obtenga en cada caso.

SNPS3D

SNPs3D (Single nucleotide polymorphisms 3D) basa su prediccion en la
hipotesis de que muchos SNPs patogénicos afectan a la funcion de la proteina
disminuyendo su estabilidad. Emplea el software SVM (Support Vector Machine)
para encontrar el patron de diferenciacion entre los SNPs asociados a enfermedad y
los neutros. La tasa de falsos positivos y negativos es del 15% y 26%
respectivamente. También emplea un segundo modelo que se basa en el analisis de
la homologia de secuencia en familias de proteinas humanas. El nivel de
conservacion de una posicion y la probabilidad de observar una variacién en una
familia hace posible distinguir entre mutaciones patogénicas y neutras, con unas

tasas de falsos positivos y negativos del 10 y del 20%, respectivamente.

Un resultado positivo para el valor de SVM indica que se trata de una
variante clasificada como neutra, mientras que un valor negativo la identifica como

un cambio patogéenico. Cuanto mayor es el valor, mas probable es la clasificacion.

La precision es significativamente mayor cuando los valores estan por
encima de 0,5 o por debajo de -0,5. Para las variantes que afectan mas a la funcién
de la proteina que a la estabilidad, el modelo de estabilidad es positivo y el modelo
del perfil debe ser negativo. La precisidn es significativamente mayor cuando los

dos métodos coinciden.
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RESVLTADOS







RESVLTADOS

4. RESVITADOS

En este estudio han participado 29 familias con al menos un individuo
diagnosticado de ictiosis congénita autosémica recesiva. Nuestro trabajo se dividid
en dos partes: la primera consistié en el analisis del gen TGML1 en los 29 probandos
seleccionados y en el estudio familiar en los casos con mutacion (con el objetivo de
detectar posibles portadores), ya que fue el primer gen descrito asociado a la
enfermedad y el que aparece mutado en un mayor nimero de casos; y la segunda
parte, que abarco el estudio de los genes ALOX12B, ALOXE3, NIPAL4 y CYP4F22,
en aquellos pacientes en los que no se detectaron mutaciones patogénicas en el

primer gen, o en los que se detectaron variantes de significado desconocido.

El gen ABCA12 no se eligi6 como candidato a estudio debido al bajo
porcentaje de mutaciones detectadas hasta el momento en pacientes con IL y EIC;
y al gran tamafio del gen. Se pospondra su analisis a la espera de los resultados

obtenidos en la basqueda de mutaciones en el resto de genes seleccionados.

44 ANALISiS DEL GEN 7GM{

El gen TGM1 esta situado en el cromosoma 14g11.2 y tiene 15 exones.
Codifica la proteina transglutaminasa 1, que es una de las tres transglutaminasas
que se encuentran en la epidermis. En los pacientes con mutaciones en el gen
TGML1 la actividad de la enzima estd disminuida o abolida. Las mutaciones en

TGM1 son la causa mas comun de ICAR.
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En nuestro estudio se detectaron variantes nucleotidicas en este gen en 12 de

los 29 pacientes analizados; estos resultados se muestran en la tabla 15 (tabla 15).

Tabla 15. Variantes nucleotidicas detectadas en el gen TGM1 y efecto de las

mismas sobre la proteina.

Caso Mutacion Cambio en la proteina
2371 c.1631A>G (ex6n 11) Homocigosis p.Y544C
2399 €.1223 1227delACACA (ex6n 8) Homocigosis p.D408VfsX21
2527 €.1223 1227del ACACA (ex6n 8) Homocigosis p.D408VfsX21
€.984+1G>A (intron 6) Homocigosis Procesamiento intrénico
17596
¢.1559A>G (ex6n 11) Homocigosis p.E520G
.376C>T (exdn 3) Heterocigosis p.R126C
19848
€.919C>G (ex06n 6) Heterocigosis p.R307G
20503 €.2440C>T (ex6n 15) Heterocigosis p.R814X
21189 €.1-915 -916insC (5"UTR) Heterocigosis -
22223 €.125C>A (ex06n 2) Heterocigosis p.S42Y
€.625G>A (exdn 4) Heterocigosis p.G218S
24040
€.2116G>T (exdn 14) Heterocigosis p.E706X
€.877-2A>G (intrén 5) Heterocigosis Procesamiento intrénico
24041
€.1061C>T (exo6n 7) Heterocigosis p.A354V
€.424C>T (ex6n 3) Heterocigosis p.R142C
25459
€.1472C>T (ex6n 10) Heterocigosis p.T491M
€.449T>C (ex6n 3) Heterocigosis p.L150P
26040 €.919C>G (ex6n 6) Heterocigosis p.R307G
€.1571G>T (exdn 11) Heterocigosis p.G524V

c.: ADN; p.: proteina.
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RESVLTADOS

Las mutaciones detectadas en los pacientes se describen con més detalle a

continuacion:

CASO 2371

Se trata de una mujer que presenta un cuadro clinico de IL, con presencia de
grandes escamas de color marron que cubren toda la superficie corporal; cursa un

grave ectropioén y discreta eritrodermia y alopecia.

El andlisis del gen TGML1 en este caso mostrdé una mutacion en homocigosis
en el exon 11, que cambia el aminoacido tirosina por cisteina en la posicion 544 de
la proteina (c.1631A>G p.Y544C). El andlisis de los padres de la paciente, ambos
sin manifestaciones clinicas de la enfermedad, mostro la presencia de la mutacion

p.Y544C en heterocigosis (figura 30).

Figura 30. Secuencia del ex6n 11 del gen TGM1 de la paciente (parte de arriba) que porta
la mutacion ¢.1631A>G en homocigosis y de uno de sus padres (parte de abajo)

heterocigoto para la alteracion.

Esta mutacion fue descrita por primera vez en el afio 2009 [56]. Al situarse en
el dominio catalitico de la enzima vy tratarse de un residuo muy conservado a lo

largo de la evolucion, fue considerada como mutacién patogénica (figura 31).
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Homo sapiens 534 SNMREDITYLYKHPEGSDAER 554 100%

Canis lupus familiaris 532 SNMQDDVTHIYKHPEGSEAER 552 80%
Macaca mulatta 535 SNMREDITYLYKHPEGSDAER 555 100%
Mus musculus 533 SNNREDITHIYKHPEGSEAER 553 82%
Rattus norvegicus 542 SNMREDITHIYKHPEGSEAER 562 89%

Figura 31. Comparacion del aminoécido tirosina de la posicion 544 de la proteina tgm1 en
varias especies, que muestra que es un residuo conservado a lo largo de la evolucién. (%:

porcentaje de similitud con tgm1 en la especie humana)

Dada la diferencia estructural entre dichos aminoacidos, el anillo aromatico
de la tirosina y la molécula lineal y azufrada de la cisteina, podriamos pensar que
este cambio participa en la estabilidad de la hendidura donde se localiza el sitio

activo.

Para poder confirmar la verdadera naturaleza de la mutacion, realizamos un
estudio poblacional en que se llevo a cabo la busqueda de la mutacion ¢.1631A>G
p.Y544C en 50 individuos sanos mediante PCR del exon 11 y secuenciacion
automatica del producto amplificado. El resultado de este estudio reveld que
ninguno de los controles analizados presentaba la alteracion. Aunque seria
conveniente aumentar el nimero de controles estudiados, el analizar 100 alelos y
no detectar la mutacion en ninguno de ellos, podria indicar que no se trata de un

polimorfismo.

También se realiz6 un estudio in silico con la intencion de predecir si su
efecto es patogénico y en consecuencia, capaz de inducir la expresién fenotipica de
la enfermedad. Para llevarlo a cabo, usamos las herramientas informaticas descritas

en el apartado de material y métodos (tabla 16).
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Tabla 16. Estudio in silico de la mutacion p.Y544C.

PolyPhen-2 Valor SIFT Valor SNPs3D Valor

Probablemente patogénica 1 No tolerada 1 Patogénica -4,29

Los programas de prediccion utilizados en este trabajo consideran a la
mutacién p.Y544C como variante patogénica; teniendo siempre en cuenta que los
datos que aportan simplemente dan informacién tetrica, siempre es necesaria la
realizacion de estudios funcionales tanto in vitro como in vivo y amplios estudios

poblacionales, para concluir su verdadera naturaleza.

CASO 2399

Se trata de una mujer nacida como bebé colodion diagnosticada de IL, que
cursa con grandes escamas de color marrén y leve eritrodermia. Presenta ectropion,

severa hiperqueratosis palmoplantar y alopecia.

El analisis del gen TGM1 revelo la presencia de la mutacion
€.1223 1227delACACA p.D408VfsX21, situada en el exon 8 en homocigosis y
que consiste en la pérdida de cinco nucleotidos, lo que genera un cambio en la fase
de lectura y la aparicién de un coddén de parada prematuro, dando lugar a una

proteina truncada en su dominio catalitico (figura 32).

Esta mutacion ha sido descrita anteriormente en la literatura [55]. Por su

naturaleza, es considerada patogénica y causante del fenotipo de la paciente.
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49 caccaacttcaactccgcccacgacacag..... tcccttaccatggaca 93

caccaacttcaactccgcccacgacacagacacatcccttaccatggaca

Figura 32. Secuenciacion automatica del exdén 8 del gen TGM1 en la paciente 2399 (parte

de arriba) y su comparacion con la secuencia consenso de referencia del gen (abajo).

Seguidamente se realizé el estudio familiar, para el que dispusimos de las
muestras de ADN de la madre, fallecida en la actualidad (I-2) y una de las
hermanas de la paciente (II-2), ambas sin manifestaciones clinicas de la
enfermedad. El resultado de este analisis mostré que ambas eran heterocigotas para
la mutacién (c.1223_1227delACACA). En la figura 33 puede observarse el arbol

genealogico de la paciente (figura 33).

Figura 33. Arbol genealdgico de la paciente 2399.

Este resultado confirma el patrén de herencia autosémico recesivo, siendo
necesario que la alteracion aparezca en homocigosis para que se desarrolle la

enfermedad.
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CASO 2527

El caso 2527 se trata de un var6n nacido como bebé colodién de padres
consanguineos y diagnosticado de IL, que cursa con grandes escamas de color
marrén que le cubren toda la superficie del cuerpo. Presenta ademas grave
ectropion, hiperqueratosis palmoplantar y alopecia. En la nifiez podia apreciarse

leve eritrodermia.

El anédlisis del gen TGM1 en este caso mostrd6 la misma mutacion en
homocigosis que la paciente anterior (2399), situada en el exén 8 del gen

(c.1223_1227delACACA p.D408VfsX21).

En el caso 2527 se analizaron todos los miembros de la familia, ninguno con
manifestaciones clinicas de la enfermedad. Los padres (I-1, I-2) y la hermana del
paciente (11-2) son portadores de la mutacion en heterocigosis y el hermano (11-3)

es homocigoto normal (no portador) (figuras 34 y 35).

€
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1N 2 3

Figura 34. Arbol genealdgico del paciente 2527.
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Figura 35. Secuenciacion del exon 8 del gen TGM1 en la hermana (arriba) y hermano
(abajo) del paciente 2527.

CASO 17596

Se trata de un varon nacido como bebé colodion diagnosticado de EIC.
Presenta eritrodermia generalizada con descamacién fina y blanquecina. No cursa

ectropion ni hiperqueratosis palmoplantar ni alopecia.

El estudio del gen TGM1 mostré la mutacion en homocigosis ¢.984+1G>A
situada en la posicion +1 del exon 6, concretamente en la region critica de
procesamiento del intron 6 (figura 36). Esta mutacion se describié por primera vez

en el afio 2009 [55].

Las mutaciones en estas regiones de procesamiento intrénico se consideran
patogénicas por definicion, ya que derivan en un fallo en la maduracién del ARNm
dando lugar a proteinas anomalas. En este caso impediria el procesamiento del
intrén 6, apareciendo un codon de parada prematuro, lo que produciria una proteina
truncada que pierde parte del dominio catalitico. Para confirmar el verdadero efecto
gue esta mutacion provoca en la proteina, seria necesario realizar un estudio del

ARNM del paciente.
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376 ccatgatgagcaccctcacatctctgagtcctactgtgtgtgtgectget 425

FErer et et er ettt ettt et
ccatggtgagcaccctcacatctctgagtcecctactgtgtgtgtgectget

Figura 36. Secuenciacion del exén 6 del gen TGM1 en el paciente 17596, donde se
localiza la mutacién ¢.984+1G>A en homocigosis (parte de arriba) y comparacion esta

secuencia con la secuencia consenso de referencia del gen (parte de abajo).

También se detectd en homocigosis la mutacion ¢.1559A>G (figura 37),
situada en el exon 11, que provoca el cambio del aminoacido acido glutamico por
glicina en la posicion 520 de la proteina (p.E520G). Esta dltima alteracion fue

descrita como patogénica por Esposito y colaboradores en el afio 2001 [232].

87 tatgtggaggggaaggccatcggcacactcattgtcacaaaggccatcag 136

FEErrrrrer rerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrere
tatgtggaggagaaggccatcggcacactcattgtcacaaaggccatcag

Figura 37. Secuenciacion del exén 11 del gen TGML1 en el paciente (caso 17596) donde se
localiza la mutacion ¢.1559A>G en homocigosis (parte de arriba) y comparacion de esta

secuencia con la secuencia consenso de referencia del gen (parte de abajo).
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La presencia de dos mutaciones en homocigosis sugiere que alguna de ellas
puede tratarse de un polimorfismo. EIl hecho de que dos mutaciones patogénicas
aparezcan segregadas juntas en el mismo alelo, siendo las ictiosis autosémicas
recesivas entidades de baja incidencia poblacional, es poco probable. En este caso,
consideramos que la mutacion patogénica causante de la enfermedad es la situada
en la posicion +1 del exén 6, porque la alteracion ¢.1559A>G p.E520G no esta
situada en un aminoacido conservado entre otras transglutaminasas conocidas. Por
otro lado, si se confirma que la alteracién c.984+1G>A es la causante de un
procesamiento aberrante del ARNm, produciendo un coddn de parada prematuro, la

mutacion del exon 11 nunca llegaria a expresarse.

Para comprobar nuestra hipotesis se llevo a cabo un estudio poblacional. A
pesar de que Esposito y colaboradores realizaron la busqueda de la alteracion
€.1559A>G p.E520G en 50 individuos sanos, decidimos aumentar la muestra a 100
controles, analizando mediante dHPLC el exdn 11 del gen TGM1 en 100 alelos de
la poblacion control. El resultado fue la aparicion de la alteracion en heterocigosis
en uno de ellos (figura 38). El que aparezca el cambio en un individuo sano sugiere
que se trata de un polimorfismo, aunque habria que detectarlo en homocigosis para

descartar que esté implicado en el desarrollo de la enfermedad.

El segundo paso a seguir seria el estudio del ARNm, para comprobar que
realmente la eliminacion del intrén 6 del ARNm maduro no se esta realizando
correctamente. El método méas sencillo consiste en estudiar el ARNm de una
muestra de tejido del paciente en el que el gen de la transglutaminasa 1 se

expresara, por ejemplo, una biopsia de piel, pero no se dispuso de dicha muestra.
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Figura 38. Cromatografia obtenida mediante dHPLC del exén 11 del gen TGM1 del

paciente 17596 (en color verde) y de un control heterocigoto para la alteracion (en
amarillo).

También se realizo un estudio in silico con la intencion de predecir si su
efecto es patogénico y en consecuencia, capaz de inducir la expresion fenotipica de

la enfermedad. Para llevarlo a cabo, usamos las herramientas informaticas descritas

en el apartado de material y métodos (tabla 17).

Tabla 17. Estudio in silico de la mutacién p.E520G.

PolyPhen-2

Valor SIFT Valor SNPs3D Valor

Posiblemente patogénica 0,95 Tolerada 1 Patogénica  -0,52

El programa SIFT consider6 a la variante p.E520G como tolerada por la
proteina; mediante el alineamiento de secuencias que realiza determina que este
aminodacido no esta conservado a lo largo de la evolucion; por lo tanto, los cambios
en esta posicion no afectaran a la funcionalidad de la proteina. Los programas
Polyphen-2 y SNPs3D, la consideraron como una variante posiblemente patogénica

y patogénica, respectivamente, pero con unos valores de prediccién muy cercanos a

la neutralidad.
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CASO 19848

Se trata de una nifia nacida como bebé colodion. En la actualidad las lesiones
cutdneas han desaparecido, por lo que ha sido diagnosticada de bebé colodion
autorresolutivo; no se aprecian eritrodermia, descamacion, hiperqueratosis

palmoplantar ni alopecia.

En este caso se detectaron en el gen TGM1 dos mutaciones en heterocigosis,
la c.376C>T p.R126C situada en el exén 3 y la ¢.919C>G p.R307G localizada en
el exon 6 (figura 39). Ambas mutaciones fueron descritas por primera vez en el afio
2006 [43] y en 2009 fueron caracterizadas a nivel funcional y consideradas

variantes patogenicas [233].

e
i

Figura 39. Secuenciacion del exén 3 del gen TGM1 donde se localiza la mutacion

€.376C>T (parte de arriba) y del exon 6 en el que se localiza la mutacién ¢.919C>G (parte

de abajo) en la paciente 19848.

El analisis de los padres en este caso es clave para comprobar si ambas

mutaciones estan en el mismo cromosoma (cis) o en diferente (trans).
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La basqueda de las mutaciones en los padres, ambos sanos, confirmé el
patron de herencia y explico la aparicion del fenotipo de la probando, ya que el
padre es el portador de la mutacion ¢.376C>T y la madre la portadora de la

mutacion ¢.919C>G, ambos en heterocigosis (figura 40).

R307G

o
MADRE
R126C dl]j
@
PADRE
R307G
d
@
HIA R126C

Figura 40. Representacion esquematica de la disposicion de las dos variantes nucleotidicas
detectadas en la paciente 19848 en el gen TGM1, comprobada a partir del estudio de las

mismas en sus padres.

A pesar de que estas dos mutaciones ya habian sido previamente descritas

como mutaciones patogénicas se realizo el estudio in silico de las mismas (tablas

18y 19).
Tabla 18. Estudio in silico de la mutacién p.R126C.
PolyPhen-2 Valor SIFT Valor SNPs3D Valor
Probablemente patogénica 1 No tolerada 1 Neutra 1,21
Tabla 19. Estudio in silico de la mutacién p.R307G.
PolyPhen-2 Valor SIFT Valor SNPs3D  Valor
Probablemente patogénica 0,96 Tolerada 1 Patogénica  -0,64
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En el estudio in silico realizado de la mutacion ¢.376C>T p.R126C el
programa SNPs3D la valoré como variante neutra, ya que en el alineamiento de
secuencias que realiza con otras familias de proteinas relacionadas determina que
no se trata de un residuo conservado entre ellas. Los programas PolyPhen-2 y

SIFT, la consideraron probablemente patogénica y no tolerada por la proteina.

En el caso de la segunda mutacion (c.919C>G p.R307G), el programa SIFT
la catalog6 como variante tolerada por la proteina, frente a los otros dos programas

utilizados.

CASO 20503

Se trata de un nifio nacido de padres no consanguineos con sospecha de IL,
que en la actualidad cursa con grandes escamas. No se dispusieron de mas datos

clinicos.

En este caso se detectd en heterocigosis la mutacion ¢.2440C>T p.R814X
localizada en el exon 15 del gen, que provoca el cambio del aminoacido arginina de
la posicidn 814 de la proteina por un codon de parada (figura 41). Este cambio se
situa a tan s6lo 4 codones del coddn de parada de la proteina. No se ha detectado en
este caso ningun otro cambio nucleotidico, ni patogénico ni de significado
desconocido que pueda ser detectado mediante secuenciacion directa. Esta variante

no estd descrita anteriormente en la literatura.
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Figura 41. Secuenciacion del exdn 15 del gen TGM1 en el paciente 20503 en el que se

localiza la mutacion ¢.2440C>T en heterocigosis (parte de arriba) y secuencia de este

mismo exon en su hermana (parte de abajo).

La madre del paciente es portadora de esta misma alteracion en heterocigosis;

en el padre y una hermana del mismo no se detecta dicha variante (figura 41).

No es posible la utilizacion de los programas informaticos de prediccion, ya
que éstos solo estiman la naturaleza de aquellas variantes que dan como resultado

un cambio de amino&cido en la proteina.

Al no conocer la verdadera naturaleza de esta variante nucleotidica
(c.2440C>T p.R814X), se prosiguid con el estudio del resto de genes,

considerandola de significado desconocido.

CASO 21189

Se trata de una nifia, diagnosticada de IL, que cursa con escamas grandes de
color amarillo. No se aprecia eritrodermia ni ectropion; si presenta una leve

alopecia.
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En este caso se detecté la variante nucleotidica ¢.1-915 -916insC, en
heterocigosis y localizada en la region 5° UTR del gen. Este cambio consiste en la
insercién de una citosina entre las posiciones -915 y -916 desde el inicio de la

transcripcion, zona donde se localiza el promotor del gen (figura 42).

Figura 42. Secuenciacién del promotor del gen TGM1 del caso 21189 donde se detecta en

heterocigosis la variante ¢.1-915_-916insC.

No se detectaron en este caso mas cambios nucleotidicos a lo largo del gen,
ni patogenicos ni de significado desconocido, detectables mediante secuenciacion

automatica y tampoco dispusimos de mas miembros de la familia.

La variante ¢.1-915 -916insC no esta descrita anteriormente en la literatura;
por lo tanto, seria conveniente realizar estudios poblacionales y un estudio
funcional para comprobar su verdadera naturaleza; hasta entonces, debe ser
considerada como variante de significado desconocido, por lo que se prosiguio con

el estudio del resto de genes.

Al igual que sucedia en el caso 20503, la presencia de una Unica mutacion en

heterocigosis, no seria suficiente para poder explicar la aparicion de la enfermedad.

No es posible realizar estudios in silico ya que esta variante se sitla fuera de

la regidn codificante del gen.

100



RESVLTADOS
CASO 22223

Se trata de un vardn nacido como bebé colodion, en la actualizad no cursa
descamacion ni ninguna otra manifestacion clinica de ictiosis, salvo hiperqueratosis

palmoplantar. Ha sido diagnosticado como bebé colodidn autorresolutivo.

En este caso se detecta en heterocigosis la mutacion ¢.125C>A p.S42Y,
situada en el exén 2 del gen TGM1 (figura 43). Esta mutacion fue descrita por

primera vez en al afio 1995 [45].

i
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Figura 43. Secuenciacion del exén 2 del gen TGM1 del caso 22223 donde se detecta en

heterocigosis la variante ¢.125C>A (parte de arriba) y secuencia de este mismo exén en su

padre, homocigoto normal (parte de abajo).

El estudio de los padres mostr6 que la madre del paciente 22223, que no
presentaba manifestaciones clinicas de la enfermedad, era portadora de la variante
€.125C>A p.S42Y en heterocigosis y en el padre no se detecté dicha variante

(figura 43).

No se identificO en este caso ninguna otra mutacion, ni patogénica ni de

significado desconocido detectable mediante las técnicas utilizadas en este trabajo.
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También se realizé el estudio in silico de la variante ¢.125C>A p.S42Y con la

intencion de predecir su efecto tedrico sobre la proteina (tabla 20).

Tabla 20. Estudio in silico de la mutacion p.S42Y.

PolyPhen-2 Valor SIFT Valor SNPs3D  Valor

Probablemente patogénica 0,97 No tolerada 0,33 *

*No se aporta prediccion fiable.

En este estudio in silico Unicamente se obtuvieron resultados de los
programas PolyPhen-2 y SIFT, que consideraron a la variante p.S42Y como
probablemente patogénica y no tolerada por la proteina respectivamente; el

programa SNPs3D no aportd una prediccion fiable.

Al igual que en los casos anteriores, la presencia de una Unica mutacion en
heterocigosis en el gen TGM1, no es suficiente para poder explicar la aparicion del
fenotipo en estos pacientes. Por otro lado, aunque esta mutacion ha sido descrita
como variante patogénica, no se han realizado estudios funcionales de la misma
que corroboren su naturaleza. Por estas razones, en este trabajo, se pone en duda su
patogenicidad, considerandola de significado desconocido y prosiguiendo con el

estudio del resto de los genes.

CASO 24010

Se trata de un varon diagnosticado de IL, que nacié como bebé colodion y
que cursa con grandes escamas de color marrén, ectropién y alopecia. No se

observan en este paciente eritrodermia ni hiperqueratosis.
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El andlisis del gen TGM1 mostré en este caso la presencia de dos mutaciones
en heterocigosis: la ¢.625G>A p.G218S situada en el exén 4 y la ¢.2116G>T
p.E706X localizada en el exdn 14 del gen (figura 44). La primera de ellas fue
descrita por primera vez en la literatura en el afio 1997 y fue considerara patogénica

[49]. La segunda de ellas se describe por primera vez en este trabajo doctoral.

La mutacién p.G218S consiste en un cambio del aminoacido no polar glicina
de la posicién 218 de la proteina por un residuo de serina, aminoacido polar. La

posicion 218 se localiza en la region préxima al dominio catalitico de la enzima.

La segunda mutacion detectada en este caso fue la ¢.2116G>T p.E706X,
situada en el exdn 14 del gen, y consiste en la sustitucion del aminoacido &cido
glutdmico de la posicion 706 por un codon de parada y, por tanto, da lugar a una

proteina truncada, que pierde parte de su dominio barril B2.

Figura 44. Secuenciacion del exon 4 del gen TGM1 del caso 24040 donde se detecta la
variante ¢.625G>A (parte de arriba) y del exén 14 en el que se localiza la mutacion
€.2116G>T (parte de abajo).
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Seria necesario realizar el estudio de los padres para comprobar si dichas
mutaciones se sitlan en el mismo o en distintos alelos, pero no dispusimos de las

muestras de ADN.

El estudio in silico de la variante p.G218S mostrd los siguientes resultados

(tabla 21):
Tabla 21. Estudio in silico de la mutacion p.G218S.
PolyPhen-2 Valor SIFT Valor SNPs3D Valor
Probablemente patogénica 1 No tolerada 1 Patogénica -2,64

En este caso, todos los programas in silico de prediccion valoraron a la
variante p.G218S como no tolerada por la proteina; por lo tanto, capaz de inducir la

expresion fenotipica de la enfermedad.

CASO 2404

Se trata de una nifia nacida como bebé colodion. Presenta leve eritrodermia y
descamacion fina y blanquecina. No se observan ectropion, alopecia ni

hiperqueratosis. Ha sido diagnosticada como bebé colodion autorresolutivo.

El analisis del gen TGM1 mostr6 en este caso dos mutaciones en
heterocigosis: la primera de ellas fue la ¢.877-2A>G, situada en el intron 5 y la

segunda la ¢.1061C>T p.A354V, localizada en el exdn 7 (figura 45).
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Figura 45. Secuenciacion del exén 6 del gen TGM1 del caso 24041 donde se detecta la

variante c.877-2A>G (parte de arriba) y del exén 7 en el que se localiza la mutacion
€.1061C>T (parte de abajo).

La mutacion ¢.877-2A>G, se localiza a tan solo dos nucleotidos del exdn 6,
concretamente en la region critica de procesamiento del intron 5. Fue descrita por

primera vez como variante patogénica en el afio 1995 [45].

La segunda mutacioén detectada en la paciente 24041 fue la ¢.1061C>T
p.A354V, localizada en heterocigosis en el exdn 7 del gen TGML, y que consiste en
la sustitucion del aminoacido alanina de la posicion 354 por valina, concretamente
situada en el dominio catalitico de la enzima. Esta variante nucleotidica no ha sido
descrita hasta el momento en la literatura. Seria necesario realizar un amplio
estudio poblacional y estudios funcionales para caracterizar su verdadero efecto en

la funcion de la proteina.

Se realizd el estudio in silico para valorar teéricamente su posible efecto

(tabla 22).
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Tabla 22. Estudio in silico de la mutacion p.A354V.

PolyPhen-2 Valor SIFT Valor SNPs3D Valor

Posiblemente patogénica 0,8 Tolerada 1 Neutra 0,96

En el estudio in silico realizado el programa PolyPhen-2 consideré a la
variante p.A354V como posiblemente patogénica frente a los programas SIFT y
SNPs3D, que la valoraron como tolerada y neutra. Segun el programa PolyPhen-2
posiblemente afectaria a la estructura de la proteina; por otro lado, no se trataria de
un residuo conservado a lo largo de la evolucion, dato que aporta el programa
SIFT; ni conservado entre otras proteinas de familias relacionadas, informacion que

determina el programa SNPs3D.

Al igual que en casos anteriores en los que se detectaban dos mutaciones en
heterocigosis, seria conveniente realizar el estudio de las mutaciones encontradas,
en los padres del caso indice, para comprobar la localizacion de las mismas y poder
explicar la aparicion del fenotipo en este caso. Tampoco dispusimos de estas

muestras de ADN.

CASO 25459

Se trata de una nifia diagnosticada de EIC, que presenta desde el nacimiento
eritrodermia en toda la superficie corporal asociada a descamacion importante,

eclabion y ectropion.

El resultado del analisis del gen TGML1 revel6 la presencia de dos mutaciones
en heterocigosis: la primera de ellas, la ¢.424C>T p.R142C localizada en el exon 3

y la segunda la ¢.1472C>T p.T491M situada en el exon 10 (figura 46).
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Figura 46. Secuenciacion del exén 3 del gen TGM1 del caso 25459 donde se detecta la
variante ¢.424C>T (parte de arriba) y del exén 10 en el que se localiza la mutacion
€.1472C>T (parte de abajo).

La mutacion p.R142C fue descrita por primera vez en el afio 1995 [45]. Un
trabajo publicado en el afio 2010, en el que se realiz6 un estudio funcional in vitro
de esta mutacion, confirmé su naturaleza patogenica [234]. Ademas, en el afio 2012
un segundo estudio funcional, esta vez realizado sobre un modelo animal, volvio a

demostrar su patogenicidad [235].

La segunda mutacion detectada en este caso (¢.1472C>T p.T491M), también
ha sido descrita anteriormente en la literatura, en un trabajo espafiol del afio 2011,
donde fue calificada de variante patogénica [13]. Se sitGa en el exon 10 del gen 'y se
detecta en heterocigosis; consiste en el cambio del aminoacido treonina de la

posicion 491 por metionina y se sitla en el dominio catalitico de la proteina.

En este caso tampoco dispusimos de las muestras de ADN de los padres para
comprobar si las mutaciones portadas por esta paciente se disponen en el mismo o

en distintos cromosomas.
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El estudio in silico de las variantes p.R142C y p.T491M mostré los siguientes

resultados (tablas 23 y 24):

Tabla 23. Estudio in silico de la mutacion p.R142C.

PolyPhen-2 Valor SIFT Valor SNPs3D Valor

Probablemente patogénica 1 No tolerada 1 Patogénica -4,55

Tabla 24. Estudio in silico de la mutacion p.T491M.

PolyPhen-2 Valor SIFT Valor SNPs3D Valor

Probablemente patogénica 1 No tolerada 1 Neutra 0,54

Todos los programas de prediccion in silico consideraron a la mutacion
p.R142C como variante patogénica. En el caso de la segunda variante, la p.T491M,
el programa SNPs3D la valor6 como neutra frente a los otros dos programas

utilizados.

CASO 260140

Se trata de una nifia nacida como bebé colodion que cursa en la actualidad

una ictiosis en traje de bafio. No se dispuso de mas datos clinicos.

En este caso el estudio del gen TGM1 mostro la presencia de tres mutaciones
en heterocigosis: la ¢.449T>C p.L150P situada en el exon 3, la ¢.919C>G

p.R307G enelexdn 6 y la c.1571G>T p.G524V en el exon 11 (figura 47).
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Figura 47. Secuenciacion del exén 3 del gen TGM1 del caso 26040 donde se detecta la

variante ¢.449T>C (secuencia de arriba); del exén 6 donde se localiza la ¢.919C>G
(secuencia central) y del exdn 11 en el que se sitGa la ¢.1571G>T (secuencia de abajo),

todas ellas en heterocigosis.

La mutacion ¢.919C>G p.R307G, localizada en el exdn 6 del gen, es la
misma mutacion patogénica que se detectd en el caso 19848. Las otras dos

mutaciones se describen por primera vez en este trabajo doctoral.

El primer paso para intentar elucidar la naturaleza de estas dos nuevas
variantes no descritas (p.L150P y p.G524V), consiste en el estudio de los padres de
la paciente, para poder observar la procedencia de los alelos heredados por la
misma y la posicién de las mutaciones en ellos. Como se comento en el caso
17596, ser portador de dos mutaciones en heterocigosis, siendo las ICAR
enfermedades de baja prevalencia, es poco probable; de tal manera que si alguna de
estas variantes sin describir, aparece junto con la mutacion patogénica p.R307G,
probablemente se trate de un polimorfismo, aunque siempre habria que confirmarlo

con estudios poblacionales y funcionales, tanto in vitro como in vivo.
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El estudio genético de los padres mostro el siguiente resultado: la madre era
la portadora de la mutacién p.R307G vy el padre portaba las otras dos variantes. Este
resultado nos ha mostrado que las dos nuevas mutaciones se sitian en el mismo
alelo (figura 48), no pudiendo llegar a ninguna conclusion sobre la hipotesis
planteada, ya que ninguna de las dos nuevas variantes aparece junto a la mutacién
patogénica p.R307G, en cuyo caso nos podria haber indicado que se trataba de un

polimorfismo.

R307G
@
MADRE
ot
L150P G524V
PADRE
R307G
@
@ g
HUA  L150p G524V

Figura 48. Representacion esquematica de la disposicion de las tres variantes nucleotidicas
detectadas en la paciente 26040, comprobada a partir del estudio de las mismas en sus

padres.

La variante p.L150P, se localiza en el exdn 3 de gen TGM1, consiste en el
cambio del aminoacido leucina de la posicién 150 de la proteina por un residuo de
prolina y se sitda en el dominio sandwich- de la enzima. Respecto a la variante
p.G524V, consiste en la sustitucion del aminoacido glicina de la posicién 524 de la

proteina por valina, region catalitica de la misma.

El estudio in silico de las variantes p.L150P y p.G524V mostré los siguientes

resultados (tablas 25 y 26):
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Tabla 25. Estudio in silico de la mutacion p.L150P.

PolyPhen-2 Valor SIFT Valor SNPs3D Valor

Benigna 0,002 Tolerada 1 Patogénica -0,18

Tabla 26. Estudio in silico de la mutacion p.G524V.

PolyPhen-2 Valor SIFT Valor SNPs3D Valor

Probablemente patogénica 1 No tolerada 1 Patogénica -4,64

En el estudio in silico de la variante ¢.449T>C p.L150P, los programas
PolyPhen-2 y SIFT la consideraron como variante benigna y tolerada por la
proteina, respectivamente, y el programa SNPs3D la valor6 como variante
patogénica. En el caso de la mutacion ¢.1571G>T p.G524V, todos los programas

de prediccidn la calificaron de variante patogenica.

Hasta que no se realicen los estudios poblacionales y funcionales de las

variantes p.L150P y p.G524V, se deben de considerar de significado desconocido.
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El estudio del
polimorfismos, tanto en heterocigosis como en homocigosis, que aparecen con una
alta recurrencia en la poblacion control, por lo tanto, no tienen ninguna implicacion

en la aparicién del fenotipo de los pacientes (tabla 27).

gen TGM1

reveld6 también

la presencia de varios

Tabla 27. Polimorfismos detectados en el gen TGM1.

Localizacion
Regi6n 5" UTR
Exo6n 4
Exon 7
Intrén 8
Intrén 8
Exon 11
Exon 14

Regién 3" UTR

Cambio nucleotidico

€.1-1200A>G
C.726G>A
c.1146C>A

€.1298+9G>A

€.1299-28C>G
€.1552G>A
€.2160C>T

g.*4T>C

c.: ADNg; p.: proteina; g.: genémico.
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4.2 ANALISiS DEL GEN ALOX12B

El gen ALOX12B se sitGa en el cromosoma 17qg13.1, tiene 15 exones y
codifica la lipoxigenasa epidérmica 12R-LOX. Participa en la via de degradacion
del &cido araquidonico, concretamente transformandolo en el é&cido 12R-
hidroxieicosatetraenoico. Se ha sugerido que el producto final de esta via pueda
tener un papel clave en la diferenciacion de los queratinocitos, participando en el

procesamiento de los cuerpos lamelares.

El analisis del gen ALOX12B en los pacientes con ICAR en los que no se
detectaron mutaciones patogénicas en el gen TGM1 mostré los siguientes

resultados (tabla 28).

Tabla 28. Variantes nucleotidicas detectadas en el gen ALOX12B y efecto de las

mismas sobre la proteina.

Caso Mutacion Cambio en la proteina
6413 ¢.397A>G (Exdn 3) Homocigosis p.R133G
17034 €.406_408delGAG (Ex6n 3) Homocigosis p.136delE
€.406_408delGAG (Exo6n 3) Heterocigosis p.136delE
17199
€.1192C>T (Ex6n 9) Heterocigosis p.H398Y
23100 €.1732C>T (Ex6n 13) Homocigosis p.H578Y
€.1562A>G (Ex6n 12) Heterocigosis p.Y521C
23698
€.1790C>A (Ex6n 14) Heterocigosis p.A597E
€.1271 1272insC (Exo6n 9) Heterocigosis p.Y424YfsX24
26179
€.1594G>A (Exon 12) Heterocigosis p.E532K

c.: ADN; p.: proteina.
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CASO 6443

Se trata de un varon nacido como bebé colodion; en la nifiez podia observarse
eritrodermia y ectropion que han tenido una correccidn espontanea. En la
actualidad presenta descamacion fina de color marron. No cursa con

hiperqueratosis palmoplantar ni alopecia.

El estudio del gen ALOX12B mostro la presencia de la mutacion ¢.397A>G
p.R133G en homocigosis, situada en el exdén 3 del gen y que consiste en la
sustitucion del aminoécido arginina de la posicion 133 de la proteina por un residuo
de glicina (figura 49).

140 150 160
G A G C A C G G A A A A G A G G A G A

/T\/G\N\AL\/AAN\M\/\A/\A/\/\A/\

106 aagacaacagcagatgactcgctccccgtcctecctggagcacggaaaaga 155
FEETErrr et et et ettt ettt e

aagacaacagcagatgactcgctcccecgtcecctcectggagcacagaaaaga

Figura 49. Secuenciacién del exdn 3 del gen ALOX12B del caso 6413 donde se detecta en
homocigosis la mutacion ¢.397A>G y su comparacion con la secuencia consenso de

referencia del gen.

Esta mutacion no ha sido descrita anteriormente en la literatura, por lo tanto,
hasta que no se realicen estudios funcionales y poblacionales de la misma se debe

considerar como una variante de significado desconocido.

No se dispuso de mas miembros de la familia para completar el estudio.
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Para intentar elucidar tedricamente su efecto sobre la proteina se realizé el

estudio in silico de la misma (tabla 29):

Tabla 29. Estudio in silico de la mutacion p.R133G del gen ALOX12B.

PolyPhen-2 Valor SIFT Valor SNPs3D

Probablemente patogénica 1 No tolerada 1 Patogénica

Valor

-1,81

Todos los programas in silico valoraron a la mutacion p.R133G como

variante patogeénica; por lo tanto, no tolerada por la proteina.

También se realizd la comparacion entre las secuencias de diferentes

especies, para averiguar si la posicion 133 de la proteina esté conservada a lo largo

de la evolucion (figura 50).

Homo sapiens 127
Canis lupus familiaris 127
Equus caballus 127
Macaca mulatta 009
Mus musculus 127
Sus scrofa 127

PVLLEHRKEETIRAKQDEYHWR
PILLEHRQEETIRAKQDEYHWR
PILLEHRQEETIRAKQDEYHWR
PVLLEHRREETRAKQDEYHWR
PILLEHRQEETIRAKKDEYHWR
PILLEHRKEELRAKQDEYRWR

147
147
147
029
147
147

Figura 50. Comparacién del aminoacido arginina de la posicion 133 de la proteina 12R-

LOX entre varias especies. (%: porcentaje de similitud con 12-LOX en la especie humana)

CASO 17034

Se trata de una mujer nacida como bebé colodion. Ha sido diagnosticada de

IL; presenta descamacion tanto fina como gruesa y de color marron, con

eritrodermia y una discreta hiperqueratosis palmoplantar. No se observan en la

paciente ni ectropion ni alopecia.
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El estudio del gen ALOX12B mostrd la presencia de la mutacion
.406_408delGAG p.136delE, situada en el exdn 3 del gen en homocigosis (figura
51).

120 ﬂ 140 150
C A [ A G A A A A G A G A T C A G A G [ [

A A A A

107 actcgctccccgtcectectggagcacagaaaa. . .gagatcagagccaag 153
FEETEErr ettt FETTEETT T

actcgctccceccecgtectecctggagcacagaaaagaggagatcagagccaag

Figura 51. Secuenciacion del exén 3 del gen ALOX12B del caso 17034 donde se detecta
en homocigosis la mutacién c.406_408delGAG y su comparacion con la secuencia

consenso de referencia del gen.

Esta mutacion consiste en la pérdida de los nucleotidos 406, 407 y 408 de la
region codificante del gen y provoca la pérdida del aminoacido acido glutamico de
la posicion 136 de la proteina. En este caso no se genera un desfase en el marco de
lectura, si no que se genera una proteina a la que le falta un aminoéacido, por lo

tanto, una proteina mas corta que la normal.

No se dispuso de mas miembros de la familia para completar el estudio.

Tampoco fue posible la utilizacion de los programas in silico de prediccion.

En el alineamiento de secuencias de la figura 50, puede observarse que el
aminodacido acido glutamico 136 de la proteina 12R-LOX, se trata de un residuo

conservado en las diferentes especies comparadas.
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CASO 17199

Se trata de un nifio con diagndstico presuntivo de IL, del que no se dispuso de

mas datos clinicos.

El analisis del gen ALOX12B revel6 en este caso la existencia de dos
mutaciones en heterocigosis: la primera de ellas ¢.406_408delGAG p.136delE
situada en el exén 3 y la segunda ¢.1192C>T p.H398Y localizada en el exén 9

(figura 52).

C C EY T C G C C H A C

A A AN

Figura 52. Secuenciacion del exén 3 del gen ALOX12B del caso 17199 donde se detecta la
variante ¢.406_408delGAG (parte de arriba) y del exdn 9 en el que se localiza la mutacién

€.1192C>T (parte de abajo), ambas en heterocigosis.

Posteriormente se realizo el estudio de los exones 3 y 9 en los padres del
probando. El padre del paciente era portador de la variante p.H398Y y la madre

portaba la p.136delE, ambos en heterocigosis.

El estudio in silico mostrd los siguientes resultados (tabla 30).
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Tabla 30. Estudio in silico de la mutacion p.H398Y del gen ALOX12B.

PolyPhen-2 Valor SIFT Valor SNPs3D Valor

Probablemente patogénica 1 No tolerada 1 Patogénica -1,77

Todos los programas utilizados en el estudio in silico valoraron a la mutacion

p.H398Y como patogénica.

También se realiz6 un alineamiento de secuencias para comprobar si la

posicion 398 se trata de una region conservada a lo largo de la evolucion (figura

53).
Homo sapiens 384 WVRYAEFYSHEATIAHLLETHL 404 100%
Canis lupus familiaris 382 WVRYAEFYCHEAISHLLETHL 402 92%
Equus caballus 382 WVRYAEFYCHEAISHLLETHL 402 92%
Macaca mulatta 039 WVRYAEFYSHEAISHLLETHL 059 97%
Mus musculus 384 WVRYAEFYSHEAVAHLLESHL 404 95%
Sus scrofa 382 WVRYAEFYSHEAISHLLETHL 402 97%

Figura 53. Comparacién del aminoacido histidina de la posicién 398 de la proteina 12R-
LOX entre varias especies. (%: porcentaje de similitud con 12R-LOX en la especie

humana)

CASO 23100

Se trata de un nifio diagnosticado de IL que naci6 como bebé colodion.
Presenta descamacién fina y blanquecina sobre una leve eritrodermia e

hiperqueratosis. No presenta ectropion, ni alopecia.

El estudio del gen ALOX12B mostré la presencia de la mutacién ¢.1732C>T

p.H578Y situada en el exon 13 del gen en homocigosis (figura 54).
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140 150 160
CoA S G T S C G C T G C T G T

AW AN

109 atgtcactatagtcatctacacctgctctgccaagtacgctgctgtcaac 158

FErrrrrrerrrrerrererrerrrrrrrer et et
atgtcactatagtcatctacacctgctctgccaagecacgctgctgtcaac

G H A C G C

AN A AN

Figura 54. Secuenciacion del exon 13 del gen ALOX12B del caso 23100 donde se detecta

la variante ¢.1732C>T en homocigosis (secuencia de arriba) y su comparacion con la
secuencia consenso de referencia del gen. En la secuencia de abajo puede observarse la

misma mutacion en heterocigosis portada por su padre.

El anélisis del exdn 13 del gen ALOX12B de los padres del paciente, sin
manifestaciones clinicas de la enfermedad, mostré que ambos eran heterocigotos

para la mutacion detectada en el hijo (figura 54).

Esta mutacidn no ha sido descrita previamente en la literatura. Consiste en el

cambio del aminoacido histidina de la posicién 578 de la proteina por tirosina.

Este aminoacido esta muy conservado en otras especies, lo que hace pensar
que posiblemente se trate de un residuo importante para la integridad de la funcion

de la proteina (figura 55).
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Homo sapiens 568 TIVIYTCSAKHAAVNTGQMEF 588 100%
Canis lupus familiaris 566 TIVIYTCSAKHAAVNTGQLEY 586 93%

Equus caballus 566 TIVIYTCSAKHAAVNTGQLEF 586 97%
Macaca mulatta 223 TIVIFTCSAKHAAVNTGQMEF 243 96%
Mus musculus 568 TMVMYTCSARHAAVNSGQLEY 588 81%
Sus scrofa 566 TIVIYTCSASHAAVNTGQLEF 586 92%
Xenopus laevis 537 TMVMFTCSALHAAVNSGQFDFE 557 72%

Figura 55. Comparacién del aminoacido histidina de la posicion 578 de la proteina 12R-
LOX entre varias especies. (%: porcentaje de similitud con 12R-LOX en la especie

humana)

Para intentar esclarecer tedricamente su efecto sobre la proteina se realiz6 el

estudio in silico de la misma (tabla 31):

Tabla 31. Estudio in silico de la mutacion p.H578Y del gen ALOX12B.

PolyPhen-2 Valor SIFT Valor SNPs3D Valor

Probablemente patogénica 1 No tolerada 1 Patogénica -2,46

Todos los programas de prediccion in silico valoraron a la mutacion p.H578Y

como patogénica.

CASO 23698

Se trata de una nifia, de nacionalidad ucraniana, nacida como bebé colodion.
Cursa con eritrodermia y descamacion fina. No presenta ectropion, hiperqueratosis,
ni alopecia. Su hermano (caso 23699) también es afecto, y presenta un fenotipo

similar a excepcidn de que no presenta eritrodermia.
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El andlisis del gen ALOX12B reveldé en este caso la existencia de dos
mutaciones en heterocigosis: la primera de ellas situada en el exdn 12, c.1562A>G

p.Y521C y la segunda, situada en el exén 14 ¢.1790C>A p.A597E (figura 56).

C T T C C

MR A AAAA

Figura 56. Secuenciacion del exon 12 del gen ALOX12B del caso 23698 donde se detecta
la variante c.1562A>C (parte de arriba) y del exén 14 en el que se localiza la mutacion

€.1790C>A (parte de abajo), ambas en heterocigosis.

En el hermano de la probando, caso 23699, se detectaron las dos mutaciones
en el gen en heterocigosis. Se trata de nuevo de un caso con dos variantes
nucleotidicas en heterocigosis. Al no disponer de las muestras de ADN de los

padres no se pudo conocer la disposicion de las mismas sobre los alelos heredados.

La ¢c.1562A>G p.Y521C, se describié por primera vez en el afio 2005 y
consiste en el cambio del amino&cido tirosina de la posicion 521 de la proteina por
cisteina, region muy conservada de la proteina [209]. La ¢.1790C>A p.A597E, se
identificé en el afio 2010 y consiste en la sustitucion del aminoacido alanina de la
posicion 587 de la proteina por &cido glutdmico [33]. Aln asi, se realiz6 el estudio

in silico de las mismas (tablas 32 y 33).
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Tabla 32. Estudio in silico de la mutacion p.Y521C del gen ALOX12B.

PolyPhen-2 Valor SIFT Valor SNPs3D Valor

Probablemente patogénica 1 No tolerada 1 Patogénica -3,13

Tabla 33. Estudio in silico de la mutacion p.A597E del gen ALOX12B.

PolyPhen-2 Valor SIFT Valor SNPs3D Valor

Benigna 0,202 Tolerada 1 Patogénica -0,30

En el caso de la mutacion p.Y521C todos los programas in silico de
prediccion la valoraron como patogenica; por lo tanto, no tolerada por la proteina.
La mutacion p.A597E, fue considerada como variante neutra para la proteina a

excepcion del programa SNPs3D, que la valoré como patogénica.

En el alineamiento de secuencias se puede comprobar que la posicion 521 de
la proteina 12R-LOX se trata de un residuo conservado a lo largo de la evolucion;
sin embargo, la alanina de la posicion 597 no se conserva en las diferentes especies

comparadas (figuras 57 y 58).

Homo sapiens 511 KYVTEIITYYYPSDAAVEGDP 531 100%
Canis lupus familiaris 509 RYVTEIITYYYPCDAAVAGDP 529 87%
Equus caballus 509 RYVTEIITYYYPCDAAVEGDL 529 83%
Macaca mulatta 166 RYVTEIITYYYPSDAAVEGDP 186 97%
Mus musculus 511 RYVTEIITYYYPNDAAVEGDP 531 94%
Sus scrofa 509 RYVTEIITYYYPCDAAVEGDP 529 92%
Xenopus laevis 480 SYVSNIVHYYYPNDQTVSKDP 500 56%

Figura 57. Comparacion del aminoacido tirosina de la posicion 521 de la proteina 12R-
LOX entre varias especies. (%: porcentaje de similitud con 12R-LOX en la especie

humana)
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RESVLTADOS

Homo sapiens 587 EFTAWMPNEFPASMRNPPIQTK 607 100%
Canis lupus familiaris 585 EYTAWMPNEFPSSMRNPPMQAK 605 88%
Equus caballus 585 EFTAWMPNFPSSMRNPPIRAK 605 89%
Macaca mulatta 242 EFTAWMPNFPASMRNPPIQAK 262 96%
Mus musculus 587 EYTSWMPNEFPSSMRNPPMQTK 607 89%
Sus scrofa 585 EFTAWMPNEFPSSMRNPPMQAK 605 91%
Xenopus laevis 556 DFYSWMPNGPSTMRKPPPTAK 576 56%

Figura 58. Comparacion del aminoacido alanina de la posicion 597 de la proteina 12R-
LOX entre varias especies. (%: porcentaje de similitud con 12R-LOX en la especie

humana)

CASO 26179

Se trata de una nifia nacida como bebé colodién con resolucion espontanea de

las lesiones. No se dispuso de mas datos clinicos.

El analisis del gen ALOX12B reveld la existencia de dos mutaciones en
heterocigosis: la primera de ellas situada en el exdon 9, c¢.1271 1272insC
p.Y424YfsX24, y la segunda situada en el exdn 12 ¢.1594G>A p.E532K (figura

59).

De nuevo detectamos un caso con dos mutaciones en heterocigosis. La
busqueda de las mutaciones en los padres, ambos sanos, confirmo el patron de
herencia y explico la aparicion del fenotipo de la probando, ya que el padre es el
portador de la mutacion ¢.1271_1272insC y la madre la portadora de la mutacion

€.1594G>A, ambos en heterocigosis.
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G T G A T C C ] H A A T T G c A G

Figura 59. Secuenciacion del exon 9 del gen ALOX12B del caso 26179 donde se detecta la

mutacion ¢.1271_1272insC (parte de arriba) y del exén 12 en el que se localiza la mutacion

€.1594G>A (parte de abajo), ambas en heterocigosis.

La mutacion ¢.1271_1272insC ha sido descrita previamente en la literatura
[76]. Consiste en la insercion de una citosina entre los nucleétidos 1271 y 1272 de
la region codificante del gen ALOX12B, lo que provoca un cambio en la fase
lectura y la aparicion de un coddn de parada prematuro 24 codones mas adelante;
por lo tanto, da lugar a una proteina truncada. Por su naturaleza es considerada

patogénica.

La segunda mutacion detectada en la paciente, ¢.1594G>A p.E532K, se
describe por primera vez en este trabajo. Consiste en la sustitucion del aminoéacido

acido glutamico de la posicién 532 de la proteina por un residuo de lisina.

Para intentar aclarar tedricamente si afecta o no a la funcion de la proteina se

realizé el estudio in silico de la misma (tabla 34).
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Tabla 34. Estudio in silico de la mutacion p.E532K del gen ALOX12B.

RESVLTADOS

PolyPhen-2 Valor SIFT Valor SNPs3D

Probablemente patogénica 1 No tolerada 1 Patogénica

Valor

-2,10

Todos los programas de prediccion in silico valoraron a la mutacion p.E532K

como patogeénica.

Al igual que sucedia con otras variantes nucleotidicas detectadas por primera

vez, hasta que no se realicen estudios funcionales y poblacionales de las mismas, se

considerara a la variante ¢.1594G>A p.E532K de significado desconocido.

También se realizé un alineamiento de secuencias entre varias especies, para

comprobar si la posicion 532 de la proteina estd conservada a lo largo de la

evolucidn (figura 60).

Homo sapiens 517
Canis lupus familiaris 515
Equus caballus 515
Macaca mulatta 172
Mus musculus 517
Sus scrofa 515

ITYYYPSDAAVEGDPELQSWV
ITYYYPCDAAVAGDPELQSWV
ITYYYPCDAAVEGDLELQSWV
ITYYYPSDAAVEGDPELQSWV
ITYYYPNDAAVEGDPELQCWV
ITYYYPCDAAVEGDPELQSWV

537
535
535
192
537
535

100%
90%
86%
100%
92%
95%

Figura 60. Comparacion del aminoacido acido glutdmico de la posicion 532 de la proteina

12R-LOX entre varias especies. (%: porcentaje de similitud con 12R-LOX en la especie

humana)

125


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=9606
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=9615
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=9796
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=9544
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=10090
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=9823

El estudio del gen ALOX12B revel6 también la presencia de varios
polimorfismos (tabla 35). La mayoria se localizan en regiones intrénicas del gen,
tanto en heterocigosis como en homocigosis y aparecen con una alta recurrencia en
la poblacion control, por lo tanto, no tienen ninguna implicacién en la aparicién del

fenotipo de los pacientes.

Tabla 35. Polimorfismos detectados en el gen ALOX12B.

Localizacion Cambio nucleotidico Cambio en la proteina

Intron 2 €.353-57C>T -

Exén 3 c.379C>T p.P127S [211]

Intron 4 €.527+45T>C -

Intron 5 €.650+7C>G -

Intron 10 €.1363-62G>C -
€.1532+30T>C -

Intron 11

€.1533-11C>G -
C.1654+94A>T -
Intron 12 €.1655-52G>T -

€.1655-30T>C -

c.: ADNg; p.: proteina.
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4.3 ANALiSiS DEL GEN ALOXE3

El gen ALOXES3 se sitta en el cromosoma 17g13.1, tiene 15 exones y codifica
la lipoxigenasa epidérmica eLOX-3. Interviene en la via de degradacion del &cido
araquidénico, cuyo producto final se ha especulado que pueda participar en la
formacion de los lipidos intercelulares de la capa cérnea o actuar como sefial para

promover la diferenciacion de los queratinocitos.

El anélisis del gen ALOXE3 en los pacientes con ICAR en los que no se
detectaron mutaciones patogénicas en el gen TGM1, mostré Unicamente una

variante nucleotidica (tabla 36).

Tabla 36. Variante nucleotidica detectada en el gen ALOXE3 y efecto de la misma

sobre la proteina.

Caso Mutacion Cambio en la proteina

2359 €.1889C>T (exdn 14) Heterocigosis p.P630L

c.: ADNC; p.: proteina.

CASO 2359

Se trata de un vardn nacido de padres consanguineos, que en la actualidad ha
sido diagnosticado de IL. Presenta grandes escamas de color marron e
hiperqueratosis palmoplantar. Su hermana (caso 2375), nacida como BC, también

es afecta, mostrando un fenotipo similar.

El analisis del gen ALOXE3, mostrd la mutacién ¢.1889C>T p.P630L

situada en el exdn 14 del gen en heterocigosis en ambos hermanos (figura 61).
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Figura 61. Secuenciacion del exdn 14 del gen ALOXES del caso 2359 donde se detecta la

mutacion ¢.1889C>T en heterocigosis.

La mutacién p.P630L, consiste en la sustitucion del aminoacido prolina de la
posicion 630 de la proteina por leucina. El estudio in silico de la mutacion mostré

los siguientes resultados (tabla 37):

Tabla 37. Estudio in silico de la mutacion p.P630L del gen ALOXES.

PolyPhen-2 Valor SIFT Valor SNPs3D Valor

Probablemente patogénica 1 No tolerada 1 Patogénica -3,07

Todos los programas de prediccion in silico valoraron a la mutacién p.P630L

como patogénica.

También se realizé un alineamiento de secuencias entre diferentes especies,
para comprobar si la posicién 630 de la proteina esta conservada a lo largo de la

evolucidn (figura 62).

Homo sapiens 620 TTLKTYLDTLPEVNISCNNLL 640 100%
Canis lupus familiaris 744 ATLKSYLDTLPEVNITCNNLL 764 89%
Equus caballus 759 TTLKSYLDTLPEVNITCKNLL 779 88%
Mus musculus 620 TTMKSYLDTLPEVNTTCRNLL 640 81%
Sus scrofa 620 ATLKSYLDTLPEVNTTCNNTL 640 78%

Figura 62. Comparacion del aminoacido prolina de la posicion 630 de la proteina eLOX-3

entre varias especies. (%: porcentaje de similitud con eLOX-3 en la especie humana)
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RESVLTADOS

No se detectd en este caso ninguna otra variante nucleotidica a lo largo del
gen, ni patogénica ni de significado desconocido. No dispusimos de mas miembros

de la familia para completar el estudio.

El estudio del gen ALOXE3 revel6 también la presencia de varios
polimorfismos (tabla 38). La mayoria se localizan en regiones intrénicas del gen,
tanto en heterocigosis como en homocigosis y aparecen con una alta recurrencia en
la poblacion control, por lo tanto, no tienen ninguna implicacion en la aparicion del

fenotipo de los pacientes.

Tabla 38. Polimorfismos detectados en el gen ALOXES.

Localizaciéon Cambio nucleotidico Cambio en la proteina
Intrén 1 €.148-78T>G -
Intrén 2 €.353-61G>A -

€.555-65C>G -
Intrén 5
€.555-38C>T -
Intrén 6 €.681-14C>T -
Intrén 7 C€.785-22A>G -
Intrén 10 €.1305+37C>G -
Exén 11 €.1503G>C p.L501L
€.1684+17C>A -
Intrén 13

€.1786-87C>T -

Exén 15 €.2124C>T p.S708S

c.: ADN; p.: proteina.
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4.4 ANALiSiS DEL GEN NiPAL#

El gen NIPAL4, también conocido como ICHTHYIN, est4 localizado en el
cromosoma 5¢33. Tiene 6 exones que codifican una proteina con varios dominios
transmembrana cuya funcién se desconoce, aunque se sugiere que esta implicada
en la formacion de los cuerpos lamelares o en su transporte hacia el espacio

extracelular.

El andlisis del gen NIPAL4 en los pacientes con ICAR en los que no se
detectaron mutaciones patogénicas en el gen TGM1 mostrd Unicamente una

mutacion (tabla 39).

Tabla 39. Variante nucleotidica detectada en el gen NIPAL4 y efecto de la misma

sobre la proteina.

Caso Mutacion Cambio en la proteina

17272 €.527C>A (ex6n 4) Homocigosis p.Al76D

c.: ADNC; p.: proteina.

CASO 17272

Se trata de una mujer diagnosticada de IL. No se dispuso de ningln otro dato

clinico ni de mas miembros de la familia.

El analisis del gen NIPAL4 mostro en este caso la mutacion homocigota
€.527C>A p.Al176D localizada en el exdn 4 del gen que consiste en la sustitucion
del aminoacido alanina de la posicién 176 de la proteina por acido glutdmico

(figura 63).
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A A M AN AN

106 tctcccttcecgtttcecctagtggctgatggagaagttgccaactttggagee 155

LErrrrrrererrerrererrere rrrrrr et et
tctcccttegtttectagtggectgetggagaagttgeccaactttggagece

Figura 63. Secuenciacion del exén 4 del gen NIPAL4 del caso 17272 donde se detecta la
variante ¢.527C>A en homocigosis (parte de arriba) y comparacion de esta secuencia con

la secuencia consenso de referencia del gen (parte de abajo).

El estudio in silico de la mutacion p.A176D detectada en el gen NIPAL4

mostro los siguientes resultados (tabla 40):

Tabla 40. Estudio in silico de la mutacién p.A176D.

PolyPhen-2 Valor SIFT Valor SNPs3D Valor

Posiblemente patogénica 0,78 No tolerada 1 Patogénica -0,47

También se realizd un alineamiento entre las secuencias de distintas especies,
para comprobar si la posicion 176 de la proteina esta conservada a lo largo de la

evolucidn (figura 64).

Homo sapiens 166 MWWAGFLTMAAGEVANFGAYA 186 100%
Canis lupus familiaris 191 MWWAGFLTMAAGEVANFGAYA 211 100%
Mus musculus 106 MWWAGMATMSAGEVANFGAYA 126 87%
Pan troglodytes 169 MWWAGFLTMAAGEVANFGAYA 189 100%
Xenopus laevis 001 MWWAGLLTMGGGEAANFAAYA 021 78%

Figura 64. Comparacion del aminoacido alanina de la posicion 176 de la proteina NIPAL4

entre varias especies. (%: porcentaje de similitud con NIPAL4 en la especie humana)
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El estudio del gen NIPAL4, también revelé la presencia de varios
polimorfismos (tabla 41). La mayoria se localizan en regiones intrénicas del gen,
tanto en heterocigosis como en homocigosis y aparecen con una alta recurrencia en
la poblacion control; por lo tanto, no tienen ninguna implicacion en la aparicion del

fenotipo de los pacientes.

Tabla 41. Polimorfismos detectados en el gen NIPAL4.

Localizacion Cambio nucleotidico Cambio en la proteina
Region 5" UTR c.1-10A>G -
€.223+17T>G -
Intron 1 €.223+24C>G -
€.223+108G>A -
Intron 2 €.463+58C>T -
Exén 5 €.637A>G p.R213G
C.772+49C>A -
C.772+61C>T
Intron 5 C.772+74G>A -
C.772+142G>A -
c.773-50T>C -
€.924C>A p.G308G
Exén 6 €.1302T>C p.V434V
€.1358C>T p.S453L

c.: ADN; p.: proteina.
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4.5 ANALiSiS DEL GEN CYP£F22

El gen CYP4F22, también llamado FLJ39501, se localiza en el cromosoma
19p13.12 y tiene 12 exones. Se ha sugerido que el citocromo P450 que codifica
participe en la via de las hepoxilinas y que el producto final de esta via pueda tener

un efecto bioldgico regulatorio clave en la piel.

Los resultados del estudio de este gen en aquellos pacientes en los que no se
detectaron mutaciones patogénicas en el gen TGM1 se muestra es la siguiente tabla

(tabla 42):

Tabla 42. Mutaciones detectadas en el gen CYP4F22 y efecto de las mismas sobre

la proteina.
Caso Mutacion Cambio en la proteina
21275 €.728G>A (exdn 6) Homocigosis p.R243H
22223 €.1303C>T (ex6n 10) Homocigosis p.H435Y
24027 €.1303C>T (ex6n 10) Homocigosis p.H435Y

c.: ADNC; p.: proteina.

CASO 21275

Se trata de un nifio nacido como bebé colodién, de padres consanguineos, que
posteriormente desarrolld6 una descamacion blanquecina generalizada vy
eritrodermia leve. En la actualidad la afectacion es fundamentalmente acral. No
cursa ectropion, hiperqueratosis palmoplantar ni alopecia. Su hermana (caso

21276) también es afecta, pero con la diferencia de que no naci6 como bebé
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colodion; presenta una fina descamacion brillante sin eritema muy parecida a la de

su hermano.

El analisis del gen CYP4F22 mostro en este caso la presencia de la mutacion
homocigota c.728G>A p.R243H, situada en el exdn 6 del gen. Esta mutacion fue
descrita por primera vez en la literatura en el afio 2006 y fue considerada como

variante patogénica [72].

La hermana (21276) presentd la misma mutacion en homocigosis. Los
padres, sin manifestaciones clinicas de la enfermedad, portaban la mutacion

detectada en sus hijos en heterocigosis (figura 65).

110 ccggcaccagtatcgcttgcaccactacctcgacttcatttactaccget 159
FEETE T rrrr ettt ettt et et

ccggcgccagtatcgcecttgcaccactacctcgacttcatttactaccget

Figura 65. Secuenciacion del exén 6 del gen CYP4F22 del caso 21275 donde se detecta la
variante ¢.728G>A en homocigosis (secuencia de arriba) y su comparacion con la
secuencia consenso de referencia del gen. En la secuencia de abajo puede observarse la

misma mutacion en heterocigosis portada por su madre.
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La mutacion p.R243H consiste en la sustitucion del aminoécido arginina de
la posicion 243 de la proteina por histidina. Esta posicion de la proteina esta muy
conservada en otras especies, lo que hace pensar que se trata de un residuo

importante para la integridad de la funcién de la proteina (figura 66).

Homo sapiens 233 IIELSALSVRRQYRLHHYLDFEF 253 100%
Canis lupus familiaris 233 IIELSALVVRRQYRLHHHIDF 253 88%
Macaca mulatta 233 IIELSALAVRRQYRLHHYLDF 253 97%
Xenopus laevis 233 IYELSSLVVKREHYLPHHEDE 253 50%

Figura 66. Comparacion del aminoacido arginina de la posicion 243 de la proteina
CYP4F22 entre varias especies. (%: porcentaje de similitud con CYP4F22 en la especie

humana)

El estudio in silico de la mutacion p.R243H detectada en el gen CYP4F22

mostro los siguientes resultados (tabla 43):

Tabla 43. Estudio in silico de la mutacion p.R243H.

PolyPhen-2 Valor SIFT Valor SNPs3D Valor

Probablemente patogénica 1 No tolerada 1 Patogénica -1,98

Todos los programas de prediccion in silico valoraron a la mutacion p.R243H

como patogénica.

Seria necesario realizar un estudio funcional de la mutacion p.R243H del gen
CYP4F22 detectada en este paciente para poder confirmar la verdadera naturaleza

de la misma.
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CASO 22223

En este caso se detectd en el gen TGM1 la variante c.125C>A p.S42Y en
heterocigosis; se consideré de significado desconocido y se prosiguié con el

estudio del resto de genes.

El estudio del gen CYP4F22 mostr6 la mutacién en homocigosis ¢.1303C>T

p.H435Y, situada en el exén 10.

El estudio de los padres del paciente revelé que ambos eran heterocigotos
para la mutacion, confirmandose el patron de herencia autosémico recesivo de la
enfermedad (figura 67).

100
A

120
T G G A A [ [ T i A

AAN A A A AAN

71 cacaggaatcatctgcttggtcagcatctatggaacctaccacaacccca 120

cacaggaatcatctgcttggtcagcatctatggaaccecaccacaacccca

cCoA [ A A [ [ C [

& T G G & A C C H & C cC A CA A C C C cC A

AN A A

Figura 67. Secuenciacion del ex6n 10 del gen CYP4F22 del caso 22223 donde se detecta

la variante ¢.1303C>T en homocigosis (secuencia de arriba) y su comparacion con la
secuencia consenso de referencia del gen. En la secuencia de abajo puede observarse la

mutacion en heterocigosis portada por su padre.

Esta mutacion fue descrita como variante patogénica por primera vez en la

literatura en el afio 2006 [72].
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El alineamiento de secuencias entre varias especies mostré que esta zona del

gen se trata de una regién conservada a lo largo de la evolucion (figura 68).

Homo sapiens 425 IICLVSIYGTHHNPTVWPDSK 445 100%
Canis lupus familiaris 425 IICLVSIYGTHHNPTVWPDSK 445 100%
Macaca mulatta 425 IICLVSIYGTHHNPTVWPDSK 445 100%
Xenopus laevis 425 NSCLISIYGTHHNPEVWPNPQ 445 69%

Figura 68. Comparacion del aminodcido histidina de la posicion 435 de la proteina
CYP4F22 entre varias especies. (%: porcentaje de similitud con CYP4F22 en la especie

humana)

Ademaés se realizo el estudio in silico de la mutacion p.H435Y con la
intencion de predecir tedricamente si su efecto es patogénico y en consecuencia,

capaz de inducir la expresion fenotipica de la enfermedad (tabla 44):

Tabla 44. Estudio in silico de la mutacién p.H435Y.

PolyPhen-2 Valor SIFT Valor SNPs3D Valor
Probablemente patogénica 1 No tolerada 1 Patogénica -2,24
CASO 24027

Se trata de un vardn con diagndéstico presuntivo de IL. No dispusimos de los

datos clinicos del paciente, ni de ningun otro miembro de la familia.

Este caso porta la misma mutacion patogénica en el gen CYP4F22 que en el

caso anterior: ¢.1303C>T p.H435Y, situada en el exdn 10 en homocigosis.
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El estudio del gen CYP4F22 ademas reveld la presencia de varios
polimorfismos (tabla 45). La mayoria se localizan en regiones intrénicas del gen,
tanto en heterocigosis como en homocigosis y aparecen con una alta recurrencia en
la poblacion control, por lo tanto, no tienen ninguna implicacion en la aparicion del

fenotipo de los pacientes.

Tabla 45. Polimorfismos detectados en el gen CYP4F22.

Localizacion Cambio nucleotidico Cambio en la proteina
Exon 1 c.177C>T p.F59F
c.367+5G>A -
Intron 2 €.368-47C>A -
€.368-24C>T -
Exén 5 €.582G>A p.A194A
Intron 5 C.671+62G>T -
Intron 6 €.940-79G>A -
c.1136+78C>T -
Intron 8
€.1136+115T>G -

c.: ADNC; p.: proteina.
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5. DiSCVSiON

Las ictiosis congénitas autosomicas recesivas son trastornos infrecuentes de
la queratinizacion que se engloban en las formas no sindromicas de ictiosis.
Actualmente se incluyen en este grupo la ictiosis arlequin, la ictiosis laminar, la
eritrodermia ictiosiforme congénita, el bebé colodién autorresolutivo y la ictiosis

en traje de bafo [11].

Desde el punto de vista genético, las ICAR son muy heterogéneas. Hasta el
momento se han descrito mutaciones patogénicas en 6 genes diferentes en el 78%
de la poblacion afecta: TGM1 (32%), NIPAL4 (16%), ALOX12B (12%), CYP4F22

(8%), ALOXE3 (5%) y ABCA12 (5%) [75].

En nuestro estudio se incluyeron 29 pacientes procedentes de diversas areas
de la geografia espafiola, excepto una de las familias que provenia de Ucrania. El
76% present6 alguna variante nucleotidica en los genes analizados: el 38% de ellos
en el gen TGM1,; el 21% en ALOX12B; el 3.5% en ALOXES; el 3.5% en NIPAL4; y
el 10% en CYP4F22. En el 24% de los pacientes restantes no se detectaron

mutaciones; frecuencias similares a las descritas anteriormente en la literatura.

54 ESTVDiO DEL GEN 7GM{

En nuestro trabajo hemos estudiado mediante PCR y secuenciacion directa
bidireccional, tanto las secuencias codificantes del gen TGM1, como sus regiones

intrénicas adyacentes, detectando 17 variantes nucleotidicas:
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e 11 mutaciones missense (65%): p.S42Y, p.R126C, p.R142C, p.L150P,

p.G218S, p.R307G, p.A354V, p.T491M, p.E520G, p.G524V y p.Y544C.
e 2 mutaciones nonsense (11.5%): p.E706X y p.R814X.
e 2 mutaciones de splicing (11.5%): ¢.877-2A>G y c.984+1G>A.

e 1 delecion (6%): c.1223_1227del ACACA p.D408VsX21.

1 mutacidn en la region promotora (6%): ¢.1-915_-916insC.

Las frecuencias de cada tipo de mutacién se asemejan a las descritas hasta el

momento en la literatura para este gen.

Para el analisis de estos resultados, hemos agrupado a los pacientes en tres
grupos: homocigotos para una mutacion, heterocigotos para una mutacion y

pacientes con dos mutaciones en heterocigosis.

CASOS CON VNA MVTACION EN NOMOCIGOSiS

Tras el estudio de los pacientes incluidos en nuestro trabajo hemos
caracterizado tres pacientes que presentaban mutaciones en el gen TGM1 en

homocigosis:

e C.1631A>G p.Y544C, exon 11 (Caso 2371, IL)

La mutacion p.Y544C fue descrita como patogénica en el afio 2009 [56];
consideracion a la que nos sumamos tras la realizacion del estudio filogenético, que
mostré que la tirosina de la posicién 544 de la proteina se conserva en diferentes
especies. Ademas, el analisis in silico la catalogé de variante no tolerada por la
proteina; y no fue detectada en ninguno de los controles analizados en el estudio

poblacional realizado.
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e .1223 1227delACACA p.D408VfsX21, exon 8 (Casos 2399 y 2527, IL)

Esta mutacién ha sido descrita anteriormente en la literatura [55]. Por su
naturaleza, es considerada patogénica ya que genera una proteina truncada que
pierde parte de su dominio catalitico. En un estudio realizado en 2011 sobre
poblacién gallega, se detectd como mutacion recurrente junto con las mutaciones
€.984+1G>A y p.R760X, presentes en el 82% de las familias gallegas con
mutaciones en TGML1, lo que sugirié un efecto fundador [13], que fue confirmado

posteriormente por este mismo grupo mediante un analisis de haplotipos [16].

En nuestro estudio, detectamos esta mutacion en dos de los casos analizados
y también nos planteamos que el origen de la misma pudiera residir en un antecesor
comun a ambas familias, al tratarse de dos pacientes nacidos en areas geograficas
muy proximas; sin embargo, también podria tratarse de la misma mutacion surgida

en dos momentos diferentes y que es portada por las dos familias.

e €.984+1G>A, intron 6 (Caso 17596, EIC)

La mutacion ¢.984+1G>A se describid inicialmente en el afio 2009 [55] y en
2012 fue caracterizada como variante patogénica tras el estudio del ARNm de un
paciente homocigoto para dicha alteracion [236], que demostré que provoca la
pérdida de la zona de procesamiento del intron 6 y con ello se crean dos nuevos

transcritos anémalos.

En este mismo paciente, detectamos una segunda mutacion en homocigosis,
la c.1559A>G p.E520G, localizada en el exon 11 de TGML1 y descrita también

como variante patogénica [232].
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Al detectar a la mutacion ¢.1559A>G p.E520G junto a otra mutacion de
naturaleza patogénica, como es la ¢.984+1G>A, también en homocigosis; y estar
presente en heterocigosis en uno de los 50 individuos control incluidos en el
analisis poblacional que realizamos, podria tratarse de un polimorfismo.
Recientemente, varios autores también la han considerado como un polimorfismo
poblacional, empleando los mismos criterios [13, 55]. Sin embargo, en el estudio in
silico, los programas Polyphen-2 y SNPs3D, la valoraron como posiblemente
patogénica y patogénica respectivamente; mientras que SIFT la consider6 como

variante tolerada por la proteina.

La naturaleza de las tres mutaciones detectadas, c.1631A>G p.Y544C,
€.1223 1227delACACA p.D408VfsX21 y ¢.984+1G>A; y su estado en
homocigosis, son suficientes para explicar la herencia autosémica recesiva de la

enfermedad y la aparicion del fenotipo en estos pacientes.

CASOS CON VNA MVTACION EN METER OCiGOSiS

El estudio del gen TGML1 en nuestra serie de pacientes mostro tres casos que

presentaban una Unica mutacion en heterocigosis:

e C.2440C>T p.R814X, exon 15 (Caso 20503, IL)

La variante ¢.2440C>T p.R814X, estéa situada a tan solo 4 codones del coddn

de parada de la proteina y no ha sido descrita previamente en la literatura.

Normalmente, las mutaciones nonsense se consideran patogénicas, por
interrumpir el marco de lectura y dar lugar a productos truncados; sin embargo,

dada su proximidad al codén de parada normal de la proteina, no podemos
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categorizarla como tal sin la realizacion de estudios funcionales. Por ello, se
consider6 como una variante de significado desconocido; destacando que si se
demuestra su patogenicidad, se trataria de la mutacion mas cercana al extremo 3

identificada hasta el momento en el gen TGML1.

e .1-915 -916insC, region 5"UTR (Caso 21189, IL)

Esta variante no esta descrita hasta el momento en la literatura; por lo tanto,
seria necesario realizar estudios poblacionales y un estudio funcional in vitro, para
comprobar si provoca alteraciones en los niveles de expresion del gen o por el
contrario, que se trate de un polimorfismo poblacional. Por ello, se considerd de

significado desconocido y se prosiguié con el estudio del resto de genes.

e C.125C>A p.S42Y, exdn 2 (Caso 22223, BCA)

Esta mutacion fue descrita como patogenica en el afio 1995 [45], pero sin la
realizacion de ningun tipo de estudio funcional ni poblacional que pudiera
corroborar su naturaleza. De hecho, en un trabajo posterior, realizado en células
transfectadas con el ADNc portador de la mutacidn, se observo que la enzima tgml
resultante presentaba una actividad enzimatica similar a la de la proteina nativa

[237]. Por ello proseguimos con el estudio del resto de genes.

El estudio de TGM1 en este grupo de pacientes, no mostré ningun otro
cambio nucleotidico, ni patogénico ni de significado desconocido, a lo largo del
gen. La presencia de una mutacion en heterocigosis no seria suficiente para
explicar el fenotipo en estos casos, ya que la herencia de las ICAR es autosomica

recesiva.
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Otro dato, es el hecho de que pueda existir en estos casos otro tipo de
mutaciéon, como un gran reordenamiento, que no puede ser detectado con las

técnicas utilizadas en este trabajo.

Al no conocer la verdadera naturaleza de las variantes ¢.2440C>T p.R814X y
€.1-915 -916insC, que describimos por primera vez, en estos pacientes
heterocigotos para una mutacion, se prosiguié con el estudio del resto de genes

seleccionados.

CASOS CON DOS M VTACIONES EN METER OCiGOSIS

De todos los pacientes analizados 5 eran heterocigotos compuestos. El efecto
de la combinacion de dos mutaciones distintas en heterocigosis en el mismo
individuo ha sido descrito en numerosas ocasiones en pacientes diagnosticados de
ICAR, sugiriéndose que dos mutaciones heterocigotas, una en cada alelo, podrian

tener el mismo efecto bioldgico que una en homocigosis [49, 238, 239].

e ¢.376C>T p.R126C, exon 3y ¢.919C>G p.R307G, exdn 6 (Caso 19848,

BCA)

Ambas mutaciones fueron descritas inicialmente en el afio 2006 en pacientes
afectos de ITB [43], y en 2009 fueron caracterizadas a nivel funcional y
consideradas como variantes patogénicas [233]. En dicho estudio funcional se
observé una reduccion de la temperatura Optima para la actividad de la enzima
portadora de estos dos cambios, de 37 a 31°C; asi como se demostré la disminucion
de la actividad enzimatica en un 13%. En relacion a estos datos, se ha sugerido que
la temperatura de la piel podria desempefiar un papel en el desarrollo de este

fenotipo.
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Se ha demostrado mediante termografia digital una fuerte correlacion entre
la temperatura corporal y la presencia de descamacion, siendo las zonas mas

calientes del cuerpo las mas afectadas [43].

En nuestro estudio, las mutaciones ¢.376C>T p.R126C y ¢.919C>G p.R307G
detectadas en este caso se encontraron en alelos diferentes; como comprobamos a
partir del analisis de sus progenitores, lo cual confirma el patron de herencia

autosémica recesivo de la enfermedad.

El caso 19848, portador de estas dos mutaciones, esta diagnosticado de BCA
y no de ITB, fenotipo con el que se han asociado estas mutaciones hasta el

momento.

e C.625G>A p.G218S, exon 4 y c.2116G>T p.E706X, exon 14 (Caso

24040, 1L)

La mutacion ¢.625G>A p.G218S fue descrita como variante patogénica en el
afio 1997, a partir de un estudio in silico que sugirié que, al situarse en una cadena
principal, daria lugar a una proteina mal plegada, lo cual afectaria a la estabilidad
de la misma [49]. Ademas se descartd que se tratara de un polimorfismo

poblacional mediante su estudio en 400 individuos control.

La mutacion ¢.2116G>T p.E706X, se describe por primera vez en este
trabajo. Dicho cambio da lugar a una proteina truncada, que pierde parte de su

dominio barril B2, por lo que se consideraria patogénica.

Este hallazgo de la mutacion nonsense p.E706X, resulta de gran interés ya
que las mutaciones en el dominio C-terminal de TGM1 no son muy frecuentes; en

la mayoria de los casos se presentan con una segunda mutacién que se localiza en
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el dominio catalitico de la enzima [48, 57, 58, 240, 241] y muestran un fenotipo de
EIC o de IL leve; por ello se ha planteado que las mutaciones en el domino C-
terminal, podrian dar lugar a fenotipos menos severos clinicamente que otras
mutaciones en el gen. Sin embargo, se ha descrito la mutacion p.R760X en
homocigosis en un individuo con un fenotipo de EIC muy grave, por lo tanto, esta
correlacion con la gravedad de la ictiosis esta todavia por confirmar. Todos estos
hallazgos reafirman la importancia de la integridad de los dominios barril 31y 2
para el correcto funcionamiento de la enzima, contrario a lo que se pensd

inicialmente [242, 243].

e C.877-2A>G, intron 5 y ¢.1061C>T p.A354V, exdn 7 (Caso 24041,

BCA)

La mutacion c¢.877-2A>G, fue descrita en 1995 como variante patogenica
[45] y en estudios posteriores se confirmo su naturaleza [12, 241]. Esta mutacion es
la més frecuente en el gen TGM1, ya que ha sido encontrada en el 34% de los

alelos mutados descritos hasta la fecha [55].

Por otro lado, la mutacion ¢.1061C>T p.A354V, localizada en el dominio
catalitico de la enzima, no ha sido descrita hasta el momento en la literatura; seria
necesario realizar un amplio estudio poblacional y estudios funcionales para
caracterizar su verdadero efecto en la funcion de la proteina. Sin olvidar la
necesidad de confirmar el patrén de herencia de ambas mutaciones en este

individuo.
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e C.424C>T p.R142C, exon 3 y ¢.1472C>T p.T491M, exdén 10 (Caso

25459, EIC)

La mutacion p.R142C descrita inicialmente en el afio 1995 [45], fue
caracterizada a nivel funcional en varios trabajos posteriores que demostraron su
efecto reduciendo la estabilidad de la enzima y anulando practicamente su
actividad tanto in vitro [234], como in vivo [235]. El raton knock-in homocigoto
para esta mutacion del estudio in vivo se caracterizaba por presentar una actividad
enzimatica de tgm1 muy baja o préacticamente nula. A nivel fenotipico estos ratones
mostraban graves defectos morfoldgicos en la piel al nacer y una gran similitud con
la membrana colodién de los pacientes con ICAR; asi como una alta mortalidad
neonatal. Este no es el primer modelo animal en el que se demuestra la implicacion
de TGML1 en el desarrollo de las ICAR. En 1998 la construccion de un raton knock-
out para el gen mostré un fenotipo de ICAR y confirmd la importancia de la

integridad del mismo en la correcta formacion de la piel [244].

Ademas, en esta misma posicion de la proteina, se han identificado las
mutaciones p.R142H [233, 245] y p.R142P [246]; por lo que se trataria de una
region del gen propensa a mutar [49]. Siendo la mutacion p.R142H, la segunda mas

frecuente detectada en TGM1.

La mutacion ¢.1472C>T p.T491M, también ha sido descrita en la literatura,
en un trabajo espafiol de 2011, en el que fue considerada patogénica [13]. Sin
embargo, hasta el momento no se han realizado estudios poblacionales ni
funcionales que confirmen este resultado. En el estudio in silico que realizamos los
programas PolyPhen-2 y SIFT la etiquetaron como patogénica, mientras que el

programa SNPs3D, la clasificd como variante neutra.
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e €.449T>C p.L150P, ex6n 3; ¢.919C>G p.R307G, exén 6 y ¢.1571G>T

p.G524V, exdn 11 (Caso 26040, ITB)

La mutacion p.R307G se caracteriza por ser de naturaleza patogénica, como
se ha descrito previamente en esta discusion en relacion al caso 19848 (BCA) en el

que también se detecto.

Por otro lado, las variantes p.L150P y p.G524V se describen por primera vez
en nuestro trabajo. Ambas aparecen situadas en el mismo alelo y esto hace pensar

que probablemente una de ellas pueda tratarse de un polimorfismo.

En el estudio in silico de la variante ¢.449T>C p.L150P, los programas
PolyPhen-2 y SIFT Ila consideraron como variante benigna y tolerada por la
proteina, respectivamente; y el programa SNPs3D la valor6 como variante
patogénica. En el caso de la mutacion c.1571G>T p.G524V, todos los programas
de prediccion la calificaron de variante patogénica. Ademas, destaca el hecho de
que en el codon 524 de TGM1 han sido descritas recientemente otras mutaciones
patogénicas, p.G524D y p.G524S [247], lo cual podria indicar que esta region del

gen se trata de una zona propensa a mutar.

Las variantes p.G524D y p.G524S, se publicaron en el afio 2012 y fueron
detectadas en heterocigosis junto a una segunda mutacion patogénica en pacientes
nacidos como bebé colodion y que evolucionaron a una ITB, fenotipo que también

cursa el caso 26040.
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Respecto al grupo de pacientes heterocigotos compuestos, se considera que la
presencia de dos mutaciones patogénicas en heterocigosis seria suficiente para
explicar la herencia autosémica recesiva y la aparicion de la enfermedad, siempre
que se pueda verificar su localizacion en los alelos del gen mediante el estudio de
los progenitores; como en los casos 19848 y 26040. Del mismo modo, es necesario
realizar analisis complementarios que determinen la naturaleza de las nuevas
mutaciones detectadas: ¢.449T>C p.L150P, c¢.1061C>T p.A354V, c¢.1571G>T

p.G524V y ¢.2116G>T p.E706X.
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Por ultimo, a modo de sintesis se resumen todos los resultados obtenidos y

discutidos en el anlisis del gen TGML1 (tabla 46):

Tabla 46. Resumen de las mutaciones detectadas en el gen TGML1.

Caso Diagnostico Mutacion Descrita
2371 IL €.1631A>G p.Y544C Homocigosis Si
2399 IL €.1223_1227del5 p.D408V{fsX21 Homocigosis Si
2527 IL €.1223 1227del5 p.D408VfsX21 Homocigosis Si
€.984+1G>A Homocigosis Si
17596 EIC
¢.1559A>G p.E520G Homocigosis Si
€.376C>T p.R126C Heterocigosis Si
19848 BCA
€.919C>G p.R307G Heterocigosis Si
20503 IL €.2440C>T p.R814X Heterocigosis No
21189 IL €.1-915 -916insC (5"UTR) Heterocigosis No
22223 BCA €.125C>A p.S42Y Heterocigosis Si
€.625G>A p.G218S Heterocigosis Si
24040 IL
€.2116G>T p.E706X Heterocigosis No
€.877-2A>G Heterocigosis Si
24041 BCA
€.1061C>T p.A354V Heterocigosis No
€.424C>T p.R142C Heterocigosis Si
25459 EIC
€.1472C>T p.T491M Heterocigosis Si
€.449T>C p.L150P Heterocigosis No
26040 ITB €.919C>G p.R307G Heterocigosis Si
€.1571G>T p.G524V Heterocigosis No
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3.2 ESTVDiO DEL GEN ALOX12B

En nuestro estudio hemos identificado variantes nucleotidicas en el gen

ALOX12B en 6 de los pacientes analizados:

e 6 mutaciones missense (75%): p.R133G, p.H398Y, p.Y521C, p.E532K,

p.H578Y y p.A597E.
e 1 delecién (12.5%): c.406_408delGAG p.136delE.

e 1linsercion (12.5%): ¢.1271_1272insC p.Y424YfsX24.

Tres de ellos fueron homocigotos para una mutacion y los otros tres fueron

heterocigotos compuestos.

CASOS CON VNA MVTACION EN NOMOCIGOSiS

e €.397A>G p.R133G, exon 3 (Caso 6413, EIC)

En este trabajo se describe por primera vez la mutacion ¢.397A>G p.R133G,
planteando su posible naturaleza patogénica a raiz de los resultados obtenidos en el
estudio in silico realizado; en el cual, todos los programas informaticos la
catalogaron como variante patogénica. Ademas, el alineamiento de secuencias
entre varias especies mostro que el residuo 133 de la proteina 12R-LOX se trata de
un aminoacido conservado a lo largo de la evolucion. No obstante, serian

necesarios estudios funcionales que confirmaran estos datos.

e .406_408delGAG p.136delE, exdn 3 (Caso 17034, IL)

Esta variante no ha sido descrita anteriormente en la literatura asociada a la

aparicion de ICAR; sin embargo, la hemos encontrado en la base de datos
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COSMIC, que agrupa mutaciones somaticas asociadas a cancer. En este catalogo
de mutaciones se especifica que fue detectada en el ADN de una biopsia de
carcinoma de estdmago en heterocigosis. No aporta ningln otro dato, ni referencia
bibliogréfica cientifica donde podamos corroborar en qué estudio se identifico; lo
cual seria atil dado que el paciente en el que se detecté podria tratarse de un

portador de ICAR asintomatico.

e .1732C>T p.H578Y, exon 13 (Caso 23100, IL)

Esta mutacién, tampoco esta descrita en la literatura; pero el hecho de que en
la misma posicion se haya detectado otra mutacion patogénica (p.H578Q) [208],
nos podria indicar que esta region del gen se trata de una zona propensa a mutar.
Ademas, el estudio comparativo del aminoé&cido histidina de la posicion 578 de la
proteina entre varias especies muestra que se trata de un residuo conservado a lo

largo de la evolucion.

Por otro lado, todos los programas utilizados en el estudio in silico la
valoraron como probablemente patogénica. Cabe destacar, que el andlisis de los
padres confirmé el patron de herencia, ya que ambos resultaron heterocigotos para

la alteracion.

La presencia de una mutacion patogénica en homocigosis en el gen
ALOX12B seria suficiente para explicar la aparicién de la enfermedad; pero al
tratarse de variantes sin describir anteriormente en la literatura (p.R133G,
p.136delE y p.H578Y), hasta que no se confirme el efecto que desencadenan en la

funcion de la proteina 12R-LOX deben considerarse de significado desconocido.
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CASOS CON DOS M VTACIONES EN METER OCiGOSiS

e .406_408delGAG p.136delE, exon 3 y ¢.1192C>T p.H398Y, exbn 9

(Caso 17199, IL)

La variante ¢.406_408delGAG, ya ha sido descrita en esta discusion en el

caso 17034, y es considerada de significado desconocido.

La segunda mutacion, ¢.1192C>T p.H398Y, aparece descrita como un
polimorfismo (rs140063508), aunque su frecuencia es muy baja (1 por cada 4545
alelos analizados). De cualquier forma, hasta que no se confirme funcionalmente el
efecto de este cambio nucleotidico sobre la proteina, se considerara de significado
desconocido, teniendo en cuenta que el individuo en el que se detectd puede

tratarse de un portador sin enfermedad.

e C.1562A>G p.Y521C, exon 12 y ¢.1790C>A p.A597E, exdn 14 (Caso

23698, EIC)

La mutacion ¢.1562A>G p.Y521C, fue descrita por primera vez en el afio
2005 [209] y en 2009 fue caracterizada a nivel funcional [76]. En este ultimo
trabajo, se midio la actividad catalitica de la enzima que contenia esta mutacion
frente a la proteina nativa, demostrando que la presencia de la mutacion

€.1562A>G en el gen, hace perder la funcién a la proteina.

La mutacion ¢.1790C>A p.A597E, fue descrita como variante patogénica en
el afio 2010, en un trabajo que incluia 15 probandos nacidos como bebé colodion y
que habian seguido un curso autorresolutivo (BCA), en el que se realiz6 un estudio
poblacional de la misma en 140 individuos control, sin que fuera detectada en

ninguno de ellos [33].
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El estudio in silico realizado de esta mutacion la valoré como variante
tolerada por la proteina en el caso de los programas PolyPhen-2 y SIFT, y como
patogénica por el programa SNPs3D. El alineamiento de secuencias entre
diferentes especies realizado, mostré que el aminoacido alanina de la posicién 597

de la proteina, no se conserva a lo largo de la evolucion.

Por ultimo, mencionar que el hermano de esta paciente, también afecto, es

portador de estas dos mutaciones patogénicas en heterocigosis.

e C.1271 1272insC p.Y424YT1sX24, exon 9 y ¢.1594G>A p.E532K, exon

12 (Caso 26179, BCA)

La mutacion ¢.1271_1272insC ha sido descrita y considerada patogénica

previamente en la literatura [76].

La mutacion ¢.1594G>A p.E532K, se describe por primera vez en este
trabajo. Destacando que el estudio in silico realizado la valor6 como variante
patogénica en los tres programas utilizados y que el alineamiento de secuencias
entre distintas especies mostré que el aminoacido acido glutdmico de la posicién

532 de la proteina se trata de un residuo conservado a lo largo de la evolucién.

Seria conveniente realizar un estudio funcional de la variante ¢.1594G>A
p.E532K. Si este estudio confirmara que se trata de una variante patogenica, su
presencia en heterocigosis, junto con la ¢.1271 1272insC seria suficiente para

poder explicar la aparicion de la enfermedad en este caso.

El analisis de los padres confirmd el patron de herencia, ya que cada uno de

ellos era el portador de una de las mutaciones detectadas en la hija.
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5.3 ESTVDiO DEL GEN ALOXE3

El estudio del gen ALOXE3, se detectd un paciente portador de mutacion; el
caso 2359 (IL), en el que aparecia en heterocigosis la mutacién ¢.1889C>T
p.P630L, situada en el exdn 14 del gen. No se detectd en este caso ninguna otra

alteracion nucleotidica a lo largo del gen.

Esta mutacion, fue descrita por primera vez en el afio 2005, en un trabajo en
el que se caracteriz6 como variante patogénica mediante en un ensayo in vitro de la
medida de la actividad de la proteina eLOX-3 que portaba este cambio nucleotidico
[209]. Posteriormente ha sido detectada en numerosos pacientes con ICAR, se trata

de una de las dos mutaciones identificadas de forma recurrente en este gen [76].

El estudio in silico realizado la valor6 como variante patogénica y el
alineamiento de secuencias entre varias especies mostrd que se situaba en una
region de la proteina conservada a lo largo de la evolucion. Pese a esto, la presencia
de una Unica mutacion en heterocigosis, no seria suficiente para poder explicar la

aparicion del fenotipo en este caso.

Nos planteamos el hecho de que en este paciente, pueda existir algun otro
tipo de mutacion no detectable mediante secuenciacion directa, como por ejemplo,
un gran reordenamiento detectable mediante la técnica de MLPA o que coexista

mutacion en otro gen no incluido en nuestro estudio.

En la hermana del paciente, también afecta, se identificd la misma mutacion

en heterocigosis; no ha sido posible estudiar a mas miembros de la familia.
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5.4 ESTVDiO DEL GEN NiPAL#

En nuestro estudio Unicamente encontramos mutacién en el gen NIPAL4 en
uno de los pacientes, el caso 17272 (IL). El analisis mostr6 la mutacién homocigota
€.527C>A p.Al176D localizada en el exdn 4, la cual se describi6 por primera vez en
la literatura en el afio 2004 en un trabajo que incluia 14 familias originarias de

paises del Mediterraneo [218].

Posteriormente, en el afio 2007 se describi6 en pacientes originarios de paises
nordicos [219] y en 2010, también fue identificada en un trabajo en el que se

analizo este gen en dos familias de origen paquistani afectas de EIC [220].

La mutacion p.Al176D es la mas recurrente en pacientes con mutaciones en
NIPAL4. Ademas el hecho de que aparezca en distintas poblaciones, puede sugerir
que este punto del gen contenga un sitio caliente de mutaciones, considerando
ademas que en esta misma posicion se ha detectado otra variante patogenica, la

p.AL176N [221].

La presencia de la mutacion homocigota c¢.527C>A p.Al76D del gen
NIPAL4 identificada en esta paciente seria suficiente para poder explicar la

aparicion del fenotipo.
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3.5 ESTVDiO DEL GEN CYP{F22

En nuestro trabajo, 3 de los pacientes analizados presentaron mutaciones en

el gen CYP4F22, todos ellos fueron homocigotos para una mutacion:
e C.728G>A p.R243H, exon 6 (Caso 21275, BCA acral)

Esta mutacion se detectdé por primera vez en el afio 2006 en un paciente
argelino y fue considerada patogénica al estar situada en un residuo conservado del

gen y no haberla detectado en una poblacion control de 100 individuos [72].

En nuestro estudio, todos los programas utilizados en el analisis in silico, la

consideraron patogénica.

La hermana de este paciente, que presentaba un fenotipo parecido resulté ser
también homocigota para la variante. Por otro lado, el estudio de los padres nos

permitioé confirmar el patrén de herencia autosdmico recesivo de la enfermedad.

Cabe mencionar que este caso (21275), fue remitido al laboratorio con
sospecha de una ictiosis de afectacion acral. Hasta la fecha, en los pacientes con
este tipo fenotipico caracteristico de distribucion de las escamas, se han
identificado mutaciones en el gen TGM1 [35]. Seria conveniente, llevar a cabo un
seguimiento de estos dos hermanos con ICAR, para observar su evolucion
fenotipica a lo largo del tiempo y poder comprobar si verdaderamente cursan una
ICAR de distribucion acral; si esto se confirma estariamos ante en primer caso de

este tipo de ictiosis causada por una mutacion en el gen CYP4F22.
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e .1303C>T p.H435Y, exon 10 (Caso 22223, BCA; y Caso 24027, IL)

Esta mutacion fue descrita por primera vez en el afio 2006 y fue considerada
patogénica al estar situada en una region conservada del gen y al no haberla
encontrado en un estudio poblacional realizado en 100 individuos control. Se trata
de la mutacion mas recurrente detectada en CYP4F22. Ha sido identificada

previamente en pacientes de origen argelino, francés e italiano [72].

El estudio in silico de la mutacion ¢.1303C>T p.H435Y realizado la valor6
como mutacion patogénica. El alineamiento de secuencias entre varias especies
mostro que el aminoacido 435 de la proteina CYP4F22 se trata de un residuo

conservado a lo largo de la evolucion.

En el caso 22223, diagnosticado de BCA, previamente habiamos detectado la
variante p.S42Y en heterocigosis en el gen TGM1. El hecho de haber detectado una
mutacion patogénica en homocigosis en el gen CYP4F22, apoya la sospecha de que

la variante encontrada en TGML1 se trate de un polimorfismo.

Dado que las dos mutaciones en el gen CYP4F22 detectadas en nuestro
estudio, ¢.728G>A p.R243H y ¢.1303C>T p.H435Y, se presentan en homocigosis
y que ambas estan descritas previamente en la literatura como variantes
patogénicas, podemos concluir que son datos suficientes para poder explicar la

aparicion del fenotipo en estos casos.
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Por ultimo, a modo de sintesis se resumen todos los resultados obtenidos y
discutidos en el analisis de los genes ALOX12B, ALOXE3, NIPAL4 y CYP4F22 en

los 29 probandos con ICAR incluidos en este trabajo doctoral (tabla 47):

Tabla 47. Resumen de las mutaciones detectadas en los genes ALOX12B, ALOXE3,
NIPAL4 y CYP4F22.

ALOX12B
Caso Diagndstico Mutacion Descrita
6413 IL €.397A>G p.R133G Homocigosis No
17034 IL €.406_408delGAG p.136delE Homocigosis Si
€.406_408delGAG p.136delE Heterocigosis Si
17199 IL
€.1192C>T p.H398Y Heterocigosis Si
23100 IL €.1732C>T p.H578Y Homocigosis No
€.1562A>G p.Y521C Heterocigosis Si
23698 -
€.1790C>A p.A597E Heterocigosis Si
€.1271 1272insC p.Y424YfsX24 Heterocigosis Si
26179 BCA
€.1594G>A p.E532K Heterocigosis No
ALOXE3
2359 IL €.1889C>T p.P630L Heterocigosis Si
NIPAL4
17272 IL €.527C>A p.A176D Homaocigosis Si
CYP4F22
21275 EIC €.728G>A p.R243H Homaocigosis Si
22223 BCA €.1303C>T p.H435Y Homocigosis Si
24027 IL €.1303C>T p.H435Y Homocigosis Si
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5.6 ASOCIACION GENOTiPO~FENOTiPO

Se han publicado numerosos estudios que han intentado mostrar asociaciones
entre las mutaciones detectadas en el grupo de genes implicados en la aparicion de
ICAR, y los hallazgos ultraestructurales o la clinica, sin que hasta la fecha se haya

demostrado una correlacion estricta [72, 208, 209, 218, 219, 248, 249].

En nuestro estudio, en 11 de los 15 pacientes con diagndstico presuntivo de
IL se detectaron variantes nucleotidicas: 6 en TGM1, 4 en ALOX12B, 1 en
ALOXES3, 1 en NIPAL4 y 1 en CYP4F22. De los 7 casos con diagnostico de EIC, 2
de ellos mostraron mutaciones en el gen TGM1 y 1 en CYP4F22. Los 4 probandos
diagnosticados de BCA presentaron cambios nucleotidicos: 2 de ellos en TGM1, 1
en ALOX12B y el ultimo de ellos en CYP4F22. En los 2 casos diagnosticados de
ITB, 1 de ellos presentd mutaciones en el gen TGM1. Por ultimo, el caso
catalogado sin clasificar, porque no constaba en la peticion de estudio genético su

diagndstico presuntivo, presentd mutaciones en el gen ALOX12B.

En 7 de los 29 probandos estudiados no se detectaron mutaciones, en ninguno
de estos 5 genes, confirmando que las ICAR son entidades clinica y genéticamente
heterogéneas, por lo que nos planteamos el andlisis de otros genes asociados con el
desarrollo de ICAR, como son los genes ABCA12 [61, 62], LIPN [73] y PNPLA1
[74], estos dos ultimos descritos recientemente, y la busqueda de nuevas regiones

cromosomicas que puedan estar implicadas.

Como muestran a grandes rasgos los datos de la relacion genotipo-fenotipo
obtenidos, los diversos fenotipos de ICAR pueden ser desencadenados por la

presencia de mutaciones en cualquiera de los 5 genes analizados; por ello, no se ha
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podido establecer una correlacion clara hasta la fecha. Ademés, una posible
explicacion a la heterogeneidad clinica es el tipo de mutacion y su localizacion
dentro del gen; asi, deleciones, inserciones 0 mutaciones en &reas criticas causan
una mayor pérdida de actividad de la proteina y un cuadro mas severo que las
mutaciones en areas menos importantes que darian como resultado un fenotipo méas
atenuado [19, 248, 249]. Es de gran importancia aportar mas datos genéticos,

ultraestructurales y clinicos para poder ayudar a clarificar esta correlacion.

En general los pacientes con mutaciones en el gen TGM1 estan afectados con
mayor gravedad que los que no las tienen. Un estudio de 83 pacientes con ICAR
mostro asociacion entre la presencia de ectropion y membrana colodion y
mutaciones en TGM1, asi como mayor frecuencia de eritema en pacientes sin
mutaciones en este gen [250]. Otro trabajo describio la relacion de las mutaciones
en TGML1 con el tipo de escamas, al evidenciar que el 100% de los pacientes con
mutaciones presentaban escamas de tipo laminar, mientras que el 80% de los
pacientes sin mutaciones presentaban descamacion fina [13]. También se ha
propuesto que las mutaciones nonsense se asocian mas frecuentemente a
hipohidrosis y alteraciones en la sudoracion que las mutaciones missense [56]. En
la poblacién norteamericana se ha desarrollado un modelo, que predice que los
pacientes que nacen con membrana colodidn y presentan problemas oculares y/o

alopecia tienen 4 veces mas probabilidades de tener mutaciones en TGM1 [56].

Los pacientes con mutaciones en los genes ALOX12B y ALOXE3 presentan
habitualmente cuadro clinico de EIC. Hasta el 76% de ellos nacen como bebés
colodion y el 88% presentan alteraciones en la sudoracion. Los pacientes con

mutaciones en ALOX12B muestran descamacion discreta y blanguecina en
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comparacion con los portadores de mutaciones en el gen ALOXE3 que tienen
escamas marronaceas y adherentes. La presencia de eritema y la hiperqueratosis

palmoplantar también se asocia a defectos en el gen ALOX12B [76].

El espectro clinico en los pacientes con mutaciones en el gen NIPAL4 es muy
amplio, incluso dentro de la misma familia. La membrana colodién al nacimiento
esta presente desde el 60% [218] al 3.7% [219] de los casos. Cuando la membrana
desaparece la mayoria de los pacientes desarrollan un cuadro de EIC, con
frecuencia presentan queratodermia palmoplantar de color amarilla y, en ocasiones,
contracturas de los dedos y curvatura de las ufias [220, 221]. En algunos trabajos se

han descrito rasgos mas tipicos de IL [218, 219].

En las familias con mutaciones en el gen CYP4F22, la mayoria de sus
probandos presentaron un fenotipo de EIC al nacer que progreso a IL [72]. Es
frecuente la hiperqueratosis palmoplantar y la descamacion en el cuero cabelludo.
Sin embargo, en otra familia estudiada los miembros afectos nacieron como bebé
colodion y desarrollaron un cuadro de eritrodermia intensa, descamacion

generalizada y queratodermia palmoplantar [224].

Para finalizar, debemos destacar la importancia del hallazgo de mutaciones a
la hora de confirmar el diagnostico y detectar portadores, y con ello poder ofrecer a
las familias la oportunidad de realizar un diagndstico prenatal. En este trabajo,
ademas de encontrar mutaciones causantes de ICAR ya conocidas, se describen
nuevas variantes nucleotidicas, y con ellas aporta mas datos que nos conducen a

una mayor aproximacion genética al estudio de las ictiosis.
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CONCLVSIiONES

6. CONCLVSiONES

1. Nuestro estudio confirma que las ICAR presentan una base genética
heterogénea. EI 76% de los pacientes presentaron variantes nucleotidicas en alguno
de los genes analizados: el 38% en el gen TGM1,; el 21% en ALOX12B; el 3.5%
en ALOXES3; el 3.5% en NIPAL4; y el 10% en CYP4F22. Una distribucion similar a

la encontrada en otras poblaciones.

2. Describimos por primera vez seis nuevas mutaciones en el gen TGM1
(c.1-915 _-916insC, p.L150P, p.A354V, p.G524V, p.E706X, y p.R814X) y tres
mutaciones en el gen ALOX12B (p.R133G, p.E532K y p.H578Y). El hallazgo de
nuevas mutaciones patogenicas confirma la variabilidad genética de la enfermedad

y facilita el diagndstico y la deteccion de portadores.

3. La observacion de hasta un 24% de casos fenotipicamente compatibles
con ICAR en losque no se encuentran mutaciones indica que es necesario el
estudio de otros genes que puedan estar implicados en el desarrollo de

la enfermedad.

4. La realizacion de estudios genéticos en grandes cohortes de pacientes con
ICAR vy la recopilacidn exhaustiva de datos fenotipicos es de gran importancia para
poder llevar a cabo una correlacion clinico-bioldgica que permita mejorar la

clasificacién de estas enfermedades.
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7. ABREVIATVRAS

A (aa): alanina

A (nucledtido): adenina

aa: aminoécido

ABCA12: proteina ABCA12
ABCA12: gen de la proteina ABCA12
AD: autosémico dominante

ADN: &cido desoxirribonucleico
ADNCc: acido desoxirribonucleico copia
Ala: alanina

ALOXES3: gen de la lipoxigenasa E3
ALOX12B: gen de la lipoxigenasa 12B
ALOX15B: gen de la lipoxigenasa 15B
ALOX15P: gen de la lipoxigenasa 15P
AMPS: amonio persulfato

Asn: asparagina

AR: autosdmico recesivo

Arg: arginina

ARN: &cido ribonucleico

ARNasa: ribonucleasa

ARNmM: acido ribonucleico mensajero
Asp: &cido aspartico

ATP: adenosin trifosfato

BC: bebé colodion

BCA: bebé colodion autorresolutivo

c.. ADN copia
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C (aa): cisteina

C (nucledtido): citosina

Ca?*: calcio i6nico

C-C: puente carbono-carbono

CIAA: cloroformo alcohol isoamilico
CpG: isla CpG

C-terminal: extremo carboxilo terminal
CYP4F22: proteina CYP4F22
CYP4F22: gen del citocromo P450 4F22
Cys: cisteina

D (aa): acido aspartico

dATP: desoxirriboadenina trifosfato
dCTP: desoxirribocitosina trifosfato
ddH,0: agua bidestilada

del: delecion

dGTP: desoxirriboguanina trifosfato

dHPLC: Denaturing High-Performance Liquid Chromatography (cromatografia
liquida de alto rendimiento desnaturalizante)

DMSO: dimetilsulfoxido

DO: densidad optica

dTTP: desoxirribotimina trifosfato

E: acido glutamico

EDTA: &cido etilendiaminotetraaceético
EIC: eritrodermia ictiosiforme congeénita
eLLOX-3: proteina epidérmica LOX-3
EtOH: etanol

EX: exon

F (aa): fenilalanina

F: oligonucledtido forward (sentido)
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FLG: gen de la filagrina

fs: frameshift (cambio del marco de lectura)
g.: gendmico

G (aa): glicina

G (nucle6tido): guanina

Glu: glutamato

Gly: glicina

GTP: guanosin trifosfato

H (aa): histidina

His: histidina

ICAR: ictiosis congénita autosomica recesiva
IL: ictiosis laminar

ins: insercion

ITB: ictiosis en traje de bafio

K: lisina

Kb: kilobase

KCI: cloruro de potasio

kDa: kilodalton

L: leucina

Leu: leucina

LIPN: gen de la lipasa epidérmica N
M (aa): metionina

M: molar

Met: metionina

MgCl,: cloruro de magnesio

mg/L: miligramo/litro

min: minuto

mL: mililitro
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MLPA: Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (amplificacion
multiplex dependiente de ligacion de sonda)

mM: milimolar

N (aa): asparagina

NIPAL4: gen del receptor de membrana NIPAL4
nm: nanémetro

N-terminal: extremo amino terminal

p: brazo corto del cromosoma

p.: proteina

P: prolina

pb: pares de bases

PCR: Polymerase Chain Reaction (reaccion en cadena de la polimerasa)
pH: pondus hydrogenium

Phe: fenilalanina

pmol: picomol

PNPLAL: gen de la fosfolipasa epidérmica PNPLAL
PolyPhen: Polymorphism Phenotyping (fenotipado por polimorfismos)
PPRs: pequefias proteinas ricas en prolina

Pro: prolina

g: brazo largo del cromosoma

Q: glutamina

R (aa): arginina

R: oligonucledtido reverse (anti-sentido)

rs: reference sequence (secuencia de referencia)

s: segundo

S: serina

SDS: dodecil sulfato sodico

Ser: serina

SIFT: Sorting Intolerant From Tolerant (clasificacion de tolerada/intolerada)
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SNP: Single Nucleotide Polymorphism (polimorfismo de un unico nucle6tido)
T (aa): treonina

T (nucledtido): timina

Ta: temperatura de anillamiento

Taq polimerasa: polimerasa de Termophilus aquaticus
TBE: Tris, acido bérico y EDTA

TEAA: trimetilamonio

TEMED: N, N, N, N tetrametilendiamina

Ter (aa): codon de terminacién

tgm: proteina transglutaminasa

TGML1: gen de la transglutaminasa 1

Thr: treonina

Tris-HCI: Tris (hidroximetil) aminometano hidroclorhidrico
Trp: triptofano

Tyr: tirosina

UTR: untranslated region (region no traducida)

UV: ultravioleta

V: valina

W: triptofano

X: codon de terminacion

XD: ligado al cromosoma X dominante

XR: ligado al cromosoma X recesivo

Y: tirosina

g microgramo

L microlitro

°C: grado centigrado

*: despueés del codon de parada

>: sustitucion en la nomenclatura de mutaciones

12R-LOX: proteina epidérmica 12R-LOX
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