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RESUMEN

En esta tesis se describen dos hermanas colombianas afectadas por ictiosis, con una forma de
ictiosis congénita autosdmica recesiva (ARCI). Las ARCI presentan heterogeneidad genética y al
menos 9 genes han sido asociados a su etiologia: TGM1, ALOXI12B, ALOX3, ABCAI12, CYP4F22,
NIPAL4, LIPN, CERS y PNPLAI. En esta tesis, la secuenciacion directa del gen TGM1 del grupo
familiar estudiado permiti6 identificar la variante intronica ¢.320-2A>G de TGM1 que modifica
el sitio consenso aceptor de splicing del intron 2. Tedricamente las mutaciones en sitios consenso
de splicing pueden generar varios transcritos alternativos. El clonaje del cDNA (RT-PCR) de
TGM]1 de una biopsia de piel de una de las pacientes permitié confirmar la presencia de al menos
tres diferentes tipos de transcritos generados por la variante en estudio. Se identificaron tres
mecanismos moleculares relacionados con la mutacién: el salto del exdén 3, la activacion de un
sitio criptico y la inclusion (retencion) del intrén 2. Se identificaron los siguientes ARNm de
TGM]I generados por la variante en estudio: #320 508del, 320 330del y r.[319 320ins320-
150 320-1]. En los dos primeros, los ARNm identificados tedricamente traducen una proteina
mutante con deleciones en la estructura B-sandwich que podrian presentar cambios importantes
en el plegamiento de la estructura terciaria. El tercer ARNm identificado tedricamente traduce
una proteina con un codén de parada prematuro con la abolicion de la funcion enzimética o
podria ser eliminado por el sistema NMD. Estos hallazgos, que fueron publicados en la revista
Clinical and experimental Dermatology, explicarian la causa molecular del fenotipo de las

pacientes estudiadas.
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1.

I. MARCO TEORICO

INTRODUCCION

A. DEFINICION DE ICTIOSIS

En la India en 250 A.C., se le denominaba “Ekakushtha” a las dermatosis secas que asemejan
a las escamas del pez (Menon and Hoberman, 1969). La palabra ictiosis deriva de la raiz
griega Ichthys que significa pez, término utilizado desde el siglo XIX por la medicina
occidental para referirse al aspecto de la piel con descamacién severa que simulan las
escamas como principal signo clinico (Willan, 1808; Booth, 1999).

Actualmente las ictiosis pueden definirse como un grupo heterogéneo de disfunciones de la
queratinizacién que se caracterizan por presentar piel seca (xerosis), aspera y con

descamacion marcada sin signos de inflamacion (Hunter ef al., 2002).

B. EPIDEMIOLOGIA DE LAS ICTIOSIS

La ictiosis tiene una incidencia baja, aproximadamente 17.000 personas nacen cada afio con
alguin tipo de ictiosis en los Estados Unidos. En orden de prevalencia, la ictiosis vulgar es la
mas comun de las formas hereditarias y afecta 1:250-1000 personas, seguida por la ictiosis
recesiva ligada al X (con una prevalencia de 1:2.000-6.000 hombres). Las siguientes formas
con frecuencias bajas son las ictiosis congénitas autosdmicas recesivas (1:200.000-300.000)
y la ictiosis epidermolitica (1:200.000-300.000) (Bale and Doyle, 1994; Hernandez-Martin et
al., 2012; Kent et al., 2008). Otras formas de ictiosis son reportadas como casos Unicos en la

literatura cientifica.

C. SEVERIDAD CLINICA DE LA ICTIOSIS

En el momento no existe un consenso sobre la severidad de los casos de ictiosis y este
aspecto depende de la experiencia clinica del examinador. En 2010, Kamalpour et al.,

propone el indice de severidad de ictiosis congénita o “Escala de Likert” en el cual se
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utilizan 3 variables que permiten medir el grado de hiperqueratosis, eritema y alopecia con la
asistencia de fotos ilustrativas en cada grado de severidad de algunos tipos de ictiosis
(Kamalpour et al., 2010). Asi, se propone un método fiable, valido y reproducible entre
clinicos e investigadores que incluso puede ser utilizado y modificado segin las necesidades

en reportes cientificos o en estudios clinicos. (Figura 1).

Escala Likert de Ictiosis
Clasificacion de Severidad Clinica.

1. Por favor indique el nivel de escamas de piel de su hijo como aparecen en el dia de hoy.

D.Sin 0, minimas | 5 Algunas o, escamas o, escamas
escamas | ~ escamas - escamas moderadas severas

Ictiosis
Ligada a X

Ictiosis
Laminar

Ictiosis
Epidermolitica

Sindrome
Netherton

2. Por favor indique el nivel de enrojecimiento de la piel de su hijo como aparece el dia de hoy.

D,Sip O, er'it_ema 0O, Leye DgMgderado = Brjllante By qurte
eritema palido eritema eritema eritema eritema

3. Por favor indique el grado de perdida de cabello de su hijo como aparece el dia de hoy.

O, Cabello Normal O, Leve pe?ilgsa ryc:)e cabello DsModerach gse_r%inz )de cabello [, Severa f’gg:% de cabello Us Sin cabello

Figura 1. Escala Likert de Ictiosis (Kamalpour ef al., 2010).
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D. GENERALIDADES DE LA CLASIFICACION CLINICA DE LAS ICTIOSIS

En 1808 en Londres, Robert Willan utiliz6 la palabra “ichtyosis” en su clasificacion basica
de las enfermedades dermatoldgicas para referirse a las alteraciones estructurales profundas
de la piel (Willan, 1808; Booth, 1999). Desde entonces, se han realizado multiples
clasificaciones clinicas de esta patologia con una gran variedad en la terminologia y solo
hasta el afio 2009 en Soréze (Francia), en la primera conferencia internacional de ictiosis se
unificaron términos redundantes y criterios clinicos basandose en el conocimiento clinico,
fisiopatologico y molecular acumulado hasta el momento. Se publicé entonces el primer
consenso de la clasificacion clinica de las ictiosis hereditarias definiendo dos grandes formas

principales: las ictiosis sindromaticas y las ictiosis no-sindromaticas (Oji et al., 2010).

(Figura 2).
Ictiosis ligadas al X
SINDROMATICAS
Ictiosis Autosomicas

Ictiosis comunes

ICTIOSIS
HEREDITARIAS

NO SINDROMATICAS Ictiosis queratinopaticas

ARCI

Figura 2. Formas de ictiosis. Clasificacion de Soreze, 2009.

Esta clasificacion permite realizar un abordaje clinico inicial de los pacientes con ictiosis. En
primer lugar, se inicia con una aproximacion de la categorizacion clinica del fenotipo de la
piel, la edad de inicio de las lesiones, la presencia de membrana colodidon congénita o de
eritrodermia congénita, las caracteristicas de la descamacion (el tipo, el color y la
distribucion corporal), si hay compromiso de palmo-plantar y de otras caracteristicas como la
liquenificacion, la formacion de ampollas o erosiones, la presencia de hipohidrosis, las

infecciones cutaneas frecuentes o el prurito. En segundo lugar, se realiza una adecuada
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anamnesis indagando los signos clinicos extracutaneos caracteristicos de las formas
sindromaticas y una adecuada construccion del familiograma para determinar el posible
modo de herencia del sindrome. Por tltimo, son necesarios los analisis de los paraclinicos en
la busqueda de otros hallazgos extracutineos, de los estudios histopatologicos e
inmunohistoquimica en biopsias de piel. Todo lo anterior se efectia para realizar un

acercamiento al diagndstico molecular para ofrecer una adecuada asesoria genética.

ICTIOSIS ADQUIRIDAS

Desde principios del siglo XIX existen reportes de casos clinicos de ictiosis adquirida por
exposicion a sustancias especificas (Little, 1929). En 1943 Ronchese, reporta por primera
vez la ictiosis adquirida asociada a la enfermedad de Hodgkin, la principal causa neoplasica
asociada a ictiosis adquiridas (Ronchese, 1943; Webster et al, 1952; Sneddon, 1955).
Posteriormente, se publicaron nuevos casos de ictiosis adquirida asociados a otros tipos de
neoplasias como los linfomas no-Hodgkin y otros linfomas, el sarcoma de Kaposi, el
mieloma multiple, las micosis fungoides, los carcinomas de ovario, seno, pulmoén y cérvix,
los melanomas, los leiomiosarcoma y otras condiciones neoplasicas (Paramsothy et al.,
1987; Tamura et al., 1994; Reiches, 1950; Krakowski ef al., 1973; Brooks and Harrington,
1977; Donsky, 1978; Kutting et al., 1996; DiGiovanna and Robinson-Bostom, 2003; Patel et
al., 2006).

La ictiosis adquirida también puede indicar enfermedades autoinmunes subyacentes. Se
presenta en algunos casos del lupus eritematoso sistémico, en la dermatomiositis, en la
fascitis eosinofilica, en la sarcoidosis y en la enfermedad de injerto contra huésped (Humbert
and Agache, 1991; de la Cruz-Alvarez ef al., 1996; Spelman et al., 1996; DiGiovanna and
Robinson-Bostom, 2003; Patel et al., 2006). Igualmente, puede indicar enfermedades
metabolicas subyacentes como la enfermedad celiaca, las hepatopatias cronicas, la falla renal
cronica, la deficiencia de acidos grasos esenciales, la insuficiencia pancreatica y los
trastornos de mala-absorcion (Vergnat et al., 1978; Menni et al., 2000; DiGiovanna and
Robinson-Bostom, 2003; Patel et al., 2006). Ademas, los trastornos endocrinos como el

hiperparatiroidismo, el hipopituitarismo, el hipotiroidismo y la diabetes pueden ser la causa
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subyacente de ictiosis adquirida (Scheinfeld et al., 2001; DiGiovanna and Robinson-Bostom,

2003; Patel et al., 2006).

Algunos casos de enfermedades infecto-contagiosas se han asociado con ictiosis adquirida
como el HIV, los virus linfotropicos humanos y la lepra (Shah et al., 1973; Kaplan et al.,
1993; Moulick ef al., 2013). Los medicamentos como el alopurinol, la butiropenona, la
cimetidina, la clofazimina, la hidroxiuria, el acido nicotinico, la hidroclorotiazida y las sales
de litio también puede causar ictiosis adquirida (DiGiovanna and Robinson-Bostom, 2003;

Patel et al., 2006).

En resumen, las ictiosis adquiridas son un grupo de disfunciones cutaneas no-hereditarias
caracterizadas por xerosis y descamacion prominente que pueden comprometer amplias areas
corporales. Se asocia a una historia clinica que sugiera alguna condiciéon subyacente como
las neoplasias, las enfermedades autoinmune-inflamatorias, las enfermedades metabolicas,
endocrinas, e infecciosas, los trastornos de mala-absorcion y manifestaciones por efecto
adversos a medicamentos. La severidad de la ictiosis puede depender de la agudeza y de la
gravedad de la causa subyacente. Tiende a desaparecer si es corregida la causa subyacente y

puede haber recaidas al concurrir la reincidencia de la causa (Patel et al., 2006).

ICTIOSIS CONGENITAS

El consenso internacional de Soreze, 2009, definio la clasificacion de la ictiosis congénita
fundamentada en las caracteristicas clinicas, la fisiopatologia y la etiologia molecular. Se
delimitaron dos grandes formas o grupos de clasificacion: las ictiosis sindromaticas y las no-

sindromaticas (Oji ef al., 2010).

A. LAS ICTIOSIS SINDROMATICAS

Las formas sindromaticas agrupan las ictiosis que se asocian con otros sintomas
extracutaneos. Este grupo se divide principalmente segun el tipo de herencia y segun el

organo preferentemente afectado.
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ICTIOSIS SINDROMATICAS LIGADAS AL X

1) ICTIOSIS LIGADAS AL X - FORMAS SINDROMATICAS

Este grupo reune varios sindromes causados por la delecion intersticial del gen STS
(Xp22.31) con el compromiso de otros loci contiguos (Langlois et al., 2009). La
delecion del gen STS produce el fenotipo de la ictiosis ligada al X mientras que la
deleciéon de los otros /oci contiguos resulta en los fenotipos de los sindromes
adyacentes correspondientes.

La ictiosis ligada al X se caracteriza principalmente por el inicio de las descamaciones
antes de los 6 meses de vida, de color café oscuro, de formas gruesas e irregulares en
el tronco y las extremidades, sin incluir los pliegues antecubitales y las fosas popliteas
(Webster et al., 1978b; Oji et al., 2010). Los distintos sindromes adyacentes se

describen a continuacion:

a) Sindrome de Kallmann ligado al X asociado con ictiosis ligado al X.

Se caracteriza por los signos clinicos de la ictiosis ligada al X, hipogonadismo
hipogonadotropico causado por la deficiencia de la hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH) y anosmia o hiposmia (Maya-Nunez et al., 1998). En
pocos casos se asocia a aplasia renal unilateral (Kirk et al., 1994; Martul et al.,
1995). Rara vez, se presenta con un sindrome nefrético (Krishnamurthy et al.,
2007).

El sindrome es causado por la delecion intersticial del brazo corto del cromosoma
X que compromete los genes STS (Xp22.31) y KALI (Xp22.31). El gen KALI
mide aproximadamente 203 kb, tiene 12 exones que codifican una proteina de 680
aminoacidos llamada KAL1 (anosmina-1). Se expresa principalmente en el
pulmon, la corteza cerebral y la glandula tiroidea (Soussi-Yanicostas et al., 2002).
Esta proteina tiene un papel fundamental en la migracion neuronal de la GnRH y
de los nervios olfatorios hacia el hipotalamo (Soussi-Yanicostas et al., 2002;

Cariboni et al., 2004).
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b) Sindrome de Asperger ligado al X tipo 2 asociado a ictiosis ligado al X.

Se caracteriza por los signos clinicos de la ictiosis ligada al X y la presencia de
espectro autista con o sin retardo mental (Laumonnier et al., 2004; Jamain et al.,
2003; Macarov et al., 2007; Langlois et al., 2009).

El sindrome es causado por la delecion intersticial del brazo corto del cromosoma
X que compromete a los genes STS (Xp22.31) y NLGN4 (Xq22.32). El gen
NLGN4 mide aproximadamente 338 kb y tiene 6 exones que codifican una
proteina de 816 aminoacidos llamada NLGN4X (neuroligina-4 ligada al X). Se
expresa principalmente en el corazén y en niveles menores en el higado, el
musculo esquelético, el pancreas y el cerebro (Bolliger ef al., 2001). Pertenece a
la familia de adhesion celular sindptica neuronal neuroligina. Las mutaciones en
algunos de los miembros de la familia neuroligina pueden abolir la formacion, la
estabilizacion o el reconocimiento de las sinapsis especificas y esenciales de los
procesos de comunicacion que son deficientes en los individuos con espectro

autista (Jamain et al., 2003).

c) Condrodisplasia punctata recesiva ligada al X tipo 1 asociada a ictiosis ligada
al X.
Se caracteriza por los signos clinicos de la ictiosis ligada al X, facies inusuales por
hipoplasia nasal severa, displasia congénita de diferentes huesos, hipoplasia de
falanges distales y talla baja. Las principales caracteristicas radiologicas son las
calcificaciones puntiformes en los cartilagos de las epifisis (Curry ef al., 1984;
Brunetti-Pierri et al., 2003; Langlois ef al., 2009). En algunos casos se presenta
con letalidad temprana por trastornos respiratorios severos secundarios a las
alteraciones del desarrollo de la via area superior con obstruccion nasal y
laringomalacia (Brunetti-Pierri et al., 2003).
El sindrome es causado por la delecion intersticial del brazo corto del cromosoma
X con compromiso de los genes STS (Xp22.31) y ARSE (Xp22.33). El gen ARSE

mide aproximadamente 29 kb, tiene 12 exones que codifican una proteina de 614
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aminoacidos denominada ARSE (arilsulfatasa E). Se expresa principalmente en el
pancreas, el higado y el rifion. Pertenece a la familia de las sulfatasas que
hidrolizan las uniones ester-sulfato de los glicosaminoglicanos, los sulfolipidos,
los sulfatos esteroideos y otros compuestos. La ARSE tiene gran similitud con la
sulfatasa esteroidea pero no tiene actividad con los sulfatos esteroideos y se
desconoce su sustrato fisiologico. Se considera que es esencial para la correcta
composicion del cartilago y de la matriz 6sea durante el desarrollo (Faustino and

Cooper, 2003).

2) SINDROME IFAP/ BRESHECK

El sindrome IFAP, OMIM #308205, es un trastorno oculocutdneo recesivo ligado al
cromosoma X que presenta la triada clasica de ictiosis folicular, atriquia (alopecia total
incluyendo cejas y pestafias) y fotofobia. La alopecia y la ictiosis estan presentes desde
el nacimiento y pueden presentarse con grados variables de membrana colodion y
fotofobia intensa causada por una vascularizacion corneal progresiva, cicatricial y
formacion de ulceras superficiales que conllevan a la disminucion de la vision y la
ceguera en los lactantes o en la infancia temprana (Traboulsi ef al., 2004).

Otras caracteristicas son la queilitis angular recurrente, la formacion de pépulas y las
placas disqueratdsicas en areas extensoras de las extremidades y en el cuero cabelludo,
los eczemas atopicos y las placas psoriasiformes, las ufias distroficas, la hipohidrosis,
la talla baja, el déficit cognitivo y las convulsiones en los primeros afios de vida
(Eramo et al.,, 1985; Megarbane and Megarbane, 2011). El cuadro clinico puede
presentarse desde formas leves de la triada hasta manifestaciones severas con defectos
graves de discapacidad intelectual y del desarrollo psicomotor, e incluso, la muerte
temprana (Oeffner et al., 2009). Las mujeres portadoras pueden desarrollar alguna de
las caracteristicas clinicas (Megarbane and Megarbane, 2011).

El sindrome de BRESHECK, OMIM #308205, se caracteriza por multiples
malformaciones congénitas como las anomalias cerebrales, oculares, auditivas y
renales, discapacidad intelectual, displasia ectodérmica, deformidades esqueléticas,

paladar hendido y/o criptorquidia con o sin enfermedad de Hirschsprung (Naiki ef al.,
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2012). Los hallazgos ultraestructurales en la piel no son especificos. Se ha reportado
obstruccion folicular con epidermis infundibular acantdsica e hipoplasia pilosebacea
(Kamo et al., 2011; Megarbane and Megarbane, 2011).

El sindrome IFAP / BRESHECK es causado por mutaciones en el gen MBTPS2
(Xq22.11) (Oeffner et al, 2009; Naiki et al., 2012). El gen MBTPS2 mide
aproximadamente 45 kb, tiene 11 exones que codifican una proteina de 519
aminoacidos denominada MBTPS2 (proteasa del factor de transcripcion del sitio-2 de
uniéon a membrana). Se expresa en una gran cantidad de tejidos. Esta enzima es una
metaloproteinasa de zinc intramembrana requerida para la proteolisis de proteinas de
unioén al elemento regulador del esterol (SREBPs) en el sitio 2 intramembranoso. Los
SREBPs son factores de transcripcion unidos a la membrana del reticulo
endoplasmatico y de la envoltura nuclear que activan los genes que regulan el
metabolismo del colesterol y la capacidad de respuesta al estrés del reticulo
endoplasmatico (Rawson et al., 1997).

La severidad clinica se relaciona con la actividad enzimatica residual de la proteasa
MBTPS2 mutada. En los casos leves se evidencia una actividad enzimatica residual de
aproximadamente un 80% y en los casos severos de un 15% (Oeffner et al., 2009;
Naiki ef al., 2012). En los casos muy severos de déficit enzimatico se correlaciona con

el sindrome de BRESHECK (Naiki ef al., 2012).

3) CONDRODISPLASIA PUNTACTA DOMINANTE LIGADA AL X TIPO 2
(SINDROME CONRADI-HUNERMANN-HAPPLE).

La condrodisplasia puntacta dominante ligada al X 2 (CDPX2), OMIM #302960, se
caracteriza por anomalias esqueléticas, cutdneas y oculares. Se presentan
calcificaciones puntiformes de los cartilagos epifisiarios distréficos, principalmente en
la columna vertebral, la pelvis y los huesos largos y en algunos otros cartilagos como
la laringe. Se observa acortamiento rizomélico asimétrico de las extremidades,
escoliosis, defectos craneofaciales y talla baja.

Las lesiones en la piel se inician en la mayoria de los casos como placas escamosas

eritematosas que siguen las lineas de Blaschko (estas lineas representan un perfil de
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desarrollo no-aleatorio de la piel dado por la migracion y la proliferacion de las células
del ectodermo) que desvanecen en las primeras semanas de vida. Se encuentran
igualmente lesiones pigmentarias, la atrofodermia folicular (queratosis y atrofias
lineales o en parches), el pelo grueso sin brillo, las areas de alopecia y las cataratas son
frecuentes (Derry et al., 1999; Kelley et al., 1999; Happle, 1979; Canueto et al., 2012).
En algunos casos hay malformaciones renales, cardiacas y del sistema nervioso central
(Herman, 2000).

Esta enfermedad tiene herencia dominante ligada al X y todas las mujeres presentan
las caracteristicas clinicas. Se considera letal en el hombre hemicigoto (Kelley et al.,
1999; Derry et al., 1999; Happle, 1979). Existe una varianza fenotipica entre los
afectados de una misma familia (Herman, 2000; Canueto et al., 2012). Los hallazgos
ultraestruturales en la piel son inespecificos como por ejemplo la hiperqueratosis, las
laminas ortoqueratosicas, las dilataciones de unidades pilosebaseas y las
calcificaciones distroficas en el estrato corneo. La epidermis presenta acantosis leve y
la capa granular es normal (Hoang ef al., 2004).

La CDPX2 es causada por mutaciones en el gen EBP (Xp11.23) (Derry et al., 1999;
Braverman et al., 1999). Dos tercios de los casos son por mutaciones de novo (Canueto
et al., 2012). El gen EBP mide aproximadamente 7 kb, tiene 5 exones que codifican
una proteina de 230 aminoéacidos denominada proteina de union a emopamil (3-beta-
hidroxiesteroide-delta-8,delta-7-isomerasa). Se expresa en varios tejidos y se localiza
en la membrana del reticulo endoplasmatico. Esta enzima cataliza la conversion de los
delta-8-esteroles intermedios a sus correspondientes delta-7-isomeros en la via de
sintesis del colesterol y de la vitamina D (Paik ef al., 1986; Derry et al., 1999). La
pérdida de funcion o la deficiencia de esta enzima conduce a la elevacion en plasma y

en los tejidos de la 8-dehidrocolesterol y de la 8(9)-colestenol (Kelley ef al., 1999).

ii. ICTIOSIS AUTOSOMICAS SINDROMATICAS

Las ictiosis autosdmicas sindromdticas se clasifican en cuatro grupos segin los signos
extracutaneos afectados. A continuacion se describira una forma de ictiosis de cada uno

de estos grupos. Las otras formas de ictiosis autosdOmicas sindromdticas por su gran
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extension no se tendran en cuenta en este escrito.

1) ICTIOSIS AUTOSOMICAS SINDROMATICAS ASOCIADAS A
TRASTORNOS DEL PELO

a) Sindrome Netherton

El sindrome Netherton, OMIM #26500, fue descrito por el Dr. Netherton en 1958
(Netherton, 1958). Se caracteriza por ictiosis lineal circunfleja (descamaciones
serpintiginosas con bordes dobles) o por ictiosis laminar, tricorrexis invaginata
(pelo en bambti o cabello invaginado), sintomas atopicos e
hiperinmunoglobulinemia E (IgE >1000 IU/ml) (Smith ez al., 1995). La dermatitis
atopica y la eritrodermia generalizada con descamaciones finas, largas y de color
blanco estan presentes desde el nacimiento. Con la edad la eritrodermia disminuye
y se instaura el fenotipo de ictiosis lineal circunfleja generalizada que puede
comprometer las regiones palmo-plantares. El cabello es corto, fragil y
quebradizo, la tricorrexis invaginata, la pili torti (cabello torcido) y la tricorrexis
nodosa (cabello fracturado) se exhiben hacia el afio de edad. La alopecia y las
anormalidades en la implantacion del cabello son frecuentes (Smith et al., 1995;
Ojiet al., 2010).

La diatesis atopica severa (tendencia a desarrollar eczema, asma y rinitis alérgica
por hiperreactividad anormal a irritantes y alérgenos) se asocia a prurito severo,
eosinofilia e hiperinmunoblobulinemia E. Los pacientes son propensos a sufrir
infecciones bacterianas y virales en la piel con alta tasa de mortalidad neonatal
por deshidratacion hipernatrémica, sepsis y trastornos del desarrollo (Smith ef al.,
1995; Chavanas et al., 2000; Oji et al., 2010). Los hallazgos ultraestructurales en
la piel no son especificos. La ausencia de las capas cornea y de la granulosa, la
hiperqueratosis y la paraqueratosis (el corneocito conserva un nucleo picnotico),
las fisuras profundas intercorneales y la disminucion de los corneodesmosomas
han sido reportados (Smith et al., 1995; Oji et al., 2010).

El sindrome Netherton es una rara enfermedad autosomica recesiva causada por

mutaciones en el gen SPINKS5 (5q32) (Chavanas et al., 2000). El gen SPINKS
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mide aproximadamente 73 kb, tiene 34 exones que codifican una proteina de 1094
aminoacidos denominada SPINKS (Inhibidor de proteasa serina Kazal tipo 5)
(Chavanas et al., 2000). Se expresa principalmente en el timo, el estrato cérneo de
la piel y en otros epitelios y glandulas (Magert et al., 1999). SPINKS inhibe
principalmente a las calicreinas KLKS5, KLK7, KLK14, a la CASP14 y a la
tripsina (Deraison et al., 2007; Bennett et al., 2010; Magert et al., 1999). La
deficiencia de SPINKS5 conduce a la escision anormal de los desmosomas de la
capa granular superior de la epidermis por degradacion de la desmogleina 1
secundaria a la hiperactividad de las KLKS5 y KLK7 interrumpiendo la funcion

normal de barrera de la piel (Yang et al., 2004).

2) ICTIOSIS AUTOSOMICAS SINDROMATICAS ASOCIADAS A
TRASTORNOS NEUROLOGICOS

a) Sindrome Sjogren-Larsson (SLS)

Fue descrito por los médicos Sjogren y Larsson con la triada de discapacidad
intelectual, diplejia o tetraplejia espdastica e ictiosis congénita con un patrén de
herencia autosémico recesivo (Sjogren and Larsson, 1957). El sindrome SLS,
OMIM #270200, es una trastorno neurocutaneo secundario a un error innato del
metabolismo de los lipidos. La eritrodermia generalizada se presenta en el
neonato y progresa a ictiosis hiperqueratosica generalizada con compromiso de
las areas de flexion y palmo-plantares. Las descamaciones son finas y de color
café o gris oscura. El prurito es severo con areas de liquenificacion y lesiones por
rascado. La hipohidrosis y la intolerancia al calor son frecuentes (Fuijkschot et al.,
2012; Oji et al., 2010).

Las alteraciones neuroldgicas se presentan desde la infancia temprana con un
retraso del desarrollo psicomotor. En algunos casos los pacientes pueden caminar
con o sin apoyo con posterior deterioro progresivo que inicia con una paresia
espastica bilateral de predominio en miembros inferiores, disartria pseudobulbar,
retraso del desarrollo del lenguaje, discapacidad intelectual y en un 40% de los

casos se presentan convulsiones (Fuijkschot et al., 2012; Oji et al., 2010;
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Fuijkschot et al., 2009; Rizzo, 1999). La disminucién de la agudeza visual y la
fotofobia son causados por la distrofia macular cristalina secundaria al deposito
anormal de lipidos en la capa interna plexiforme y en la capa celular ganglionar
perimacular de la retina. La degeneracion foveal quistica y microquistica se han
descrito (Fuijkschot et al., 2008). Otros signos menos frecuentes son la
microcefalia, la estatura baja, la neuropatia periférica, los dientes diastasados, la
hipoplasia del esmalte dental y el hipertelorismo.

En la RM cerebral se evidencian alteraciones leves o moderadas de la sustancia
blanca periventricular hacia el segundo o tercer afio de edad, la mielinizacion es
lenta y después de los diez afos de edad se observa atrofia cerebral leve. La
espectroscopia de resonancia magnética de protones (H-MRS) muestra cambios
moderados de metabolitos cerebrales por aumento de la colina, la creatina y el
mioinositol. El N-acetil aspartato y la glutamina/glutamato son normales. Lo
anterior evidencia gliosis de la sustancia blanca sin pérdida axonal significativa.
En la MRS un hallazgo frecuente son las anormalidades en los espectros de 1.3 y
0.8 ppm en la sustancia blanca cerebral sin alteraciones en los espectros de la
sustancia gris (Willemsen ef al., 2004). En la sangre hay una elevacion de
alcoholes grasos de cadena larga y en la orina se pueden encontrar metabolitos de
los leucotrienos B4 (Fuijkschot et al., 2012). Los hallazgos ultraestructurales en la
piel no son especificos. Los cuerpos laminares son anormales, hay vacuolas
lipidicas citoplasmaticas y se evidencia una separacion de las capas laminar y no-
laminar (Oji et al., 2010).

El sindrome de SLS tiene herencia autosdomica recesiva y es causado por
mutaciones homocigotas o heterocigotas compuestas en el gen ALDH3A42
(17p11.2) (De Laurenzi et al., 1996; Sillen et al., 1998). El gen ALDH3A2 mide
aproximadamente 29 kb, tiene 10 exones que codifican una proteina de 485
aminoacidos denominada FALDH (aldehido graso deshidrogenasa) (De Laurenzi
et al., 1996). Se expresa en varios tejidos como en la epidermis, los epitelios, las
glandulas, el sistema nervioso central y el musculo cardiaco. FALDH cataliza la
oxidacion de los aldehidos alifaticos a acidos grasos y también actia en un paso

intermedio en la via de la degradacion de la esfingosina 1-fosfato (S1P) a
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glicerolipidos (Nakahara ef al., 2012). El diagndstico se realiza por confirmacion
del déficit enzimatico en cultivos de fibroblastos de la piel o en leucocitos PMN

de sangre periférica.

3) ICTIOSIS AUTOSOMICAS SINDROMATICAS ASOCIADAS A
ENFERMEDADES LETALES

a) Enfermedad de Gaucher tipo 2

La enfermedad de Gaucher es la disfuncion méds comin de almacenamiento
lisosomal. El primer caso fue reportado por el dermatdlogo francés Philippe
Charles Ernest Gaucher en su tesis doctoral (Gaucher, 1882). La presentacion mas
frecuente es la esplenomegalia y/o la trombocitopenia. Puede acompanarse de
alteraciones de las pruebas de funcién hepatica con elevacion de la fosfatasa acida
sérica, dolor Oseo, fracturas patoldgicas, necrosis avasculares, osteopenia e
hipertension pulmonar. En algunos casos se asocia con formas neuropdticas por
apraxia ocular, discapacidad intelectual, demencia, trastornos de la conducta,
movimientos coreoatetdsicos, calambres, hipertonias y apneas. Por las
caracteristicas clinicas heterogéneas se clasifica en tres tipos: la enfermedad de
Gaucher tipo 1 es la forma madas frecuente (incidencia de 1:60.000 y en la
poblacion judia ashkenazi de 1:850 a 1:950). Los signos clinicos no incluye
caracteristicas neuropaticas (Beutler ef al., 1993). La enfermedad de Gaucher tipo
3 se caracteriza por una enfermedad neuropatica cronica.

La enfermedad de Gaucher tipo 2, OMIM #230900, es la menos frecuente
(<1:1.000.000) y se caracteriza por complicaciones neuroldgicas severas agudas
por espasticidad y paralisis de la musculatura ocular, caquexia, contracturas
articulares. La muerte se presenta hacia los 2 afos de edad por neumonia u otras
infecciones. En las formas mdas severas se presenta con ictiosis congénita o
incluso hidrops fetalis y muerte perinatal (Stone et al., 2000a). En el neonato se
evidencia eritrodermia ictiosiforme generalizada y rara vez membrana colodion.
Las descamaciones son finas y puede comprometer regiones palmo-plantares y

areas de flexion que desaparecen en unas pocas semanas. La hipohidrosis y la
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dismorfia facial son frecuentes (Tayebi et al, 1998; Oji et al., 2010). Los
hallazgos ultraestructurales en la piel no son especificos. La bicapa laminar
extracelular epidérmica es anormal con un aumento de la proporcion de
glicosilceramida epidérmica/ceramidas e incrementos de la pérdida de agua
transepidérmica han sido reportados (Holleran et al., 1994; Sidransky et al.,
1996).

La enfermedad de Gaucher tipo 2 tiene herencia autosomica recesiva y es causada
por mutaciones homocigotas o heterocigotas compuestas en el gen GBA (1q22)
(Ginns et al., 1984; Choy and Wei, 1995).

El gen GBA mide aproximadamente 10 kb, tiene 12 exones que codifican una
proteina de 536 aminodcidos denominada GBA (glucosilceramidasa) y se expresa
en numerosos tejidos. Su funcién es catalizar la hidrolisis de la D-glucosil-N-
acilesfingosina a N-acilesfingosina més D-glucosa en la via de hidrolisis de la
glucosilceramidas para formar ceramidas lisosomales (Kitatani et al., 2009).
Existe una pobre correlacion genotipo-fenotipo y se han descrito al menos 33
mutaciones distintas para el tipo 2 (Stone et al., 2000b).

El abordaje de los pacientes es interdisciplinario. La terapia de reemplazo
enzimatico es segura y eficaz principalmente en el tipo 1 debido a que se logra la
estabilizacion y la disminucion de la progresion de la afectacion visceral y es poco
efectiva en las manifestaciones neuroldgicas para los tipos 2 y 3 debido a que no
atraviesa la barrera hemato-encefalica (Vellodi et al., 2009). Otros tratamiento
especificos son la terapia de reduccion de sustrato (inhibicion de la sintesis de
glucosilceramidas), la terapia farmacoldgica de chaperonas, la terapia génica y el

transplante de médula 6sea (Cassinerio et al., 2014).

4) ICTIOSIS AUTOSOMICAS SINDROMATICAS ASOCIADAS A OTROS
SIGNOS

a) Sindrome KID (queratodermia, ictiosis y sordera)
El sindrome KID, OMIM #148210, es una rara disfuncion congénita autosdmica

dominante que afecta los tejidos de origen ectodérmico como son la epidermis, la
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coclea y la cornea. El primer caso fue descrito por el dermatdlogo Frederick
Burns en un paciente con eritrodermia hiperqueratésica difusa, hipoacusia
neurosensorial y lesiones de membranas inusuales en los ojos, orejas y en las
mucosas oral y nasal (Burns, 1915). Desde el afio 1981 se utiliza el acronimo KID
que describe la hiperqueratosis difusa con predominio en las palmas y la region de
los sdleos, la ictiosis y la sordera neurosensorial bilateral. Otras caracteristicas
variables son las alteraciones en la cornea (queratitis vascularizantes, abrasiones
corneales, leucomas y fotofobia), en las ufas (distrofias, hipoplasias o
leuconiquias), en el cabello (quebradizo, seco, delgado, corto, alopecia cicatricial
e incluso atriquia) y alteraciones en la denticion. Las alteraciones cognitivas solo
se presentan en algunos casos (Skinner et al., 1981; Hazen et al., 1989).

La ictiosis se presenta en el primer ano de vida en forma de eritrodermia
ictiosiforme generalizada o localizada que evoluciona al desarrollo de lesiones en
placas verrugosas y areas hiperqueratésicas bien delimitadas de color cafg,
amarillo o gris. En algunos casos son serpentinosas o en forma de ictiosis hystrix.
La agenesia del cuerpo calloso puede presentarse. Los casos neonatales severos
presentan alta mortalidad. Los hallazgos ultraestructurales de la piel no son
especificos. Se han reportado hiperqueratosis, epidermis ondulante o
papilomatosa y alteraciones en los tonofilamentos y en la capa granular (Skinner
etal,1981; Oji et al., 2010).

El sindrome KID es causado por mutaciones heterocigotas en el gen GJB2
(13q12.11) (Richard et al., 2002). El gen GJB2 mide aproximadamente 2 kb, es
monoexonico y codifica para una proteina de 226 aminodcidos denominada GJB2
(proteina de unién Gap beta-2 también conocida como conexina 26). Se expresa
en las células glandulares del tracto gastrointestinal, la vesicula biliar, el seno, el
sistema urinario, el testiculo, las células basales de las glandulas prostaticas, la
capa basal del epitelio escamoso y en el oido interno. La proteina GJB2 pertenece
a la familia de las conexinas que forman canales intercelulares en las uniones Gap
al ensamblarse varias conexinas similiares (homoméricas) o diferentes
(heteroméricas) con el objetivo de controlar el intercambio de iones pequefios,

metabolitos y moléculas de sefializacion intercelular (Bevans et al., 1998).
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B. ICTIOSIS NO-SINDROMATICAS

Las ictiosis autosémicas no-sindromaticas se clasifican en cuatro grupos segun el modo de

herencia, las caracteristicas clinicas y la severidad de las lesiones de la piel. A continuacion

se describiran las formas més representativas de cada uno de estos grupos.

ICTIOSIS COMUNES

1) ICTIOSIS VULGAR

La ictiosis vulgar, OMIM #146700, es la forma congénita mas frecuente con una
prevalencia de 1:250-1000 (Bale and Doyle, 1994; Oji et al., 2010). La ictiosis se
presenta en el primer afio de vida con descamaciones finas y distribucion generalizada
de color gris o blanco, no compromete los pliegues popliteos y antecubitales, el cuero
cabelludo y el rostro. En las éareas palmo-plantares y soéleos hay hiperlinearidad
marcada. Los sintomas atdpicos se presentan en un 50% al 60% de los casos por
dermatitis atopica leve (eczemas y prurito) y conjuntivitis alérgica. Otros sintomas son
la queratosis pilaris, la hipohidrosis y el prurito. No se asocia a eritrodermia (Oji ef al.,
2009; Akiyama, 2010). Los hallazgos ultraestructurales en la piel se caracterizan por
disminucion o ausencia de granulos de queratohialina. Las técnicas de
inmunohistoquimica para filagrina son negativas o estan disminuidas y se presenta un
estrato granuloso rudimentario o disminuido (Sybert ef al., 1985; Oji et al., 2010).

La ictiosis vulgar tiene una herencia autosomica semi-dominante causada por
mutaciones heterocigotas u homocigotas en el gen FLG (1q21.3) (Smith et al., 2006).
El gen FLG mide aproximadamente 23 kb, contiene 3 exones que codifican para una
proteina de 4061 aminoacidos denominada FLG (filagrina). Los pacientes portadores
de mutaciones heterocigotos tienen una deficiencia parcial de filagrina (FLG™) y
presentan un fenotipo leve mientras que los pacientes portadores de mutaciones
homocigotas o heterocigotas compuestas tienen una deficiencia completa de filagrina
(FLG'/ 7) un fenotipo severo. Esta condicion es predisponente para la dermatitis atopica

y condiciones alérgicas secundarias (Irvine and McLean, 2006; Irvine, 2007; Oji et al.,
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2009). La filagrina se expresa en la epidermis y en algunos otros epitelios (Presland et
al., 1992). La funcion principal de la filagrina es la formacion del estrato corneo
durante la diferenciacion epidérmica (Dale et al., 1985; Steinert et al., 1981). En los
granulos de queratohialina en la capa granular de la epidermis se sintetizan los
polimeros de profilagrina en un estado fosforilado. En la diferenciacion terminal de las
células granulares, la profilagrina es desfosforilada y se escinde por protedlisis en
monomeros de filagrina que se agregan al citoesqueleto de queratina. Se presenta
ademas, el colapso de las células granulares en escamas planas por la intensa
reticulacion de las proteinas estructurales, de las proteinas de uniéon y de otros

componentes de las membranas (Candi et al., 2005).

2) ICTIOSIS RECESIVA LIGADA AL X NO-SINDROMATICA

La ictiosis recesiva ligada al X (XLI), OMIM #300747, tiene una prevalencia de
1:2000-6000 (Jobsis et al., 1980; Lykkesfeldt et al., 1984; Oji et al., 2010). En los
hombres afectados en los primeros 6 meses de vida pueden presentarse membrana
colodién leve o descamacion y eritema generalizado. La ictiosis mejora con la edad y
las descamaciones son finas, largas y gruesas, de color café¢ o gris con distribucion
generalizada que comprometen principalmente el rostro en partes laterales, el cuello y
las axilas sin eritema. No compromete las fosas antecubitales o popliteas, las palmas,
plantas y el rostro medio y por lo general el cuero cabelludo es normal. La
hipohidrosis puede estar presente (Kubilus et al., 1979; Oji et al., 2010; Elias et al.,
2014).

En los embarazos de fetos con XLI se presenta el sindrome de deficiencia de sulfatasa
placentaria que se manifiesta por falta de trabajo de parto, defecto en la maduracion
cervical y pobre respuesta a la oxitocina exdgena. Este sindrome puede sospecharse
por niveles bajos de estriol en sangre y orina materna dado por la falta de desulfatacion
del sulfato de estrogeno que conlleva a un aumento de la excrecion urinaria materna de
androstenetriol, 16a-hidroxi-dehidroepiandrosterona y la 16a-hidroxi-pregnenolona en
el tercer trimestre del embarazo (Lykkesfeldt et al, 1984). Los hallazgos
ultraestructurales de la piel no son especificos. La hiperqueratosis es moderada con

acantosis leve y acentuacion parcial de la capa granulosa (Elias er al., 2014). Se
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observa la acumulacion de sulfatos de colesterol en la epidermis o en la sangre y se
confirma el diagndstico con pruebas de actividad enzimatica de la sulfatasa esteroidea
en el estrato corneo o en los cultivos de leucocitos o de fibroblastos (Kubilus et al.,
1979; Jobsis et al., 1980; Elias et al., 1984; Elias et al., 2014).

La XLI es causada por mutaciones en el gen en el gen STS (Xp22.31) (Basler et al.,
1992). El gen STS mide aproximadamente 135 kb, contiene 10 exones que codifican
para una proteina de 583 aminoacidos denominada STS o SSase (Sulfatasa esteroidea
microsomal). Se expresa en células trofoblasticas, en células neuronales y en otros
tipos de tejidos epiteliales. E1 90% de los casos de XLI se produce por deleciones
intersticiales que conducen a una deficiencia de la STS (Ballabio et al., 1987). Esta
enzima tiene una funcion fundamental en la desulfatacion del sulfato de colesterol en
un paso critico en el metabolismo de la piel y estd involucrada en la produccion
placentaria de estriol durante las Ultimas semanas de la gestacion (Webster et al.,

1978a).

ii. ICTIOSIS QUERATINOPATICAS

Las ictiosis queratinopaticas agrupan las formas causadas por mutaciones de los genes
de las queratinas cutdneas. Estos trastornos se caracterizan por citolisis, formacion de
ampollas intra-epidermicas, hiperqueratosis y acumulacion de filamentos de queratina
en los tejidos afectados (Oji ef al., 2010). A continuacion se describird la forma mas

representativa de este grupo.

1) ICTIOSIS EPIDERMOLITICA

La ictiosis epidermolitica (EI), OMIM #113800, fue descrita histolégicamente por
Nikolski (Nikolski, 1897) y en 1902 fue descrita clinicamente por Brocq (Brocq, 1902)
y se le denomind inicialmente como eritrodermia ictiosiforme congénica bulosa de
Brocq. La EI es una forma de ictiosis congénita rara (con una prevalencia de 1:200.000
— 350.000 personas) (Bale and Doyle, 1994; Bygum et al., 2013). La eritrodermia
generalizada con formacion de ampollas severas, erosiones eritematosas y

desprendimiento de la piel con traumas minimos se presentan desde el nacimiento. Las
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ulceras se forman en areas de flexion de la piel. Las erosiones eritematosas al sanar
rapidamente son remplazadas por descamaciones hiperqueratosicas en los primeros
meses y a lo largo de la vida se presentan episodios recurrentes de ampollas. La
formacion de placas de hiperqueratosis verrugosas compromete principalmente areas
de flexioén e intertriginosas. El cuero cabelludo y el cuello pueden estar comprometidos
(Mondal et al., 2011). Las hiperqueratosis palmo-plantares se presentan en algunos
pacientes (Oji et al., 2010). Estos pacientes tienen alto riesgo de desarrollar
desequilibrios electroliticos, infecciones graves, sepsis e incluso la muerte neonatal
(Oji et al., 2010; Kurosawa et al., 2013). Los hallazgos ultraestructurales de la piel
lesionada evidencian hiperqueratosis, acantosis, aglutinacion de tonofilamentos de
queratina en células suprabasales, vacuolizacion intracelular y ampollas intraepiteliales
(Frost and Van Scott, 1966; Oji et al., 2010; Bygum et al., 2013).

La EI tiene una herencia dominante causada por mutaciones heterocigotas en los genes
KRTI y KRTI0. Sin embargo, hay reportes de herencia autosdmica recesiva por
mutaciones en el gen KRT10, por lo cual, recientes publicaciones han postulado que
tiene herencia semi-dominante (Muller et al., 2006; Nousbeck et al., 2013; Virtanen et
al., 2003). En un 50% de los casos se presenta por mutaciones de novo (Williams and
Elias, 1987; Ammirati and Mallory, 1998; Shimomura et al., 2006).

El gen KRTI (12q13.13) mide aproximadamente 5 kb, contiene 9 exones que codifican
para una proteina de 644 aminoacidos denominada KRT1 (queratina tipo II
citoesquelética 1), se expresa en diferentes tejidos epiteliales escamosos y tejido
especifico de la piel en la diferenciacion epidérmica. Una de las funciones de la KRT1
es la regulacion de la actividad de varias quinasas como la PKC y SRC en la via de
unién a la integrina beta-1 y del receptor de la PKC activado (RACK1/GNB2LI)
(Chuang and Huang, 2007). Ademas, puede formar complejos con la C1QBP y tiene
una alta afinidad por el receptor para la kininogen-1/HMWK (Pixley ef al., 2011).

El gen KRT10 (17921.2) mide aproximadamente 4 kb, contiene 8 exones que codifican
para una proteina de 584 aminoacidos denominada KRT10 (queratina tipo I
citoesquelética 10). Se expresa selectivamente en el epitelio escamoso en la piel. La

KRT10 es un constituyente estructural de la epidermis e interactiia con la KRT1.
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iii. ICTIOSIS CONGENITAS AUTOSOMICAS RECESIVAS

Las ictiosis congénitas autosomicas recesivas (ARCI) no-sindromaticas retinen un grupo
de enfermedades con herencia autosdmica recesiva sin compromiso extracutaneo. La
prevalencia del grupo de ARCI se estima entre 7.2-16.2 casos por millén en la poblacion
general (Hernandez-Martin et al., 2012; Dreyfus et al., 2014). Este grupo se divide en
formas mayores y en formas menores segun la severidad y la extension de las lesiones. A

continuacion se abordaran las formas mayores.

1) FORMAS MAYORES

a) Ictiosis arlequin

La ictiosis arlequin (HI), OMIM #242500, es la forma mas severa de las ictiosis
congénitas en el neonato. El recién nacido se encuentra cubierto de gruesas
membranas colodion severas con aspecto de placas dérmicas escamosas de color
gris o amarillo separadas por fisuras profundas. La piel se asemeja a una armadura
de arlequin en todo el cuerpo. La hiperqueratosis cutdnea es severa lo que
favorece el ectropion y el eclabium, la anteversion de las fosas nasales, la
ausencia de pliegues y sinéquias auriculares. Las extremidades presentan bandas y
contracturas cutdneas que impiden la movilidad, las bandas en los dedos pueden
originar necrosis o autoamputaciones digitales. La barrera de la piel se encuentra
severamente comprometida con un alto riesgo de presentar deshidratacion,
trastorno de la termorregulacion, sepsis y mortalidad neonatal temprana (Rajpopat
etal.,2011; Ojiet al., 2010).

Otros sintomas y signos frecuentes son la hipohidrosis, la intolerancia al calor y al
frio, el prurito, el pobre crecimiento del cabello con alopecia cicatricial, ufias
pequetias, gruesas y dismorficas, las alteraciones de la deglucion, la desnutricion,
la talla baja y el déficit nutricional por presentar alto gasto calérico (Rajpopat et
al.,2011).

Los lactantes que sobreviven presentan hiperqueratodermia palmo-plantar y con la
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edad pueden desarrollar un fenotipo de eritrodermia ictiosiforme congénita o de
ictiosis laminar. Los hallazgos ultraestructurales de la piel se han descrito cuerpos
laminares vesiculares fantasmas y ausencia de las estructuras laminares en el
estrato corneo (Oji et al., 2010).

Mas del 90% de los casos de HI es causado por mutaciones homocigotas o
heterocigotos compuestas en el gen ABCAI2 (2q35) (Rajpopat et al., 2011;
Richard and Bale, 1993-2014). El gen ABCA12 mide aproximadamente 206 kb,
contiene 53 exones que codifican para una proteina de 2595 aminoacidos
denominada ABCA12 (cassette de union al ATP - subfamilia A, miembro 12). Se
expresa principalmente en el estdbmago, la placenta, los testiculos, las glandulas
mamarias, las trompas de Falopio, el rifidn, el pulmoén, las glandulas endocrinas,
el tracto gastrointestinal, en el cerebro fetal y en otros tejidos (Annilo et al.,
2002). ABCA12 se localiza en los granulos laminares de la epidermis superficial
del queratinocito y su funcion principal es transportar las glucosilceramidas hacia
el interior del granulo laminar. La fusién de los granulos laminares con la
membrana celular conduce a la exocitosis de las glucosilceramidas, de otras
sustancias y de enzimas para la formacion de la lamina lipidica extracelular del

estrato corneo (Akiyama et al., 2005).

b) Ictiosis laminar
La ictiosis laminar (LI) se caracteriza por descamaciones laminares extensas y
gruesas generalizadas de color marrdn o gris oscuro. La mayoria de los pacientes
nacen con un fenotipo de bebé colodion, ectropion y eclabium. La eritrodermia es
poco frecuente y los neonatos presentan alto riesgo de mortalidad. El fenotipo
evoluciona a la forma de LI desde la lactancia temprana. La queratodermia palmo-
plantar y la hipohidrosis son frecuentes. Las deformidades en las ufas y la
alopecia cicatricial se presentan en algunos pacientes. Las caracteristicas de la LI
persisten a lo largo de la vida y puede mejorar con la edad (Williams and Elias,
1985; Akiyama et al., 2003a; Akiyama et al, 2003b; Oji et al, 2010). Los
hallazgos ultraestructurales de la piel incluyen cristales de colesterol, vacuolas de

lipidos en células de la cornea, malformacion de la envoltura celular cornificada y
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granulos laminares anormales (Niemi et al., 1991; Ghadially et al., 1992).

La LI tiene una herencia autosdémica recesiva con heterogeneidad genética y en un
80% al 85% de los casos son por mutaciones en el gen TGM1 (Pigg et al., 1998;
Rodriguez-Pazos et al., 2011). El gen TGM1 por su importancia en este trabajo se
abordard mas adelante en un capitulo adicional. Los otros genes serdn descritos en

el capitulo de la “heterogeneidad genética de las ARCI”.

c) Eritrodermia ictiosiforme congénita

Anteriormente se conocia como eritrodermia ictiosiforme congénita no bulosa
(NBCIE) y desde el afio 2009 con la clasificacion de Soréze, se utiliza el nombre
de eritrodermia ictiosiforme congénita (CIE). Se caracteriza por descamacion
severa generalizada y eritrodermia sin formacion de vesiculas. Desde el
nacimiento se presenta con eritrodermia generalizada o con un fenotipo de bebé
colodion y al deprenderse las membranas de la piel se instaura la eritrodermia
generalizada pronunciada con finas escamas de color blanco o gris. El eclabium y
el ectropion estan presentes. Las palmas y las manos son hiperqueratésicas. La
hipohidrosis es moderada o severa. La eritrodermia y las descamaciones persisten
a lo largo de la vida y pueden mejorar con la edad (Williams and Elias, 1985;
Akiyama et al., 2003a; Oji et al., 2010). Los hallazgos ultraestructurales de la piel
no son especificos. Se ha reportado un engrosamiento anormal de la envoltura
celular de cornificacion, gotas lipidicas y residuos de organelas celulares en la
capa cornea (Ghadially et al., 1992).

La CIE tiene herencia autosomica recesiva y heterogeneidad genética con al
menos 9 genes identificados hasta la fecha que se abordardn en el siguiente

capitulo.

2) HETEROGENEIDAD GENETICA DE LA ARCI
Las causas moleculares de la LI y de la CIE implican los mismos genes. En el afio de
1995 las primeras mutaciones causales de las ARCI fueron identificados. Hasta el dia

de hoy, mutaciones en 9 genes se han asociado a estos trastornos: TGM1, ALOX12B,

ALOXE3, ABCA12, NIPAL4, CYP4F22, LIPN, PNPLAI y CERS3 (Huber et al., 1995;
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Russell et al., 1995; Jobard et al., 2002; Lefevre et al., 2003; Lefevre et al., 2004;
Lefevre et al., 2006; Israeli et al., 2011; Grall et al., 2012; Radner et al., 2013; Eckl et
al.,2013).
Las mutaciones en el gen TGM1 son la causa mas frecuente de las ARCI (30%-55% de
los casos) (Fischer, 2009; Eckl et al., 2009; Farasat et al., 2009; Rodriguez-Pazos et
al., 2011; Israeli et al., 2013). Le siguen en su orden las mutaciones de los genes
ALOXI12B (7-20%), CYP4F22 (8-10%), ALOXE3 (5%-10%), NIPAL4 (5-16%),
ABCAI12 (5%) y LIPN (5%) (Eckl et al., 2009; Fischer, 2009; Rodriguez-Pazos et al.,
2011; Israeli et al., 2013). Las mutaciones en PNPLAI y CERS3 se han descrito en
casos aislados (Grall et al., 2012; Radner et al., 2013; Eckl et al., 2013). Existe un
locus candidato en el cromosoma 12p11.2-q13 identificado en dos familias israelitas
consanguineas (Mizrachi-Koren et al., 2005; Israeli et al., 2013). Aproximadamente en
un 15% al 30% de los casos las causas moleculares ain son desconocidas (Fischer,
2009; Eckl et al., 2009; Israeli et al., 2013).
e El gen TGMI por su importancia en esta tesis se analizara en un capitulo
adicional. A continuacion se abordaran los otros genes asociados a estos trastornos.
e El gen ALOXI2B (17p13.1) mide aproximadamente de 15 kb, contiene 15 exones
que codifican una proteina de 701 aminoacidos llamada ALOX12B (Araquidonato
12 lipoxigenasa, tipo 12R). Se expresa en las células B, en el foliculo piloso y en
los queratinocitos (Boeglin et al., 1998). ALOX12B es una enzima dioxigenasa
que contiene hierro y cataliza la estéreo peroxidacion de dacidos grasos
poliinsaturados libres y esterificados sintetizando varios mediadores lipidicos
bioactivos. Principalmente convierte el &4cido araquidonico en &cido 12R-
hidroperoxieicosatetraenoico y en esteroisomeros menores. En la piel actia en la
via de la sintesis de la envoltura lipidica de los corneocitos (Zheng et al., 2011;
Boeglin ef al., 1998).
e FElgen ALOXE3 (17p13.1) mide aproximadamente 22 kb, contiene 16 exones que
codifican para una proteina de 711 aminoacidos denominada ALOXE3
(Hidroperdxido isomerasa ALOXE3). Se expresa ampliamente en los tejidos de

origen neuroectodérmico. Cataliza la isomerizacion de los hidroperdxidos
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derivados del acido araquidonico y linoléico por la ALOX12B en epoxialcoholes
para la produccion de los hidroperoxidos de acidos grasos. En la piel actua en la
via del linoleato de ceramidas omega-hidroxiacil-esfingosina esterificado para la
produccion de la epoxicetona en un paso crucial para la conjugacion de los acidos
grasos omega-hidroxiceramida de las proteinas de la membrana celular esenciales
en la sintesis de los lipidos de los corneocitos y en la formacion de la barrera de la
piel (Yu et al., 2003; Zheng and Brash, 2010; Zheng et al., 2011).

El gen NIPAL4 (5q33.3) mide aproximadamente 14 kb, contiene 6 exones que
codifican para una proteina de 466 aminoacidos denominada NIPAL4
(transportadora de magnesio NIPA 4) también conocida como ichthyin. Se expresa
en el cerebro, el estdbmago, el queratinocitos, los leucocitos y en otros tejidos
(Lefevre et al., 2004). NIPAL4 pertenece a la familia DUF803, un grupo de
proteinas de membrana. NIPAL4 tiene varios dominios transmembrana y se ha
propuesto que es una proteina transportadora o un receptor de un ligando atn
desconocido.

El gen CYP4F22 (19p13.12) mide aproximadamente 43 kb, contiene 14 exones
que codifican para una proteina de 531 aminoécidos denominada CYP4F22
(citocromo P450 4F22). Se expresa en el esofago, la piel, el intestino delgado, el
higado, el rifidon y otros tejidos. Pertenece a la superfamilia del citocromo P450,
factores que actian como oxidasas terminales en la cadena de transferencia de
electrones de varias sustancias o compuestos 0 como monooxigenasas implicadas
en el metabolismo de una gran cantidad de compuestos exogenos y enddgenos
(Nelson et al, 2004). La CYP4F22 se localiza a nivel citoplasmatico y es
altamente homologo al leucotrieno B4-w-hidroxylasa (CYP4F2). Lefevre et al.,
propone que la CYP4F22 podria catalizar la 20-hidroxilacién de la trioxilina A3
por la via del 12(R)-lipoxigenasa y que debe ser confirmada experimentalmente
(Lefevre et al., 2006).

El gen LIPN (10g23.31) mide aproximadamente 16 kb, contiene 9 exones que
codifican para una proteina de 398 aminoacidos denominada LIPN (lipasa N),

anteriormente conocido como LIPL4 (proteina con dominio abhidrolasa similar a
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la lipasa 4). Se expresa altamente en los queratinocitos en la capa granular de la
epidermis y en las neuronas, el rifion, el intestino, los miocitos esqueléticos y
cardiacos, los pulmones, en el plasma y en otros tejidos (Israeli et al., 2011). La
LIPN pertenece al grupo de las lipasas acidas epidérmicas conformado por otras
dos lipasas acidas, la LIPK y la LIPM (Toulza et al., 2007). La LIPN tiene una
funcién importante en la maduracion del epitelio estratificado y estd involucrada
en el metabolismo de los lipidos. La funcion de la LIPN atn es desconocida
(Israeli et al., 2011).

El gen PNPLAI (6p21.31) mide aproximadamente 65 kb, contiene 8 exones que
codifican una proteina de 437 aminoacidos denominada PNPLA1 (proteina con
dominio fosfolipasa similar a la patatina 1). Se expresa en las glandulas
sudoriparas ecrinas de la piel, la epidermis, las glandulas digestivas, los ductos
seminiferos, los rifiones y los miocitos (Wilson et al., 2006; Grall ef al., 2012). La
PNPLATI pertenece a la familia de proteina PNPLA (Wilson et al., 2006). Esta
familia es importante en el metabolismo de lipidos por su actividad aciltransferasa
y lipolitica (Kienesberger et al., 2009). PNPLA1 tiene un papel importante en la
sintesis o en el remodelamiento de los glicerofosfolipidos en el metabolismo de la
barrera epitelial en los procesos de queratinizacion y en la diferenciacion epitelial
terminal (Grall ef al., 2012).

El gen CERS3 (15926.3) mide aproximadamente 144 kb, contiene 13 exones que
codifican para una proteina de 383 aminoacidos denominada CERS3 (ceramida
sintetasa 3), anteriormente conocida como LASS3 (aseguramiento de longevidad
homologo 3). Se expresa en la epidermis y se localiza en la interface del estrato
granuloso y el estrato corneo y a nivel citoplasmatico y nuclear en otros tejidos
(Radner et al., 2013). CERS3 actta en la via de la sintesis de ceramidas y cataliza
la reaccion N-acilacion de la (dihidro)esfingosina con Acil-CoAs de cadenas
alifaticas largas a muy largas (C18-C28) para la sintesis de las (dihidro)ceramidas
de cadenas largas a muy largas. Un paso esencial en la sintesis de las ceramidas y
las glucosilceramidas de cadenas largas especificas para el mantenimiento de la

homeostasis de los lipidos en la epidermis y en la diferenciacion epidérmica
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terminal (Mizutani et al., 2006; Jennemann et al., 2012).
e El gen ABCAI2 (2q25) fue descrito previamente en el capitulo de Ictiosis
Arlequin.

C. LAFAMILIA DE LAS TRANSGLUTAMINASAS

Las TGM humanas agrupan la TGM1 (14ql1.2), TGM?2 (20q11.23), TGM3 (20p13),
TGM4 (3p21.31), TGM5 (15ql5.2), TGM6 (20pl13), TGM7 (15ql15.2-q15.3), FI1341
(6p25.1) y EPB42 (15q15.2) (Korsgren et al., 1990). Los genes TGM2-7 y EPB42
contienen 13 exones mientras que los genes F'/341 y TGM1I contienen 15 exones. El exon
9 de las TGM2-7 y EPM42 tiene secuencias homologas con los exones 10 y 11 de los
genes F1341 y TGMI. El exon 1 de la F1341 y de la TGM1 no son codificantes y el exén

2 codifica la region propeptidica amino terminal (Figura 3).

TGM2-7, EPB42

TGM1, F13A1

L.JP g Ef CORE BR1| BR2

Figura 3. Genes de las TGM humanas y dominios proteicos. Las lineas cortadas indican la
codificacion de los exones correspondiente a los dominios de la proteina. Dominios de las
transglutaminasas: PRO = secuencia pro-peptidica. E-B = Estructura f-Sandwich. CORE = Centro o nucleo

catalitico. BBl y B2 = estructuras barriles B1 y B2 respectivamente. Imagen modificada de la publicacion
de Lorand et al., 2003.

i. EL GEN TGM1
El gen TGM1 (transglutaminasa 1) se localiza en el cromosoma 14 en el brazo largo en
la banda 11.2 (14q11.2), mide 14 kb y tiene 15 exones (NCBI Reference Sequence:
NC 000014.9 chromosome 14 reference GRCh38 Primary Assembly; Ensembl:
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ENST00000206765). Transcribe un ARNm de 2777 bases nitrogenadas que incluye
una region 5’UTR de 124 bases y la region 3’UTR de 198 bases. La region de
poliadenilizacion AATAAA se encuentra a 178 bases posterior al codon de parada
(NM_000359.2; ENST00000206765) y traduce una proteina de 817 aminoacidos
(NP_000350.1; CCDS9622) denominada transglutaminasa K o proteina de glutamina
gamma-glutamiltransferasa K (TGK o TGase K). Esta enzima es conocida con otros

nombres como transglutaminasa 1 (TGMI1, TGase 1 o TGl) o transglutaminasa

epidérmica (ExPASy: EC 2.3.2.13; UniProt: P22735).

1) EXPRESION DE TGM1

La TGM1 se expresa en el esdfago y en menores niveles en la mucosa oral, la vagina,
las amigdalas y en la piel. Se expresa en los epitelios escamosos estratificados. La
TGMI1 se tifie fuertemente con métodos de inmunohistoquimica en los estratos de la
granulosa, el estrato espinoso superior y el estrato corneo (Goldsmith et al., 1974;

Parenteau et al., 1986; Thacher and Rice, 1985).

2) LOCALIZACION DE LA PROTEINA TGM1

La TGMI1 se localiza en el compartimiento intracelular, anclada en la membrana
celular interna (Steinert et al., 1996) y en el citosol se localiza en varias formas
solubles (Thacher, 1989; Thacher and Rice, 1985; Chakravarty and Rice, 1989;
Chakravarty et al., 1990; Rice et al., 1990; Kim et al., 1995). En la epidermis se
encuentra como un zimogeno inactivo de 106 kDa anclada a la membrana celular. Las
formas solubles son producidas por protedlisis del zimogeno conduciendo a los
fragmentos NH2-terminal de 10 kDa, 67 kDa y 33 KDa COOH-terminal. El fragmento
NH2-terminal de 10kDa y el fragmento de 33 kDa COOH-terminal no tienen actividad
enzimatica. La formacion del complejo 67/33/10 kDa anclado en la membrana celular
del queratinocito es la forma con mayor actividad enzimatica conocida (Steinert et al.,
1996). Las formas solubles con actividad enzimatica son las de 106 kDa, de 67 kDa y
un complejo activo formado por los fragmentos 67/33 kDa. Estas formas solubles
representan Unicamente un tercio de la actividad total de la TGMI en cultivos y en

biopsias de queratinocitos epiteliales (Kim et al., 1995).
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3) DOMINIOS DE TGM1

La TGMI consta de 5 dominios: la secuencia pro-peptidica (residuos Metl a Arg92)
que contiene la region de anclaje de membrana de 10 kDa (entre los residuos Asp66 a
Leul09). El dominio B-sandwich (Ser94 a Phe246) y el dominio del nticleo catalitico
o/B (Asn247 a Arg572) que corresponde al fragmento de 67 kDa. Los dominios barril
B1 (Gly573 a Val688) y barril B2 (Thr689 a Ala817) que conforman el fragmento de 33
kDa (Boeshans et al., 2007). Los sitios de protedlisis se encuentran en los residuos
Gly93 (region NH,-terminal) y Gly573 (region COOH-terminal) y son clivados por la
proteasa Dispasa (in vitro) para la liberacion de los fragmentos de 10 kDa, 33 kDa y 67
kDa (Kim et al., 1995). Se desconoce si existen otras proteasas que activen la TGM1

in vivo.

4) MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES DE LA TGM1

TGMI1 es activada por el gradiente de flujo de Ca*" citoplasmatico durante las fases de
maduracion del queratinocito (Sarkar et al., 1957; Clarke et al., 1957; Tu and Bikle,
2013). Los sitios de unién al ion Ca*" en la TGM1 se encuentran en los residuos
Trp341, Trp432 y Tyr620 (Boeshans et al., 2007). La interaccién de los iones Ca** con
TGM1 producen cambios conformacionales de la estructura terciaria de la enzima al
movilizar un boucle que permite la apertura de un canal en la superficie de la TGM1 y
expone los residuos Trp341 y Trp432 involucrados en los mecanismos de la actividad
enzimatica en conjunto con los residuos de la triada nuclear catalitica localizados en
Cys376, His435 y Asp458 (Ahvazi and Steinert, 2003; Boeshans ef al., 2007; Ahvazi
et al.,2003).

Otras modificaciones postraduccionales se encuentran en el dominio de anclaje a la
membrana por la acilacion de acidos grasos por los 4acidos miristoil o palmitoil en la
region NHj-terminal lo que contribuye con el anclaje del zimégeno a la membrana
(Chakravarty and Rice, 1989). Adicionalmente, la region NH,-terminal es rica en
prolina, serina y en residuos con carga como la arginina pero sin la presencia de
residuos de lisina. Se ha postulado que los residuos serina y arginina pueden ser

fosforilados por la proteina C quinasa o por otras quinasas secundarias adin
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desconocidas (House et al., 1987; Choi and Toscano, 1988). Estos procesos de
fosforilacion pueden alterar la interaccion entre la enzima y sus sustratos y representar

sitios potenciales de regulacion fisioldgica (Chakravarty et al., 1990).

5) ACTIVIDAD CATALIiTICA DE LA TGM1

La actividad catalitica de la TGMI1 es el entrecruzamientos o la reticulacion peptidica
Ne-(y-glutamil)-lisina entre diferentes sustratos polipeptidicos lo que permite la
formacion de polimeros proteicos estables e insolubles que contribuyen con la
formacion de la envoltura de cornificacion del queratinocito maduro en el estrato
corneo (Goldsmith et al., 1974; Goldsmith and Martin, 1975; Peterson and Wuepper,
1984). El ntcleo catalitico contiene la triada catalitica Cys376, His435 y Asp458 y
adicionalmente, se requiere de al menos un residuo de triptofano (Trp341 y Trp432)
involucrado en la formacion de los oxianiones intermedios 1 y 2 del ciclo catalitico de
la TGM (Folk and Cole, 1966; lismaa et al., 2003; Lee et al., 1993; Murthy et al.,
2002; Pedersen ef al., 1994; Micanovic et al., 1994) (Figura 5).

Los sustratos conocidos de la TGM1 son la loricrina, las proteinas pequefias ricas en
prolina (SPRs), la involucrina y proteinas ricas en lisina y glutamina. Estos a su vez,
son componentes de la envoltura celular (Candi et al., 1995; Steinert et al., 1998;

Simon and Green, 1985; Nemes et al., 1999).

6) CICLO CATALITICO DE LAS TGM

Las TGM dependen de un grupo tiol y de Ca*" para la catalisis de varias reacciones de
entrecruzamiento entre proteinas con funciones pleiotropicas como la coagulacion, la
formacion de la matriz extracelular y de la barrera de la piel, la estabilizacion de las
uniones intercelulares y de las membranas. Ademds, puede contribuir en la
fisiopatologia de diversas enfermedades inflamatorias, autoinmunes y degenerativas
(Iismaa et al., 2009).

Se conocen 3 tipos principales de reacciones enzimaticas de las transglutaminasas: la
transamidacion, la esterificacion y la hidrolisis (Sarkar et al., 1957; Clarke et al., 1957;

Neidle et al., 1958; Mycek et al., 1959; Pisano et al., 1969; Lorand and Graham, 2003)
(Figura 4).
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Figura 4. Las TGM catalizan varias reacciones postraduccionales. En la imagen la elipse morada

simboliza una proteina con un residuo de lisina (Lys) y el rectangulo azul corresponde a una
proteina con un residuo de glutamina (GIn). Imagen modificada de la publicacion de Lorand et al.,

2003.
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Figura 5. Ciclo enzimatico de las transglutaminasas. Imagen modificada de la publicacién de

lismaa et al., 2009.
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Todas las reacciones comparten un ciclo enzimatico dividido en dos etapas. La
acilacioén, en la cual un primer sustrato peptidico o un acilo, reacciona con el grupo tiol
del residuo de cisteina de la triada catalitica y se forma una unién covalente y-glutamil-
tioester con el grupo amino (NH>) del sustrato. El amoniaco (NHj3) es liberado como
un subproducto. La segunda etapa es de desacilacion, en la cual, se escinde el enlace
tioéster a través de la unién de un segundo sustrato que puede ser una amina, un
alcohol o una molécula de H,O. Asi, se genera un producto de transamidacion o de
reticulacion, de esterificacion y de hidrdlisis respectivamente (lismaa et al., 2009).

(Figuras 4 y 5).

7) RELACION GENOTIPO-FENOTIPO DE LAS MUTACIONES DE TGM1

En modelos murinos knockout de 7gml, los ratones al nacer presentan una piel
eritematosa, brillante, tensa, gruesa y arrugada similares a la apariencia de la
membrana colodion. Ademas se encuentran cubiertos con una membrana transparente
e ineldstica. Los ratones Tgml " sufren letalidad neonatal temprana a las 4-5 horas al
nacer secundaria a la deshidratacion y la imposibilidad para comer. Los injertos de piel
de ratones TgmI™™ en ratones nude a las 2 semanas desarrollan descamaciones gruesas
e histologicamente la epidermis muestra hiperplasia e hiperqueratosis similares a las
caracteristicas de la LI (Will and Luhrmann, 2011).

En la especie humana, las mutaciones en el gen 7GM! son la causa mas frecuente de
las ARCI (30%-55%). Un 80%-85% de los casos de LI son causados por mutaciones
en el gen TGM1 (Pigg et al., 1998; Fischer, 2009; Eckl et al., 2009; Farasat et al.,
2009; Rodriguez-Pazos et al., 2011; Israeli et al., 2013). No existe una clara
correlacion genotipo-fenotipo en los casos de LI y CIE causadas por mutaciones en
TGM!1 o por otras mutaciones en los 9 genes causales de ARCI. Ademas, los fenotipos
de las ARCI y la severidad pueden variar entre individuos afectados de una misma
familia y las caracteristicas clinicas pueden cambiar parcialmente segin la edad del
paciente afectado. En varias publicaciones se propone que estas formas podrian ser
consideradas como variantes de un Unico trastorno de queratinizacion de las ARCI y
que la clasificacion fenotipica se deberia fundamentar en la evaluacion dermatologica,

con el objetivo de definir un pronostico y un manejo clinico del paciente mas preciso
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(Akiyama et al., 2003a; Farasat et al., 2009; Vahlquist et al., 2010; Oji et al., 2010;
Richard and Bale, 1993-2014).

Por otro lado, los fenotipos menores que corresponden a un 10% de los casos de ARCI,
son causados principalmente por mutaciones heterocigotas compuestas y por
mutaciones missense especificas de TGMI que resultan en una disminucion de la
actividad enzimatica (Raghunath et al., 2003; Jacyk, 2005; Oji et al., 2006; Reese et
al., 1997; Aufenvenne et al., 2009; Mazereeuw-Hautier et al., 2009; Hackett et al.,
2010; Sorek et al., 2004; Dror et al., 2005; Bai et al., 2015; Washio et al., 2014).
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. PREGUNTA CIENTIFICA

(Cual es el origen molecular del fenotipo de ARCI identificado en dos hermanas colombianas?
(Cuadles transcritos son generados por la variante ¢.320-2A>G de TGM1?
(Podrian existir otros transcritos aberrantes generados por la variante ¢.320-2A>G de TGM1

diferentes a los identificados en este estudio?

I11.  OBJETIVO GENERAL

1. Identificar la causa molecular de ictiosis en dos hermanas afectadas de una misma familia.

IV. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar y definir el tipo clinico de ictiosis y el modo de herencia que se presenta en una
mujer con ARCI y su hermana afectada.

2. Determinar si existe un gen candidato inicial para la identificacion de la posible causa
molecular del caso clinico.

3. Secuenciar el gen TGM1 del caso indice.

4. Identificar las variantes de secuencia de 7TGM1 en P1.

5. Clonar y secuenciar los transcritos generados por la variante ¢.320-2A>G homocigota de
TGM1.

6. Predecir in silico los posibles rearreglos transcripcionales generados por la variante intronica
¢.320-2A>G homocigota de TGM 1.

7. Predecir in silico las traducciones de los transcritos causados por la variante ¢.320-2A>G

homocigota de TGM1.
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V. MATERIALES Y METODOS

1. PACIENTE

Una paciente de 33 afios de edad (P1) asisti6 a consulta en la unidad de dermatologia del
hospital Carlos Ardila Lule de Bucaramanga. Presentaba xerosis y descamaciones eritematosas
leves desde el nacimiento. Las lesiones han aumentado progresivamente en nimero durante su
vida adulta. Presentd fisuras palmo-plantares dolorosas, ectropidon recurrente y lesiones
ulcerativas de la cérnea. Al examen fisico se identificaron placas descamativas eritematosas de
color gris y blancas, generalizadas con compromiso en los pliegues en las extremidades,
alopecia cicatrizal frontal, temporal y occipital, eclabium, ectropién, cejas delgadas y escasas,
oregjas con sobreplegamiento del hélix, queratodermia palmo-plantar, ufias distréficas,
hipohidrosis e intolerancia al calor (Figura 6). Su hermana (P2) presentd caracteristicas
clinicas similares. Los padres, dos hermanas y un hermano no se encontraron afectados (Figura
7). Los individuos afectados son producto de una unidon consanguinea. Ademads, tanto los

abuelos maternos como los abuelos paternos, también presentaron uniones consanguineas.

Figura 6. Caracteristicas clinicas de la paciente P1 con ARCI. Alopecia frontal, cabello quebradizo y fino,
cejas y pestafias escasas, ectropion, eclabium, piel con eritema moderado y descamaciones finas. En la mano se
observa queratodermia palmar con fisuras, hiperlinearidad y descamaciones blancas.

49



I é sé)
I[ L@/éQ‘IA

5

Figura 7. Familiograma de las pacientes en estudio. P1 es III:3.

2. EXTRACCION DE ADN DE SANGRE PERIFERICA

Se obtuvo una muestra de sangre (10 mL con anticoagulante EDTA) de cada individuo
participante. Se tomaron alicuotas de 2 mL que fueron tratadas con 6 mL de solucion de lisis de
globulos rojos (Tris-HC1 10mM pH 8§, NaCl 400 mM y EDTA 2 mM) mezclando suavemente
para posteriormente centrifugar a 4000 rpm durante 10 minutos. Se descart6 el sobrenadante y
se adicion6 nuevamente 4 mL de solucion de lisis de globulos rojos. Se someti6 a vortex hasta
desprender el pellet, se mezcldé suavemente durante 10 minutos, se centrifugd a 4000 rpm
durante 10 minutos y se descartd nuevamente el sobrenadante. Consecutivamente, se adicion6
4 mL de solucion de lisis de globulos blancos 1X (NH4C1 0.15 M, KHCO3 10 mM, EDTA 0.1
mM pH 8) y 10 pL de soluciéon de proteinasa K (proteinasa K 1 mg/ml, SDS 1%, EDTA 2
mM). Se mezclé suavemente y se sometid a vortex hasta obtener una mezcla homogénea. Se
incub6 a 56°C durante 4 horas. Se adicion6 800 pL de solucion precipitante de proteinas
(acetato de amonio 2.5 M) y se someti6 a vortex hasta obtener una mezcla homogénea. Se
congeld a -20°C por 5 minutos y posteriormente se centrifugd a 4500 rpm durante 20 minutos a
4°C. Seguidamente, el sobrenadante se pasé a un tubo Eppendorf con 3 mL de isopropanol
frio. Se mezclo suavemente y se obtuvo un precipitado de ADN. Se pasé a un tubo Eppendorf
y se centrifugo a 16.000 rpm durante 4 minutos. Se dejo secar por evaporacion el remanente de
isopropanolol y se adicioné 200 pL de solucion TE 1X (Tris-HCl 10 mM pH 8, EDTA 1 mM).
Se almaceno en el congelador a -20°C. Por ultimo, se cuantifico la concentracion de ADN en

un espectofotometro NanoDrop 2000c de ThermoScientific.

50



3. EXTRACCION DE ARN TOTAL DE LA BIOPSIA DE PIEL DE P1

Se obtuvieron biopsias de piel del antebrazo izquierdo del caso indice (P1) y de una persona
sana no emparentada (C1). Se homogenizaron y conservaron en 1 mL de trizol (Invitrogen) por
cada 0.1 g de tejido de piel obtenido y se almacenaron a -80°C. Posteriormente, se incubaron
las mezclas a temperatura ambiente durante 5 minutos y se realizaron la homogeneizacion de
los tejidos separadamente con un rotor eléctrico manual. Se agregaron 0.2 mL de cloroformo
por cada mL de volumen homogeneizado, se agitaron vigorosamente durante 15 minutos y se
incubaron a temperatura ambiente por 2-3 minutos. Se centrifugaron a 12.000 g durante 15
minutos a 4°C y se removieron 400 pL de la fase acuosa de cada muestra por medio de
aspiracion a un tubo libre de ARNasas. En cada tubo se adiciond 400 pL de etanol al 70% y se
sometieron a vortex.

Se utilizé el método de columnas de membrana segin el protocolo PureLink RNA Mini Kit
(Ambion) para obtener el ARN total. De cada muestra suspendida en etanol se transfirieron
700 pL a una columna de membrana respectivamente. Se centrifugaron a 12.000 g durante 15
segundos, se descartaron los liquidos obtenidos y se reutilizaron los mismos tubos de
recoleccion. Se repitieron los mismos pasos en varias ocasiones hasta procesar la totalidad de
las muestras suspendidas en etanol. Seguidamente, se adicionaron 700 pL de buffer de lavado 1
a cada columna de membrana, se centrifugaron a 12.000 g durante 15 segundos, se descartaron
los tubos de recoleccion con los liquidos obtenidos y se reemplazaron por tubos de recoleccion
nuevos. Consecutivamente, se adicionaron 500 puL de buffer de lavado II con etanol en cada
columna. Se centrifugaron a 12.000 g durante 15 segundos y se descartaron los liquidos
obtenidos. Se repitid una sola vez los pasos de lavado II con etanol. A continuacion, se
centrifugaron a 12.000 g por 1 minuto para secar las membranas. Se descartaron los tubos de
recoleccion y se pasaron las columnas de membrana a cada tubo de recuperacion. Se
adicionaron 100 pL de agua libre de ARNasas en el centro de las columnas de membrana y se
incubaron durante 1 minuto a temperatura ambiente. Se centrifugaron a 12.000 g durante 2
minutos para eluir el ARN total aislado en las membranas hacia los tubos de recoleccion. Se
pasaron los tubos de recoleccion en hielo. Se cuantificaron las concentraciones de ARN total en

un espectofotdometro NanoDrop 2000c de ThermoScientific y se almacenaron a -80°C.
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4. SINTESIS DE ADNc TOTAL DE PIEL

Se sintetiz6 ADNc a partir del ARN total obtenidos de P1 y CI. Se utilizd el protocolo
Superscript IIl First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen). Se realizaron las
mezclas de los reactivos en dos tubos Eppendorf. En cada tubo se mezclaron 1 pL de
oligo(dT),9, 1 uL de NTP mix, ARN total (500 ng de P1 o de C1 respectivamente) y agua
tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) hasta completar 10 pL. Se incubaron a 65°C durante 5
minutos y se mantuvieron en hielo por 1 minuto. Posteriormente, a cada tubo se afadio 10 pL
de ¢cDNA Synthesis Mix (2 pL de buffer RT 10X, 4 uL de MgCl2 25 nM, 2 uL DTT 0.1 M, 1
uL RNAase out y 1 puL de Superscript III) preparada previamente seglin las indicaciones del
fabricante. Se mezclaron de forma manual y suavemente. Se llevaron a incubacion a 50°C
durante 50 minutos, seguidamente a 85°C durante 5 minutos y se mantuvieron en hielo. A cada
uno de los tubos se les adicion6 1 uL de RNAase H. Se incubaron a 37°C durante 20 minutos y
se pasaron a hielo. Se cuantificaron las concentraciones de ADNc en un espectofotdmetro

NanoDrop 2000c de ThermoScientific y se almacenaron a -20°C.

5. AMPLIFICACION Y SECUENCIACION DEL GEN TGM1

A. DISENO DE PRIMERS DE TGM1
Se utilizo el programa primer-BLAST para el disefio de los diferentes pares de
oligonucledtidos para la amplificacion del gen 7GMI a partir de ADN gendmico.
Adicionalmente, se disefiaron primers internos para la secuenciacion de los fragmentos
amplificados de TGM 1.

B. AMPLIFICACION DE TGM1
La amplificacion de las regiones codificantes del gen TGM1 se realiz6 en P1, II:3, I1:4 y
II1:2 (Figura 7). Se utilizaron pares de primers disefiados por fuera de la region codificante
para amplificar todo el marco abierto de lectura y las uniones intron-exon del gen TGM1
(Tabla 1). Los fragmentos amplificados esperados tenian una longitud de entre 472 y 1018
pb. La reaccion de PCR se realiz6 segun especificaciones de las Tablas 2 y 3. El exon 7 de
TGM1 se amplifico nuevamente disminuyendo la temperatura de anillamiento a 60°C y
con las especificaciones del termociclador incluida en la tabla 4. Las amplificaciones se
confirmaron analizando 5 pL del producto de cada reaccién de PCR en un gel de agarosa al

1% tefiido con bromuro de etidio y se utilizé el marcador de peso molecular de 1 Kb Plus
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DNA Ladder (Invitrogen) para establecer la talla de los fragmentos.

TABLA 1. PRIMERS DE AMPLIFICACION DEL GEN TGM1

SECUENCIA DEL PRIMER ssg’edr‘:gg(\ég

Exon | HuTom ﬂirg_s_lF 5'ACTGAATCAGCTGTCTGGATGGAG3' -

2y3 | e i | PACACCAAGACCCTCTCTGAGACACS

Exén Luraed | SACTGTGATAGTCAGGCAGGCAGAS -
4 T o 5'CCCTGTCTTTCCCTCCCATCTACS'

ton | nurend | BGCATTTTCTTCTGTGGACATGAGTS -

PYO e 1r | SGGTTCTTGAGGAATCCAGAAAGGS

eon | puadd | BATCCTGAGGCATTTAGGGGTAAGS o
! uToese | 5CCCTTAGGCCTCTCTCTGTTGTTAS

son | hurem ﬁf{g_g_lF 5'ATACTCCTGACACGATGCCTCACT3 "

BY9 | e i |SGTGTTAATCAGGTGGGGGAGATAAS

Exén HuTgm:;‘io_lF 5TGAAAGAGTATGTCAGGGACTTGG3! o
10 T 1r | STATCCCCTTTTACAGGTGAGGAAAS

1Elxc>1r12 HUTG ,\; ;’;‘)’(Vfﬂm_lF 5'’AGACCCTCTGGCTCACTCATTC3! ot

V13 | purona o1 | SCTTCTCCTACAAAGGCTCATCAGGS

Exén HuTgK/rIVlV:H 41r | STCTTCTCTGACTTCTGGGGAATCTS! o
W e 1m | STAATGATTCCTATGTGGGCCTTCTS

Eon | e o | STGAGATGAGGATGTTCTGTCTGGS -
15 Taese o | BTTTATTAGCATCTGTTCCCCCAGTS

TABLA 2. REACTIVOS DE PCR DE TGM1

VOLUMEN
Master Mix 2X (Promega) 12,5 uL
Primer Forward (10 uM) 1,0 uL
Primer Reverse (10 uM) 1,0 uL
H20 destilada 8,5 uL
ADN a amplificar (=200 ng) 2,0 uL
Total 25,0 uL
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TABLA 3. PROGRAMACION DEL TERMOCICLADOR
PARA LA AMPLIFICACION DE TGM1

T® TIEMPO

Desnaturalizacion inicial | 95°C | 10 minutos
No. de ciclos 35 ciclos
Desnaturalizacion 95°C | 1 minuto

40
Anillamiento 62°C | segundos

50
Elongacion 72°C | segundos
Elongacion final 72°C | 10 minutos
Conservacién 4°C

TABLA 4. PROGRAMACION DEL TERMOCICLADOR
PARA LA AMPLIFICACION EXON 7 DE TGM1

T° TIEMPO

Desnaturalizacion inicial | 95°C | 10 minutos
No. de ciclos 35 ciclos
Desnaturalizacion 95°C | 1 minuto

40
Anillamiento 60°C | segundos

40
Elongacion 72°C | segundos
Elongacion final 72°C | 10 minutos
Conservacion 4°C

C. SECUENCIACION DE TGM1

Para la secuenciacion directa de los exones de TGMI se utilizd un secuenciador de
capilares (Applied Biosystems). Las reacciones se efectuaron con primers internos (Tabla
5). El analisis de las secuencias fue realizado a través de alineamientos multiples y anélisis
de los electroforetogramas usando los programas geneious 6.1.4 y clustalW. Todas las
secuencias obtenidas se compararon con la secuencia wild type de TGM1 obtenida de la
base de datos Ensembl (Transcript: TGM1-001 ENST000002067635).

Una vez se identificé la variante intronica ¢.320-2A>G de TGMI en P1 se realizo la
secuenciacion por Sanger con los primers internos HUTGM1ex3-SeqlF y HuTGM1ex3-SeqlR
correspondiente a los productos obtenidos de las PCR del exon 2-3 de TGM1 de 11:3, [1:14 y
III:2. Adicionalmente, se realiz6 PCR en III:5 (hermana menor afectada) con los primers

HuTGM1ex2-3-1F y HuTGM1ex2-3-1R con los reactivos y la programacion del termociclador
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especificados en las tablas 2 y 3. La secuenciacion de Sanger se realizd con los primers

internos HUTGM1ex3-SeqlF y HuTGM1ex3-SeqlR. Los individuos III:4 y III:6 no autorizaron

los estudios moleculares.

TABLA 5. PRIMERS INTERNOS PARA LA SECUENCIACION DEL GEN TGM1

SECUENCIA DEL PRIMER
, Reverse . \
Ex6n 2 HUTGM1ex2.SeqiR | 5 CAGCAAGTCCACACCGTTCACTACS
Forward , ,
s HUTGM1ex3-Seq1F 5'CGCCGGCCTGTATCCCGGGGCAG3
Reverse , .
HUTGMex3.SeqlR 5'CCAGGGGCACACCCACACACTTG3
Exon 4 Forward 5GAGAATAAGGTGATGGCCCAACGS'
HuTGM1ex4-SeqlF
, Reverse , .
Ex6n 5 HUTGMex5-SeqlR 5GTATAAGCAGGCATCCAGCACCC3
, Forward . ,
Ex6n 6 HUTGMILex6-Seqlr | @ CTACGGGACCGAAGCACAGATTGG3
Forward , ,
o HUTGMLex7-SeqlF 5GCAGGATCGGGGCCCGGCTGGTC3
Reverse , '
HUTGMex7-Seq1R 5CACTGTAGCCACATCTGGGCAGG3
Ex6n 8 Reverse 5'CCTCTTCATCCAGCAGTCGTTCCS'
HuTGM1ex8-SeqlR
Ex6n 9 Forward 5'CCATGGACATCTACTTCGACGAGS'
HuTGM1ex9-SeqlF
Ex6n 10 Forward 5GTCAGGGCTGATGACCTTGTTCCS'
HuTGM1ex10-SeqlF
, Reverse . '
EXON 11 |y romiexitseqir | 5 GCATGGCCACATCCTCCGCTGAGS
Forward 5GAGGACATCACCTACCTCTATAAG3S'
Exon1p | HUTGM1ex12-SeqiF
Reverse . .
HUTGMIex12.5eqiR | BCCTTGTAGGCCACTGGCATGGTCS
, Forward . ,
EXON13 | | romtexis-Seqir | 5 CAAGGAGACCAAGAAGGAAGTGGS
, Reverse . ,
EXON14 | | romiextaseqir | 5 CATAGCACCAGGTGCCCAAGAGGS
Forward , .
e | HUTGMIES Seqte 5GCAGAGGCGCCCTGGGGATCCTG3
Reverse . .
HUTGMIex15.5eq1R | 5 CTGAAGACTGACTCCCTCTCCGGGS

6. RT-PCR DE TGM1

A. DISENO DE PRIMERS DE RT-PCR DE TGM1

Se disefiaron diferentes pares de oligonucleotidos para la amplificacion de ADNc de TGM1

con el programa Primer-BLAST.
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B. RT-PCR DE TGM1
Para la amplificacion de los transcritos de 7GM1 se utilizaron varios juegos de pares de
primers disefiados entre los exones 1 y 4 para la amplificacion de productos esperados entre
512 bp y 778 bp (Tabla 6). En paralelo se amplificd un fragmento de ADNc del gen f-ACTINA
(un gen house keeping) para un producto de PCR esperado de 859 bp. La reacciéon de RT-PCR
y la programacion del termociclador utilizados se describen en las tablas 7 y 8 respectivamente.
Las amplificaciones de los productos se confirmaron analizando 5 pL del producto de cada
reaccion de RT-PCR en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Adicionalmente,
en 2 tubos se realizé una RT-PCR de P1 con los pares de primers hTGM1 cDNA-I1F y
hTGM1 cDNA-I1R para amplificar los fragmentos de ADNc correspondientes a los transcritos
entre los exones 1 y 4 de TGM1 (RT-PCR1). Por otro lado, en otros 2 tubos se realizé una RT-
PCR de TGMI1 con los pares de primers hTGMlcr F2a y hTGMlcr R2a para amplificar
fragmentos de ADNc correspondientes a los transcritos entre los exones 1 y 3 de TGM1 (RT-
PCR3). Seguidamente, se sembraron 40 pL de cada producto de RT-PCR1 y de RT-PCR3 en
un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio para verificar los diferentes transcritos
generados por la ¢.320-2A>G de TGMLI. Se utilizo el marcador de peso molecular el 1 Kb Plus

DNA Ladder (Invitrogen) en todos los geles de agarosa utilizados

TABLA 6. PRIMERS DE RT-PCR DE TGM1

SECUENCIA DEL PRIMER ePsr;:rL:gg (\Q’pT)
aT. hTG,\;‘i‘gﬂ Aip | STCCATCCTGACCTGTTCCATCTCS .
PCRL HTOM: eDNAIR | SACTETGAACTGAAACTTGCCGATS
I - G,\;(l’i"(‘:’grﬂ Aop | BCATGATGGATGGGCCACGTTCS! .
PCR2 HTOM: eDNA2R | SCTCCACGTACACAATGTCCTCTGS
AT, - gﬁ;‘i";r_dma 5'CCTGACCTGTTCCATCTCAGCS' "
PCR3 hTGRl\(jlvlecrrS_eRZa 5'GAGCATATGGAAAGGCTGCCCS'
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TABLA 7. REACCION DE RT-PCR DE TGM]1

VOLUMEN
Master Mix 2X (Promega) 12,5 L
Primer Forward (10 uM) 1,0 uL
Primer Reverse (10 uM) 1,0 uL
H20 destilada 9,0 pL
cDNA a amplificar (=200 ng) 1,5puL
Total 25,0 uL

TABLA 8. PROGRAMACION DEL TERMOCICLADOR PARA RT-PCR DE TGM]1

T° TIEMPO
Desnaturalizacion inicial | 95°C | 10 minutos
No. de ciclos 35 ciclos
Desnaturalizacion 95°C | 40 segundos
Anillamiento 59°C | 40 segundos
Elongacion 72°C 1 minuto
Elongacion final 72°C | 10 minutos
Conservacion 4°C

7.CLONAJE DE LOS PRODUCTOS DE RT-PCR DE 7TGMI DE P1 Y

SECUENCIACION

Se utiliz6 el protocolo de TOPO® TA Cloning® kit for Sequencing (Invitrogen) para el clonaje

inmediato de los diferentes fragmentos generados por la RT-PCR de TGM1.

A. EL VECTOR PCR™4-(TOPO®)

El vector pPCR™4-TOPO® (Invitrogen), de 3956 bp, es un plasmido usado para el clonaje
y la secuenciacion de fragmentos de ADN. El principio de clonaje en este vector aprovecha
la actividad transferasa terminal no-dependiente de un templado de la tag polimerasa que
adiciona una desoxiadenosina (A) en el extremo 3’ final del producto de PCR formando
extremos cohesivos. El plasmido pCR™4-TOPO® lineal tiene un residuo desoxitimidina
en ambos extremos 3’ que se puede sobrelapar por complementaridad de bases con la
desoxiadenosina del extremo 3’ de los productos de PCR. A su vez, ambas desoxitimidinas
de los extremos 3’ se encuentran unidas por medio de un enlace covalente fosfotirosil con
la topoisomerasa I del virus Vaccinia (entre el fosfato 3’ y la Tyr-274 de la topoisomerasa
I). La energia conservada en la union fosfotirosil subsecuentemente ataca el hidroxilo 5’
del correspondiente nucledtido del extremo cohesivo del producto fresco de PCR y se

cataliza la union fosfodiéster en una cadena de la doble hélice resultando en el cierre del
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vector pCR™4-(TOPO)® (Numata et al., 2015; Esposito et al., 2007) (Figura 8).

Pst Pmo
261 AT v~ TTTAA ACGAAT — PCR AR
N R A AR ST AR : 82 Product

311
@
s

\
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i pCR°4-TOPO® y
3956 bp

N

Figura 8. Mapa del vector pPCR™4-TOPO® (Invitrogen).

B. CLONAJE EN EL VECTOR PCR™4-(TOPO)®
Se realizo el clonaje de los fragmentos de cDNA de los RT-PCR de P1. Estos productos
correspondieron a la amplificacion de varios transcritos a los cuales no se les realizd
extraccion de bandas en el gel de agarosa. Se repitieron las RT-PCR con los primers
hTGM1_cDNA-1F y hTGM1 cDNA-1R y una segunda RT-PCR con los pares de primers
hTGM1cr_F2b y hTGM1cr_R2b. Inmediatamente después de terminar las RT-PCR, se
transfirio 1 pL del volumen de cada RT-PCR correspondiente en tubos Eppendorf por
separado. En cada tubo se adicionaron los siguientes reactivos del kit en orden: 1 pL de
solucion salina, 3 pL de agua y 1 pL de vector pCR4-TOPO® para un volumen total de 6
uL en cada tubo. Se mezclaron los reactivos suavemente y se llevaron a incubacion durante
5 minutos a temperatura ambiente. Se mantuvieron en hielo.

C. TRANSFORMACION EN CELULAS QUIMIOCOMPETENTES Y SIEMBRA EN
PLACAS DE AGAR LB

Para cada transformacion se utilizé un vial de bacterias de Escherichia coli quimicamente
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competentes One Shot® TOP10 (Invitrogen). A cada uno de los viales se les agreg6 2 pL
del volumen de la reaccion de clonaje. Se mantuvieron en hielo durante 30 minutos.
Posteriormente, se colocaron en un bafio seroldgico a 42°C durante 30 segundos para
generar un choque térmico, en el cual, el ADN plasmidico debe ingresar en las bacterias
quimiocompetentes. Nuevamente se mantuvieron los tubos en hielo. Seguidamente, se
adicion6 250 pL de medio S.O.C. (triptona 1%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 10 mM,
KCl 10 mM, MgCI2 10 mM, MgSO4 10 mM y glucosa 20 mM) para optimizar la
eficiencia de la transformacion de las bacterias quimiocompetentes (medio de
recuperacion). Se pasé a un agitador horizontal a 300 r.p.m. a 37°C durante una hora. Por
ultimo, se sembraron 50 pL de cada transformacion en placas de agar LB (triptona 1%,
extracto de levadura 0.5%, NaCl 1%, pH 7 y agar 15g/L) con ampicilina (50 pg/mL) y se
incubd a 37°C toda la noche.
D. SELECCION DE LAS COLONIAS Y CULTIVO EN MEDIO LiQUIDO LB
A partir de las placas de agar LB con TOP10 E. coli transformadas. Se seleccionaron 10
colonias correspondientes a los productos clonados con los pares de primers
hTGM1cr_F2b y hTGMlcr_R2b y 7 colonias correspondientes a los productos clonados
con los pares de primers hTGM1_cDNA-1F y hTGM1_cDNA-1R. Se picaron y fueron
extraidas cada una de estas colonias. Se sembraron en diferentes tubos Falcon que
contenian 5 mL de medio LB liquido (triptona 1%, extracto de levadura 0.5% y NaCl 1%
pH 7) con ampicilina (50 pg/mL). Se incubaron a 37°C en agitacion horizontal a 150 r.p.m.
durante 16 horas.
E. PCR A PARTIR DE CULTIVOS LIQUIDOS BACTERIANOS

A partir de los cultivos liquidos LB de bacterias transformadas se realizo la amplificacion
por PCR con los primers T7 (forward) y M13 (reverse) correspondientes al kit del
VECTOR pCR4-TOPO (tabla 9). Los reactivos de PCR y la programacion del
termociclador utilizados se describen en las tablas 10 y 11 respectivamente. Cabe anotar
que esta amplificaciéon no es especifica de TGM1. Los primers se encuentran sobre el

plasmido.
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TABLA 9. PRIMERS DE AMPLIFICACION DE PCR DE CULTIVOS
DE BACTERIAS TRANSFORMADAS

SECUENCIA DEL PRIMER
Forward T7 5TAATACGACTCACTATAGGG3
Reverse M13 S'CAGGAAACAGCTATGACS

TABLA 10. REACTIVOS DE PCR DE CULTIVO
DE BACTERIAS TRANSFORMADAS

VOLUMEN

Master Mix 2X (Promega) 12,5 uL
Primer Forward T7 2,0 uL
Primer Reverse M13 2,0 uL
H20 destilada 7,5 uL
Cultivo liquido LB con E. coli

competentes transformadas 1,0 uL
Total 25,0 uL

TABLA 11. PROGRAMACION DEL TERMOCICLADOR PARA PCR
DE CULTIVO DE BACTERIAS TRANSFORMADAS

T TIEMPO
Desnaturalizacidn inicial | 95°C 10 minutos
No. de ciclos 35 ciclos
Desnaturalizacion 95°C | 40 segundos
Anillamiento 59°C | 40 segundos
Elongacidn 72°C 1 minuto
Elongacidn final 72°C 10 minutos
Conservacion 4°C

F. SECUENCIACION DE LOS FRAGMENTOS DE ADNc DE TGMI DE P1
La secuenciacion directa de los fragmentos de ADNc de P1 clonados se realiz6 en un
secuenciador de capilares (Applied Biosystems). En las reacciones se utilizaron los
primers forward T7 y reverse M13. Se excluyeron del analisis los electroforetogramas que
presentaron ruido de fondo elevado. A cada secuencia obtenida se les realiz6 BLASTN

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&

LINK_LOC=blasthome) para excluir los amplicones no especificos de TGMI. Las

secuencias que correspondieron a los amplicones de ADNc de TGM1 se alinearon con las
secuencia del transcrito de TGM1 publicada en las base de datos Ensembl (Transcript:

TGM1I1-001 ENST00000206765). Se utilizaron los programas Geneious 6.1.4 y ClustalW.
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8. PREDICCIONES IN SILICO DE OTROS POSIBLES TRANSCRITOS
GENERADOS POR LA VARIANTE INTRONICA ¢.320-2A>G DE TGM1

Se realizaron simulaciones in silico para predecir otros los diferentes transcritos generados por
la variante intronica ¢.320-2A>G de TGMI y poder comprar estos resultados con los
transcritos identificados in vitro. Se utilizaron los siguientes programas:

Cryp-Skip emplea un algoritmo de regresion logistica multiple basado en un modelo de
entropia para predecir los posibles rearreglos transcripcionales generados por areas de splicing
3> o 5’ diferentes a los sitios de splicing consenso. Asigna un puntaje de 0 a 1 para la
activacion de un sitio criptico de splicing alternativo. Un puntaje cercano a 0 predice un exon
skipping, mientras que, si es cercano a 1 predice una activacion de un sitio criptico (Divina et

al., 2009) (http://cryp-skip.img.cas.cz/).

NNSplice Score v0.9 fue desarrollado por Genome Informatics Group basado en un algoritmo
desarrollado por Brunakc et al.,, en 1991 y se fundamenta en un método denominado
“reconocimiento de redes neuronales”. Utiliza la base de datos de GenBank, Este programa
reconoce sitios aceptores y donadores de splicing probables y los reporta con un puntaje de 0 a

1 (Brunak et al., 1991; Reese et al., 1997) (http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html).

Splice Site Score Calculation publicado por Cold Spring Harbor Laboratory. Utiliza un
algoritmo que identifica la homologia de los sitios de splicing cripticos de interés con los sitios
de splicing consenso de mamiferos compilados en la base de datos del programa GENIE
(Campos, 1976). Este programa se fundamente en el modelo de reconocimiento de redes
neuronales y de comparacion de secuencias homoélogas contiguos a los sitios de splicing
consensos 5’ y 3°. El puntaje medio de corte recomendado por los autores para predecir los

sitios de splicing 3’ es de 7,9 (http://rulai.cshl.edu/new_alt exon_db2/HTML/score.html).

MaxEntScan utiliza un algoritmo enfocado en el modelado de los motivos de las secuencias
cortas correspondientes a los complejos nucleares del espliceosoma y simultaneamente, utiliza
un calculo de “posiciones adyacentes y no-adyacentes”. Se fundamenta en el principio de
maxima entropia. Ademas, compara los puntajes obtenidos con otros modelos probabilisticos
de secuencias de motivos como el de matrices de peso y el de Markov no homogéneo (Yeo

and Burge, 2004) (http://genes.mit.edu/burgelab/maxent/Xmaxentscan_scoreseq_acc.html).
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9. ANALISIS IN SILICO DE LOS TRANSCRITOS GENERADOS POR LA
VARIANTE ¢.320-2A>G DE TGM1
A los transcritos generados por la variante intronica ¢.320-2A>G de TGM1 se les realizd, in

silico, las correspondientes traducciones utilizando los programas ExPASy Translate Tool

(http://web.expasy.org/translate) y Geneious 6.1.4 para determinar los cambios en la

secuencias de aminoacidos en la estructura primaria de la proteina.
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V1.  RESULTADOS

1. TIPO DE ICTIOSIS Y MODO DE HERENCIA DE ENFERMEDAD

Las pacientes presentaron ictiosis generalizada desde el nacimiento con descamaciones finas de
color gris y eritema, alopecia cicatricial, eclabium, ectropioén e hipohidrosis (Figura 6). Estos
datos clinicos sugieren una ictiosis congénita autosomica recesiva (ARCI). La ausencia de
sintomas y signos extra-cutaneos clasifican la enfermedad en las formas de ictiosis no-
sindromaticas. Otras caracteristicas del cuadro clinico ayudaron a descartar otros tipos de
ictiosis no-sindromadticas dentro del diagnostico diferencial inicial. La distribucion
generalizada del fenotipo con compromiso de los pliegues cubitales y popliteos y la ausencia
de diatesis ectopica permitié excluir la ictiosis vulgar. La ausencia de lesiones cutaneas de
aspecto ampolloso, de erosiones cutaneas y de hiperqueratosis severas sobre las grandes
superficies articulares y de las areas de friccion o de las extremidades permitid excluir las
ictiosis queratinopaticas. La genealogia familiar y la anamnesis permitieron determinar que los
padres de las pacientes eran sanos con antecedentes de consanguinidad (Figura 7). El fenotipo
de las pacientes y la genealogia familiar sugirieron una ARCI no-sindromatica. La sub-
clasificacion del tipo de ARCI correspondi6 a la eritrodermia ictiosiforme congénita (CIE) por
las descamaciones finas, de color blanco o gris y con un grado moderado de eritrodermia
brillante (Figura 6). El gen candidato inicial para el inicio de los estudios moleculares fue
TGM]I. Las mutaciones en este gen son la causa mas frecuente de la ARCI (se cumplen los

objetivos especificos 1y 2).

2. SECUENCIACION DE ADN GENOMICO DE TGM1

En la figura 9 se muestran las amplificaciones de TGM1 realizados a partir de ADN gendémico
en P1, II:3, II:4 y III:2 (Figura 7). El andlisis de los electroforetogramas de la secuenciacion de
Sanger de cada amplicon y la alineacion con la secuencia genomica de TGM1 WT permitid
identificar las siguientes 3 variantes homocigotas en Pl: ¢.320-2A>G, c.1146C>A vy
c.2454+C>T (Figura 10). Las caracteristicas de cada una de las variantes encontradas se

resumen en la tabla 12 (Se cumple el 3% y 4° objetivo especifico).
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Exon2-3 Exon 4 Exon5-6 Exon7

ABCDO ABC DO ABCDO A BC

W 200bp
| 100bp

a) b)

Figura 9. Verificacion de PCR de TGM1 en gel de agarosa 1%. a) Amplificacion de las regiones codificantes
de TGM1 sin obtener amplificacion del fragmento del ex6n 7. b) Amplificacion del exon 7 de TGM1 (imagen en
formato negativo). A=111:3 (P1); B =11:4; C=11:3; D = III:2; 0 = Blanco.

a) Variante c.320-2A>G homocigota

WT T G T CC T T GCEBG AGTGT GT C AT G
T G T CCTU T TIGCI& G A GGGTC CWAT G

b) Variante c.1146C>A homocigota

Aa0AANIA AR

c¢) Variante ¢.2454+4C>T homocigota

WT J v i 1 a J m J 1 J : .L, J J A;,
L v T —j A b ’ v ? J i g g " A L) J A
Figura 10. Electroforetogramas de la secuenciacion de Sanger de 7TGM1 de P1
e identificacion de las tres variantes homocigotas.
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TABLA 12. RESUMEN DE LAS VARIANTES HOMOCIGOTAS DE TGM1 DE P1

IDENTIFICACION
H (;,QI:)IQ::::T A LOCALIZACION PROTEINA DE LA VARIANTE
(ENSEMBL)
No hay ID
€.320-2A5G Intron  2: Slt'IO‘ consenso Formz.as mutantes en repc?rtac‘jo ni
aceptor de splicing estudio. publicaciones
relacionadas.
. rs1126432
c.1146C>A Exén 7 p.Gly382Gly MAF: 0.16 (A)
c.2454+4C>T 3'UTR rs2748536

NA = No aplica/No hay informacion.

La interpretacion de la funcion potencial de la variante intrénica ¢.320-2A>G de TGM1 se
abordara en los proximos capitulos. Las otras dos variantes no se tuvieron en cuenta como
etiologicas debido a que han sido ya identificadas en la literatura cientifica y no tienen reportes
asociados a ARCI. La variante ¢.1146C>A (p.Gly382Gly) de TGM1 corresponde a una
mutacién sinénima, la cual, no representa un cambio en la secuencia proteica. La variante
C.2454+4C>T de TGML1 localizada en la region 3’UTR ha sido identificada en diferentes
estudios poblacionales.

La secuenciacion de Sanger de los exones 2 y 3 en los individuos II:3, II:4, III:2 y IIL:5
permitid identificar que los individuos II:3, II:4 y III:2 eran portadores de la variante intronica
c.320-2A>G de TGM1 en estado heterocigoto. En la hermana afectada (III:5) se identifico la
variante ¢.320-2A>G de TGM1 en estado homocigoto (Figura 11 y 12).
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WT ACGGAGCTGTGTCCTTGCAGAGGGCATGCTAGTAGTG.

€.320-2A>G

l:3

H:5

Figura 11. Electroforetogramas de la secuenciacion de Sanger del amplicén correspondiente al exén 3 de
TGM1 en P1 y familiares. Identificacion de la variante heterocigota ¢.320-2A>G de TGM1 en 11:3, I1:4 y 111:2.
Variante homocigota ¢.320-2A>G de TGM1 en 111:3 y III:5.

| ¢.320-2A>G de TGM1
L [¢] (& Estado heterocigoto

@ Estado homocigoto
! . 180

4

v Th el e

5
Figura 12. Segregacion de la variante ¢.320-2A>G de 7TGM 1.

3.RT-PCR DE TGM1
En la figura 13 se muestran las verificaciones en geles de agarosa al 1% de las

correspondientes RT-PCR de TGM1 realizados en P1 y C1. En las figuras 13a, se observa un
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amplicon de RT-PCR1 generados por la variante ¢.320-2A>G de P1 correspondiente a una talla
de entre 500 bp a 650 bp. La RT-PCR1 de 7TGM1 de C1 genera un amplicoén con una talla de
entre 650 bp a 850 bp y se correlaciona con un amplicon esperado de 738 bp. En la figura 13b,
se observaron dos amplicones generados por la variante ¢.320-2A>G de 7GM1 de P1 en la
reaccion de RT-PCR2. La de menor talla se encuentra entre los 500 bp a 650 bp y es la que se
tifie mejor con el bromuro de etidio y se sefiala con una flecha blanca en la correspondiente
figura. El amplicon de mayor talla se tifie tenuemente con el bromuro de etidio y se sefiala con
la cabeza de flecha blanca, tiene una talla ubicada entre 650 bp a 850 bp. La RT-PCR2 de
TGM1 de C1 evidencia un solo amplicon con una talla entre los 650 bp a 850 bp y se
correlaciona a un amplicon esperado de 778 bp. En la figura 13c, la RT-PCR3 se verificaron
dos amplicones generados por la variante ¢.320-2A>G de TGM1, el de menor talla es 500 pb
aproximadamente y el de mayor talla es de 650 pb aproximadamente. Los dos amplicones se
sefialan con cabeza de flechas amarillas. La RT-PCR3 de 7GMI de C1 solo evidencia un
amplicon esperado de 512 pb. En la figura 13d, Se observan varios transcritos amplificados en
la RT-PCR1 de P1. Un transcrito se tifie fuertemente con bromuro de etidio y la talla se
localiza entre los 500 bp a 650 bp se sefiala con la flecha blanca. Otro amplicon se tifie con
menor intensidad y su talla se encuentra entre los 650 bp a 850 bp se sefiala con la cabeza de
flecha blanca. En la RT-PCR3 de TGM1 de P1 se evidencian al menos 3 amplicones, el de
menor talla es de aproximadamente de 500 bp sefialado con una cabeza de flecha azul, el
segundo amplicon tiene una talla entre los 500 bp a 650 bp sefialado con una cabeza de flecha
roja y el tercer amplicon tiene una talla de aproximadamente de 650 bp sefialado con una

cabeza de flecha verde.
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TMG1-RT-PCR1 B-ACTINA-RT-PCR TMG1-RT-PCR2  B-ACTINA-RT-PCR
P1 B Pt C1 B - Gl> B. R4 C1 B

1000 bp
“ 850 bp

650 bp
500 bp
400 bp

300 bp

200 bp

100 bp

TMG1-RT-PCR3 TMG1 DE P1
P1 c1 B RT-PCR1  RT-PCR3 B

v

™ 1650 bp

» % 1000 bp

% 850 bp
= & % 650bp

w% 500 bp
w % 400bp
. 300 bp

200 bp
100 bp

Figura 13. Verificacion de RT-PCR de 7GM1 en gel de agarosa al 1%. a) RT-PCR #1 de TGM1 de P1 y C1. b)
RT-PCR #2 de TGM1 de P1 y C1. ¢) RT-PCR #3 de TGM1 de P1 y Cl1. d) RT-PCR de TGM1 de P1 con
siembra de 40 pL de RT-PCR en cada pozo, respectivamente de RT-PCR1 y RT-PCR3. RT-PCR1 (primers hT
GM1_cDNA-1F y hTGM1_cDNA-1R); RT-PCR2 (primers hTGM1_cDNA-2F y hTGM1_cDNA-2R); RT-PCR3 (primers
hTGM1cr_F2b y hTGM1cr_R2b). P1 = 111:3; C1 = persona sana no emparentada. B = blanco.

4. SECUENCIACION DE LOS TRANSCRITOS GENERADOS POR LA VARIANTE
INTRONICA ¢.320-2A>G DE TGM1 DE P1

La secuenciacion de Sanger de los transcritos clonados generados por la variante ¢.320-2A>G
de TGMI correspondientes a las colonias 6 y 7 permitidé identificar la delecion de 12
nucledtidos del exén 3 de TGM 1. Nomenclatura HGVS: ¢.320-2A>G de TGM1 (r.320_330del). Esta
variante corresponde al mecanismo de activacion de un sitio aceptor criptico localizado a 12
nucledtido corriente abajo de la variante intronica (Figura 14).

La secuenciacion de Sanger de los transcritos clonados generados por la variante ¢.320-2A>G
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de TGM1 en las colonias 8, 9 y 10 permitio identificar la retencion del intron 2 de 150
nucleotidos. Nomenclatura: ¢.320-2A>G de TGM1 (r.[319 _320ins320-150 320-1]) (Figura 15).

La secuenciacion de Sanger de los transcritos clonados generados por la variante ¢.320-2A>G
en las colonias 11, 12, 15 y 16 permitié identificar la delecion de 189 nucledtidos. Esta variante
corresponde al mecanismo de salto del exon 3. Nomenclatura: ¢.320-2A>G de TGM]I

(320 _508del) (Figura 15). (Se cumpli6 el objetivo especifico 5).

|

) Exon 2 | Exon 3
W-I_;_g';;;‘m GAGATGCOABCATEE-AGAGGCEATGCEPACPACTCAASG CRGEG

‘ T

) .
1 ' :

secuenciacion
de Sanger A {1Vt ‘ i
Colonia7 GAGATGGCACCATCCGAGES=mmmmmmms TAGTGAACGG?GTG
I I
12 nucledétidos

Figura 14. Secuenciacion de RT-PCR de la variante intronica ¢.320-2A>G de TGM1 clonado en la colonia 7.
El transcrito corresponde a la activacion de un sitio criptico aceptor de splicing. La secuenciacion de la colonia 6
reportd el mismo transcrito: #320 330del.

< Ex6n 2 | i  Exén 3 >
WT mRNA ! d
TGM1 CACCATCCGAG--—-—— ) — AGGGRATGEPAGPAG
c.320-2A>G
A [ ]
[
A A | | A
LD (14" b Ty rﬂ' | f
Secuenciacion |||/ 1| TR | |
desanger (VY YV YYVILLYLIL) L LI L [LL LT L]
Colonia 10 CACCAT‘CCGAC-;I“"FGAG : [/ ETTGC ‘?.;'IAGGGCAT CTAGTAG
[ . //’ 1
intrén 2
150 nucledtidos

Figura 15. Secuenciacion de RT-PCR de la variante intronica ¢.320-2A>G de T7GM1 clonado en la colonia
10. El transcrito corresponde a la retencion del intrén 2 en el ARNm de TGM 1. Las secuenciacion de las colonias
8 y 9 identificaron el mismo transcrito: /319 320ins320-150 320-1].
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cDNA AARAARNSRIARRARABARARRARGASARAR AR ARARRARTASAS
Colonia15 CAGCTGGAGATGGCACCATCCGAGGAAACAACCCCGAGGTGGGCAA
4 , | - g
Exén 2 Exén 4 de TGM1

Figura 16. Secuenciaciéon de RT-PCR de la variante intrdnica ¢.320-2A>G de TGM1 clonado en la colonia
15. El transcrito corresponde a un salto del exon 3 (exon skipping) de TGM1 con la correspondiente delecion de
189 nucleodtidos en el ARNm de 7GM]I. La secuenciaciéon de Sanger de las colonias 11, 12 y 16 permitieron
identificar la misma secuencia transcrita: 72320 508del.

5. PREDICCIONES IN SILICO DE LA VARIANTE INTRONICA ¢.320-2A>G

A. CRYP-SKIP
Resultados obtenidos con el programa CRYP-SKIP para el exon 3 de la TGM1 con 120
nucledtidos de los intrones flanqueantes respectivos. Predice la activacion de un sitio
criptico AG en el ex6n 3 con un puntaje de 0,69. El AG se encuentra localizado a 53

nucleotidos corriente a bajo del sitio criptico consenso del intron 2 (Figura 17).

B. NNSPLICE SCORE v.0.9
Utilizando este programa con un punto de corte minimo de 0,85 para los sitios de splicing
3’, se predijeron para la variante ¢.320-2A>G de TGM1, 4 potenciales sitios aceptores de
splicing cripticos localizados en el intrén 3 de TGM1. Dos de estos sitios obtuvieron un
puntaje de 0,95. Uno de estos correspondio al sitio aceptor de splicing consenso del intron
3 con un puntaje de 0,95 y el otro sitio criptico aceptor de splicing se localizé a 38 bases

corriente arriba del sitio aceptor de splicing consenso del intron 3 (Figura 18).
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Results for sequence ¢.320-2A>G

Exon length (bp)
PESS (==-2.62) density

MM &'ss score density
SF2ASF score density
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Probahility of cryptic splice site activation (Fere)  0.69
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Figura 17. Prediccion de sitio criptico aceptor de splicing realizado con CRYP-SKIP con la secuencia
del exon 3 de TGM1. Las letras en maytscula corresponden a la secuencia del exén 3 de TGM1 y las letras
minusculas a la secuencia de los intrones flanqueantes. La cabeza de la flecha azul indica la localizacion del
sitio criptico aceptor de splicing en casos de mutaciones del sitio aceptor de splicing consenso del intrén 2.
Las cabezas de las flechas rojas indican sitios cripticos donadores de splicing cripticos probables en casos de
mutaciones del sitio donador consenso del intrén 4.
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Figura 18. Predicciones del programa NNSplice Score v0.9 para los posibles sitios cripticos
aceptores de splicing causado por la variante ¢.320-2A>G de TGM 1.

C. SPLICE SITE SCORE CALCULATION Y MAXENTSCAN

A partir de todos los posibles sitios cripticos aceptores de splicing corriente abajo de la

variante ¢.320-2A>G de TGM1 se ingresaron en orden estas secuencias nucleotidicas 5’ a

3’ de los posibles sitios cripticos aceptores de splicing como se resumen en la tabla 13 con
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su respectivos puntajes obtenidos en cada programas. Los sitios cripticos aceptores de
splicing con mejor puntaje se encontraron en el extremo 3’ del intrén 3 (filas 13, 14, 15 y
16 de la tabla 13). El mejor puntaje lo obtuvo un sitio aceptor de splicing criptico
localizado a -40 del intron 3. Ademas, los posibles sitios cripticos aceptores localizados en
el exon 3 presentaron muy baja puntacion (fila 1 a la 12 de la tabla 13). Con estos puntajes
negativos obtenidos en los sitios cripticos aceptores de splicing en el exén 3 estos
programas no predecirian el transcrito identificado en el clonaje y secuenciacion de la RT-
PCR3. Nuevamente, estos dos programas da un puntaje positivo para el sitio aceptor de
splicing alternativo localizado a 53 nucledtidos corriente abajo del sitio de la variante
¢.320-2A>G de TGMI como lo reportd el programa Cryp-Skip. (Se cumplié con el

objetivo especifico 6).

Tabla 13. Predicciones de sitios cripticos para la variante ¢.320-2A>G de TGM1

SPLICE SITE SCORE CALCULATION MAXENTSCAN
Secuencia de 12 nt MODELO | MODELO | MODELO
INTRON 5' probable Int | oo rae | SECUENCIA DE PROBABLE SITIOS DE DE DE

de AG criptico EXON ACEPTORES CRIPTICO MAXIMA | MARKOV | MATRICES

ENTROPIA | 1ER ORDEN | DE PESO
1 | GTCCTTGCGGAG G -4,40 | GGAGCTGTGTCCTTGCGGAGGGC -10,63 -3,38 3,5
2 | AGGGCATGCTAG T -4,40 | CCTTGCGGAGGGCATGCTAGTAG -6,24 -8,24 3,24
3 | GCATGCTAGTAG T -1,00 | TGCGGAGGGCATGCTAGTAGTGA -7,51 -6,38 3,77
4 | GGACTTGCTGAG C -11,30 | AACGGTGTGGACTTGCTGAGCTC -8,71 -7,42 -8,45
5 | CGCTCGGACCAG A 2,00 | TGAGCTCGCGCTCGGACCAGAAC 3,25 1,33 0,56
6 | AGAACCGCCGAG A -11,90 | CTCGGACCAGAACCGCCGAGAGC 21,26 -14,06 -10,3
7 | AACCGCCGAGAG C -10,30 | CGGACCAGAACCGCCGAGAGCAC -15,59 -14,06 -12,06
8 | GACGAGTATGAG T -14,90 | ACCACACAGACGAGTATGAGTAC 27,31 -26,15 -14,46
9 | GAGTACGACGAG C -13,40 | ACGAGTATGAGTACGACGAGCTG -18,17 -13,89 -13,24
10 | ACGAGCTGATAG T -3,30 | TGAGTACGACGAGCTGATAGTGC -8,8 8,29 -4,49
11 | CGCCGCGGGCAG C 0,30 | TGATAGTGCGCCGCGGGCAGCCT 0,3 -0,76 2,57
12 | ATCACCCTTGAG T -5,60 | CTGATCGCATCACCCTTGAGTTA 9,16 -6,38 -2,48
13 | TTTAATTTCCCAG G 6.9 | CTCATCCTTTAATTTCCCAGGAA 8,58 8,52 10,22
14 | TCCCCACCTCAG A 8.1 | GTCTCTCCTCCCCACCTCAGAGT 8,80 8,65 10,89
15 | CCCTCTCCTCAG G 11,70 | GCTCCATCCCCTCTCCTCAGGGA 9,79 9,77 11,66
16 | TTCCTACTCTAG G 8,60 | TTGCTGATTTCCTACTCTAGGAA 9,77 9,5 9,97

La fila 2 corresponde a la secuencia identificada en el clonaje de RT-PCR3 de un sitio aceptor de splicing criptico.

La fila numero 5 corresponde a la prediccion de activacion de sitio aceptor de splicing criptico realizado con Cryp-Skip.

La fila nimero 16 corresponde al exon skipping del exon 3.
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6. ALINEAMIENTO DE LAS PROTEINAS TGM1 MUTANTES GENERADAS POR
LA VARIANTE ¢.320-2A>G DE TGM1

En la Figura 19 muestra el alineamiento multiple entre la TGM1 WT y las enzimas mutantes
generadas por la mutacién intronica ¢.320-2A>G de TGM 1. El patrén de splicing alternativo de
salto del exén 3 (320 _508del) conduce a la delecion de 63 aminoacidos (p.Glul07 Ile169del)
sin corrimiento del marco de lectura. Tedricamente traduciria una proteina mutante de 754
aminoacidos con la pérdida parcial del dominio B-Sandwich y la conservacion del centro
catalitico y de los dos barriles p C-terminal del zimogeno. La segunda variante de splicing
alternativo generada por la variante ¢.320-2A>G de TGM1 es la activacion de un sitio aceptor
de splicing alternativo a 12 nucledtidos corriente abajo del sitio de la mutacion. Tedricamente
generaria la delecion de 12 nucleo6tidos del ARNm (320 330del) y resultaria en la delecion de
los aminoacidos EGML (4cido glutdmico, glicina, metionina y leucina) localizados entre las
posiciones 107 a la 110 de la TGMI1 (p.Glul07_Leull0del). Esta TGM1 mutante conserva la
mayor parte del dominio B-Sandwich y la conservacion del centro catalitico y de los dos
barriles B C-terminal del zimogeno. El tercer patron de splicing alternativo identificado
corresponde a la retencion del intron 2 (r/319 320ins320-150 320-1]) que traduciria
tedricamente una proteina truncada de 117 aminoacidos (p.Glul07fs*12) con la pérdida de los
dominios B-Sandwich, el centro catalitico y los dos barriles B C-terminal. (Se cumplio el

objetivo especifico 7).

Tabla 14. Variantes de ARNm y de proteinas generados por la mutacién intrénica ¢.320-2A>G de

TGM1
VARIANTE DE ARNm | REARREGLO DE SPLICING ;
VARIANTE EN PROTEINA
(Nomenclatura HGVYS) RESULTANTE
1320 _508del Exon skipping (del exén 3) p.Glu107 Ile169del
Activacion sitio criptico aceptor
r.320 _330del ) p.Glul07_Leull0del
alternativo

r.[319_320ins320-

Retencion del intron 2 p.Glul07Glyfs*12
150 320-1]
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Exon Skipping 3 ENGLVYMKYDTFFIFAEVNSDKVYWQRQDDGSFRKIVYVEERAIGTLIVTKA NMREDITYLYKHFEGSDAERKAVETAAAHGSKPNVYANRGSA
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Exon Skipping 3 EDVAMQVEAQDAVMGQDLMVSVMLINH RRTVKLHLYLSVTFYTGVSGTIFKETKKEVELAPGASDRVTMPVAYREYRFPHLVDQGAMLLNVSGH
Activacion sitio criptico.. EDVAMQVEAQDAVMGQDLMVSVMLINHS S SRRTVKLHLYLSVTFYTGVSGTIFKETKKEVELAFGASDRVIMPVAYKEYR PHLVDQGAMLLNVSGH
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Activacion sitio criptico.. SLDSFQLSQVHGVIQVDVAFAPGDGGFFSDAGGDSHLGETIPMASRGGA*

Retencion de intron 2

Figura 19. Alineamiento multiple de las proteinas TGM1 WT vy las proteinas TGM1 generadas por la mutacion intrénica c.320-2A>G de TGML1.
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VII. DISCUSION

El desarrollo de esta tesis se fundamentd en identificar la causa molecular de ARCI en dos
hermanas colombianas. Las pacientes presentaron la forma de eritrodermia ictiosiforme congénita
(CIE). Se identific6 la variante intronica homocigota ¢.320-2A>G de TGM1 en 11I:3 y III:5 por
secuenciacion de Sanger. Esta variante no habia sido previamente reportada en las bases de datos
de la NCBI y Ensembl.

La variante intronica ¢.320-2A>G de TGMI modifica el sitio consenso aceptor de splicing del
intron 2. Tedricamente podria permitir la generacion de varios transcritos alternativos o
aberrantes: al exon skipping del exén 3 (hipotesis 1), activacion de un sitio criptico aceptor de
splicing (hipotesis 2) y a la retencion del intron 2 (hipotesis 3). Teoéricamente, los ARNm de
TGM]1 generados podrian traducir proteinas mutantes con deleciones o inserciones en el dominio
B-sandwich con cambios importantes en el plegamiento de las hojas B o en los diferentes loops
del dominio B-sandwich y finalmente, conducir al deterioro de las diferentes interacciones
moleculares entre las fracciones solubles y no solubles de la proteina TGM1. Las afinidades por
los diferentes sustratos de la enzima podrian alterarse por cambios estructurales de la enzima.
Ademas, podria resultar en un importante cambio en la estructura terciaria de los sitios de
reconocimiento de las diferentes proteasas in vivo por la TGMI1 y generar dificultades en el
acceso al punto de protedlisis N-terminal (Gly93) del zimogeno. También podrian generarse
varios ARNm de TGM1 con codones de parada prematuros que traducirian proteinas truncadas
que posiblemente podrian ser eliminados por el sistema NMD. Todo lo anterior, podria contribuir
al déficit de la funcion enzimatica de las TGM1 de las pacientes descritas en este estudio con
ARCl y explicarian en conjunto el fenotipo CIE que presentan.

Existen varios casos de ARCI publicados con mutaciones homocigotas no sindnimas en el
dominio B-sandwich que conducen a la sintesis tedrica en una proteina truncada: ¢.316C>T
(p.Argl06X), c.371delA (p.GIn124Argfs*16) y c.374delA (p.Asn125Thrfs*15). Estas mutaciones

han sido asociados a fenotipos de ictiosis laminar (LI) (Esposito et al., 2007; Akiyama et al.,
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2003b; Numata et al., 2015). Sin embargo, mutaciones missense en el dominio B-sandwich
también han sido reportadas con fenotipos LI como en el caso de ¢.424C>T (p.Argl42Cys) y
¢.386A>G (p.His129Pro) (Laiho ef al., 1997; Bai et al., 2015).

Por otra lado, mutaciones heterocigotas compuestas en 7GM/ que involucran el dominio B-
sandwich se han asociado a fenotipos de CIE como son los siguientes casos: ¢.421C>T
(p.Argl41His) y ¢.424C>T (p.Argld42Cys); ¢.424C>T (p.Argl42Cys) y c¢.1137G>C
(p.-Val379Leu); c.420A>G (p.llel40Met) y c.1070G>A (p.Gly357Asp) (Laiho et al, 1997,
Numata et al., 2015). Sin embargo, otras mutaciones heterocigotas compuestas de 7TGMI no son
exclusivas del fenotipo CIE. Por ejemplo, las mutaciones heterocigotas compuestas ¢.430G>A
(p.Glyl44Arg) y ¢.919C>T (p.Arg307Trp) de TGM1 se han asociado a uno de los fenotipos
menores de las ARCI (Washio et al., 2014). Las mutaciones heterocigotas compuestas ¢.424C>T
(p-Argl42Cys) y c.1137G>C (p.Val379Leu) de TGM1 también se ha descrito en pacientes con
fenotipos LI y CIE (Laiho et al., 1997). Esta variabilidad clinica en mutaciones en 7TGM1
también ha sido descrita por otros autores. Por ejemplo, Huber et al., reportaron en dos hermanas
con ARCI la variante intronica homocigota ¢.877-2A>G de TGM1 localizada en el sitio canonico
aceptor de splicing del intron 5. Una de las pacientes presentd LI y su hermana present6 CIE. La
secuenciacion del ADNc de TGM1 de las pacientes mostro la retencion del intron 5 de TGM1 que
tedricamente traduciria una proteina truncada de 283 aminoacidos (p.Glu253Glyfs*32). Pigg et
al., reportaron esta misma mutacion en 33 familias noruegas con ARCI. Confirmaron la
variabilidad clinica de esta mutacion en las familias con ARCI estudiadas. También, secuenciaron
el ADNc de TGM1 de tres personas con ARCI con esta variante y demostraron la insercion de un
solo nucledtido de guanina (G) en las secuencias correspondientes entre los exones 5 y 6. El
transcrito generado traduciria tedricamente una proteina truncada de 293 aminoacidos
(p.Phe293Valfs*2) (Huber et al., 1995; Pigg et al., 1998). Estos estudios sugieren que pueden
existir varios transcritos generados por una variante intronica localizada en los sitios canonicos de
splicing como también se ha demostrado en la variante intronica ¢.320-2A>G de TGM1 de las
pacientes estudiada en esta tesis.

El clonaje y secuenciacion de los diferentes transcritos de RT-PCR de P1 permitié confirmar
varios patrones de splicing alternativos generados por la variante intronica ¢.320-2A>G de
TGMI. La secuenciacion de Sanger correspondientes a cuatro colonias de clonaje permitio

identificar un transcrito de 7TGM1 con la delecion de 189 bp correspondiente al exén 3 de TGM 1
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y confirm6 la hipotesis 1 (salto del exén 3) que genera el ARNm 7320 508del
(p-Glul107_Ile169del).

La secuenciacion de Sanger de las otras colonias de clonaje con insertos de los productos de RT-
PCR3 de PI permitié identificar otros patrones de splicing alternativos. En dos colonias se
identificé un transcrito con la activacion de un sitio aceptor de splicing alternativo ubicado a 12
nucleodtidos corriente abajo del sitio de la variante intrénica ¢.320-2A>G de TGMI. Este
transcrito de ARNm tedricamente transcribiria una proteina de TGM1 con una delecion de 4
aminoacidos consecutivos en la region N-terminal del dominio B-sandwich. Los aminoacidos
delecionados corresponden a la secuencia: acido glutamico, glicina, metionina y leucina
(EGML). La proteina sintetizada conservaria el centro catalitico y los dominios C-terminales
(p-Glul07_Leull0del). Sin embargo, el dominio B-sandwich estd altamente conservados en las
proteinas TGM1 entre las especies del humano, el perro y el raton (Farasat et al., 2009) y
cambios en la secuencia por mutaciones podria teéricamente resultar en un déficit de la funcion
residual enzimatica. En dos colonias de clonaje de productos de RT-PCR3 de TGMI se
secuenciaron polinucleotidos correspondientes al intron 2 de 7TGM1 y se confirm6 la retencion
del intrén 2 en la secuencia de ARNm generado por la variante intronica ¢.320-2A>G de TMGI.
Este transcrito tedricamente traduciria una proteina truncada de 117 aminoacidos
(p.Glul07Glyfs*12) y posiblemente podria ser eliminado por el sistema NMD. Se considera que
estos tres transcrito generados por la variante ¢.320-2A>G de TMG! contribuyen y son la causa
molecular del fenotipo que presentan las pacientes estudiadas en esta tesis.

En esta tésis se utilizaron varios programas in silico paralelamente al estudio de RT-PCR, clonaje
y secuenciacion de los diferentes transcritos para la variante intronica ¢.320-2A>G de TGM1 y
determinar otros posibles transcritos alternativos no identificados en los estudios de clonaje. Los
programas SpliceSiteScore, MaxEntScan y NNsplice score dieron varios sitios aceptores de
splicing cripticos en el extremo 3’ del intron 3 con un alto puntaje en comparacion a los
localizados en el ex6n 3 que mostraron incluso puntajes negativos. Los puntajes in silico més
altos se obtuvieron en dos sitios cripticos a nivel del intron 3 y uno corresponde al exon skipping
del exén 3 como patrdn de splicing alternativo para la variante en estudio como se identificd en
varios transcritos clonados y secuenciados de RT-PCRI1. El programa CrypSkip predijo la
activacion de un sitio aceptor de splicing alternativo en el exon 3 a 53 nucleotidos corriente abajo

de la variante ¢.320-2A>G de TGM1, que tedricamente traduciria una proteina truncada de 117
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aminodcidos (p.Glul07Pro*10). En los otros programas (SpliceSiteScore, MaxEntScan y
NNsplice) este sitio aceptor de splicing alternativo también obtuvo un puntaje positivo, sin
embargo, es un puntaje menor con respecto a los puntajes que se obtuvieron los sitios aceptores
alternativos del intron 3. Este resultado in silico teéricamente no se podria descartar en los
posibles transcritos no identificados por los estudio de clonaje realizados debido a la baja
cantidad de colonias seleccionadas en este trabajo que pudieron excluir este posible transcrito y
que incluso podria estar presentdndose in vivo. Por otro lado, estos programas no reportaron un
puntaje positivo al transcrito aceptor de splicing alternativo identificado en las dos colonias
correspondientes al clonaje de los productos de RT-PCR3 de TGM1 de P1. Esto indicaria que los
programas in silico tienen grados variables de precision y podrian excluir posibles transcritos que
se generan por estos tipos de mutaciones en sitios canonicos de splicing. Ademas, podrian
presentarse un amplio rango de resultados con falsos positivos, entre un 0,5% y un 10% de los
resultados. Estos conceptos deben tenerse en cuenta al momento de interpretarse los diferentes
resultados in silico (Reese et al., 1997; Sorek et al., 2004; Dror et al., 2005). Se sugiere que en
futuros estudios de investigacion de variantes en sitios canonicos de splicing y en los que se
requieran identificar los diferentes transcritos alternativos se deberian estudiar con un amplio
numero de transcritos clonados y respectiva secuenciacion directa u otras técnicas moleculares
que permitan el estudio de al menos 100 transcritos generados por este tipo de variantes.

Un protocolo de GeneReviews actualizado hace 2 afios recomienda secuenciar directamente el
gen TGM1 como primer opcion en los casos de ARCI. Secuenciar el gen ABCAI2 en el caso
especifico de ictiosis arlequin (HI). En los casos de individuos con ARCI en que no se encuentren
variantes patologicas en TGM1 y en ABCA12 sugieren realizar pruebas diagnosticas en los otros
7 genes causales de ARCI (Richard and Bale, 1993-2014). En esta tesis, la secuenciacion directa
de TGM1 permiti6 identificar la variante ¢.320-2A>G en las dos hermanas con ARCI y no se
requiri6 el estudio en los otros genes causales. El estudio de los otros genes candidatos de ARCI
representaria la secuenciacion de mas de 120 exones y un trabajo laborioso, extenso y con un
costo que puede superar los 2.000 USD si se realizara por secuenciacion directa de Sanger.
Recientes articulos han utilizado la secuenciacion de siguiente generacion (NGS) como una
estrategia para el diagndstico molecular en trastornos hereditarios con una amplia heterogeneidad
genética. Estas nuevas técnicas moleculares permiten disminuir tiempos considerables y jornadas

laborales con respecto a la secuenciacion directa de multiples genes candidato. Por otro lado, la
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disminucion progresiva de costos en la tltima década de la NGS y de los paneles genéticos de
ictiosis ofertados por diferentes proveedores se acercan a los US 1.400 USD y 2.000 USD al dia
de hoy. Posiblemente en un futuro, en nuevos casos de ARCI sin variantes patologicos en 7TGM1
se podria postular la secuenciacion por paneles de genes de ictiosis o de un exoma completo,
teniendo en cuenta los costos y los beneficios.

En conclusion, en esta tesis se identifico la variante intronica homocigota ¢.320-2A>G de TGM1
en dos hermanas colombianas con ARCI. Esta variante genera al menos 3 transcritos mutantes de
TGM]. Se identificaron tres patrones de splicing alternativos para esta variante: el salto del exon
3, la activacion de un sitio aceptor de splicing alternativo y la retencion del intrén 2 de TGM1.
Dos de los transcritos secuenciados tedricamente traducen una proteina de TGM1 con la delecion
de varios aminoacidos localizados en el dominio estructural B-sandwich de la enzima y la
traduccion de la proteina conservaria los dominios del centro catalitico y los dominios C-
terminales de la enzima. Tedéricamente cada proteina de TGM1 mutante presentaria una alta
probabilidad de pérdida y de abolicion de la funcidon residual enzimatica por cambios
estructurales en el dominio B-sandwich. La retencion del intréon 2 en el transcrito de TGM1
conduciria a una proteina truncada con un codén de parada temprano y una abolicion de la
funcién enzimadtica. Este Gltimo transcrito podria ser degradado por el sistema NMD. No se
descarta la posibilidad de que existan otros transcritos generados por la variante intrénica c.320-

2A>G de TGM1 que contribuyen al fenotipo ARCI aqui descrito.
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VIiIl. PERSPECTIVAS

e Cuantificar la funcién enzimatica residual de las proteinas mutantes de TGM1 generadas
por la variante intronica ¢.320-2A>G permitiria confirmar la abolicion o el deterioro de la
funcion enzimatica. Para esta propuesta se pueden proponer varias metodologias.

o Purificacion de la enzima TGMI a partir de biopsias de piel de una de las dos
pacientes con ARCI y de individuos no emparentados. Posteriormente determinar
la actividad enzimatica con diferentes sustratos especificos y analizar los
resultados (Steinert et al., 1996; Yuspa and Harris, 1974; Kim et al., 1995; Hitomi
et al.,2000).

o Constructos de TGMI. La transformacion de varias colonias de E.coli con
diferentes vectores de expresion que correspondan a los transcritos generados por
la variante ¢.320-2A>G de TGMI permitiria sintetizar las proteinas TGM1
mutantes. La purificacion de la enzima desde los extractos bacterianos y
posteriormente realizar los estudios de actividad enzimatica de TGMI1
correspondientes (Kim et al., 1994).

o En células HaCat (linea celular de queratinocito humano aneuploide
inmortalizado) se podria editar la secuencia gendmica de la célula HaCat con la
variante intronica ¢.320-2A>G de TGM1 por medio del sistemas CRISPR-Cas9
para obtener la expresion de 7GMI mutantes. Realizar los estudios de actividad
enzimatica.

e Estudios de transcriptomica comparativa de muestra de epidermis. Se podria efectuar
transcriptomica de epidermis de pacientes con ARCI causado por mutaciones en 7TGM1 en
comparacion con la transcriptomica de la epidermis de varios individuos sanos no
emparentados. El andlisis de microarrays de DNA es una nueva tecnologia que permitiria

analizar simultdneamente la expresion de miles de genes.
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e Ampliar los estudios de genotipificacién de la variante intronica ¢.320-2A>G de TGM1
por secuenciacion de Sanger del exén 3 en los otros parientes sano y de las nuevas
generaciones de esta familia con una previa asesoria genética sobre la importancia de

conocer la condicion de portador o no de la mutacion y dar una adecuada asesoria.
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ANEXO 1. Articulo “A novel TGM1 mutation, leading to multiple splicing
rearrangements, is associated with autosomal recessive congenital ichthyosis”
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A novel TGM1 mutation, leading to multiple splicing
rearrangements, is associated with autosomal recessive congenital
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Summary

Autosomal recasmive congenital ichibyosis (ARCT) & & group of rare, cdinically heier-
aegeneous skin disorders that affect cornification. ARCT includes lamellar ichithwosis,
comgenital ichthyosiorm erythmderma and hadequin ichthyosis. TUMT mutations
cange = S0P of AR cases in the USA We meport two siblings with ARCL They
werne fownd to carry & novel aetiologica TGEAMD mutation, which leads to the spnthe-
gis of muliple abnormal rameripis These moleculs resulied from tlee indepen-
dent mechanians: intron eiention, exon Kipping and activation of expand crypiic
aplice stet Taken together, owr fndings expand the koown TOMD mutation reper-
tyire, amd peowvide an ingight into the molacular mechanisms keading o ARCT phene-
iypes. These resulis could be wseful for genstic counseling and fwivre poieniial

penadype—phensiype correlationg

Auwtosomal receidive congenital ichithymis (ARC) & a
gmasp of rare, clinically heterogensous skin disorders
that affect comification. Patients with ARCT (classically
preenting epidenmal scaling) can be affected by alope-
cia, palmariplantar hypekeratosis, hypechidrois, ery-
thema and comgenital colodion membrane ARCI
includes lamellar ichihwosis (LIL comgenital beliloyos-
form  eryilrodenma (CIE) amd barlequin ichthyomis
(HIL' Altlowegh at keast eight genes have boan identi-
Med & melated o the asticlogy of ARCL a clear geno-
type cormelation (esgpecially for CIE amd LI} has mot
been esablighed. This miglht be dwe to the overlapping
climical features observed in these patients and o the
mulecular complexity waderlying skin  pathoplayso -

Oorespodansse Or FPau Laksss, Unidad & Sonsdca, Eosia ob
Moddra y Cendas o la Saud Urkesidad dl Fosario, Bogodd,
Cdoerbia

E-mal paad |25 sl ances i ool oo

Conficl of imaea: Ta adbors dedane 1hat Tey Farsr mo condicls of
te
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agy. AL least 60% of LI and (O cases originale from
mutationsg in ihe TEMI, NIPALY amd ALOX12E
genes ' TGMT mutations camse > 50% of ARCI cases
in the USA " The TGM? gene encodes the tramsghita-
minasze (TGEase)-1 prolein, & oritical emsyme mjplicated
in eornified cell envelope synthesz ** More than 135
TGAMD ARCT astiolegical sequence vardams have been
reported o date, most of which condat of missena
arsd mown e e mostations.

We report two siblings with ARCIL who were fowmd
o carry & novel astiolegical TEAAMD mutation that
leads to the syothess of muliple aboormal Dranse fpls.

Report

The first patient, P1 (@ 3year-okd woman), presented
with miklly ervibematous scales that bad been present
gimce birth, The lesions bad progressively incneaged in
number duwring ber aduwli life. Her palms amd soles
werne affected by painful skin [Esores, amnd she had
recurrent ectropion amd comeal oleerative lesions.
Pliysical examination when she wa 29 years okld
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revealed alopecia (frontal and temporal), white and
rown lesions on her scalp, eclabium, ectropion, thin
eyebrows, numerous slightly erythematons grey/
rown desquamative plaques (located on the face,
trunk and extremities), hyperhidrasis, diffuse palmo-
plamar keratoderma with fssures, naill dystrophy and
beat intolerance (Fig 1). P1's sibling, P2 (a 34-year-
ald woman), has similar clinical cutaneous features to
those of PL. No kin abpormalities have been reported
for the other siblings, two sisters (S1, II:2 amxl S2,
I1I:4) and one brather (B, MMI:6). The probands’ par-
ents {[1:2 amxl I1:3) were reponed 1o be consanguine-
ous {(FHg 1)

We carried outl genetic investigations. The study
was apgroved by the ethics commitiee at Universidad
del Rosarso, and was conducted acconding to the prin-
ciples of the Declaration of Hekinki All panicipants
rovided written informed consent.

(a) |
. Il

Toec e T

E] £ 3202A>G

(b} P2-11:3 ) P2-ll1:3

Agure 1 (a) Padigree of @ fami ly affectad by antsomal recessive
con genital iehthyosis { ARC). 2lack symbods refer 10 aflacted Inds-
wviduals, while cirdes in some second- and thind gensr @ion individ-
uals (0:2 13 and 10:2) repreaent the TGMT ¢ 3 2X0-2A>G
musation in the haaoaygous state (d) Chinical characteristios of
patert with ARCL showing frontal alopecia, sparse and thin hair,
sparse eyedrows and eysashes, ecropion. edablum, and beighe
and siighdy erythematous skin (c) Hands of patent with ARCL
showing diffuse palmar keratoderma with fssures and whine
soales.

2 Onical and Eparimantal Dormaslogy

We used direct sequencing on the TGM7 coding
regions  amxl  intron-exon  boundaries  (reference
sequence: ENSGOUOMNY2295.7) on samples from Pl
al P2 (primer sequences and PCR conditions are
available upon request). Skin hopsy, RNA extraction
amd ¢cDNA synthesis were perfformed wsing standand
procedures. PCR was wsed 10 amplify a fragment
encompassing exors 2-4 (primer sequences are avail-
able upon request). Amplicons were cloned into the
pCR4-TOPO-TA plasmid (Life Technologies, Foster
Gity., CA, USA) and directly sequenced.

The clinical features of bath probamds were compati-
ble with ARCI (probably CIE, amxd therefore the com-
plete TGM1 complete coding region was sequenced
These assays revealed that both patients had the
homozygous <. 320-2AG sequence variant, which
might have altered the intron 2 splicing accepor site
(Figs 2 and 3). This varianl was nol present in public
databases of simgle nockotide polymorphisms.
Sequencing revealed that S1 and her parents were
both heterozygous for this vatant

Theoretically, the ¢.320-2A>C mutation could lead
10 retention of intron 2 (Mechanism 1, Mahl), skip-
ping of exon 3 (Mech2) or activation of upsiream
potential cryplic splice sites (Mach3). To explore these
asumptions we 100k skin biopsies from P2, and per-
formed RNA extraction. PCR was then wsed to amplify
a fragment encompassing exons 2. Gel electrophore-
st showed distinet amplicons, thereby suggesting the
presence of many abnomal transeripts.

Amplicons were then cloned and directly sequenced
10 establsh the sequences of these moleculs accu-
rately. Sequence analysis revealed multiple transcripts
resulting from the underdying mechansms of Medhl-
3 (Figs 2 and 3). Mare precisely, the Medhl tran-
script prodict was related 10 the synthesis of a 117-
residue truncated protein lacking the catalytic core
domain. It has been demonstrated that some patients
with ARCI having mutations keading 1o the synthess
of truncated TGM1 display low levelk of mRNA tran-
seripl, protein or enzyme biocactivity.”™™” Inmerestingly,
it bas been shown that patienls carrying TGM?
mutations that are predicted 1o genermate premature
stop codons are more likely 10 be affected by hyperhi-
dross and overbeating, two clinical features observed
in our patients** The Mah2 tramseript prodict was
predicted 10 generate a 63 amino acid deletion (resi-
does 107-169), beated in the protein’s amino-lermi-
nal Bsandwich domain. This mutation, which was
not predicted 10 affect the protein’s Clerminal
sequence, might have camsed abnormal folding and
mpairment of intra/intermolecular interaction. It was
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Figure 2 (ab) TGUMT chromatrgrams of patents. (a) Genomic DNA seguencing displaying the homoaygous o3 X 2A G mustion

{ZINA WT, wildtype reference saguence ). ) Abnormal s king rearmangements (Intron refention. exon skipping and aryptic splice site
acsvation) caused by the ¢ 320-2A>0 mutason. The predicad amino acd saguence & indicated under each chromatogram.

WTaphig  Dins somprn (Bbd)

ez e R ~_— [ewwe |

Figure 3 Schematic representason of s oo (MaaT)
multiple TGM1 abnormal spEding rear-
rangements Cramm i ibs sctrmen AeAl)

abko determinad that a cryptic splice site {located 12 This varianmt was predicted 10 produce a burresidoe
nuclkdides upstream of the canonical splice accepior deletion {positions 108-111) lbcated in an evolution-
site) generated a 12 bp indrame nuckotide deletion. arily highly comserved functional domain.

S 2015 BaEh Asodaton of Demasclogiss Qinical and Expovimantal Deanatiiagy 3



TGMT mutation. multiple splicng resmangements and ARCIH » ()L Ortage- Racalde et 2l

Taken together, owr findings espamnd the known
TGM 1 mutation repertoire anxl provide an insight into
the maolecular mechansnms leading to ARCI pheno-
types. These results could be useful for genetic coun-
selling and future potential  genotype-phenotype
comrelations.

Learning points

o ARCI comprises a group of rare, clinically bet-
erogeneows skin disorders that affect cornifics-
tion.

o At least eight genes have been idemtified as
related to the aetidogy of ARCL

e More than 135 TGM! ARCI astiological
sequence varianis have been reporied to date.

e TGM I mutations can generate multiple splicing
rearrangements leading 10 ARCL

e TGMI genotyping is useful for cliniciams to
establish the accumte molecular aetiology of
ARCL

e Sequence analysis of TGM1? and other ARC
genes can help patients and their families 1o
understand their disease.
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