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RESUMEN

Introduccioén: la displasia ectodérmica hipohidroética (DEH) es una enfermedad
con base genética en la que se ven afectadas al menos dos estructuras derivadas
del ectodermo, los signos predominantes son pelo ralo, dientes andmalos o
ausencia de dientes, y disminucién o ausencia de sudoraciéon. La DEH esta
causada principalmente por variantes en los genes que modulan la actividad del
factor nuclear kappa beta (NF-kB) que incluyen la via de sefalizacion
ectodisplasina-A (EDA)/EDAR/EDARADD vy la via de regulacion NEMO. Estas
vias regulan la interaccion entre el ectodermo y el mesénquima, perturbaciones en
ellas impiden la correcta diferenciacion de los derivados epidérmicos. La displasia
ectodérmica ligada al X (DEHLX) o sindrome de Christ-Siemens-Touraine (CST)
es el subtipo de DEH mas frecuente con una incidencia de 1/50.000 a 1/100.000 en
el nacimiento de varones. La DEHLX esta causada por variantes patogénicas en el
gen EDA (Xq12-q13.1), que codifica el morfogeno epitelial EDA, de la familia del
factor de necrosis tumoral. Las variantes en EDAR (2q13), que codifica el receptor
de la EDA, o EDARADD (1q42.3), que codifica la proteina del dominio de muerte
asociada al receptor EDAR, son responsables de la displasia ectodérmica
autosdémica dominante (DEHAD) y autosémica recesiva (DEHAR). También se
han identificado casos de DEH dominantes y recesivas con variantess en el gen
WNTI10A (2935). Los genes WNT codifican una gran familia de glucoproteinas
implicadas en la via de sefializaciéon wnt/B-catenina, crucial para el desarrollo de

los derivados ectodérmicos.

Las displasias ectodérmicas (DE) constituyen un grupo de enfermedades
complejas que incluyen >200 entidades diferentes y muchas de ellas con signos
clinicos comunes, como hipodoncia, intolerancia al calor y escasez leve de cabello,
lo que complica el diagnodstico clinico diferencial de la DEH. Ademads, variantes
detectadas en un mismo gen pueden afectar a un tnico tejido ectodérmico dando
lugar a formas atenuadas como oligodoncia o agenesia dental no sindrémica
(ADNS). La identificacion de la patologia molecular en estos pacientes representa
un reto dificil sobre todo si no tienen alteraciones en los genes referidos que

clasicamente se han asociado a la DEH.



La secuenciacion masiva o Next-Generation-Sequencing (NGS) permite el
diagnostico molecular de las enfermedades hereditarias que son genéticamente

heterogéneas como las DE.

Objetivos: el objetivo principal de este trabajo fue caracterizar clinica y
molecularmente una serie de pacientes con diagnostico de sospecha de DEH con
alteraciones en al menos dos estructuras derivadas del ectodermo o una sola, si
presentaban alteracion del sudor o falta de piezas dentarias, debido a la
expresividad variable descrita. Por otro lado, con esta caracterizacion se pretende
avanzar en el conocimiento de la base molecular de las DEH en pacientes de la
poblacion espafiola y entender los mecanismos patogénicos de dicha enfermedad.
Y finalmente, proponer una estrategia de diagnostico clinico-molecular efectiva
para la DEH y la deteccion de otros tipos de DE con clinica solapante a esta
entidad.

Material y métodos: se elabord un protocolo de estudio multicéntrico en dos

niveles para determinar el rendimiento diagnostico de cada uno de ellos. El
primer nivel de estudio se realizO mediante el método convencional de
secuenciacion Sanger dirigida y la deteccion de variantes en nimero de copias
(CNV, Copy Number Variaton) mediante Multiple Ligation Probe Amplification
(MLPA) en los genes EDA, EDAR, EDARADD y WNT10A. Para el segundo nivel
de estudio se desarroll6 un panel de NGS (NGS-ED-v.1) dirigido a secuencias
diana de los 89 genes descritos como los mds prevalentes en los diferentes tipos
de DE.

Resultados: se observd un claro predominio de varones, 62 (70,5%) frente a
mujeres, 26 (29,5%), debido a que el gen mas representado fue el gen EDA. En
cuanto la edad media a la que se alcanza el diagnostico genético fue de 5,0 afios

en nifios y 26,5 afios en adultos.

El abordaje de estudio cldsico dirigido mediante secuenciacion Sanger y
MLPA arrojé un rendimiento del 62,5% (55/88) de casos diagnosticados, mientras
que el panel de secuenciacion NGS-ED-v.1, produjo un incremento del 12,5%

(11/88) mas de casos positivos.

En total se detectaron variantes patogénicas en 66 casos, lo que supuso un
rendimiento del 75% del protocolo diagndstico propuesto para poblacion

espafiola con sospecha clinica de DEH; se obtuvo rendimiento maximo del 81,4%



(66/88) entre los pacientes con hipohidrosis y un rendimiento minimo del 50% en

pacientes con formas no sindrémicas de DEH representadas por la ADNS.

Se observ¢ alta heterogeneidad genética con la identificacion de variantes
en 24 genes, 12 de ellos con variantes primarias directamente implicadas en los
diferentes tipos de DE: EDA 59,1%, WNT10A 16,7%, EDAR 4,5%, MSX1 3,0%,
AXIN2 3,0%, LRP6 3,0%, DSP 1,5%, GJB6 1,5%, FGFR3 1,5%, DLX3 1,5%, IKBKG
1,5% y TP63 1,5%. Estas alteraciones estan directamente implicadas hasta en 16
tipos de DE diferentes: DEXLX, DEHAD, DEHAR, agenesia dental selectiva tipo 1
(STHAGX1), incontinencia pigmenti (IP), displasia oculo-dento-digital (OODD,
sindrome de Schopf-Schulz-Passarge (SSPS), agenesia dental selectiva tipo 4
(STHAG4), agenesia dental selectiva tipo 7 (STHAG?), displasia ectodérmica tipo
3 (ECTD3), sindrome de hendidura-orofacial 8 (OFC8), sindrome de oligodoncia y
cancer-colorectal (ODCRCS), displasia ectodérmica tipo 2 (ECTD2), displasia
trico-dento-osea (TDO), sindrome lacrimo-auriculo-dento-digital (LADD) vy

sindrome de eritroqueratodermia-miocardiopatia (DCWHKTA).

Ademas, se ha detectado una alta heterogeneidad alélica identificAndose 85
tipos de variantes diferentes, 63 categorizadas como primarias o causales. Entre

estas, 14 no han sido publicadas hasta la fecha en bases de datos genémicas.

Discusién: estos resultados han permitido el disefio de un algoritmo de
diagnostico clinico-molecular efectivo para el abordaje diagnostico de la DEH y la
deteccion de otros tipos de DE con clinica solapante a esta entidad. Se ha
desarrollado el primer panel de genes NGS dirigido al diagnostico de
enfermedades genéticas con compromiso ectodérmico desde un hospital publico
de nuestra geografia. Este panel puede usarse de manera fiable en el diagndstico
molecular de genes relacionados con la DEH y puede servir como una
herramienta primaria antes de la aplicacion del WES (Whole Exome

Sequencing)/WGS (Whole Genome Sequencing).

PALABRAS CLAVE: displasia ectodérmica hipohidrotica, agenesia dental no
sindrémica, oligodontia, diagndstico genético molecular, vias EDA/factor nuclear
NF-kB, via Wnt/B-catenina y TP63.






ABSTRAC

Introduction: hypohydrotic ectodermal dysplasia (HED) is a genetically based
disease in which at least two structures derived from the ectoderm are affected;
the predominant signs are sparse hair, abnormal teeth or the absence of teeth, and
the decrease or no sweating. HED is primarily caused by mutations in genes that
modulate the activity of nuclear factor kappa beta (NF-kB) which includes the
ectodysplasin-A (EDA)/EDAR/EDARADD signaling pathway and the NEMO
regulatory pathway. These pathways regulate the interaction between the
ectoderm and the mesenchyme; alterations in it disturb the correct differentiation
of the epidermal derivatives. X-linked hypohidrotic ectodermal dysplasia
(XLHED) or Christ-Siemens-Touraine syndrome (CST) is the most common
subtype of HED with an incidence of 1/50,000 to 1/100,000 at male birth. XLHED
is caused by mutations in EDA (Xql2-q13.1), which encodes the epithelial
morphogen EDA of the tumor necrosis factor family. Mutations in EDAR (2q13),
which encodes the EDA receptor or in EDARADD (1q42.3), which encodes the
EDAR receptor-associated death domain protein, are responsible for autosomal
dominant hypohidrotic ectodermal dysplasia (ADHED) and autosomal recessive
hypohidrotic ectodermal dysplasia (ARHED). It also been identified dominant
and recessive HED cases due to pathogenic variants in the WNT10A gene (2g35);
WNT genes encode a large family of glycoproteins involved in the wnt/p-catenin
signaling pathway, which is crucial for the development of ectodermal
derivatives.

Ectodermal dysplasias (ED) are included in a group of complex diseases
with more than 200 different entities, many of them with common clinical signs,
such as hypodontia, heat intolerance and sparse hair, complicating the differential
clinical diagnosis of DEH. Furthermore, the variants detected in the same gene
can affect a single ectodermal tissue, giving rise to attenuated forms such as
oligodontia or non-syndromic tooth agenesis (NSTA). Identifying molecular
pathology in this type of patient represents a difficult labour, especially in
patients without pathogenic variants in the reported genes that have been
classically associated with DEH.

Next-Generation-Sequencing (NGS) allows the molecular diagnosis of

hereditary diseases that are genetically heterogeneous, such as ED.



Objetives: the main objective was the clinical and molecular characterization of a
series of patients with suspected diagnosis of HED who present alterations in two
structures derived from the ectoderm at least or only in one of them, if they
presented alteration of sweat or lack of teeth, due to the variable expressivity
described. On the other hand, this characterization allows us to advance in the
knowledge of the molecular basis of HED in patients from Spanish population
and to understand the pathogenic mechanisms of this disease. A final goal was to
propose an effective strategy for clinical and molecular HED diagnosis and for

detection of other clinical entities with overlapping features.

Material and methods: a multicentre study protocol was developed at two levels
to determine the diagnostic yield of each of them. The first level of study was
done using the conventional method of directed Sanger sequencing and the
detection of copy number variants (CNV) using Multiple Ligation Probe
Amplification (MLPA) in EDA, EDAR, EDARADD and WNT10A genes. For the
second level of study, a NGS (NGS-ED-v.1) panel directed to specific target
regions of the 89 most prevalent genes in the different ED types were selected.
Results: The most affected sex were men, 62 (70.5%) compared to women, 26
(29.5%), it was due to EDA was the most predominant gene involved. Genetic
diagnosis is reached at average age of 5.0 years in children and 26.5 years in
adults.

The classic approach study by Sanger and MLPA sequencing showed a 62.5%
(55/88) yield of diagnosed cases, while the NGS-ED-v.1 sequencing panel,
supposed an increase of 12.5 % (11/88) of positive cases.

In total, pathogenic variants were detected in 66 cases, which meant a protocol
diagnostic yield of 75% among the Spanish population with clinical suspicion of
HED; it showed a maximum yield of 81.4% (66/88) in patients with hypohidrosis
and a minimum of 50% in patients with non-syndromic forms of HED
represented by NSTA.

High genetic heterogeneity was identified with variants in 24 genes, 12 of them
were primary variants directly involved in the different types of ED: EDA 59.1%,
WNT10A 16.7%, EDAR 4.5%, MSX1 3.0%, AXIN2 3.0%, LRP6 3.0%, DSP 1.5%,
GJB6 1.5%, FGFR3 1.5%, DLX3 1.5%, IKBKG 1.5% and TP63 1. 5%

These alterations are directly involved in up to 16 different ED types: DEXLX,
DEHAD, DEHAR, selective tooth agenesis type 1 (STHAGX1), incontinence



pigmenti (IP), oculo-dento-digital dysplasia (OODD), Schopf-Schulz-syndrome.
Passarge (SSPS), selective tooth agenesis type 4 (STHAG4), selective tooth
agenesis type 7 (STHAG?), ectodermal dysplasia type 3 (ECTD3), orofacial cleft
syndrome 8 (OFCS8), oligodontia and colorectal cancer syndrome (ODCRCS),
ectodermal dysplasia type 2 (ECTD2), tricho-dento-osseous dysplasia (TDO),
lacrimo-auriculo-dentodigital syndrome (LADD) and erythrokeratoderma-
cardiomyopathy syndrome (DCWHKTA).

Furthermore, high allelic heterogeneity has been detected in ED, identifying 85
different types of variants, 63 categorized as primary or causal. Among these, 14
have not been published to date in genomic databases.

Discussion: these results have allowed the design of an effective clinical-
molecular diagnostic algorithm for a diagnostic approach of DEH and the
detection of other types of ED with overlapping features to this entity. The first
panel of NGS genes designed to molecular diagnosis for ectodermal derivatives
impairment diseases has been developed from a public hospital in our country.
This panel can be used reliably in the molecular diagnosis of DEH-related genes

and can serve as a primary tool prior to the application of WES/WGS.

KEY WORDS: hypohydrotic ectodermal dysplasia, non-syndromic tooth
agenesis, oligodontia, molecular genetic diagnosis, EDA/NF-kB pathways, Wnt/[3-
catenin and TP63.
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El origen de las especies, 1857
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ABREVIATURAS

AADE Asociacion de Afectados por Displasia Ectodérmica

ACMG American College of Medical Genetics

AD Autosdmica Dominante

ADN Acido desoxirribonucleico.

ADNS Agenesia Dental no Sindromica

ADULT Sindrome acro-dermato-ungueal-lacrimal-dental (Acro-
Dermato-Ungual-Lacrimal-Tooth, ADULT syndrome)

AEC Displasia ectodérmica que se caracteriza por anquilobléfaron,
y hendidura labial y/o palatina, o sindrome de Hay-Wells
(Ankyloblepharon-ectodermal defects-cleft lip/palate)

APC Gen de la Poliposis Coli Adenomatosa (Adenomatous
Polyposis Coli)

AR Autosdmica Recesiva

ARN Acido ribonucleico

ARNm Acido ribonucleico mensajero

AXIN2 Gen de la proteina inhibidora Axil o conductina

BMP Proteinas morfogénicas dseas (Bone Morphogenetic Proteins)
y nombre de la via

BRAF Oncogén B-Raf

CDH3 Gen, caderina 3

CGH

CHUK=IKBKA=IKK1
CKla
CLIP2=CYLN?2
COL11A1

CST

Hibridacion Gendémica Comparada (Comparative Genomic
Hybridization)

Gen inhibidor de la IKK subunidad alfa

Caseina quinasa lalfa

Gen, enlazador citoplasmatico 2

Gen, colageno XI alfa

Sindrome de Christ-Siemens-Touraine (Christ-Siemens-
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Touraine syndrome)

CTSC Gen, catepsina C

CTSK Gen, catepsina K

DBD Dominio de unién de ADN

dbSNP Base de datos de polimorfismos de nucledtidos tinicos

DCWHKTA Sindrome de cabello lanoso-queratodermia palmoplantar-
miocardiopatia dilatada (Dilated Cardiomyopathy with
Woolly Hair, palmoplantar Keratoderma, and Tooth Agenesis)

ddNTP Didesoxinucledsido trifosfato

DE Displasias Ectodérmicas

DEH Displasia Ectodérmica Hipohidroética/Anhidrética

DEHAD Displasia Ectodérmica Hipohidroética Autosdmica Dominante

DEHAR Displasia Ectodérmica Hipohidroética Autosémica Recesiva

DEHLX Displasia Ectodérmica Hipohidrdtica Ligada al X

DKC1 Gen, disqueratina

DKK1 Dickkopf, inhibidor 1 de la via de sefializacion Wnt

DLX3 Gen, Distal-Less Homeobox 3

DMO Densidad mineral 6sea

dNTP Desoxinucledsido trifosfato

DODD Displasia oculodentodigital

Dsh Proteina Dishevelled

DSP Gen, desmoplaquina

ECTD10A Displasia Ectodérmica 10A, tipo hipohidrotica con alteracion
de pelo y ufias y con patron de herencia autosémico
dominante (Ectodermal Dysplasia 10A,
Hypohidrotic/Hair/Nail Type, Autosomal Dominant)

ECTD10B Displasia Ectodérmica 10B, tipo hipohidrotica con alteracién
de pelo y ufias y con patron de herencia autosomico recesivo
(Ectodermal Dysplasia 10B, Hypohidrotic/Hair/Nail Type,
Autosomal Recesive)

ECTD2 Displasia Ectodérmica 2 o tipo Clouston (Ectodermal
Dysplasia 2, Clouston syndrome)

ECTD3 Displasia Ectodérmica 3 o tipo Witkop (Ectodermal Dysplasia

3,Witkop syndrome)



ABREVIATURAS 31

EDA Gen, ectodysplasina A

EDA2R Gen, receptor EDA2

EDAR Gen, receptor EDA1

EDARADD Gen, adaptador del receptor de la EDA

EDSFS Sindrome de displasia ectodérmica-fragilidad cutanea
(Ectodermal Dysplasia-Skin Fragility Syndrome)

EEC Sindrome ectodactilia-displasia ectodérmica-paladar hendido
(Ectrodactyly-ectodermal displasia-clefting, EEC syndrome)

EIF Epidermis interfolicular

ELN Gen, elastina

ER Enfermedades Raras

ERCC2 Gen, proteina de reparacidn por escision 2

ERCC3 Gen, proteina de reparacidn por escision 3

ERN-SKIN Red europea de referencia para el estudio de las
genodermatosis y enfermedades raras de la piel (European
Reference Networks-SKIN)

EVC Gen, EVC complejo ciliar subunidad 1

EVC2 Gen, EVC complejo ciliar subunidad 2

EVS Exome Variant Server

EXAC Exome Aggregation Consortium

FAI Fragmento de ADN de interés

FDH Hipoplasia dérmica focal o sindrome de Goltz-Gorlin (Focal
Dermal Hypoplasia)

FGF Factor de crecimiento de fibroblastos y nombre de la via

FGFR10 Gen, factor de crecimiento de fibroblastos 10

FGFR2 Gen, factor de crecimiento de fibroblastos 2

FGFR3 Gen, factor de crecimiento de fibroblastos 3

FLNA Gen, filamina A

FOXN1=WHN Gen, factor de transcripcion Proteina N1

Fz Proteinas Frizzled de la via Wnt

GATA3 Gen, factor de trancripcion GATA 3

GenomeAD The genome Aggregation Database

GJAI Gen, conexina 43

GJB2 Gen, conexina 26
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GJB6 Gen, conexina 30

GRCh37 Referencia 37 del consorcio de referencia del genoma humano

GSK3 Gen, glucdgeno sintasa-3-quinasa

GTF2H5=TTD Gen, factor general de transcripcion II subunidad 5

GTF21 Gen, factor de trascripcion general 2-1

GTF2IRD1 Gen, GTF2I que contienen dominio de repeticion 1

GTF2IRD2 Gen, GTF2I que contienen dominio de repeticion 2

HGVS Recomendaciones para la descripcion de variantes de
secuencia (Human Genome Sequence Variants)

HPO Ontologia del fenotipo humano (Human Phenotype Ontology)

HRAS Gen, proteina H-Ras

ID Dominio inhibidor

IFT122 Gen, proteina de transporte intraflagelar 122

IFT43 Gen, proteina de transporte intraflagelar 43

IKBKB=IKK2 Gen, inhibidor IKK subunidad beta

IKBKG=NEMO Gen, inhibidor del factor nuclear kappa-B quinasa subunidad
gamma

INSR Gen, receptor de la insulina

IP Incontinencia Pigmentaria

KCTD1 Gen ,dominio de tetramerizacion del canal de potasio 1

KID Sindrome de queratitis-ictiosis-sordera (Keratitis-Ichthyosis-
Deafness, KID syndrome)

KRAS Gen, proteina K-Ras

KREMENI1 Gen, proteina transmembrana 1 con dominio kringle

KRT14 Gen, queratina 16

KRT16 Gen, queratina 16

KRT17 Gen, queratina 17

KRT6A Gen, queratina 62

KRTé6B Gen, queratina 6B

KRT81 Gen, queratina B1

KRT83 Gen, queratina B3

KRT85 Gen, queratina B5

KRT86 Gen, queratina B6

LADD Sindrome lacrimo auriculo dento digital o sindrome de Levy
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Hollister (Lacrimo Auriculo Dentodigital Syndrome)

LB Lineas de Blasko

LIMK1 Gen, proteinquinasa homeodominio LIM 1

LMS Sindrome de miembros y mamas (Limb-Mammary Syndrome)

LRPo6 Gen, receptor lipoproteina baja densidad 6

MBTPS?2

MEKI=MAP2K1
MEK2=MAP2K?2

MLPA
MPLKIP=TTDN1

MSX1

NCBI
NECTIN1=PVRL1

NECTIN4=PVRL4
NF-kB

NFKB1
NEKB2

NFKBIA

NGS
NOLA3=NOP10

OD
ODCRCS

OFC8

OFD1

OMIM
OODD

PAX9

PCP

PCR
PIGL

Gen, proteasa del factor de transcripcion de membrana, sitio 2
Gen, proteinquinasa especifical activada por mitégeno

Gen, proteinquinasa especifica 2 activada por mitogeno
Multiple Ligation Probe Amplification

Gen, proteina serina/treonina quinasa PLK1

Gen, Msh homeobox 1

Centro Nacional de Informacion Biotecnologica

Gen, proteina 1 receptor poliovirus

Gen, proteina 4 receptor poliovirus

Gen, factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa
de las células B activadas

Gen, factor nuclear kappa B subunidad 1

Gen, factor nuclear kappa B subunidad 2

Gen, inihibidor del factor nuclear NF-kB

Next Generation Sequencing

Gen, proteina nucleolar familia A, miembro 3

Dominio de oligomerizacion

Sindrome de oligodoncia y cancer colorectal (Oligodontia-
Colorectal Cancer Syndrome)

Sindrome de hendidura orofacial 8 (Orofacial Cleft syndrome
8)

Sindrome orofacio-digital 1 (Orofaciodigital syndrome type 1)
Online Mendelian Inheritance in Man

Displasia odonto 6nico dérmica (Odonto-Onycho-Dermal
Displasia)

Gen, factor de trancripcion, proteina paired box 9

Via de polaridad celular plana

Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Gen, proteina de biosintesis glicosilfosfatidilinositol
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PKP1 Gen, Placofilina

POCIA Gen, proteina centriolar

PORCN Gen, proteina serina o-aciltransferasa. Isoformas PORCA-
PORCE

RECQL4 Gen, ADN helicasa (RecQ helicase-like 4)

REC2 Gen, factor de replicacion C2

RHS Sindrome de Rapp-Hodgkin (Rapp-Hodgkin Syndrome)

RIPK4 Gen, proteina serina/treonina quinasa RIP

RMRP Gen, endoribonucleasa mitocondrial

ROGDI Gen, proteina homologa ROGDI

RSS Reaccion de Secuenciacion Sanger

RTK Receptores de la tirosinquinasa

SAM Dominio de motivo alfa-estéril (Sterile Alpha Motif) de la
proteina p63

SETBP1 Gen, proteina de unién al dominio SET

SHFM Gen, sindrome mano partida y pie partido

SHH Gen, proteina Sonic Hedgehog

SNC Sistema Nervioso Central

SNP Polimorfismo (variacion) de un solo nucleétido

SSPS Sindrome Schopf-Schulz-Passarge (Schopf-Schulz-Passarge
Syndrome)

STHAG4 Agenesia dental selectiva 4 (Tooth Agenesis, Selective, 4)

STHAG7 Agenesia dental selectiva 7 (Tooth Agenesis, Selective, 7)

STHAGX1 Agenesia dental selectiva ligada al X (Tooth Agenesis,
Selective, X-Linked,1)

TA Dominio transactivador de la proteina p63

TBX3 Gen, factor de trancripcion 3 T-Box

TDO Displasia trico-dento-osea

TERC Gen, telomerasa ARN

TERT Gen, transcriptasa telomerasa reversa

TGF-$ Factor de crecimiento transformante beta

TID Dominio que inhibe la transcripcion de la proteina p63

TINF2 Gen, TRF1del factor 2 de interaccién nuclear

TNF Factor de necrosis tumoral
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TNF-a Factor de necrosis tumoral alfa

TPe3 Gen, proteina p63

TRAF Gen, receptor TNF asociado a factor

TRAF3 Gen, receptor TNF asociado a factor 3

TRAF6 Gen, receptor TNF asociado a factor 6

TRPSI Gen, factor trancripcién en dedo de zinc
TWIST?2 Gen, factor trancripcién 2 familia twist

UBR1 Gen, proteina ubiquitin ligasa E3 componente 1
UCsC University of California Santa Cruz

VB Variante benigna

VOUS Variante de significado incierto

VP Variante patogénica

VPB Variante probablemente benigna

VPP Variante probablemente patogénica

WDR19=IFT144
WDR35=IFT121
WES

WGS

WNTI0A
B-TRCP

Gen, proteina de transporte intraflagelar 144
Gen, proteina de transporte intraflagelar 121
Whole Exome Sequencing

Whole Genome Sequencing

Gen, proteina via de sefializacion Wnt, miembro familiar 102

Proteina que contiene repeticiones de 3-transducina
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CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1 IMPORTANCIA DEL TEMA: LA PIEL

La piel es sin duda el 6rgano mas extenso, delgado y uno de los mas
importantes del cuerpo humano. En cifras, la superficie cutdnea es tan amplia
como el propio cuerpo, con una extension promedia aproximada ente 1,6-1,9 m2
en el adulto. Tiene un espesor que varia entre 0,05 a 0,5 cm y un peso estimado
entre 3-4 kg, lo que equivale al 6-12% del peso corporal.

Su funcién fundamental es ser barrera protectora entre el medio interno del
cuerpo y el ambiente exterior, muchas veces preservando a las estructuras
subyacentes y a si misma de agresiones fisicas, quimicas y agentes vivos.

Su capa mas superficial, la epidermis, de apenas 120-200 micras de espesor,
es un organo dindmico, tanto en relaciéon con el medio externo como interno
siendo sus funciones basicas la fotoproteccion, la termorregulacion, la formacion
de una barrera fisica y la proteccion inmune, ademds de tener una importancia
especial en la vida de relacion. La piel y sus anejos: el pelo, las ufias y las
glandulas cutdneas, forman el sistema tegumentario, que es una de las estructuras
que mas se afecta en las enfermedades monogénicas, dandose la circunstancia de
que mas de un tercio de todas las enfermedades mendelianas muestran anomalias
o malformaciones en la piel o en sus drganos anejos (1).

Las enfermedades hereditarias de la piel, conocidas en su conjunto como
genodermatosis, constituyen cerca del 7-8% de las enfermedades raras (ER) y
representan una parte relevante de la patologia y clinica dermatologica.
Actualmente, se ha dilucidado la base genética de alrededor de 400
genodermatosis, en su mayoria son enfermedades monogénicas, lo cual permite
realizar una clasificacion mds o menos precisa, su diagndstico molecular y, en
mayor o menor medida, comprender sus mecanismos patogénicos. Muy
probablemente, el grupo mayoritario de las genodermatosis lo constituyan las DE.

El término displasia ectodérmica engloba mas de 200 enfermedades
genéticas diferentes que son heterogéneas en cuanto a su etiologia y el fenotipo

clinico. La caracteristica comun de todas ellas es que estdn causadas por defectos
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del desarrollo en determinados tejidos de origen ectodérmico y que tienen base
genética.

La enorme variedad clinica y la gran heterogeneidad genética, asociada a
factores como la penetrancia incompleta y la expresividad variable, dificultan
frecuentemente su diagnostico (2), a pesar de que es fundamental establecer un
diagnostico correcto para proporcionar asesoramiento genético adecuado y
establecer un dptimo protocolo de seguimiento y tratamiento.

La primera clasificacion de las DE fue propuesta por Freire-Maia en la
década de los 70, esta categorizacién es anterior al desarrollo de la genética
molecular y se realizo atendiendo a criterios fundamentalmente clinicos, que
establecia como "signos clasicos" las alteraciones del cabello, dientes, ufias y/o
glandulas sudoriparas cuya frecuencia se estimaba en 87,1%, 78,5%, 73% y 37,4%
respectivamente (3, 4); esta clasificacion se mostrd inicialmente como una
herramienta muy util para la practica clinica.

En la medida que el conocimiento de la base molecular de las DE iba
progresando, otros autores intentaron establecer una nueva clasificaciéon aunando
los datos clinicos y moleculares (5-8). En 2008, cuando so6lo se conocia la base
molecular del 30% de las DE, se celebré una conferencia internacional para su
clasificaciéon en Charleston, Carolina del Sur, con la intencion de llegar a un
consenso para integrar el conocimiento clinico y molecular del momento (9, 10).
Esta clasificacion fue variando en funcion de la descripcion de nuevos sindromes,
la fusion o separacion de los ya descritos y el avance en el conocimiento
molecular de las DE, correlacionando los determinados tipos de DE con la
posibles vias moleculares implicadas en el desarrollo del ectodermo,
considerando la existencia de 2 grupos de DE (2):

- Grupo A, que engloba a 163 entidades con alteracién en 2 o mas
estructuras ectodérmicas cldsicas. A su vez se distinguen 11 subgrupos,
dependiendo de la combinacion de estructuras afectadas y si se asocian a
alteraciones de otras estructuras ectodérmicas no clasicas (glandula mamaria,
tiroides, timo, medula adrenal, sistema nervioso central, melanocitos, etc.).
Algunas enfermedades incluidas en este grupo son: la displasia ectodérmica
hipohidroética/anhidrética (DEH) (8), sindrome de Rapp-Hodgkin, sindrome de
Coffin-Siris (11, 12), sindrome cardiofaciocutaneo (13, 14), sindrome Schinzel-

Giedion (15) o paquioniquia (16) entre otras. El patréon de herencia de este grupo
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puede ser autosdmico recesivo (AR) (39,9%), autosémico dominante (AD) (33,7%)
o ligado a X (74%), dependiendo de la enfermedad; y no ha sido establecido en el
19% de los casos. La complejidad y heterogeneidad de las DE es muy
significativa, pues incluso para un subgrupo clinicamente similar, los genes
implicados y los patrones de herencia pueden ser diferentes; asi en la DEH existe
una forma ligada a X (DEHLX) en el 95% de los casos y formas AD (DEHAD) o
AR (DEHAR) en el 5% restante.

— Grupo B, que incluye entidades con afectacion de una sola estructura
ectodérmica clasica mas otro defecto ectodérmico no clasico (como glandulas
mamarias) (17).

Recientemente, en 2017, un grupo de expertos, como representantes de
diferentes institutos nacionales de salud de ambito internacional, se reunieron en
Bethesda, Maryland, para discutir un nuevo sistema de clasificacion para las DE
que integrara los nuevos conocimientos sobre el genotipo, fenotipo y las vias
moleculares implicadas en el desarrollo de cada tipo de DE. Este grupo propone
una definicion funcional basada en los sistemas de clasificacion anteriores, pero
incorporando nuevos enfoques moleculares para su diagnostico: “Las DE son
condiciones genéticas que afectan el desarrollo y/o la homeostasis de dos o mds derivados
ectodérmicos, incluidos el cabello, los dientes, las ufias y ciertas glindulas”. Ademas,
proponen que las variantes genéticas de los genes que estdn asociados a DE y que afectan
solo a un derivado del ectodermo (fenotipo atenuado) se agrupen como rasgos no
sindrémicos del gen causante, como la hipodoncia o agenesia dental no sindrémica
(ADNS) asociada a variantes del gen de la Ectodisplasina A (EDA). La informacion
para la categorizacion de las DE incluye: caracteristicas fenotipicas, nimero
OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man), modo de herencia, alteracion
genética, las principales vias de desarrollo involucradas (EDA, WNT "wingless-
type", TP63) o los componentes de estructuras moleculares complejas (como
conexinas, queratinas, cadherinas) (18).

La DE mas frecuente es la DEH (2) y es el tipo de DE que va a tratarse en
esta tesis. La DEH incluye tres subtipos que presentan como sintoma clave una
disminucién de la sudoracion y/o la agenesia dental y son: la DEHLX, la DEHAD
y la DEHAR, asi como un cuarto tipo poco frecuente que presenta una

inmunodeficiencia asociada (DEH con inmunodeficiencia).



48 M: CARMEN MARTINEZ ROMERO

La DEH posee una prevalencia aproximada de al menos uno de cada 5.000-
10.000 recién nacidos, aunque este dato probablemente suponga una
subestimacion de la prevalencia, ya que se puede pasar por alto la identificacion
de muchos individuos durante la infancia, antes de que se manifiesten las
caracteristicas principales. Se ha publicado que los afectados se distribuyen de
forma uniforme entre los diferentes grupos raciales y étnicos. (8, 19). La DEHLX o
sindrome de Christ-Siemens-Touraine (CST) es el subtipo mas frecuente con una
incidencia de 1/50.000 a 1/100.000 en nacimientos de varones. Segun la
prevalencia descrita se estima que en nuestra poblacién pueden hallarse entre
200-400 casos en total. Se estima que el 95% de los pacientes con DEH
seleccionados al azar presentan la forma ligada a X y el 5% restante, las forma
DEHAD y DEHAR, que afectan a ambos sexos por igual. En la forma ligada al X,
las mujeres portadoras pueden ser asintomaticas o presentar un fenotipo mas leve
y entre un 80-90% muestran algin grado de hipodoncia (ausencia de 1-6 dientes,
sin contar los terceros molares) (20). Aproximadamente el 73% de los casos son
familiares, con progenitores afectados o portadores (21). Ocasionalmente los
familiares de los pacientes afectados solamente muestran una estructura
ectodérmica afectada, por lo que pueden pasar desapercibidos clinicamente y
unicamente detectarse mediante estudios genéticos.

La DEH, generalmente se caracteriza por una triada de signos que incluyen
pelo ralo, dientes anémalos o ausencia de dientes, y disminucidén o ausencia de
sudoracion debido a la ausencia de glandulas sudoriparas, lo que da lugar a
intolerancia al calor y puede causar episodios recurrentes de hipertermia
potencialmente mortales. La epidermis es fina, seca y eccematosa con
hiperqueratosis localizada. La mayoria de los pacientes refieren molestias tipo
"0jo seco", sequedad nasofaringea y sintomas similares al asma. La DEH se asocia
a rasgos faciales tipicos con una frente prominente, cejas y pestafas ralas y finas,
arrugas infraoculares, hiperpigmentacion periorbital caracteristica, nariz
deprimida en forma de silla de montar e hipoplasia de la mandibula (22). Debido
a la hipoplasia glandular ocurren episodios de conjuntivitis, estomatitis
(inflamacién de la mucosa bucal), disfagia, alteraciones del gusto y del olfato,
rinitis atrdfica y ocena (atrofia y sobreinfeccién de la mucosa nasal), faringitis,
ronquera, gran susceptibilidad a las infecciones respiratorias y en ocasiones

diarrea. A nivel ocular destacan opacidades corneales y cataratas. Alteraciones de
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las piezas dentales: anodoncia, hipodoncia de los incisivos y caninos. La
hipotricosis es muy llamativa, apareciendo en cuero cabelludo, cejas, barba, axilas
y pubis, el pelo es escaso, corto, fino y seco, pero las pestafias son normales.
Ademads, pueden aparecer alteraciones endocrinas, hipogonadismo primario,
hipoplasia o aplasia mamaria en las mujeres y se pueden acompanar de otras
alteraciones como son leve discapacidad intelectual, dermatitis atdpica, asma, etc.

Si bien numerosos genes pueden presentar variantes asociadas a los
diferentes tipos de DE perfectamente categorizadas, como en el sindrome CST
descrito, en otros casos, diferentes variantes detectadas en ese mismo gen pueden
afectar a un unico tejido ectodérmico (p. e., cabello, dientes, ufias, glandulas
sudoriparas), ejemplos de estas variantes se han encontrado en los genes EDA y
WNT10A, en los que variantes patogénicas dan como resultado la falta de dientes
sin ninguna otra caracteristica fenotipica, que se ha descrito como oligodoncia o
agenesia dental no sindromica (ADNS) (23, 24). La pérdida genética de la
denticion primaria y/o permanente, es la anomalia dental mas comun en
humanos (137) y que puede presentarse como anodoncia, hipodontia (ausencia de
<5 dientes) u oligodontia (ausencia >6 dientes) (excluyendo los terceros molares).
La prevalencia de la oligodontia en la poblacion caucasica varia entre 2,6%-11,3%
(25, 26). En otro sentido, también se han descrito variantes patogénicas en genes
relacionados con las DE que no causan hipohidrosis, un ejemplo lo constituyen
variantes descritas en el gen GJ/B2 “gap juntion protein beta-2 ", que codifica para
la conexina 26, que puede dar lugar a casos de sordera aislada, queratodermia
palmoplantar e ictiosis, asi como al sindrome de queratitis-ictiosis-sordera (KID).

En la complejidad de las DE, hay que senalar que las causas moleculares de
estas enfermedades involucran a muchos genes y a multiples vias de desarrollo y
a componentes de estructuras moleculares complejas que son necesarias para la
formacion y funcion normal de los derivados ectodérmicos. También hay que
destacar que en algunas DE se altera la interaccion epitelio-mesénquima y se
afectan las estructuras endodérmicas, como los defectos de la formacion de
glandulas mucosas en el pulmén y colon que pueden ocurrir en la DEHLX.

Los enfermos de DEH deben evitar una exposicion incontrolada a
temperaturas elevadas. En neonatos se requiere una monitorizacion continua de
la temperatura corporal en las incubadoras. En nifios mayores deben adoptarse

medidas de enfriamiento fisico. Ademads, debe realizarse un tratamiento precoz
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dental con el objetivo de restaurar su funciéon y mejorar la apariencia. El
tratamiento ortopédico suele incluir injertos 0seos o procedimientos de elevacion
sinusal seguidos de la colocacion de implantes dentales que sustentan las protesis
dentales. La DEH con inmunodeficiencia requiere junto a terapias de restitucion
inmune, tratamientos agresivos de las infecciones asociadas o un trasplante de
células madre hematopoyéticas.

Si no se establece un diagnostico precoz en la infancia, la hipertermia puede
ocasionar un dafio cerebral que puede ser fatal, mientras que un diagnostico
temprano y un manejo adecuado de la enfermedad permiten que la mayoria de
los pacientes tengan una esperanza de vida normal.

El conocimiento de los mecanismos bioldgicos moleculares que subyacen en
las displasias ectodérmicas no se requieren solamente para la deteccion de nuevos
casos, sino también para disefiar métodos de prevencion eficiente y enfocar un

tratamiento individualizado.

1.2 VIAS MOLECULARES EN EL DESARROLLO DEL ECTODERMO

Una amplia variedad de tejidos tienen origen ectodérmico: el sistema
nervioso central y periférico, la adenohipofisis, el cristalino, el epitelio olfativo,
parte de los arcos faringeos, las células pigmentarias, la epidermis y el epitelio de
las mucosas. Aunque, la actual definicion de DE esta limitada a las afecciones de
la piel y/o mucosas y sus apéndices, existe una compleja red de vias de
senalizacion que coordinan la formacion y funcion de las diferentes estructuras
ectodérmicas. Para el desarrollo de la piel es preciso el intercambio de
informacion e interaccion entre el mesodermo y el ectodermo a nivel intracelular
y extracelular. La via de sefializaciéon mesodérmica wingless (Wnt) es crucial para
la inducciéon de los apéndices de la piel. La interaccion entre las vias de
sefializacion de la ectodisplasina A y la proteina p63 es un buen ejemplo de
comunicacién entre distintas vias para su correcto desarrollo (27). La via p63 es
fundamental para la maduracion de la epidermis, para la diferenciacion terminal
de los queratinocitos, la adhesion y proliferacion y la formacion de la membrana
basal (28); ademas, tiene numerosos ligandos y conexiones con otras vias y es
también dependiente de regulaciones epigenéticas; por tanto, los fenotipos de p63

son muy diferentes y con expresividad muy variable. La via TNF-a tiene un
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importante papel morfogénico en las estructuras ectodérmicas y, por tanto,
variantes patogénicas en esta via pueden dar incontinencia pigmenti (IP),
cilindromatosis y DEH con y sin inmunodeficiencia (29), precisamente esta tltima
también se ha asociado a variantes patogénicas en el gen TRAF6 y a alteraciones
de la union a ubiquitina (30). En los ultimos afos se ha demostrado que
numerosos genes y sus productos proteicos en distintas vias de sefalizacion,
como TNF-a, NF-kB, Wnt, via del factor de crecimiento transformante beta (TGF-
B) y via del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) entre otras, estan
involucradas en el desarrollo del pelo (31). Variantes patogénicas en genes que
codifican para proteinas de adhesion, como los desmosomas, también pueden dar
lugar a DE (32).

El conocimiento de las vias de desarrollo, las estructuras moleculares y la
relaciéon entre diferentes dominios de estos productos génicos revelan que
muchas DE resultan de genes que co-participan en procesos criticos del desarrollo
y ensamblaje estructural de los derivados ectodérmicos. A continuacion se
describen las principales vias, que cuando se alteran, implican el desarrollo de
una DE.

1.2.1 Via de senalizacion EDA/factor nuclear (kB) NF-kB

El factor nuclear (kB) NF-kB es un complejo proteico que controla la
transcripcion del ADN y actta en la respuesta celular frente a estimulos como el
estrés o la respuesta inmune e inflamatoria, asi como en la adhesion celular y en
la proteccion frente a la apoptosis.

El NF-«B interviene en la regulacion de la respuesta celular que pertenece a
la categoria de los factores de transcripcién primarios de “acciéon rdpida” y no
requieren de una nueva sintesis de proteinas para ser activado, ya que permanece
en el citoplasma de la mayoria de las células en estado de inactivacion mediante
la proteina inhibidora IkB. La activaciéon de NF-«B (33) (Figura 1) se inicia a través
de la degradacion inducida mediante la activacion de una quinasa llamada IkB
quinasa (IKK). La IKK estd formada por un heterodimero de dos subunidades
cataliticas, IKKa e IKK(B y por una proteina reguladora llamada NEMO
(modulador esencial del NF-kB, también llamado IKBKG o IKKY). Cuando esta es

activada por senales, normalmente procedentes de fuera de la célula, la IkB
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quinasa fosforila dos residuos de serina localizados en un dominio IxB regulador.
Una vez fosforiladas estas serinas, las moléculas del inhibidor IxkB son
modificadas por un proceso llamado ubiquitinacion, que después las lleva a ser
degradadas por una estructura celular llamada proteasoma.

La degradacion de IkB libera al NF-kB que entra al nticleo donde puede
activar la expresion de los genes especificos que tienen cerca sitios de union de
ADN para NF-«B (Figura 1). La activacion de estos genes por NF-kB induce una
respuesta fisiologica, como por ejemplo, una respuesta inflamatoria o inmune,
una respuesta de supervivencia celular, o de proliferacion celular. NF-kB también
activa la expresion de su propio represor, IkBa, que puede volver a inhibir al NF-
kB y, por lo tanto, origina un bucle de auto feedback, que modula su propia
actividad. La proteina NEMO se considera la molécula “maestra” que transmite la
senalizacion desde el citoplasma al nucleo, asi que la ausencia del gen NEMO
impide la activacion de NF-kB en respuestas a los estimulos. Tanto la activacion
como la inhibicién de NF-kB se han asociado al desarrollo de enfermedades
inflamatorias cutaneas. Los inductores de la actividad del NF-kB son altamente
variables, y pueden ser desde especies reactivas de oxigeno (ROS), factores de
necrosis tumoral alfa (TNF a), interleucina 1-beta (IL-1p), lipopolisacaridos
bacterianos (LPS), isoproterenol, cocaina e incluso radiaciones idnicas; y por
supuesto, también es un importante inductor el receptor de membrana de la
ectodisplasina A (EDA), molécula esencial de esta ruta en la linea de este trabajo
(34).

1.2.1.1 Sefializacion EDA/NF-kB en la piel

La ectodisplasina A es una proteina soluble (trimérica) que actia como
sefnal paracrina sobre su receptor de membrana EDAR con dominios homologos
al TNFR (receptor del factor de necrosis tumoral). Este receptor, presenta en su
lado citosdlico un dominio de unién a un adaptador conocido como dominio
muerte de EDAR, expresado por el gen EDARADD y que unido a su receptor
activa la ruta candnica NF-kB (Figura 1). Como se ha mencionado anteriormente,
esta activacion es dependiente de la molécula NEMO, la activaciéon de esta via
interviene en la formaciéon de los apéndices de la piel. EDAR y EDARADD son
coexpresados en las placodas durante la formacion de los foliculos pilosos y los
dientes, mientras que la expresiéon de EDA se extiende a todo el epitelio
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flanqueante. Ademas de EDA, EDAR y EDARADD, se han identificado otras
moléculas que intervienen en esta via de comunicacion entre las células epiteliales
y las células subyacentes del mesénquima para los que se ha demostrado su

importancia en el desarrollo de los 6rganos anejos de la piel (35).

Via EDA/NFKB EDA

EDAR

EDARADD

TRAF6

Senalizacion NFkB

IKK gamma

Nucleo

Figura 1. Via de sefalizacion EDA/factor nuclear NF-«B.

Las formas geométricas representan las diferentes proteinas/ligandos
implicados en la via EDA/factor nuclear NF-kB. Adaptado de Lefevre et al.,
2014.

1.2.1.2 EDA/NF-kB y enfermedades de la piel

Asi, como veremos, las interacciones en la secuencia de activacion EDA-
EDAR-EDARADD-TRAF6-NEMO-IkBa- NF-kB estan implicadas en el desarrollo
de diferentes DEH. Las alteraciones en los genes EDA, EDAR y EDARADD
provocan fenotipos que son clinicamente indistinguibles, probablemente porque
alteran una sefial tinica en esta via de sefializacion, aguas arriba de NEMO-IKK,
pero con diferentes patrones de herencia (21). La DEHLX estd causada por
variantes patogénicas en el gen EDA (Xql2-q13.1), que codifica el morfégeno

epitelial ectodisplasina-A de la familia del factor de necrosis tumoral. Las
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variantes patogénicas en EDAR (2q13), que codifica el receptor de la
ectodisplasina-A, o EDARADD (1q42.3), que codifica la proteina del dominio
muerte asociada a EDAR (EDARADD) son responsables de las DEH AD y AR
(36). Se ha descrito que estos genes pueden ser responsables de casi el 90% de los
casos de DEH para la poblacion francesa y hasta el 70,8% en la poblacion espafiola
(37).

La Incontinentia Pigmenti (IP o sindrome de Bloch-Sulzberger, MIM
308300) esta asociada al mal funcionamiento de los genes NEMO (también
llamado IKKy o IKBKG) o IbBa (38). Este tipo de displasia ectodérmica suele ser
mortal en varones y se presenta en mujeres durante el periodo neonatal en forma
de un exantema ampolloso que sigue las lineas de Blashko (LB), seguido por
placas verrugosas que progresan con el tiempo a maculas hiperpigmentadas
lineares y curvilineas. La IP se caracteriza por cursar con anomalias dentarias,
alopecia y distrofia ungueal, afectando ocasionalmente a la retina y al sistema
nervioso central (SNC). La mayoria de las variantes identificadas conducen a un
truncamiento en el gen NEMO (39). El 70-80% de los pacientes tienen una misma
delecion gendmica entre los exones 4-10 en dicho gen, causada por un
reordenamiento gendmico recurrente que involucra un pseudogen (IKBKGP1)
ubicado en las proximidades a NEMO (40). Son también responsables de algunos
casos de DEH, variantes en TRAF6 (41), NFkBIA (42) o XEDAR/EDAZ2R (43)

Las alteraciones en la via EDA afectan al desarrollo de los apéndices
ectodérmicos, pero en general, no lo evitan, sino que suelen presentar defectos de
forma, tamafio, posicion o nimero en el organismo. El comienzo de la formacién
de un apéndice de la piel lo determina el desarrollo de una placoda. La placoda,
posteriormente se invagina para formar un brote que crece rdpidamente hacia la
dermis y encierra un grupo de células de la dermis que formardn la papila
dérmica (44). No obstante, estd demostrado que el desarrollo de las placodas es el
resultado de complejas interacciones reciprocas entre las vias de sefializacion

Wnt, FGF y via BMP (proteinas morfogénicas dseas) (45).

1.2.2 Via de sefializacion canénica Wnt/f-catenina

Las moléculas Wnt son glucoproteinas ricas en cisteina localizadas en

dominios altamente conservados que funcionan como morfogenos y que son
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secretados por células que activan los receptores de superficie en células o tejidos
vecinos, regulando asi la proliferacion, supervivencia o diferenciacion celular. Se
han descrito diecinueve proteinas o ligandos Wnt, que comparten funciones
celulares superpuestas, estan codificadas por el genoma de mamiferos y que se
expresan en la piel: Wnt3, Wnt4, Wnt5a, Wnt6, Wnt7a, Wnt7b, Wnt10a, Wnt10b,
Wntll y Wntl6. Los ligandos Wnt10 inician al menos tres sefales intracelulares
que inician diferentes cascadas, la via Wnt canodnica (dependiente de -catenina),
la via de polaridad celular plana (PCP) y la ruta Wnt / Ca2 + (46).

Las proteinas Wnt se unen a complejos de receptores heterodiméricos. Estos
receptores conforman un complejo entre la proteina Frizzled (Fz) y la proteina
LRP5/6 (47) (Figura 2). Las proteinas Fz son receptores de siete dominios
transmembrana. Contienen un dominio N-terminal extracelular y dominios
enriquecidos en cisteina en los que se acopla la proteina Wnt. Las proteinas Wnt
pueden unirse a multiples proteinas Fz y viceversa. La union del ligando Wnt
induce un cambio conformacional, con la consiguiente dimerizacién del receptor.
Seguidamente recluta y fosforila a Dishevelled (Dsh). Dsh bloquea un complejo
proteico encargado de degradar la (-catenina. Este complejo proteico esta
formado por las proteinas Axina, APC, GSK3 y CKla. La fosforilacién es una
senal para la ubiquitinacion y degradacion por el proteasoma. En presencia de
ligando Wnt (via activa), se recluta la proteina Dsh que inactiva al complejo
proteico formado por GSK3, Axina y APC, de manera que la [-catenina
permanece sin fosforilar en el citoplasma y se transporta al ntcleo actuando como
un factor de transcripcion, regulando la expresién de genes de proliferacion
celular (como ciclina D y c-Myc).

En ausencia de ligando Wnt, GSK3 se une al resto de proteinas del complejo
de degradacion en el citosol y fosforila la (-catenina, esta fosforilacion es una
sefal para su ubiquitinacion por parte de la proteina 3-TrCP (E3 ubiquitin ligasa).
La (-catenina, una vez ubiquitinada, es degradada por el proteasoma y no ejerce
su funcion en el nucleo (48, 49). Esta ruta también se puede ver perturbada por
inhibidor de Wnt que se expresa naturalmente de forma ectopica, dickkopf-1
(DKK-1). DKK1 es un antagonista de la ruta de senalizacién de Wnt/B-catenina
que actta aislando el correceptor LRP6, lo que le impide activar la ruta de

sefializacion de WNT. También se ha demostrado que DKK1 antagoniza la via
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Wnt/B-catenina a través de una reduccion en [-catenina, alterando la formacion

de los apéndices epidérmicos, (50).

Via Wnt inactiva

Via Wnt activa

= |

Proteasoma

A

Figura 2. Via de sefalizacion Wnt/-catenina.
Las formas geométricas representan las diferentes proteinas/ligandos
implicados en esta via. Adaptado de Alonso et al., 2012.

1.2.2.1 Sefializacién Wnt/B-catenina en la piel

La sefializacién de Wnt estd involucrada en el mantenimiento de poblacion
de células progenitoras de la piel y por lo tanto juega un papel decisivo en
multiples pasos durante el proceso de desarrollo y regeneracion de la piel (51, 52).
El desarrollo del foliculo piloso depende de la estratificaciéon de la epidermis
embrionaria y comienza con el engrosamiento local de la superficie del epitelio, la
formacion de la placoda del pelo, seguido por agrupamiento de fibroblastos
subyacentes (53). Las ocho fases de la morfogénesis del foliculo piloso cubren la
formacion de la placoda capilar, la organogénesis del foliculo piloso y su
citodiferenciacion. Todos estos procesos se basan en la estrecha interaccion entre

la via de senalizacién de Wnt y otras vias morfogenéticas como Hedgehog, Notch
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y BMP, que orquestan una comunicacion inductiva reciproca entre el epitelio y el
mesénquima inferior (54).

Los ligando Wnt son las primeras sefiales involucradas en la induccion de la
placoda del pelo y la [-catenina activa, estdn presenten tanto en células
epidérmicas como dérmicas de la piel en desarrollo (45). De modo que, la
interrupcion de -catenina en el epitelio de la piel del ratéon o en la dermis
perjudica el inicio del desarrollo del foliculo piloso (55).

La sefializacion mediada por Wnt surge primero por via intra-epidérmica,
seguida de una comunicacion dindmica reciproca epidérmica-dérmica y la
organogénesis del foliculo piloso. Una actividad sostenida de [-catenina
dependiente de Wnt en la piel en desarrollo aumenta el nimero de placodas del
cabello y el tamano de la placoda, con perturbaciones en su distribucion espacial
(56, 57).

Las células madre epidérmicas multipotentes contribuyen, en todos los
tipos de células epiteliales, en la formacion de los apéndices de la piel, como los
foliculos pilosos y glandulas (58). Su continua proliferacion asegura la constante
renovacion del epitelio y el reemplazo post-dafio (59). La homeostasis del epitelio
de la piel se mantiene por las células madres epiteliales en la region del bulbo, el
istmo y la zona de unioén, asi como por la capa basal de la epidermis interfolicular
(EIF). Datos recientes sugieren que la mayoria las células basales pueden actuar
en un momento determinado como un equivalente funcional a las células madres
en la reconstitucion de la capa superior de la piel (60, 61).

Los foliculos pilosos maduros realizan rondas ciclicas de crecimiento
(andgeno, que dura tres afios en promedio), regresion (catageno, que dura varias
semanas) y reposo (telégeno, que dura varias semanas). Durante el ciclo del
cabello se utilizan vias de senalizacién morfogenéticas similares a las que sucede
en el tejido embrionario. Asi que, la activacion ectdpica transitoria de B-catenina
en el epitelio de la piel adulta supone el comienzo andgeno en el ciclo de los
foliculos pilosos, y también contribuye a la formacion del cabello nuevo lo que
indica que la -catenina, en la via de sefializacion Wnt, es suficiente para inducir
un nuevo crecimiento del cabello (62). Mientras que la supresion de [3-catenina en
las papilas dérmicas adultas evitan la progresion de la fase andgena, lo que
sugiere contribucion dérmica en el ciclo del foliculo piloso (60). Por esto, varios

estudios apoyan el concepto de que la falta de [B-catenina en la sefializacion de
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Wnt afecta la proliferacion de células madre foliculares y a la regeneracion de los
foliculos capilares (55, 63).

Del mismo modo, la actividad sostenida de Wnt en la epidermis
interfolicular conduce a un agrandamiento del foliculo, con epitelio hiperplasico,
con incremento en el grosos de la dermis y epidermis (61). Sin embargo, una EIF
deficiente en Wnt altera la formacion del pelo, el desarrollo del foliculo piloso y
lleva a la formacion de quistes epidérmicos, reduciéndose la proliferacion de la
dermis y la diferenciacion subdérmica. Los resultados indican que el
mantenimiento adecuado de la EIF requiere un control equilibrado de la via
sefnalizacion Wnt.

La comunicacion intercelular entre los queratinocitos epidérmicos y los
fibroblastos dérmicos no se limitan al adecuado desarrollo del foliculo piloso y
glandulas sebdceas, sino que también afecta a la constitucion de la dermis
subyacente y subcutdnea. Como tal, la senalizacion Wnt sostiene la proliferacion
de fibroblastos dérmicos y el espesor dérmico, asi que la interrupcion de la
homeostasis de la piel por disrupcion de esta via se correlaciona con el desarrollo

de enfermedades de la piel y sus apéndices (64).

1.2.2.2 Wnt/B-catenina y enfermedades de la piel

Mientras que los defectos de la diferenciacion en el foliculo piloso puede
conducir a trastornos de pérdida de cabello como la alopecia universalis, la
proliferacion incontrolada del foliculo piloso puede causar tumores foliculares
(58). El vinculo genético entre la agenesia dental y la via Wnt también se ha
evidenciado, primero mediante la identificaciéon de una mutacién del gen AXIN2
en una familia de oligodoncia (OMIM: 608615). AXIN2 codifica un inhibidor
intracelular de la sefial de Wnt/p-catenina y se expresa altamente en el esmalte y
en los odontoblastos mesenquimatosos durante la formacion del diente. Se
descubri6 que variantes tipo missense en AXIN2 aumentan la degradacion de (-
catenina y reducen la activacion de Wnt, mientras que las variantes truncantes
parecian aumentar la activaciéon de Wnt/p-catenina (65).

Asi, el gen WNTI10A es importante para la formacion de los dientes y los
foliculos pilosos, la regeneracion de la epidermis, las papilas linguales y la

funcion de las glandulas sudoriparas. Ademas, variantes en WNT10A también se
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han identificado en casos de hiperqueratosis familiar, DEHAD y DEHAR, como:
la displasia odonto-énico-dérmica (OODD, MIM 257980), el sindrome de
sindrome de Schopf-Schulz-Passarge (SSPS, MIM 224750) y la oligodoncia
(STHAG4, MIM 150400) (66). La hipoplasia dérmica focal humana (FDH, MIM
305600), también conocida como Sindrome de Goltz-Gorlin, genéticamente se
correlaciona con deterioro en la sefializaciéon de Wnt. La FDH es un trastorno
dominante ligado al X causado por variantes patogénicas en el gen PORCN vy se
caracteriza por piel hipoplasica, asi como malformaciones digitales, oculares y

malformaciones dentales (67).
Se han asociado alteraciones en otros genes de esta via implicados en

diferentes anomalias orofaciales como la oligodoncia o agenesia dental no
sindromica (ADNS) relacionadas con variantes patogénicas en los genes LRP6,
(STHAG?7, MIM 616724), PAX9, (STHAG3, MIM 604625) y MSX1 (STHAG1, MIM
106600). Otras entidades con clinica solapante como la oligodoncia y el sindrome
de predisposicion al cancer se producen con alteraciones en el gen AXIN2
(ODCRCS, MIM 608615).

1.2.3 Via de senalizacion TP63

El factor de transcripcion p63 es codificado por el gen TP63, que se localiza
en el cromosoma 3 (locus 3q27) y es un importante regulador del desarrollo
embrionario y del mantenimiento de la homeostasis en el epitelio estratificado en
adultos. Este gen es responsable de activar al menos otros 520 genes e iniciar
numerosas vias de senalizacion criticas, incluida la via Wnt (como se ha
comentado, es responsable de la formacion del foliculo piloso), la via EDA/NF-kB
(critica para el desarrollo del foliculo piloso, glandulas sudoriparas y dientes) y la
via Notch (subsidiaria de provocar que las células madre se diferencien en la

epidermis) (68).

1.2.3.1 Isoformas de p63

El factor de transcripcion p63 se describié inicialmente como un factor
transcripcion de queratinocitos, y es homologo a p53 en tejidos epiteliales de rata
(69). Posteriormente se descubrieron seis isoformas resultantes de dos promotores


https://omim.org/entry/150400
https://omim.org/entry/305600
https://omim.org/entry/616724
https://omim.org/entry/604625
https://omim.org/entry/604625

60 M: CARMEN MARTINEZ ROMERO

alternativos (TA y AN) y se identificaron tres formas de splicing alternativo, (o, {3,
Y) (70) (Figura 3). La isoforma TA contiene tres exones especificos de TA, exon 1, 2
y 3, y codifica un dominio transactivacion (TA1) que es homologo al dominio de
transactivacion de la proteina p53. Otro promotor origina una isoforma mas corta
denominada AN, y su inicio de la transcripcion tiene lugar en el exén 3 ', este
promotor es especifico de la isoforma AN. Inicialmente, la isoforma AN se
considerd transcripcionalmente inactiva (no canodnica), funcionando como una
variante negativa dominante hacia la isoforma TA, porque carece de la
transactivacion tipica dominio TAIl. Sin embargo, posteriormente se ha
reconocido que la region N-terminal de la isoforma AN también posee actividad
transactivacion, y por lo tanto se denomina TAAN. En el extremo C, la isoforma
mas larga es la isoforma o que contiene todos los exones 3’. A nivel de proteina, la
isoforma a contiene un dominio de motivo alfa-estéril (SAM) que se cree que esta
involucrado en las interacciones proteina-proteina (71) y un dominio inhibidor de
la transactivacion (TID) que inhibe la actividad del dominio TA1l. Otras dos
isoformas, 3 que carece del exon 13 y vy que no tiene los exones 11-14 pero tiene
un exon especifico de y 10 ', no contiene el SAM ni Dominios TID. En el extremo
N-terminal de la proteina p63, se localiza un lugar de inicio alternativo de la
traduccion ubicado en el cuarto exdn que origina una isoforma AAN que carece
de los primeros 26 aminodcidos de la isoforma AN en los queratinocitos
epidérmicos (72).

En un estudio sobre Sindrome AEC/RHS, se encontraron variantes de
parada dentro de los primeros 26 aminoacidos de p63 en varios pacientes. Para
sorpresa de los autores, se detectd la transcripcion TP63, en lugar de ser
degradado por completo a través del mecanismo de descomposicion que es
comun para detener las mutaciones. Esta observacion incidental condujo a la
identificacion de un sitio de inicio de traduccion alternativo aguas abajo de todas
las variantes de parada. Este sitio alternativo de inicio de traduccion da lugar a la
variante de proteina AAN en queratinocitos de pacientes AEC/RHS, y también
esta presente en los queratinocitos de controles sanos, aunque a un nivel mas bajo
que la isoforma AN.

En el extremo C-terminal, otras dos isoformas, ® y ¢ (Figura 3), fueron

identificadas mediante analisis bioinformaticos utilizando el splicing alternativo.
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La isoforma 0 es una variante alternativa que carece de exon 13. La isoforma &
esta generado por un codon de parada prematuro que se encuentra en exdn 10.

De este modo, TP63 puede comprender hasta cinco tipos de dominios
(Figura 3), dependiendo de la isoforma, y puede contener un dominio de
transactivacion (TA), un dominio de unién de ADN (DBD), un dominio de
oligomerizacion (OD), un motivo alfa estéril C-terminal (SAM) y/o transcripcion
C-terminal y un dominio inhibitorio (ID) (73). El N-terminal puede consistir en un
dominio TA o una version truncada (AN) que carece del dominio acido TA que se
deriva de un promotor alternativo y un coddn de iniciacion en el intrén 3. El
extremo 3 'de TAp63 y ANp63 puede empalmarse alternativamente para producir
isoformas a, 3, Y y O, mientras que la isoforma & se forma a partir de la
terminacion transcripcional en el exén 10. TAp63a y ANp63a contienen un
dominio SAM que se cree que estd involucrado en las interacciones proteina-
proteina y un dominio inhibidor de la transactivacion (TID) que inhibe la
actividad del dominio TA1 de extremo N-terminal (74).

A
o
B ADULT: Displasia Ectodérmica/

Malformacién mano partida Y 5 B
ANp63 (Ex3,4-8)

RHS/AEC: EEC: Displasia Ectodérmica/ LMS: Displasia Ectodérmica/ RHS/AEC:

Displasia Ectodérmica/ Malformacion mano partida/ Malformacion mano partida Displasia Ectodérmica/

Paladar/labio hendido  Paladar/labio hendido Paladar/labio hendido/ Paladar/labio hendido

(Ex3,12-13) (Ex4-8) Hipoplasia glandulamamaria  (Ex12-13)
(Ex3’,4-8,12-14))

-Dominio Transactivacién TAAN

-Dominio Transactivacion TA1

-Dominio de oligomerizaciéon OD

-Dominio deunién al ADN (DBD)

-Dominio de transactivacion TA2

-Motivo alfa-estéril (SAM)

-Dominio inhibidordela transactivacion (TID)

Figura 3. Estructura del gen y dominios funcionales de la proteina p63.
Adaptado de Soares et al., 2018.
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1.2.3.2 Sefializacion TP63 en la piel

La isoforma TA se requiere para el inicio de la estratificacion epidérmica y
AN se requiere para la proliferacion del epitelio basal, ambas isoformas
identificadas intervienen en la diferenciacion y desarrollo ectodérmico y
contienen el dominio de uniéon al ADN (DBD) y de oligomerizacion (OD). La
isoforma AN es la principal isoforma funcional en células como: tejido epitelial,
oral, dental, corneal y en células epiteliales pulmonares (75-78). El promotor en
AN es el tinico promotor activo y el exdn 3 'es el primero expresado detectado en
células epidérmicas a lo largo de la estratificacién epidérmica. La isoforma AN es
la tinica isoforma expresada abundantemente en numerosas células epiteliales,
como los tejidos orales, glandulas mamarias y hasta en 40 tipos diferentes de
células humanas (79). A diferencia de la abundante expresion de la isoforma AN
en células epitelial, la isoforma TA generalmente se expresa a bajo nivel en células
no epiteliales. Aunque el hallazgos de nuevos analisis gendmicos (79) (80) no
excluyen la posibilidad de que la isoforma TA se exprese en un nivel muy bajo
por debajo del umbral de deteccion, emiten dudas sobre la importancia de la
isoforma TA en las células epiteliales, dado que su expresién es de al menos
varias magnitudes mas baja que la isoforma AN. Curiosamente, la isoforma TA se
ha demostrado que juega roles en varios 6rganos y tejidos aparte de la epidermis.
TAp63 se expresa en ovocitos y juega un papel importante en el control de la
apoptosis en respuesta al dano del ADN (81). En la coclea, la isoforma TA
también se expresa y regula la via de sefializacion de Notch, que se requiere para
el correcto desarrollo de la cdclea (82). Adicionalmente, se ha encontrado que
TAp63 se expresa en la etapa tardia de la miogénesis (83) y en el desarrollo de
cardiomiocitos (84).

En cuanto a las isoformas p63 C-terminales, la isoforma « es la
predominante en la mayoria de las células que expresan p63 (79) aunque las
isoformas (3, 0 y € también se expresan a un nivel bajo (74, 79). La isoforma 7y se
expresa en las células musculares (74, 83), células cancerosas inmortalizadas (74) y
lineas celulares de carcinoma de células escamosas (79). Como la isoforma « es la
mas abundante en las células, se ha propuesto que la mayor parte de la actividad

funcional p63 es impulsada por dicha isoforma (79).



CAPITULO I: INTRODUCCION 63

1.2.3.3 TP63 y enfermedades de la piel

Hemos visto que el factor de transcripcion p63 codificado por TP63 es un
importante regulador del desarrollo embrionario y de mantener la homeostasis en
epitelios estratificados en adultos (76). Las variantes patogénicas en heterocigosis
en TP63 son responsables de al menos siete trastornos autosomicos dominantes
con manifestaciones ectodérmicas muy diferentes y con una buena correlacion
fenotipo-genotipo: sindrome de anquilobléfaron-displasia ectodérmica-fisura
labiopalatina (AEC, MIM 106260), sindrome ectrodactilia-displasia ectodérmica-
paladar hendido (EEC, MIM 604292), sindrome acro-dermato-ungueal-lacrimal-
dental (ADULT, MIM 103285), sindrome de Rapp-Hodgkin (RHS, MIM 129400) y
sindrome de miembros y mamas (LMS, MIM 603543), malformacion de mano
partida/pie partido (SHFM4, MIM 605289) y labio y/o el paladar hendido no
sindromico (OFC8, MIM 618149).

1.2.4 Interrelacion de las vias implicadas en las displasias ectodérmicas

La homeostasis epidérmica requiere de un equilibrio delicadamente
ajustado entre la proliferacion de la capa basal y la diferenciacion de su estrato
corneo terminal hasta formar una barrera epidérmica funcional y protectora. Las
interrupciones genéticas en la diferenciacion epidérmica causan enfermedades
que afectan a mds de una de cada cinco personas. El aumento de las
investigaciones sobre los genes afectados en estas enfermedades ha revelado el
papel central de las vias anteriormente descritas en el desarrollo de la epidermis
(70) (Figura 4); ademas de la implicacion de otras vias como Notch, TGF( y
Ras/MAPK (85). A medida que se establezca la base genética para todas las
enfermedades de la piel durante los préximos afios, surgiran oportunidades
adicionales para una intervencion terapéutica efectiva que integre las vias

afectadas con las alteraciones genéticas recientemente descubiertas.
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Via EDA/NFkB Via Wnt

KREMEN1
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Figura 4. Interrelacion de las vias moleculares implicadas en las diferentes DE.

Los genes de la via EDA/NF-kB estan representados por 6valos de color naranja, los genes de la via
Wnt estan representados por 6valos de color purpura y los implicado en la via p63 por 6valos azules.
Las abreviaturas en los recuadros de color verde indican diferentes tipos de DE. Adaptacion de Wright
et al., 2018.
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CAPITULO II: JUSTIFICACION

Actualmente, la prevalencia de las DE sigue siendo desconocida; los
registros basados en la frecuencia de ocurrencia en la poblacion son dificiles de
establecer, algunas condiciones que cumplen clinicamente con la definiciéon de
DE, pero cuya etiologia se desconoce, pueden agruparse en otros grupos de DE
con las que comparten mayores similitudes fenotipicas. Identificar la base
genética de estas condiciones permite su clasificacion en funciéon de la etiologia
molecular. Dilucidar la etiologia subyacente en los diferentes tipos DE permite un
manejo terapéutico adecuado y asesoramiento genético correcto.

En este sentido, actualmente, es una realidad la posibilidad de terapia
sustitutiva con proteina EDA recombinante para el tratamiento prenatal de la
DEHLX (86). Esta proteina administrada en las primeras semanas del desarrollo
embrionario, a través del liquido amnidtico, reestablece la funcién de la EDA
alterada y estimula el desarrollo de dientes, glandulas sudoriparas y pelo (87).

A nivel internacional las publicaciones sobre este tema se centran en la
identificacion de nuevos genes o variantes en genes conocidos y la caracterizacion
clinica de casos o series pequefias de casos en individuos de una misma familia
(88) y menos frecuentemente, estudios clinicos de cohortes de mayor tamario,
fundamentalmente asociados a DEHLX (89, 90). Hasta la fecha no se habian
reportado estudios en cohortes espafiolas, los resultados preliminares de este
trabajo con el estudio molecular de los genes EDA, EDAR, EDARADD y WNT10A
nos ha permitido caracterizar un porcentaje del 70,8% de los casos de DEH y ha
supuesto la primera publicacion en nuestra poblacion (37).

No obstante, como se ha comentado anteriormente, la identificacién de la
patologia molecular en este tipo de pacientes representa un reto dificil sobre todo
en el grupo de pacientes sin variantes patogénicas en los genes referidos. Los
avances recientes de secuenciacion de nueva generacién (NGS; Next Generation
Sequencing), también conocida como secuenciacién masiva en paralelo, nos
permiten un abordaje integral en el diagndstico de las enfermedades hereditarias
que son clinica y genéticamente heterogéneas como la DE.
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Las técnicas de NGS ofrece ventajas significativas respecto a los recursos
convencionales al poder obtener un nimero muy elevado de secuencias al mismo
tiempo e incluso realizar simultaneamente estudios de muestras de diversos
pacientes. Publicaciones recientes han demostrado que la secuenciacion NGS,
mediante el uso de diferentes paneles de genes asociados a fenotipos especificos
orodentales (91), agenesia dental (92) (93), genodermatosis (94) o que incluyen
todos los exones codificantes del genoma (WES, Whole Exome Sequencing) es
muy util, ya que permite la identificacion de nuevos genes implicados en esta
patologia que no han sido descritos hasta la fecha y el diagndstico diferencial con
otras enfermedades de clinica solapante.

La NGS aplicada al estudio de la DEH tiene una enorme aplicabilidad
traslacional para el desarrollo de una medicina cada vez mas personalizada, y
supone un cambio de paradigma para el diagnostico clinico futuro de

enfermedades genéticas como las DE.
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CAPITULO III: HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 HIPOTESIS

Dada la gran heterogeneidad genética que se ha observado en la etiologia
de las DE y por lo tanto la dificultad que existe, en muchos casos, para indicar un
estudio molecular dirigido, se planta la hipétesis de que bajo una entidad clinica
definida como es la DEH, se pueden enmascarar otros tipos de displasias con
clinica solapante que hasta la aparicion de las técnicas de secuenciacion masiva o
NGS no ha sido facil identificarlas. El analisis mediante un panel de genes
especificos (panel NGS-ED-v.1) en combinacién con un andlisis clinico detallado
mediante codigos HPO nos permitira ampliar el espectro clinico y molecular de la
DEH.

3.2 OBJETIVOS

El objetivo principal es caracterizar clinica y molecularmente a una serie de
los pacientes con diagndstico clinico de DEH en una poblacion espafiola. Esta
identificacion nos permitird entender la funcionalidad del gen implicado y los

mecanismos patogénicos de dicha enfermedad.

Los objetivos secundarios del estudio son:

- Describir las caracteristicas demograficas en una serie de pacientes con DEH
de la poblacion. espafiola.

- Realizar una aproximacion convencional al diagndstico genético de la DEH
mediante técnicas convencionales MLPA (Multiple Ligation Probe
Amplification) y de secuenciacion Sanger.

- Evaluar el rendimiento diagnostico de un panel de genes descritos como
causantes de alteraciones ectodérmicas (panel NGS ED v.1), en pacientes de
nuestra poblacidon con sospecha clinica de DEH.

- Identificar los genes y sus variantes patogénicas potencialmente responsables
de la DEH.
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Identificar nuevos genes implicados en la etiologia de las DE con clinica
solapante a la DEH.

Caracterizar los fenotipos resultantes de las variantes de los genes
identificados.

Analizar la repercusion bioquimica-fisioldgica de las variantes encontradas de
acuerdo a la disfuncion proteica que produzcan.

Establecer una estrategia diagndstica molecular eficiente a partir del analisis

del rendimiento de las técnicas de estudio genético.



IV - MATERIAL Y METODO
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CAPITULO IV: MATERIAL Y METODO

4.1 DISENO DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio multicéntrico, descriptivo transversal para
caracterizar clinica y molecularmente una cohorte de pacientes con diagndstico
clinico de DEH y/o alteraciones en una o mas estructuras derivadas del
ectodermo. El periodo comprendido en la ejecucion del mismo ha sido entre los
meses de enero de 2014 a diciembre de 2019; este estudio fue sometido a
valoracién por el Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital Clinico
Virgen de la Arrixaca que concedid su aprobacion para cada uno de los procesos

antes de ser iniciado (Anexo 2).

4.2 DEFINICION DE LA POBLACION DE ESTUDIO

Se incluyeron en el estudio a aquellos pacientes con sospecha clinica de
DEH y/o ADNS, con alteraciones en al menos dos estructuras ectodérmicas o
solamente una de ellas cuando fuera hipohidrosis o agenesia dental como
alteracion predominante. Los pacientes que participaron proceden de diferentes
hospitales de la Region de Murcia, asi como de otros Servicios de Dermatologia y
Genética de 14 hospitales de la red nacional que prestan asistencia publica
(Tablal). Ademas, se contd con la colaboraciéon de la Asociacion AADE
(Asociacion Espafiola de Afectados por las Displasias Ectodérmicas) desde donde
se remitieron pacientes que autorizaron una completa evaluacién clinica y

genética para participar en dicho estudio.
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Tabla 1. Hospitales colaboradores en las diferentes provincias esparolas.
SERVICIO HOSPITAL PROVINCIA
Dermatologia Hospital Clinico de Santiago Compostela A Corufia
Dermatologia Hospital del Mar Barcelona
Dermatologia Hospital San Pau Barcelona
Dermatologia Hospital Universitario de Gerona Gerona
INGEMM Hospital La Paz Madrid Madrid
Genética Médica Fundacién Jiménez Diaz Madrid
Dermatologia Hospital General Universitario Gregorio Madrid
Marafién
Dermatologia Hospital Universitario 12 de Octubre Madrid
Dermatologia Hospital Universitario Infantil Nifio Jestis Madrid
Genética Médica/ Hospital Clinico Universitario Virgen de la Murcia
Dermatologia Arrixaca
Dermatologia Hospital Clinico Universitario Virgen dela ~ Murcia
Arrixaca
Dermatologia Hospital Universitario Virgen de Valme Sevilla
Dermatologia Hospital Universitario Virgen del Rocio Sevilla
Dermatologia Hospital De Requena Valencia
Dermatologia Hospital Clinico Universitario La Fe Valencia
Genética Médica/ Hospital Universitario de Cruces Vizcaya
Dermatologia

4.2.1 Criterios de inclusion

Pacientes de cualquier edad, sexo u origen étnico, residentes en Espafia
con diagnostico clinico de DEH. Se incluyeron aquellos pacientes con alteracion
en dos estructuras derivadas del ectodermo o una, si se trataba de alteracién del
sudor o falta de piezas dentarias, debido al posible solapamiento fenotipico
derivado de la diferente expresividad clinica. Se incluyeron también los

progenitores del/a probando para determinar el origen de la anomalia.
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4.2.2 Criterios de exclusion

Se excluyeron del estudio a aquellos pacientes en los que tras la valoracion
del cuestionario médico, presentaban caracteristicas clinicas predominantes de
otras DE o sindromes malformativos especificos. Estos casos no se analizaron en
el presente estudio, pero sus datos clinicos fueron conservados y sus muestras de
ADN se depositaron en el Biobanco en red del Nodo I de Murcia (Biobanc-Mur)
del Instituto Murciano de Investigaciones Biomédicas del Hospital Clinico
Universitario Virgen de la Arrixaca (IMIB-Arrixaca), para su inclusion en estudios
posteriores, cuando asi lo hubieron manifestado mediante el correspondiente

consentimiento informado (Anexo 3).

4.3 LUGAR DE EJECUCION

La evaluacioén clinica inicial de cada paciente se llevd a cabo por el equipo
médico en el centro colaborador de origen. La informacion referente a los datos
demograficos y clinicos de los afectados (varones y mujeres) y de sus familiares
de riesgo se incluyé en un cuestionario clinico. Posteriormente, cada caso fue
evaluado en el centro receptor para su inclusidon en el estudio por un equipo
clinico multidisciplinar  integrado en el IMIB-Arrixaca compuesto
fundamentalmente por clinicos de la Seccion de Genética Médica y del Servicio de
Dermatologia del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca (HCUVA).

La implementacion y optimizacion de las técnicas de MLPA (Multiple
Ligation Probe Amplification), secuenciacion Sanger y Next Generation
Sequencing de los genes implicados en la DEH, asi como el andlisis de las
variantes genéticas detectadas, fueron tareas realizadas en el Centro de
Bioquimica y Genética Clinica (CBGC) perteneciente a la plataforma de genémica
del IMIB-Arrixaca.

El andlisis estadistico se realizo en la catedra de Genética Humana de la
Universidad Catdlica de Murcia (UCAM) y en colaboracién con el grupo de
investigacion de las ER (enfermedades raras) del IMIB-Arrixaca.

La conservaciéon y depodsito de muestras de ADN se realizé en el Biobanco
en red del Nodo I de Murcia (Biobanc-Mur) del HCUVA, en cumplimiento de la
ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion Biomédica.
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4.4 VALORACION MEDICA Y CUESTIONARIO CLINICO

Para la valoracion y descripcidon clinica, se citdé a cada paciente en una
primera consulta médica, en la que mediante entrevista personal y revision de la
historia médica personal y familiar, se recogieron los datos demograficos y arbol
genealdgico; ademas, se recogieron las distintas variables clinicas de interés en el
estudio a través del cuestionario clinico (Anexo 4) siguiendo los codigos
estandarizados del HPO (Human Phenotype Ontogy) (95).

Si el paciente realiz6 una consulta odontoldgica y disponia de
ortopantomografia (radiografia panoramica maxilar) se solicité una copia (para
determinar el nimero y la posicion de los dientes ausentes o todavia no
erupcionados). Se tomaron fotografias de cara (de frente y perfil), dientes, cuerpo

entero, manos y pies.

4.5 PROTOCOLO DE RECOGIDA DE LAS MUESTRAS

De acuerdo al protocolo establecido para la recogida de muestras (Anexo 5),
se recibieron dos tubos primarios de sangre periférica (de 9 ml en tubo de EDTA o
3ml si son nifos pequenos):
Tubo 1: para extraccion de ADN y seguidamente el analisis molecular de los
genes objeto de estudio.
Tubo 2: para su conservacién en el Biobanco en red del Nodo I de Murcia
(Biobanc-Mur).

4.6 METODOLOGIA DE ANALISIS GENETICO

Las muestras de sangre periférica de los individuos que cumplian los
criterios de inclusion que se han descrito, pasaron por los procesos que se

describen a continuacion para la caracterizacion genotipica:

4.6.1 Extraccion y cuantificacion del ADN

Se realizé extraccién automatizada mediante el equipo Maxwell® 16 de

Promega basado en el uso de particulas esféricas magnéticas. Se valord la
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absorbancia: A260/A280 y concentracion mediante un nanofotometro
(Nanophotometer P330 UV/Vis P-Class).

4.6.2 Analisis mediante MLPA (Multiple Ligation Probe Amplification)

En el primer nivel de estudio se les realiz6 a todos los pacientes un analisis
especifico de microdelecion y/o microduplicacion mediante MLPA (Multiple
Ligation Probe Amplification) y reactivos Kit-Cy5 (MRC-Holland, Amsterdam,
NL) (96) empleando grupos sondas especificas de una region (salsa de sondas):
para el estudio de los 4 genes prioritarios causantes de la DHE se aplicd la salsa
P183 EDA-EDAR-EDARADD-WNT10A, la salsa P073-IKBKG se aplicoé para la
determinacion de microdeleciones en IKBKG ante la sospecha de incontinencia
pigmenti (IP) y la salsa P163-GJB-WFS1 ante la sospecha de displasia ectodérmica

hidroética o Sindrome de Clouston.

4.6.2.1 Fundamento de la técnica

La técnica de MLPA utiliza dos sondas (hemisondas) para cada region
cromosOomica que se quiere analizar; cada hemisonda es complementaria a la
secuencia diana a analizar (21-30 nucledtidos) a la que se le ha afadido la
secuencia de un cebador universal en el extremo 5'; la otra hemisonda del par
también tiene una secuencia complementaria a la diana, ademas de un fragmento
de longitud variable para que pueda registrarse durante la electroforesis capilar y
la secuencia de otro cebador universal en el extremo 3'. Ambas sondas hibridan
con la region diana, y se unen entre si mediante un enzima ligasa termoestable.
Con un solo par de cebadores se pueden amplificar todas las sondas que han
hibridado con la region diana que se han ligado correctamente. Se utilizan varios
pares de hemisondas con fragmentos de diferente longitud y que cubren una
region cromosomica especifica de interés, a este conjunto de sondas (-48) se les
denomina salsa de sondas. De este modo podemos amplificar y cuantificar en una
Unica reaccion, numerosos fragmentos de la region especifica de interés, lo que
ahorra mucho tiempo y reactivos. Ademads, como las condiciones de reaccién son
las mismas, la cantidad final de producto es proporcional a la cantidad inicial de
ADN, por lo que los resultados de MLPA pueden ser cuantificados, permitiendo

detectar grandes deleciones y duplicaciones de un gen, es decir, variantes en
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numero de copias o CNV (Copy Number Variation); la imposibilidad de detectar
mutaciones puntuales es una limitacion de esta técnica.

El protocolo de MLPA se realiz6 usando 100 ng de muestra de ADN para
cada paciente siguiendo las instrucciones del fabricante (MRC-Holland,
Amsterdam, NL). La desnaturalizacion e hibridacion de las sondas continué con
una reaccion de ligacion y amplificacion mediante PCR. Un microlitro del
producto amplificado fue analizado mediante un secuenciador ABI 3130 (Applied
Biosystems).

4.6.2.2 Interpretacion de los resultados de MLPA

El andlisis de los datos MLPA se desarrollé mediante el uso del programa
Coffalyser.Net (v.2) (cedido por MRC-Holland). Se realizd una intra-
normalizacién para cada muestra, basada en las sondas de control incluidas en
cada kit, y posteriormente cada muestra de cada paciente, se normalizé con 4
muestras controles. La disminuciéon progresiva de sefial de las sondas dentro de
cada muestra en el secuenciador automatico se corrigio por regresion simple. Los

limites relativos normales se establecieron entre 0,75y 1,3.

4.6.3 Secuenciacion de Sanger

Simultdneamente, este primer nivel de estudio se completa con la obtencion
de la secuencia de todos los exones de los genes mas prevalentes: EDA, EDAR,
EDARADD y WNT10A mediante secuenciacion Sanger (GATC, Alemania) (97).

4.6.3.1 Diserio de cebadores especificos de los fragmentos de interés

Se obtuvieron las secuencias de referencias que identifican de forma tinica e
inequivoca cada gen a secuenciar en RefSeq (NCBI Reference Sequence Database)
(98). Se identificacion de todos los exones y regiones intronicas de los 4 genes:
EDA, EDAR, EDARADD y WNT10A. Se determind cada fragmento de ADN de
interés a secuenciar (FAI) que incluyd la secuencia de todos los exones
codificantes junto con los 25 nucleétidos anteriores y posteriores a cada uno de
ellos localizados en las regiones intrénicas adyacentes.

El disefio de los cebadores necesarios para amplificar mediante PCR el FAI

se realiz6 online con la ayuda del programa Prime3 versién 4.1.0, (accesible en
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http://primer3.utee/) (99) modificando  tUnicamente la  opcion de
Mispriming/Repeat Library para seleccionar la opcién de genoma humano,
dejando el resto de opciones tal como aparecen por defecto, procurando que el
tamafio de los mismos estuviera en un rango de entre 300 y 600 pb y las
temperaturas de hibridacion proxima a los 60°C para favorecer la uniformidad de
la reaccion de PCR. A continuacion, los pares de cebadores seleccionados, directos
(F) y reversos (R), se chequearon por si contenian polimorfismos (SNPs) mediante
el uso del visualizador genémico de la Universidad Santa Cruz de California
(UCSC) (100) y activando la opcién dbSNP en su version mas actualizada en ese
momento (dbNSP build 146. 25/11/2015) para evitar SNPs con frecuencias iguales
o superiores al 1% en la poblacion. Posteriormente, se comprobd la secuencia y el
tamafio del amplimero esperado mediante PCR in silico con la herramienta
disponible en la UCSC. Estos cebadores fueron sintetizados por Sigma-Aldrich Co
(San Luis, EEUU) a los que finalmente se les afiadio en su extremo 5’ la secuencia
M13 universal, directa (F) o reversa (R) segun corresponda, que posteriormente se
utilizé en la reaccion de secuenciacidn, las secuencias de los oligonucledtidos
cebadores por pares (F y R), utilizados para la amplificacién de cada exdén (Anexo
6).

4.6.3.2 Reaccion de secuenciacion de Sanger (RSS) del FAI amplificado

La reaccién de amplificacion se realizd mediante PCR usando los cebadores
disefiados y los reactivos de amplificacion de Master Mix (Applied Biosystem,
Foster City, EEUU) con enzima AmpliTaq Gold™ 250U/5UmL y de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Se comprob6é que los fragmentos amplificaban
correctamente mediante un gel de agarosa al 2% a 150V durante 30 minutos. Al
final de esta etapa se procedio al lavado con ExoProStar (Illustra™, ref: US77705V,
500ul) (GE Healthcare, Freiburg, Alemania) de los fragmentos correctamente
amplificados para la eliminacion de los cebadores y dNTPs que no son utilizados
durante la reaccion de PCR y que podrian interferir en la reaccion de
secuenciacion  posterior. La reaccion de secuenciacion convencional
(secuenciacion Sanger) se realiz6 con el kit comercial Bright Dye™ Terminator
Cycle Sequencing (Nimagen, Nijmegen, Paises Bajos) que contiene todos los
reactivos necesarios para realizar el proceso. Los amplicones se secuenciaron en

sentido directo y reverso, utilizando los mismos cebadores que en la reaccion de
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PCR de amplificacion. La reaccion consistio en 3 ul del producto de amplificacion
purificado, 1 pl de Bright Dye premix (incluido en el kit), 1.5 pl de 5x Sequencing
Buffer (incluido en el kit), 0.5 pl de cebador directo o reverso y 4 ul de agua libre
de nucleasas, con un volumen final de 10 ul. Los ciclos de secuenciacion se
realizaron en un termociclador Veriti™ (Applied Byosistem) siguiendo las
condiciones recomendadas por el fabricante: 1 minuto de desnaturalizacion inicial
a 96°C, 28 ciclos de sintesis (10 segundos a 96°C, 5 segundos a 57°C y 4 minutos a
60°C), refrigeracion a 4°C.

Tras los ciclos de secuenciacion, todo el volumen de la reaccion se sometio a
un paso de purificacion mediante filtracion por columna, en placa de 96 pocillos
Optima DTR ™ (EdgeBio, Gaithersburg, EEUU) siguiendo los pasos de
centrifugacion indicados por el fabricante (5 minutos a 850 g). Este sistema
permite la eliminaciéon de los ddNTPs marcados fluorescentemente no
incorporados, dNTPs, cebadores y sales que puedan interferir en la electroforesis
posterior.

La electroforesis capilar se realizd en dos secuenciadores automaticos
modelo 3130 Genetic Analizer (Applied Biosystems). Las secuencias de las
regiones de interés y zonas flanqueantes se analizaron con los programas
Sequencing v5.2 y SeqScape v3.0 (Applied Biosystems) alinedndolas con la
version gendmica GRCh37.p13 (NC_000003.11), descargada de la base de datos
GeneBank (accesibles en https//www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/). La clasificacion
e interpretacion de las variantes identificadas de hizo de acuerdo a la descripcién
del apartado 4.6.5.

4.6.4 Next Generation Sequencing (NGS)

4.6.4.1 Seleccion de genes y diserio del panel de captura NGS-ED-v.1

En un segundo nivel de estudio, se realiz6 un abordaje mas amplio,
extendiéndose el estudio a todos los genes que de algin modo se hubieran
referido estar implicados en el desarrollo de las DE y/o la ADNS. Con este
proposito se seleccionaron los 89 genes mas prevalentes, descritos hasta la fecha y
basandonos fundamentalmente en las revisiones de Visinoni, 2009 y Priolo 2009
(9, 10), también mediante consultas en diferentes bases de datos: Orphanet (101),
GeneReviews® (22), National Library of Medicine (US) (102) y OMIM (103).
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Se disend un panel de secuenciacion masiva en paralelo que permite el
analisis de todos los genes seleccionados en un solo test, se realizd6 mediante
sondas de ARN de captura contra todos los exones codificantes y al menos 25pb
intronicas flanqueantes con cobertura completa de todos los genes escogidos y sus
correspondientes regiones de splicing (panel NGS-ED-v.1). Para ello se utilizo el
portal SureDesign y se obtuvieron un total 22957 sondas y 333,084 Kb (Tier 1)
(https://earray.chem.agilent.com/suredesign/, Agilent EEUU), (Tabla 2).
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Tabla 2. Genes contenidos en el panel NGS-ED-v.1.

GEN=Alias Displasia Ectodérmica Fg}‘\‘/ﬁll\l/’lo ORPHA Proteina TRANSCRITO  Herencia Locus
Oligodoncia con i
Inhibidor de la vi
AXIN2 predisposicion a cancer 604025 300576 ! v(\z\n"e avia NM_004655 AD 17q24.1
colorectal
Sindrome cardio facio N
BRAF , 115150 1340 Proteinquinasa B-Raf NM_004333 AD 7q34
cutaneo
D i6 lar j il
CDH3 EBENETacion masar Juvert 601553 1573 Caderina 3 NM_001793 AR 16922.1
con hipotricosis
Displasia ectodérmica,
CDH3 ectrodactilia y distrofia 225280 1897 Caderina 3 NM_001793 AR 16q22.1
macular
CHUK=IKBKA , Inhibidor IKK

_IKK1 Sindrome encapsulante fetal 600664 465824 subunidad alfa NM_001278 AR 10q24.31
CLIP2=CYLN2 Sindrome de Williams Beuren 194050 904 Cytoplasmatic Linker 2 NM_032421 AD 7q11.23

COL11A1 Sindrome de Marshal 154780 560 Colageno XI alfa NM_004333 AD 1g21

CTSC Sindrome Paillon-Lefevre 245000 678 Catepsina C NM_001814 AR 1g21

CTSC Sindrome Haim-Munk 245010 2342 Catepsina C NM_001814 AR 1921

CTSK Picnodisostosis 265800 763 Catepsina K NM_000396 AR 1921

DKC1 Disqueratosis congénita 305000 1775 Disqueratina NM_001363 LXR Xq28

ligada al X
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DLX3 Sindrome Tricodento-Oseo 190320 3352 Dl-Homeobox 3 NM_005220 AD 17q21.3-q22
DSP Sindrome de Carvajal 605676 65282 Desmoplaquina NM_004415 AR 6p24.3
Sindrome piel fragil, cabello
DSP lanoso y queratodermia 615821 293165 Desmoplaquina NM_004415 AD 6p24.3
palmoplantar
EDA DEH/DEA 305100 181 Ectodisplasina A NM_001399 LXD Xql2-q13.1
Displasia E Srmica LX
EDA2R isplasia Ectodérmica LX/ 300276 181 Receptor ED2 NM_001130442  LXD Xql2
Alopecia androgénica
EDAR DEH AD y AR 129490 1810 Receptor ED1 NM_0022336 AD/AR 2ql1-q13
A 1
EDARADD DEH AD y AR 694140/694141 248 daptador de NM_0145861  AD/AR  1q42.2-g43
receptor de la EDA
ELN Sindrome de Williams Beuren 194050 904 Elastina NM_000501 AD 7q11.23
Protef iy
ERCC2 Tricotiodistrofia 601675 33364 roteina de reparacion s 490400 AR 2q21
por escision
Protei o7
ERCC3 Tricotiodistrofia 601675 33364 roteina de reparacion vy 9015 AR 19p13.2
por escision
Disostosi dental d jo cili
EVC isostosis acrodental de 225500 952 EVC com}?le]o ciliar NM. 153717 AD 4pl6
Weyers subunidad 1
Disostosi dental d jo cili
EVC2 isostosis acrodental de 225500 952 EVC comPle]o ciliar NM_ 147127 AD 4p16.2
Weyers subunidad 1
ind lacri . .
FGER10 Sindrome lacrimo auriculo 149730 2363 Factor crecimiento de NM_004465 AD 4p6.3

dentodigital

fibroblastos 10
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FGER2

FGFR3
FLNA

FOXN1=WHN

GATA3

GJA1
GJB2
GJB2
GJB2

GJB6

GTF2H5=TTD

GTF2I

Sindrome lacrimo auriculo
dentodigital
Sindrome lacrimo auriculo
dentodigital

Sindrome otopalato digital

Inmunodeficiencia células T

Hipoparatiroidismo, sordera
neurosensorial y displasia
renal
Displasia oculodentodigital
Queratodermia palmoplantar
con sordera
Queratitis, ictiosis y sordera
(sindrome KID)
Ictiosis, hystrix-like con
sordera (sindrome HID)

Sindrome de Clouston

Tricotiodistrofia

Sindrome de Williams Beuren

149730

149730

311300

601705

146255

164200

148350

148210

602540

129500

601675

194050

2363

2363

90650

169095

2237

2710

2202

477

477

189

33364

904

Factor crecimiento de
fibroblastos 2
Factor crecimiento de
fibroblastos 3
Filamina A

Factor de transcripcion
Proteina N1

Factor de trancripcion
GATA 3

Conexina 43

Conexina 26

Conexina 30

Factor general de
transcripcion II
subunidad 5
Factor de trascripcion
general 2-1

NM_022970

NM_001163213
NM_001110556

NM_003593

NM_001002295

NM_000165

NM_004004

NM_004004

NM_004004

NM_006783

NM_207118

NM_032999

AD

AD

LXD

AR

AD

AD

AD

AD

AD

AD

AR

AD

5p13-p12
5p13-p12
Xq28

17q11-q12

10p15

6q11-q23.2
13q11-q12
13q11-q12
13q11-q12

13q112

6p25.3

7q11.23
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GTEF2I contienen
GTF2IRD1 Sindrome de Williams Beuren 194050 904 dominio de repeticion ~ NM_001199207 AD 7ql11.23
1
GTF2I contienen
GTF2IRD2 Sindrome de Williams Beuren 194050 904 dominio de repeticion NM_173537 AD 7q11.23
2
HRAS Sindrome de Costello 218040 3071 Proteina H-Ras NM_00001242310 AD 11p15.5
. . , . 218330/613610/ Proteina de transporte
IFT122 Displasia craneo ectodérmica 614099/614378 1515 intraflagelar 122 NM_052985 AR 3g21.3-q22.1
. . , .. 218330/613610/ Proteina de transporte
IFT43 Displasia craneo ectodérmica 614099/614378 1515 e NM_052873 AR 14q24.3
Inmunodeficiencia iy
IKBKB=IKK?2 combinada grave por 615592 397787 Inhibidor KK NM_001556 AR 4q24
L subunidad beta
deficiencia de IKK2
SadlipeOILARAID) Proteina del complejo
IKBKG=NEMO Incontinencia Pigmenti, —300301/308300/ ¢\ gag13  |KK que interacciona ~ NM_001099856  LXD Xq28
Displasia Ectodérmica con 300291 .
. N con subunidad gamma
inmunodeficiencia
Hiperplasia pineal, diabetes
resistente a la insulina y
INSR anomalias somaticas. 262190 769 Receptor de la insulina NM_000208 AR 19p13.2
Sindrome de Rabson-
Mendenhall
KCTD1 SEN Sindrome (Scalp-Ear- 181270 2036 Represor NM_001142730 AR 18q11.2
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KRAS

KREMEN1

KRT14

KRT16
KRT17
KRT6A
KRTé6B
KRTS81
KRTS83

KRTS85

KRTS86

LIMK1

Nipple)

Sindrome de Costello

Displasia Ectodérmica y
agenesia dental

Sindrome Naegeli-
Franceschetti-Jadassohn

Paiquioniquia congénita 1y 2
Paiquioniquia congénita 1 y 2
Paiquioniquia congénita 1
Paiquioniquia congénita 2
Pelo moniliforme

Pelo moniliforme
Displasia Ectodérmica pelo
ufa

Pelo moniliforme

Sindrome de Williams Beuren

218040

617392

161000

167200
167210
167200
167210
158000
158000

602032

158000

194050

3071

69087

2309
2309
2309
2309
573
573

69084

573

904

transcripcional del
dominio
tetramerizacion
potasio

Proteina K-Ras

Proteina
transmembrana 1 con
dominio kringle

Queratina 16

Queratina 16
Queratina 17
Queratina 6A
Queratina 6B
Queratina Bl

Queratina B3
Queratina B5

Queratina B6

Proteinquinasa
homeodominio LIM 1

NM_033360

NM_032045

NM_000526

NM_005557
NM_000422
NM_005554
NM_005555
NM_002281
NM_002282

NM_002283
NM_001320198

NM_002314

AD

AR

AD

AD
AD
AD
AD
AD
AD

AD

AD

AD

12p12.1

22q12.1

17q22-q21

17q22-q21

17q22-q21
12q13
12q13
12q13
12q13
12q13
12q13

7q11.23
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Receptor Lipo Proteina

LRP6 Agenesia dental/ Oligodoncia 603507 99798 . . NM_002336 AD 12p13.2
baja densidad
Proteasa del factor de
Sindrome IFAP con o sin . Xp22.12-
2 2273/85284 5 14 LXR
MBTPS2 sindrome de BRESHECK 308205 3/8528 transcr1pc1or'1 'de NM_031488 p22.11
membrana, sitio 2
. . Proteinquinasa
EK1=MAP2K ind dio f
MEKI=M Sindrome cardio facio 115150 1340 especifical activada NM_002755 AD 15q21
1 cutaneo L,
por mitogeno
; . . Proteinquinasa
MEK2=MAP2K Sindrome cardio facio 115150 1340 especifica 2 activada NM_030662 AD 7932
2 cutaneo .,
por mitogeno
Proteina
_ Tricotiodistrofi
MPLKIP=TTD r1cot1odlst1.rc.) 1ano 234050 33364 serina/treonina quinasa NM_0138701 AR 7pl4
N1 fotosensitiva
PLK1
MSX1 Sindrome de Witkop 189500 2228 Msh homeobox 1 NM_002448 AR 4pl6.1
1 LPED1/R 11i-
NECTINT=pYR ndromes CLPEDL/Rosselli-— 000 0r5000/  199306/325  Proteina 1 receptor
Gullienetti/ . NM_002855 - 11q23-q24
L1 . . 273400 3/2723 poliovirus
Odontotricomelico
= ind ED, sindactilia 1 Proteina 4 t
NECTIN4=PVR Sindrome ED, sindactilia 613573 247800 TO e1na} 1'recep or NM._ 030916 19233
L4 (EDSS1) poliovirus
I icienci ] F 1
NEKBI nmunodeflc:lenaa comun 164011 1572 actor nuc ear kappa B NM. 003998 AD/AR 4q24
variable subunidad 1
NEKB2 Inmunodeficiencia comun 164012 1572 Factor nuclear kappa B NM._ 001261403 AR/AR 10q24.32

variable subunidad 2
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NOLA3=NOP10

OFD1

PAX9

PIGL

PKP1

POC1A

PORCN

RECQL4

RFC2

RIPK4

Disqueratosis congénita
Sindrome Orofaciodigital 1

Oligodoncia

Sindrome CHIME (Coloboma,
corazon, ictiosis, RM y
malformaciones oreja)

Epidermolisis ampollosa,
sindrome fragilidad de la piel
Sindrome SOFT (baja
estatura, onicodisplasia,
dimorfa facial e hipotricosis)

Hipoplasia dermal focal,
sindrome de Goltz

Sindrome Rotmund-Thomson

Sindrome de Williams Beuren

Sindrome de pterigium
popliteo

224230

311200

604625

280000

604536

614813

305600

268400

194050

263650

1775

2750

99798

3474

158668

314394

2092

2909

904

1234

Proteina nucleolar
familia A, miembro 3
Proteasa del
centrosoma
Factor de trancripcion,
Proteina paired box 9

Proteina biosintesis
glicosilfosfatidilinositol

Placofilina

Proteina centriolar

Proteina serina o-
aciltransferasa.
Isoformas PORCA-
PORCE
ADN helicasa
Factor de replicacion
C2
Proteina

serina/treonina quinasa
RIP

NM_018648

NM_003611

NM_006194

NM_004278

NM_000299

NM_001161581

NM_203475

NM_004260

NM_004333

NM_004333

AR

LXD

AD

AR

AR

AR

LXD

AR

AD

AR

15q14-q15
Xp22.3-

Xp22.2
14q13.3
17p11.2

132

3p21.2

Xp11.33

8q24.3

7q11.23

21q22.3
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RMRP Hipoplasia cartilago cabello 250250 175 Endoribonuclesa NM_004333 AR 9p21-p12
mitocondrial
Sindrome Kholschutter-Tonz / Proteina homologa
ROGDI D Sindactilia cutdnes 613576 247827 ROeDL NM_004333 AR 16p13.3
SETBP1 Sindrome Schinzel-Giedon 269150 798 Proteina de union al NM_015559 AD 18q12.3
dominio SET
Protef i
SHH Sindrome SMMCI 147250 2162 roteina Sonic NM_000193 AD 7936
Hedgehog
TBX3 Sindrome cibital mamario 181450 3138 actor d3e ;r;r(‘)impaon NM_016569 AD 12q24.1
TERC Disqueratosis congénita AD 127550 1775 Telomerasa ARN NR_001566 AR 3q21-g28
Transeri
TERT Disqueratosis congénita AR 127550 1775 ranscriptasa NM_198253 AD 5p15.33

telomerasa reversa

TRF1-Factor 2 d
TINE2 Disqueratosis congénita AD 127550 1775 , actor 2 e NM_001099274 AD 14q12
interaccion nuclear

103285/
1 tA T, E ,
Slgirrzzfsa d(zULmamiS?) 604292/ 978/1896/
TP63 N faron_éD SHEMA 603543/  69085/1071 Proteina p63 NM_003722 AD 3q27
1 oo oot 106260/ /2440/3022
y Rapp-Hodgiin. 605289/ 129400
TRAF6 Sindrome tricorinofalangico 602355 1810 Recept‘: fzgfra;wado NM_004620 AD 11p12
Sindrome tricorinofaldngico Factor trancripcion en
TRPS1 190350 77258 NM_014112 AD 8q24.12

tipos I 'y III dedo de Zinc
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TWIST2 Displasia de‘rmlca focal facial 136500/227260 1807 Factor t'rrfmcrlp‘mon 2 NM_ 057179 AD 24373
tipo III familia Twist
UBR1 Smdromet de Johanson 243800 2315 . Proteina ubiquitin NM. 174916 AR 15q15-q21.1
Blizzard ligasa E3 componente 1
_ . . , .. 218330/613610/ Proteina de transporte
WDR19=IFT144 Displasia craneo ectodérmica 614099/614378 1515 il 144 NM_025132 AR 4p14
. . . , .. 218330/613610/ Proteina de transporte
WDR35=IFT121  Displasia craneo ectodérmica 614099/614378 1515 intraflagelar 121 NM_101006657 AR 2p24.1
WNT10A Displasia odonto-onico- 257980 2721 Proteina via NM_025216  AD/AR 2435

dérmica

senalizacion Wnt

AD, patron de herencia autosomico dominante; AR, patrén de herencia autosémico recesivo; LXD, patron de herencia ligado al
cromosoma X dominante; LXR, patron de herencia ligado al cromosoma X recesivo;(-), patron de herencia desconocido.
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4.6.4.2 Preparacion de la libreria, secuenciacion y llamada de variantes

Las regiones dianas especificas se capturaron usando el kit de
enriquecimiento Panel Custom SureSelect XT (Agilent) y se prepararon las
librerias (2 X 75 pb) siguiendo fielmente las instrucciones del fabricante para un
equipo Miseq (Illumina, EEUU). El tamano y la cantidad de las librerias fueron
valorados antes de la hibridacion con las sondas de captura y antes de formar el
pool de muestras mediante electroforesis en un analizador TapeStation 4200 con
las screen tapes D1000 y D1000HS (Agilent) respectivamente. Para realizar la
carrera se utilizaron los kits de secuenciacion V3 de 150 ciclos de Illumina. Los
archivos fastq son posteriormente subidos a la plataforma informatica Alissa,
donde son analizados con la aplicacion Align&Call generando los archivos de

mapeo/alineamiento (bam) y de llamada de variantes (vcf).

4.6.4.4 Validacion del panel y confirmacion de los resultados

El panel NGS-ED-v.1 fue inicialmente validado en una cohorte de 12
pacientes afectados de DE con variantes patogénicas conocidas que habian sido
diagnosticadas previamente mediante secuenciacion Sanger. Los pacientes fueron
seleccionados para incluir una variedad de variantes patogénicas en
heterocigosis, homocigosis y hemicigosis (missense, nonsense, indels, y una delecion
de 18pb en heterocigosis en el cromosoma X) en ocho loci diferentes para evaluar
la sensibilidad del panel genético a diferentes tipos de genes. Usando nuestro
algoritmo, todas las variantes patogénicas fueron detectadas de forma ciega, sin
estar al tanto de la alteracién molecular ni el diagndstico clinico de cada paciente.
Los resultados mostraron los siguientes datos de cobertura: cobertura media,
284X; uniformidad de cobertura, 95%; secuencia diana a 1X, 99,9%; a 10X, 99,3%; a
20X, 98,5% y a 50X, 94,3%. Se validaron todas las variantes identificadas en los
12/12 pacientes previamente caracterizados, con un valor predictivo positivo
(VPP) y un valor predictivo negativo (VPN), ambos del 100%.

4.6.5 Clasificacion e interpretacion de las variantes identificadas

Las anotaciones de variantes se llevaron a cabo mediante el programa
informatico Alissa Interpret (Agilent), se priorizaron por frecuencia alélica (<2%)
en las bases de datos de polimorfismos de un solo nucleétido dbSNP137), 1000
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genomas (104, 105), Exome Variant Server (EVS) (106) y EXAC (104) y por el efecto
funcional de la misma (alterar el marco de lectura, ser variante no sinénimas o
afectar al splicing). Otras fuentes de anotaciones utilizadas por el programa Alissa
Interpret se describen en la Tabla 3.

Tabla 3. Fuentes de anotacion del programa Alissa Interpret.

Nombre Descripcion
1000Genomes 1000 Genomes Phasel release v3.20101123
1000GenomesPhase3 1000 Genomes Phase 3 release v5.20130502
CGA ClinGen CNV Atlas 2018-12-11
CIViC CIV.IC - (;hmcal Interpretations of

Variants in Cancer - release 01-Dec-2018
COSMIC COSMIC release v87
ClinVar NCBI ClinVar 2018-12-11
DGV Database of Genomic Variants 2016-05-15
DPOP DECIPHER population CNVs v9.23
Variants in the ESP6500SI-V2 dataset of
ESP6500 the exome sequencing project (ESP),
annotated with SeattleSeqAnnotation137.
ExAC ExAC release 0.3
HGMD Profesional Qiagen HGMD® Professional Database
2018.4
OMIM OMIM 2018-12-21
dbNSFP dbNSFP v3.0b2: Database of functional

predictions for non-synonymous SNPs

Los predictores bioinformaticos de patogenicidad in silico consultados
fueron: Mutation Taster (107), SIFT (108), Polyphen2 (109), PROVEAN (110) para
las variantes missense, nonsense, pequefias inserciones y deleciones; asi como
Splice Finder (111) y Gene Splicer (112) en aquellas variantes que afectan al
splicing, estos predictores se han consultado directamente o bien a través de la
aplicacion bioinformatica Varsome (113) para la interpretacion de variantes
genéticas y de acceso libre en internet. Ademas, se consultaron las base de datos

de variantes genéticas especificas para las diversas patologias hereditarias como:
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Leiden Open Variation Database (LOVD v.3.0) (114) y Human Gene Mutation
Database (HGMD) (115). Como secuencia de referencia se utilizo la version
GRCh37 (hg19) del genoma humano.

La llamada de las variantes se realizo empleando los siguientes parametros:

-Profundidad de lectura minima para deteccion de variantes: 30x

-Deteccion de variantes sobre las regiones de interés capturadas: +/- 75 pares

de bases flanqueantes.

-Se anotaron como variantes de splicing aquellas encontradas hasta +/- 20

pares de bases desde el limite del exdn-intrén.

En la identificacién de variantes candidatas se excluyeron las variantes con
FA<0.02 en la base de datos Genome Aggregation Database y se recuperaron
aquellas variantes reportadas en ClinVar como patogénicas o probablemente
patogénicas.

Las alteraciones han sido descritas de acuerdo a recomendaciones
normalizadas de la Human Genome Variants Sequence (HGVS) (116).

Los criterios aplicados en la clasificacion de las variantes han sido los
recomendados por las guias del ACMG (American College of Medical Genetics
and Genomics) (97). En esta guia se establecen reglas para combinar evidencias
disponibles que clasifican los tipos de variantes identificadas dentro de una de las
siguientes categorias:

- Patogénica (VP)

- Probablemente patogénica (VPP)

- Variante de significado clinico incierto (VOUS)
- Probablemente benignas (VPB)

- Variantes benignas (VB)

Se consideraron en el estudio todas las variantes patogénicas (VP),
probablemente patogénicas (VPP) o de significado clinico incierto (VOUS)
identificadas que pudieran dar lugar a una clinica compatible con la que motiva el
estudio solicitado en cada caso. No se consideraron las variantes benignas (VB) o
probablemente benignas (VPB) en ningun caso, ni las VOUS identificadas en
genes no prioritarios.

Todas las VPs y VPPs identificadas fueron confirmadas mediante

secuenciacion Sanger, siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 4.6.3,
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independientemente de las profundidades de lecturas; posteriormente se realizd

el analisis de segregacion familiar.

4.6.6 Estudio del patron de inactivacion del cromosoma X

Se realizo6 un estudio de inactivacion del cromosoma X en todas las
portadoras de variantes en genes localizados en el cromosoma X. El origen
parental del cromosoma X fue determinado mediante el analisis de segregacion
de la repeticion polimorfica del receptor AR. Este ensayo determina el niimero de
tripletes de la repeticion polimdrfica CAG en el exéon 1 del gen receptor de
androgenos (AR) y su estado de metilacion. La digestion del ADN se efecttio con
el enzima de restriccion Hpall sensible a la metilacion en la diana de corte de
restriccion de los cromosomas X activos, mientras que en los cromosomas X
inactivos, la metilacion de la diana de restriccion lo protege de la digestion. El
origen parental del cromosoma X fue determinado mediante el andlisis de
segregacion de la repeticion polimorfica del receptor AR. Un patrén de
inactivacion con una proporcion por debajo de 80:20 se considerd aleatorio, entre
80:20 y 90:10 se clasificO como moderadamente preferencial, y mayor de 90:10 se

consider6 un patrén de inactivacion preferencial (117).

4.7 PROCEDIMIENTO GENERAL DEL ESTUDIO GENETICO

El procedimiento de estudio genético se llevd a cabo en dos niveles, en una
primera instancia, todos los pacientes que cumplian con los criterios de inclusién
fueron analizados en la busqueda de alteraciones en los genes cldsicamente
identificados en la etiologia de las DEH: EDA, EDAR, EDARADD y WNTI10A. El
andlisis se realizé simultdneamente mediante secuenciacion Sanger, para detectar
cambios en la secuencia de alguno de los genes, y mediante MLPA-P183, para
detectar deleciones/duplicaciones (CNV) no detectadas por Sanger. Los casos que
se caracterizan molecularmente en este nivel, son identificados como positivos y
con ellos se establece el rendimiento del primer nivel de estudio.

Los pacientes en los que no se ha identificado una variante causal, se
analizan nuevamente, ahora mediante el panel NGS-ED-v.1. Las nuevas variantes

identificadas son confirmadas mediante secuenciacion Sanger. Una vez asociada
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la variante causal con la clinica del paciente, se establece el diagnodstico molecular
y se categoriza como caso positivo y se registra para el calculo del rendimiento
del segundo nivel de estudio.

Cada paciente en los que se confirm¢ el diagnostico molecular se volvid a
citar en la consulta médica junto con los progenitores para analizar el origen de la
variante detectada; el estudio se realizdé a uno de ellos, o se amplié6 a ambos,
dependiendo del tipo de herencia esperado; en los casos de varones con herencia
ligada a X solo se realizd el estudio materno, para el resto de casos, cuando se
detectd un progenitor afecto clinicamente, el estudio inicamente se realiz6 en éste
y en los casos en los que no se pudo establecer clinicamente al portador de la
variante, se estudié a ambos progenitores.

Se realizd6 un estudio de inactivaciéon del cromosoma X en todas las
portadoras de variantes en genes localizados en dicho cromosoma.

Los casos en los que no se han encontrado variantes causales, se
contabilizan como negativos; mientras que los casos en los que las variantes
identificas no muestran suficiente evidencia de asociacion con la clinica, se
contabilizan como casos no concluyentes. El procedimiento de estudio genético se

resume en el algoritmo indicado en la Figura 5.

Pacientes que cumplen criterios de inclusion:
>2 alteraciones ectodérmica o =1 siendo
hipohidrosis 0 ADNS

o S

MLPA: Secuenciacion Sanger:
EDA/EDAR/EDARADD/ EDA/EDAR/EDARADD/
— WNT10A : WNTI10A | Sanger + MLPA
g (_) : (+) (_) : (+) : - | Caracterizacion Molecular
E ' , Rendimiento (%)
— | 1
1 1
I 1
] 1
1 ]
1 ]
] 1
v v
Panel NGS-DEv.1 NGS
g : 1 " | Caracterizacién Molecular
ye - (1 i Rendimiento (%)
~ |
W
Total No Re-
casos Negativos concluyentes evaluacion

Figura 5. Procedimiento de estudio genético.
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4.8 VARIABLES DEL ESTUDIO

Las variables recogidas en el estudio proceden de los datos demograficos y
fenotipicos registrados en el cuestionario clinico, asi como de los resultados
genéticos obtenidos en la caracterizacion molecular mediante el procedimiento

descrito.

4.8.1 Variables demograficas-clinicas.

- Sexo: masculino o femenino.

- Edad de diagnostico clinico definida como la edad que presenta el
paciente el dia que se realiza el diagndstico clinico de sospecha; puede
coincidir o no con el dia de solicitud del test genético. Esta variable se
considerara cuantitativa (nimero de afios) y cualitativa (dos dimensiones:
nifo si menor de 18 afios y adulto si mayor o igual a 18 afios).

- Edad de diagnostico molecular definida como la edad que presenta el
sujeto el dia que se emite el informe genético.

- Tiempo de diagndstico molecular definido como tiempo transcurrido
desde el dia que se realiza el diagndstico clinico hasta que se emite el
informe genético.

- Procedencia definida como provincia del hospital que remite la muestra y
el cuestionario cumplimentado.

- Diagnostico de sospecha. Diagndstico clinico que ha realizado el médico
responsable del seguimiento del sujeto. Este profesional es el responsable

de la cumplimentacion del cuestionario clinico.

4.8.4 Variables del estudio de inactivacion del cromosoma X.

El origen parental del cromosoma X y su grado de inactivacion fue
determinado mediante el andlisis de segregacion de la repeticién polimorfica del
receptor AR. Atendiendo al porcentaje de inactivacion de cada uno de los
cromosomas X, las portadoras se clasificaron entre las que tenian:

- Patron aleatorio: porcentaje de inactivacion de uno de los cromosoma X
>80.
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- Patrén moderadamente preferencial: porcentaje de inactivacion uno de
los cromosomas X con valores entre 80 y 90.

- Patron preferencial: porcentaje de inactivacion de uno de los cromosomas
X>90.

4.8.2 Variables de las manifestaciones clinicas

Las manifestaciones clinicas de cada sujeto se recogieron atendiendo a la
terminologia empleada en la Human Phenotype Ontology (HPO) que
proporciona un vocabulario estandarizado de las distintas anormalidades
fenotipicas encontradas en la patologia humana. Estas anormalidades se han
anotado individual y especificamente mediante transformacion binaria de estos
codigos HPO y se han agrupado, segtn el érgano o sistema funcional afectado, en
las siguientes categorias que se recogen en el cuestionario clinico (Anexo 4):

- Alteraciones del sudor: anhidrosis, hipohidrosis, intolerancia al calor,
hiperhidrosis palmar, fiebre recurrente (>1 episodio sin foco infeccioso) y
crisis convulsivas (coincidentes con aumento de la temperatura).

- Alteraciones del pelo: ausente escaso normal (en referencia a cuero
cabelludo, vello corporal, cejas, pestafas) y fino, ralo o quebradizo en
general.

- Alteraciones oro-dentales: boca seca, lengua lisa, fisura labial,
malformaciones labio-palatinas, ausencia de dientes y forma de dientes
cdnicos o microdoncia.

- Alteraciones de la piel: piel seca, dermatitis atdpica, eczemas, baja
sensibilidad al tacto, queratosis palmo-plantar, eritema o eritrodermia,
telangiectasia facial y tumor en la piel.

- Alteraciones de las unas: ufias pequenas, ufias fragiles, ufias ausentes
manos, ufias ausentes pies y ufias concavas.

- Alteraciones de la morfologia craneal: frente abombada,
hiperpigmentacién periocular, arrugas, puente nasal aplanado, nariz
pequena y labios prominentes.

- Alteraciones de los ojos: sequedad ocular, ausencia de ldgrimas en el
llanto, fotofobia, tlceras corneales, quistes en los pdrpados y otros

defectos (ceguera, miopia, etc).
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Alteraciones de la audicién: cera muy abundante en los oidos, sordera
neurosensorial o conductiva.

Alteraciones neuroldgicas: retraso del desarrollo psicomotor, precisa
logopeda, retraso global del desarrollo, mal rendimiento escolar y
problemas del comportamiento.

Alteraciones del sistema inmunitario e infecciones recurrentes.
Alteraciones del sistema digestivo (dificultades al tragar, reflujo y
vOmitos)

Alteraciones del desarrollo ponderal/sexual.

Alteraciones de las glandulas mamarias, tiroides y timo.

Otras alteraciones como anosmia, sangrado nasal, mamilas o polidactilia.

4.8.3 Variables de la caracterizacion genotipica.

Tras los resultados obtenidos en el ADN de las muestras sanguineas

procesadas y siguiendo el procedimiento de estudio establecido, las variantes de

los genes identificados se interpretan segun se ha descrito en el apartado 4.6.5 y se

registran de la siguiente manera para el andlisis del genotipo:

Nombre del gen alterado y NM del transcrito secuenciado.
Localizacion gendmica: cromosoma y coordenadas segun la version
genomica GRCh37 (hg19).
Dominio de la proteina afectada mediante los predictores bioinformaticos
in silico mencionado (apartado 4.6.5).
Tipo de variante genética atendiendo su efecto sobre el ADN: (missense,
nonsense, frame shift deletion, in frame deletion, gross deletion) y frecuencia
alélica (gnomeD version .1.1.1).
Nombre de la variante génica descrita de acuerdo a recomendaciones
normalizadas de la Human Genome Variants Sequence (HGVS).
Publicacion en base de datos variantes asociadas a morbilidad (HGMD),
valores SI (referencia)/NO.
Tipo de variante genética atendiendo a su patogenicidad. Categorizacion
segin la ACMG (American College of Medical Genetics and Genomics)
en:- Patogénica (VP)

- Probablemente patogénica (VPP)
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- Variante de significado clinico incierto (VOUS)
- Probablemente benignas (VPB)
- Variantes benignas (VB)

- Tipo de variante genética atendiendo a su origen o heredabilidad: “de
novo” o heredada. Entre estas, se registra el patron de herencia para cada
enfermedad.

- Diagnostico molecular. Atendiendo al tipo de variante y gen afectado, se
establece el diagnostico genético molecular como positivo (identificada la
base molecular de la enfermedad), negativos (no se observa ningin gen
causal de la clinica que mostraba el paciente) y no concluyentes (no se
puede establecer una relacion con suficiente evidencia de que las variantes
identificadas fueran causales).

- Diagnostico de la entidad clinico-molecular. Ademads del diagnostico
molecular debe incluirse una valoracion del fenotipo en cada caso, debido
a que diferentes genes pueden originar un mismo sindrome y con un
mismo gen, podemos observar diferentes identidades clinicas. De este
modo, asociando el diagndstico molecular al fenotipo de cada sujeto, se
establece un subtipo molecular, una entidad clinico-molecular
categorizada a través de los catdlogos de enfermedades genéticas OMIM
y ORPHANET.

- Via de sefalizacion afectada en cada caso: EDA/NF-kB, Wnt/B-catenina,

TP63 u otros mecanismos y el efecto que tienen sobre la misma.

4.8.5 Variables del rendimiento de la metodologia diagnostica.

Todas las muestras de todos los pacientes fueron analizadas en el primer
nivel de estudio mediante MLPA y secuenciacién Sanger. A continuacién, los
casos negativos o no concluyentes se analizaron, en un segundo nivel de estudio
mediante NGS atendiendo al procedimiento que se describe en la Figura 5. En
funcion de los resultados de estos andlisis, cada caso fue catalogado como
positivo, negativo o no concluyente para cada uno de los procedimientos. A partir
de los resultados de este andlisis se realizo el estudio del rendimiento de cada uno

de los métodos diagnosticos.
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4.9 ANALISIS ESTADISTICO

Inicialmente se realizd un andlisis descriptivo de todas las variables en
estudio. Las variables cuantitativas se describirdan mediante la media y la
desviacion tipica. Las variables cualitativas se presentaran en forma de tabla
incluyendo las frecuencias relativas y absolutas, tanto para los subgrupos
formados, como para la poblacion global.

Las variables cualitativas seran analizadas mediante test de homogeneidad
basadas en la distribucion Chi-cuadrado cuando los valores esperados lo hagan
posible y mediante test exactos de Fisher en caso contrario. Para el caso de las
variables cualitativas haremos un estudio de riesgos relativos si fuese posible.

En el conjunto de pruebas estadisticas el nivel de significacion utilizado sera
alfa= 0,05. Los andlisis estadisticos de figuras y graficos, se realizaran con el
programa SPSS v 21.0 para Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

4.10 ASPECTOS ETICOS

4.10.1 Evaluacién del Comité Etico de Investigaciéon

Siguiendo las recomendaciones generales sobre investigacion con seres
humanos, el estudio fue sometido a la consideracién del Comité de Etica de
Investigacion Clinica del HCUVA (Anexo 2) y fue aprobado por el mismo.

4.10.2 Consentimiento informado

Antes de llevar a cabo el procedimiento especifico del estudio, se les pidi6 a
los pacientes (testigo o representante legal) que cumplian con los criterios de
participacion, que firmaran el documento de consentimiento informado, de
acuerdo a la edad (menores) o analisis genético a realizar. Cada individuo fue
informado de forma oral y por escrito de la metodologia del estudio asi como de
los posibles efectos no deseables que pudieran aparecer como consecuencia de las
distintas determinaciones que se realizaron. De la misma forma se informé a cada
individuo o tutor correspondiente sobre el estudio y se recogi6 un consentimiento
informado para la participacion en el estudio genético y para la toma de

fotografias clinicas (Anexo 7).
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4.10.3 Confidencialidad de los datos

El estudio se realizd siguiendo las condiciones que deben regir los estudios
de investigacion con humanos que se delimitan en la Declaracién de Helsinky.

Se mantuvo en todo momento una conducta profesional y de
confidencialidad sobre todos los datos recogidos concernientes al estudio. Se
cumplioé con la legislacion nacional y europea vigente sobre proteccion de datos
de caracter personal (Ley Organica 3/2018, de 5 de diciembre, de Proteccién de
Datos Personales y garantia de los derechos digitales y Reglamento [UE] 2016/679
del Parlamento Europeo y del Consejo de 27 de abril de 2016 relativo a la
proteccion de las personas fisicas en lo que respecta al tratamiento de datos
personales y a la libre circulacion de estos datos). De acuerdo a lo que establece la
legislacion mencionada, el participante pudo ejercer los derechos de acceso,
modificacion, oposicion y cancelacion de datos, para lo cual tinicamente debid
dirigirse a su médico del estudio.

Todas las resefias recogidas en el cuaderno de datos fueron tratados de
forma confidencial y siempre con el codigo del paciente, al igual que los
resultados del estudio y las publicaciones derivadas del mismo no apareceran
nunca con datos personales.

Los datos de todos los cuadernos fueron introducidos en una base de datos
provista de margenes de seguridad y normas de coherencia interna que se
archivo en la Seccion de Genética Médica del HCUVA. Los datos de identificacion
de cada paciente no se incorporaron a la base de datos en la que se recogen las
variables objeto de estudio. Al finalizar del estudio se procedié a su analisis

estadistico.

4.10.4 Financiacion del Proyecto

Este trabajo se ha desarrollado dentro de una linea de proyectos financiados
por la Subdireccion General de Evaluacion y Fomento de la Investigacion del
Instituto de Salud Carlos III y co-financiado con fondos FEDER, expedientes
PI14/01259 y PI17/0796 de la Accion Estratégica de Salud. Asimismo, ha

colaborado en su desempeno la Asociacion de Afectados por Displasia
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Ectodérmica en Espafia (a través de la campafa crowdfunding por la Displasia
Ectodérmica 2015).
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CAPITULO V: RESULTADOS

5.1 ANALISIS DESCRIPTIVO DE LA POBLACION ESTUDIADA

5.1.1 Datos demograficos, edad, sexo y procedencia

En el estudio se reclutaron 88 pacientes que cumplian los criterios de
inclusion. Este nimero se incremento hasta 224 individuos con los familiares de
primer grado incluidos en el analisis de segregacion. En la distribucion por sexos
se observd un claro predominio de los varones, 62 (70,5%) frente a mujeres, 26
(29,5%) (Tabla 4). La media de edad del diagnodstico clinico fue de 9,8+12,5 afos,
con rango de edades entre 6 meses y 69 afos, siendo la poblaciéon mayoritaria
ninos (<18 afos, 78,4%), con una media de edad entre los nifios de 5,0+4,5 afios y
de 26,5+16,6 afos en la media de edad de poblaciéon adulta (>18 afios, 21,6%). La
edad media a la que se confirma el diagndstico mediante el estudio genético
molecular es a los 6+4,6 afios para el grupo de <18 afios y de 28,8+15,8 afios para el

grupo >18 afos (Figura 6).

Tabla 4. Descripcion de la poblacion estudiada por sexo y edad

Variables Proporcion %
Sexo
Masculino 62/88 70,5
Femenino 26/88 29,5
Edad
<18 69/88 78,4
>18 19/88 21,6

El tiempo de diagnostico molecular, se alcanza en un tiempo medio de
12,2+15,3 meses en el grupo infantil frente a un tiempo medio de 27,3+22,2 meses
en el grupo de adultos (Figura 6).
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Figura 6. Edad a la que se realiza el diagnostico clinico y molecular para

cada grupo de edad.

La distribucion de los casos segtin la localizacion del hospital colaborador

se recoge en el siguiente mapa (Figura 7).

Figura 7. Distribucion de los pacientes estudiados por provincias.
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5.1.2 Caracteristicas clinicas de los pacientes estudiados

Las anomalias fenotipicas observadas en la poblacion de estudio, se han
agrupado, segin el organo o sistema funcional afectado; la frecuencia de
afectacion de cada uno de estos 6rganos en esta serie es la siguiente: alteraciones
orodentales (85,3%), alteraciones del pelo (84,0%), alteraciones de la piel (70,7%),
manifestaciones craneofaciales (65,3%), alteraciones de las glandulas sudoriparas
(60,5%), alteraciones oculares (41,3%), afectacion de las ufas (29,3%), afectaciones
digestivas (20%), infecciones recurrentes (17,3%), alteraciones neuroldgicas (9,3%),
alteraciones del desarrollo ponderal/sexual (4,1%) y sordera (1,4%); ninguno de
los pacientes presentaban alteraciones musculo-esqueléticas ni glandulares (a
excepcion de las glandulas sudoriparas) (Tabla 5).

En la valoracién de las alteraciones orodentales, los rasgos identificativos
mas frecuentes fueron los dientes conicos (70,3%) y la oligodoncia (50,7%). Entre
los pacientes con alteraciones del pelo, estos manifestaron con mayor frecuencia
hipotricosis (76,2%), pelo ralo (79,4%) y fino y quebradizo (76,2%). Entre las
alteraciones de la piel destacaron la piel seca (75,5%) y dermatitis (60,4%). Las
manifestaciones craneales mas frecuente fueron la hiperpigmentacion orbicular
(69,4%), puente nasal plano (57,1%) y labio inferior evertido (49,0%). La
hipohidrosis fue la manifestaciéon mas frecuente de alteracion del sudor (93,5%) y
entre las anomalias ungueales, las unas fragiles (68,2%). Oftalmoldgicamente
destaco la fotofobia (61,3%) y la sequedad ocular (51, 6%).La dificultad para tragar
(66,7%) y el reflujo gastroesofagico (60,0%) fueron las manifestaciones digestivas
mas frecuentes, asi como el sangrado nasal (85,7%) en el grupo de otros sistemas.
En cuanto a la valoracion del desarrollo psicomotor, todos los casos que refirieron
esta alteracién, manifestaron problemas del lenguaje y requirieron logopeda
(Tabla 5).
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Tabla 5. Frecuencia relativa de aparicion de cada una de las alteraciones
fenotipicas consideradas de forma individual y agrupada por ¢rganos o sistemas

funcionales alterados.

SISTEMA SO;‘; t‘::;‘a ORGANO HPO (;/r ;‘11;‘0 04‘1 (;:‘;:
Anhidrosis HP:0000740 21,7% | 11,4%
Hipohidrosis HP:0000966 93,5% | 50,0%
GLANDULAS - I“tocljlr;:da HP:0002046  58,7% | 31,8%
SUDORIPARAS ' Hiperhidrosis ~ HP:0006089  4,3% | 3,4%
Fiebreég;:)rreme HP:0001945  20,4% | 17,0%
Crisis febriles HP:0001250 2,2% 1,1%
Cuero ausente HP:0001596 3,2% 2,4%
Cuero escaso HP:0011357 71,4% | 51,1%
Vello ausente HP:0001596 27,0% | 19,3%
Vello escaso HP:001006 54,0% | 38,6%
Ceja ausente HP:0002223  14,3% | 10,2%
PELO 84,0% Ceja escasa HP:0045075 50,8% | 44,3%
Pestana ausentes HP:000561 14,3% | 13,6%
Pestafias escasas HP:000653 61,9% | 37,5%
Pelo ralo HP:000421 79,4% | 56,8%
qiiorafi;;’o HP:0002299  74,6% | 53,4%
Poca densidad HP:0011357 76,2% | 54,5%
Boca Seca HP:0000217 21,9% | 15,9%
Lengua lisa HP:0030810 9,4% 6,8%
ORODENTAL 85,3% Fisura labiosup = HP:0000204 1,6% 1,1%
N}I)a:lfa:;l:: HP:0000202  1,6% | 1,1%
Ausencia dientes  HP:0000964 4,7% 3,4%
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Oligodoncia (<6)  HP:0000677 54,7% | 39,8%
Hipodoncia (>6) HP:0000668 31,3% 22,7%
Diente Cdnico HP:0000698 70,3% | 51,1%
Microdoncia HP:0000691 16,6% | 11,4%
Piel seca HP:0000958 75,5% | 46,6%
Dermatitis HP:0000668 60,4% 36,8%
Eczemas HP :00064 22,6% | 13,6%
Baja sensibilidad 1, 00010830 13,2% | 8,0%
tacto
PIEL 70,7% ;
Queratosis HP:0000972  24,5% | 14,8%
palmo-plantar
Eritrodermia HP:0010783 22,6% | 13,6%
Telangiestasia 1 0100585 7.4% | 5,7%
facial
Tumor piel HP:0008069 5,7% 3,4%
Una pequenas HP:0001792  27,3% | 6,8%
Unas fragiles HP:000180 68,2% 18,2%
Unasausentes  pyn 0001017 0,0% | 14,8%
. manos
UNAS 29,3% Ufias ausentes
. HP:0001802 0,0% 14,8%
pies
Coiloniquia HP:0001598 13,6% 3,4%
Unas displasicas ~ HP:0002164 22,7% 5,7%
Frente HP:0002007  44,9% | 25,0%
abombada
'Perpis HP:0001106  69,4% | 39,8%
periocular
Arrugas HP:0000607  46,9% | 26,1%
periocular
CRANEOFACIAL 65,30/0 Puente nasal HP:0005280 57 1% 31.8%
plano ’ ’ ’
Nariz pequefa HP:0003196  36,7% | 20,5%
Labio Superior 111, 0010803 49,0% | 27,3%
evertido
Labioinferior — 1p 0000030 53,1% | 29,5%

evertido
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Sequedad ocular  HP:0001097 51,6% | 18,2%
A .
usencia HP:0000522  16,1% | 5,7%
lagrimas
0JOS 41.3% Fotofobia HP:0000613 61,3% 21,6%
Ulceras HP:0012804  32% | 1,1%
corneales
Quistes HP:0010604  6,5% | 2,3%
parpados
. uiordsraﬁal HP:0000407  100,0% | 1,1%
AUDICION 1,3% ¢ Szi’zei;’
. HP:0000405 0,0% 0,0%
conductiva
Retraso HP:0025356  42,9% | 3,4%
psicomotor
Logopeda HP:0000750  100,0% | 8,0%
ALTERACIONES 9.3% Retraso global ~ HP:0001263  28,6% | 2,3%
NEUROLOGICAS ’ Mal rendimiento
HP:0001249 42,9% 3,4%
escolar
Problemasde 1 000708 42,0% | 3,4%
comportamiento
Déficit
. L. HP:0002721 0,0% 0,0%
inmunolégico
Celular HP:0002843 0,0% 0,0%
Humoral HP:0011111 0,0% 1,1%
INMUNIDAD, Otitis HP:0000403 38,5% 5,7%
INFECCIONES Y 17,3% Rinitis HP:0012384  23,1% | 3,4%
RESPIRATORIO
Bronquitis HP:0002837 30,8% 8,0%
Neumonia HP:000652 7,7% 1,1%
Infecion sin foco  HP:0002719 38,5% 6,8%
Asma HP:0002099 7,7% 1,1%
Voz ronca HP:0001609 6,7% 1,1%
Dificultad para  yp 4000015 60,0% | 10,2%
DIGESTIVO 20,0% tragar
Reflujo gastrico ~ HP:0002020  66,7% | 11,4%
Vémitos HP:0002572 46,7% 8,0%
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. ! 0, ,40
DESARROLLO 1o Fallo de medro HP:0001510 100,0% | 3,4%
y1/0 R
PONDERAL/SEXUAL etraso HP:0000823  0,0% | 0,0%
desarrollo sexual
Anosmia HP:0000458 0,0% 0,0%
Sangrado nasal HP:0000421 85,7% 8,0%
Atelia HP:0002561 0,0% 0,0%
Pezones
: 14,3% | 1,19
OTROS 9,3% hipoplasicos HP:0002557 3% Yo
Pezones b 0002558 0,0% | 1,1%
supernumerarios
Ausencia dedos  HP:0009380 0,0% 0,0%
Polidactilia HP:0010442 0,0% 0,0%

5.1.3 Diagnostico de sospecha de los pacientes estudiados

En cuanto a los diagndsticos de sospecha que presentaban los pacientes en

el momento de ser incluidos en el estudio, estos se agruparon en 5 categorias:
DEH (58 casos), DEH que refieren sudor normal (DEH+sudor) (18 casos),
sindrome de Schopf-Schulz-Passarge (SSPS) (1 caso), incontinencia pigmenti (IP)

(2 casos) y agenesia dental no sindrémica (ADNS) (8 casos) (Figura 8).

2%

Figura 8. Frecuencia relativa de los diagnosticos de sospecha que
presentaban los pacientes en el momento de ser incluidos en el estudio.
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5.2 ANALISIS DE LAS VARIANTES Y GENES IDENTIFICADOS

5.2.1 Anadlisis de las variantes obtenidas

A través de los tres métodos de andlisis genético de las muestras procesadas
se han identificado un total de 108 variantes, entre ellas 85 tipos diferentes,
distribuidas en un total de 24 genes. Estas variantes también se han clasificado en
primarias, si estan localizadas en un gen prioritario y tras la interpretacion se
categorizan como causantes de la enfermedad (63 variantes) y en secundarias (22
variantes), que podrian influir en el curso de la enfermedad como inductoras o
atenuantes en los diferentes tipos de DE.

Las variantes clasificadas como primarias se han identificado en 12 genes
candidatos con la siguiente distribucion: EDA (34 variantes), EDAR (6 variantes),
WNT10A (10 variante), GJB6 (2 variante), IKBKG (1 variante), AXIN2 (2 casos),
MSX1 (2 casos), LRP6 (2 casos), TP63 (1 caso), DSP (1 caso), DLX3 (1 caso) y
FGFR2 (1 caso) con una asociacion directa al desarrollo de algtin tipo de DE.

Las variantes clasificadas como secundarias, para las que no se han
descartado completamente su implicacion en el desarrollo de la enfermedad, se
han localizado en los genes: AXIN2 (2 casos), EDA (1 variantes), EDAR (1
variantes), EDARAD (1 variantes), LRP6 (2 casos), NFKB2 (2 variante) KREMEN1
(1 variante) HRAS (1 variante), IKBKGP1 (1 variante), SHH (1 variante) ,TERT (1
variante), KRT6A (3 variantes), KRT6B (1 variante), KRT81 (1 variante), IFT43 (1
variante), FGFR3 (1 variante) y G/B2(1 variantes). Entre las variantes secundarias
se han anotado 7 de ellas categorizadas como probablemente benigna al haberse
descrito en genes asociados a los diferentes tipos de DE y cuya relevancia se
discutira mas adelante.

En la Tabla 6 se listan todas las variantes obtenidas y sus caracteristicas.

5.2.1.1 Andlisis de las variantes segtin su efecto

Los tipos de variantes detectadas segiin su efecto sobre la secuencia de
nucledtidos, fueron: missense 54 (63,5%), nonsense 9 (10,6%), gross deletion 6
(7,0%), in- frameshift deletion 5 (5,9%), frameshift deletion 6 (7%) y splicing 5 (5,9%)
(Figura 9).
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GEN DESCRIPCION N FR%
AXIN2 In-Frame Deletion 1 25,0%
Missense 3 75,0%
DSsP Missense 2 100,0%
DXL3 Missense 1 100,0%
EDA Frame Shift 4 11,1%
Frame Shift Deletion 1 2,8%
Gross Deletion 3 8,3%
In-Frame Deletion 4 11,1%
Missense 17 A7 2%
Nonsense 4 11,1%
) Splidng 3 8,3%
CLASIFICACION EFECTO EDAR Missense 5 71,4%
[ Frame Shift Nonsense 1 14,3%
[ Frame Shift Deletion Splidng 1 14,3%
[]Gross Deletion EDARADD |Missense 1 100,0%
W in-Frame Deletion
B Missense FGFR2 Missense 1 100,0%
[M MNonsense FGFR3 Missense 1 100,0%
Esplicing GJB2 Missense 1 100,0%
GJB6 Gross Deletion 1 50,0%
Missense 1 50,0%
HRAS Missense 1 100,0%
IFT43 Missense 1 100,0%
IKBKG Gross Deletion 2 100,0%
KREMEN1 |Missense 1 100,0%
KRT6A Missense 3 100,0%
KRT6B Missense 1 100,0%
I B 1 e e B R
< OY%@‘% F§ ;339 & “o‘& 0\‘& & & 5 \:&é P *55% K ﬁ' ‘23’1« & F ¢ MSX1 Missense 1 50,0%
S ¥ ,55" A < Nonsense 1 50,0%
NFKB2 Missense 1 50,0%
Splidng 1 50,0%
SHH Missense 1 100,0%
TERT Missense 1 100,0%
TP63 Frame Shift 1 100,0%
WNT10A Frame Shift Deletion 1 10,0%
Missense 5 50,0%
Nonsense 4 40,0%

Figura 9. Distribucion de los tipos de variantes detectadas, segtin el efecto de la

variante sobre la proteina para cada uno de los genes.

5.2.1.2 Andlisis de las variantes segtin su patogenicidad

El andlisis de los tipos de variantes génicas atendiendo a su patogenicidad,

siguiendo los criterios de la ACMG, se clasificaron en: variantes patogénicas 55

(64,7%), probablemente patogénicas 6 (7,5%), variantes de significado incierto 16

(18,8%), variantes probablemente benignas 7 (8,2%) y la variante probablemente
atenuante EDAR: ¢.1109T>C (p.Val370Ala) en 5 casos (1,2%) (Figura 10).
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40~

10-
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GEN ACMG N FR%
AXIN2 VOuUs 4 100,0%
Dsp P.patogénica 1 50,0%
Vous 1 50,0%
DXL3 Patogénica 1 100,0%
EDA Patogénica 34 50,0%
VOous 1 50,0%
EDAR Patogénica 5 33,3%
Polimorfismo 1 33,3%
VOus 1 33,3%
EDARADD |P. benigna 1 100,0%
FGFR2 Patogénica 1 100,0%
CLASIFICACION ACMG FGFR3 vOous 1 100,0%
[ Patogénica GJB2 P. patogénica 1 100,0%
] [ Polimorfismo atenuante GJB6 Patogénica 2 100,0%
W Probablemente l'\emgx’\a HRAS P patogénica 1 100,0%
Ez}gt}ab}slsmeme patogénica 1FT13 VOUS 1 1_0010%
IKBKG Patogénica 1 50,0%
IKBKGP1 |P. benigna 1 50,0%
KREMEN1 |VOUS 1 100,0%
KRT6A P. benigna 3 100,0%
KRT6B P. benigna 1 100,0%
KRT81 Vous 1 100,0%
LRP6 Patogénica 1 33,3%
P. benigna 1 33,3%
Vous 1 33,3%
MSX1 Patogénica 1 50,0%
P. patogénica 1 50,0%
o . HT?TF‘-ET?ET!?TEEMTT‘T NFKB2 VOUS 2 100,0%
o g & £ o7 & & 5 o %
FIFTEI LTI FTCEFFEEIIE TS o oo
TP63 Patogénica 1 100,0%
WNT10A  |Patogénica 8 80,0%
P. patogénica 2 20,0%

Figura 10. Distribucion de los tipos de variantes detectadas segtin su patogenicidad

para cada uno de los genes.

.2.1.3 Andlisis de las variantes seguin su publicacion.

Del total de 85 variantes distintas identificadas, 24 de ellas no estaban

publicadas en bases de datos gendmicas siendo identificadas como nuevas. 14 de

estas eran causantes de algtin tipo de DE candidatas de ser publicadas en bases de

datos genomicas de morbilidad. En la Figura 11 se observa como se distribuyen

las variantes segun su publicacion para cada uno de los genes.
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GEN HGMD N TR%

AXIN2 Si 1 25,0%

No 3 75,0%

DSP No 2 100,0%

DXI3 No 1 100,0%

EDA St 34 97,1%

No 1 2,9%

EDAR Si 6 85,7%

No 1 14,3%

i L EDARADD |[si 1 100,0%
40 Publicacion BBDD FGFR2 No 1 100.0%
WS FGFR3 No 1 100,0%

Eno GJB2 si 1 100,0%

30- GJB6 S 2 100,0%
HRAS No 1 100,0%

IFT43 No 1 100,0%

IKBKG st 2 100,0%

20~ KREMEN1 |No 1 100,0%
KRT6A Si 1 33,3%

No 2 66,7%

10- KRT6B No 1 100,0%
KRT81 No 1 100,0%

LRP6 No 3 100,0%

MSX1 No 2 100,0%

0- e e ;{;@f Q&&TQ ?& *9-;&? ;; s ;&- '?Tz.,?’* NFKB2 Na 2 Ioo,oE
& {5;&» S FFEFES Ty @:y@ﬁ‘@&'&-@ &‘ke“* LS SHH 51' 1 [OD,Uf?

& & TERT Si 1 100,0%

TP63 No 1 100,0%

WNTI0A  |Si 10 100,0%

Figura 11. Distribucion de los tipos de variantes detectadas segtin su publicacion

para cada uno de los genes.

5.2.1.4 Analisis de las variantes seguin su heredabilidad

El 86,6% de los pacientes analizados con diagnostico positivo (60/66

pacientes), habian heredado su alteracion génica de alguno de los progenitores.

En la Figura 12 se representan la frecuencia de heredabilidad de las variantes para

cada uno de los diferentes genes.

Para conocer el patrén de herencia predominante, se consiguid realizar el

estudio de segregacion de la variante principal en los 60 pacientes que habian

heredado la alteracion. El patron de herencia obtenido fue: patron de herencia
ligada al X en el 60,6%, AD en el 24,2% y AR en el 15,2%.
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GEN HEREDABILIDAD N FR%

AXIN2  |Nodato 1 | 500%

40- HEREDABILIDAD ™ T

Eno DSP Si 1 100,0%

W st DXL3 No dato 1| 1000%

30 BNo cato DA |No 5| 12%
No dato 1 25%

5 B | 846%

EDAR s 1| 1000%

20- FGFR2  |Si 1| 100,0%
GJB6 No 1 00%
IKBKG  |No 1 00%

LRP6 No dato 1| 500%

10- 5§ 1 50,0%
MSX1 No dato 1 | 500%

si 1 | 500%
o P63 No 1 00%
WNTI0A  |Nodato 1 90%

si 10 | 91,0%

Figura 12. Distribucién de los tipos de variantes detectadas segin su

heredabilidad para cada uno de los genes.
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Tabla 6. Variantes genéticas identificadas y sus caracteristicas: frecuencia alélica, tipo de variante, patogenicidad y

numero de veces observada.

GEN VARIANTE FA DESCRIPCION ACMG HGMD N
AXIN2 NM_004655.4 AXIN2: ¢.140A>T (p.Lys47Ile) ~ 0,00000 Missense VOUS No 1
AXIN2:c.1419_1421delCCA  0,00058 In-Frame VOUS  No 1
Deletion
AXIN2:¢.652C>G )

(p.Leu218Val) 0,00003 Missense VOUS No 1
AXIN2:¢.733C>T (p.Pro245Ser)  0,00064 Missense VOUS (118) 1
DSP NM_004415.4 DSP:e3922C>T 0,00008 Missense VOUS No 1

(p-Argl308Trp)
DSP:c.643G>A (p.Glu215Lys)  0,00007 Missense VPP No 1
DXL3 NM_005220.3 DLX3:¢.523A>T (p.Ile175Ser)  0,00000 Missense VP No 1

EDA: c. 728_735del8 Frame Shift

EDA NM_001399.5 (p. Thr243LysfsTer20) 0,00000 Deletion VP (119) 1
EDA:c.1027T>G (p.Tyr343Asp)  0,00000 Missense VP (37) 1
EDA:c.1037G>A (p.Cys346Tyr)  0,00000 Missense VP (21) 1
EDA:c.1045G>A (p.Ala349Thr)  0,00000 Missense VP (120) 3

EDA:c.1049G>A
¢.1049G> 0,00000 Missense VP 8) 1

(p-Gly350Asp)
EDA:c.1069C>T (p.Arg357Trp)  0,00000 Missense vp (121) 1
EDA:c.164T>C (p.Leu55Pro) 0,00000 Missense VP (37) 1
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EDA:c.457 C>T (p.Argl153Cys)
EDA:c.463C>T (p.Argl55Cys)
EDA:c.467G>A (p.Argl56His)
EDA:c.516delC
(p-Asn172LysfsTer108)
EDA:c.546_581del36
(p-Asn185_Pro196del)
EDA:c.553_588del36 (
p-Asn185ThrfsTer84)
EDA:c.572_589del18
(p-Pro191_Pro196del)
EDA:c.58C>T (p.Arg20Ter)
EDA:c.599C>G (p.Pro200Arg)
EDA:c.612_629del18
(p-11e205_Gly210del)
EDA:c.612delG
(p.Ile205Phefs*75)
EDA:c.653G>T (p.Gly218Val)
EDA:c.663_697del35
(p-.Pro222ThrfsTer6)
EDA:c.729_735del7
(p-Arg244ThrfsTer34)
EDA:c.742-14T>G

0,00000
0,00000
0,00000

0,00000

0,00000

0,00000

0,00000

0,00000
0,00000

0,00000

0,00000
0,00000
0,00000

0,00000
0,00000

Missense VP (122)
Missense VP (120)
Missense VP (120)
Frame Shift VP (37)
In-Frame
Deletion VP (120)
In-Frame
Deletion VP (123)
In-Frame
VP 124
Deletion (124)
Nonsense VP (125)
Missense VP (37)
In-Frame
Deletion VP (121)
Frame Shift VP (37)
Missense VP (126)
Frame Shift
Deletion VP (120)
Frame Shift
VP 7
Deletion (37)

Splicing VOUS No

N = =
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EDAR NM_022336.4

EDA:c.760C>T (p.GIn254Ter)
EDA:c.793+1G>C (int 7)
EDA:c.822G>A (p.Trp274Ter)
EDA:c.866G>A (p.Arg289His)
EDA:c.871G>C (p.Gly291Arg)
EDA:c.880G>T (p.Glu294Ter)
EDA:c.892G>T (p.Asp298Tyr)
EDA:c.895G>A (p.Gly299Ser)
EDA:c.895G>C (p.Gly299Arg)
EDA:c.995G>A (p.Cys332Tyr)
EDA:del Exé6n 1
EDA:del Exon 1B
EDA:delecion gen completo
EDAR:c.1072C>T
(p-Arg358Ter)
EDAR:c.1073G>A
(p-Arg358GlIn)
EDAR:c.1109T>C
(p-Val370Ala)
EDAR:c.122C>T (p.Thr41Met)
EDAR:c.1259G>A
(p-Arg420GIn)

EDAR:c.212G>A (p.Cys71Tyr)

0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000

0,00000

0,00000

0,15200
0,00004
0,00000
0,00001

Nonsense
Splicing
Nonsense
Missense
Missense
Nonsense
Missense
Missense
Missense
Missense
Gross Deletion
Gross Deletion
Gross Deletion

Nonsense
Missense

Missense
Missense
Missense

Missense

VP
vp
VP
VP
VP
VP
VP
vpP
VP
VP
VP
VP
VP

vp

VP

Polimor
fismo
vOus

VP
VP

(37)
(122)
(122)
(127)

(37)
(37)
(128)
(120)
(129)
(119)
(119)
(119)
(130)

(120)
(125)

(131)
No
(120)
(36)

U W S Y

—_
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EDAR:c.52-2A>G (in 2) 0,00000 Splicing VP (36)
EDARADD NM_145861.2 EDARADD:c.308C>T 0,02150 Missense VPB (132)
(p-Ser103Phe)
FGFR2 NM_022970.3 FGFR2:c2165G>C 0,00000 Missense VP No
(p-Arg722Thr)

FGFR3 NM_001163213.1 FGFR3:c.932C>T (p.Ser311Phe)  0,00000 Missense VOUS No
GJB2 NM_022970.3 GJB2:c.101T>C (p.Met34Thr) 0,00868 Missense VPP (133)
GJB6 NM_0011102212  GJB6:c.263C>T (p.Ala88Val)  0,00000 Missense VP (134)

GJB6:del Exones 1-3 0,00000 Gross Deletion VP (135)

HRAS NM_176795.4 HRAS:c.175G>A (p.Ala59Thr)  0,00012 Missense VPP No
IFT43 NM_052873.2 IFT43:310+2T>C 0,00042 Missense VOUS No

IKBKG NM_003639.4 IKBKG:del Ex3-10 0,00000 Gross Deletion VPB (136)

IKBKGP1 IKBKGP1:del Ex3-10 0,02000 Gross Deletion ~ VPB (137)
pseudogen
KREMEN1  NM_032045.5 KREMENT:.538T>C 0,00022 Missense VOUS  No
(p-Tyr180His)
KRT6A:c.1003G>A
. 1 VPB 1
KRT6A NM_005554.3 (p.Ala335Thr) 0,01140 Missense (138)
KRT6A:c.1456 A>G
1 ' VPB N
(p.Tle486Val) 0,00318 Missense o]
KRT6A:c.418G>A (p.Vall40Ile)  0,00003 Missense VPB No
:c.14 A
KRT6B NM_005555.4 KRT6B:c.1495G> 0,02610 Missense VPB (139)

(p.Gly499Ser)
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KRTS81
LRP6

MSX1

NFKB2

SHH
TERT

TP63

WNT10A

KRT81
NM_002336.3

NM_002448

NM_001077494.3

NM_000193.4
NM_198253.3

NM_001114980.1

NM_025216.3

KRT81:¢.214G>C (p.Gly72Arg)
LPR6:c.2203G>A
(p-Asp735Asn)
LRP6:c.2785T>C
(p-Cys929Arg)
LRP6:c.4144G>T
(p-Val1382Phe)
MSX1:c.220G>A (p.Gly74Arg)
MSX1:¢c.657G>A (p. Trp219Ter)
NFKB2:c.2072-3C>T
NFKB2:¢.2269C>T
(p-Pro757Ser)
SHH:c.824C>A (p.Ala275Glu)
TERT:c.3268G>A
(p-Val1090Met)
TP63:c.33dupA
(p.Phel2llefs*2)
WNT10A:c.1131C>A
(p.Cys377Ter)
WNT10A:c.18_43del26
(p-Arg7AlafsTer28)
WNT10A:c.1T>A (p.Ser39Thr)
WNT10A:c.27G>A (p.Trp9Ter)

0,02430
0,00024

0,00000

0,00078

0,00000
0,00000
0,00110

0,00000
0,00007
0,00005

0,00000

0,00000

0,00000

0,00000
0,00000

Missense

Missense
Missense

Missense

Missense
Nonsense
Splicing

Missense
Missense

Missense
Frame Shift

Nonsense

Frame Shift
Deletion
Missense
Nonsense

VOUS
VOUS

VP

VPB

VPP
VP
VOUS

VOUS
VOUS
VOUS

VP

VP

vp

VP
VP

(37)

(37)

(142)
(66)

[N
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WNT10A:c.310 CT
(p-Argl04Cys)
WNT10A:c.321 C>A
(p.Cys107Ter)
WNT10A:c.514A>T
(p-Argl72Trp)
WNT10A:c.682T>A
(p-Phe228lle)
WNT10A:c.742C>T
(p-Arg248Ter)
WNT10A:c.92T>A
(p-Leu31Glu)

0,00006

0,00080

0,00022

0,01390

0,00001

0,00000

Missense

Nonsense

Missense

Missense

Nonsense

Missense

vp

VP

VPP

VPP

VP

VP

(143)
(66)
(144)
(66)
(21)

(37)

1

108

FA, frecuencia alélica segtin la base de datos gendmica gnomAD Exomes (versidn 2.1.1); ACMG, clasificacion de variantes segiin el American
College of Medical Genetics and Genomics; HGMD, descripcion de la variante en la Human Gene Mutation Database; N, niimero de veces que
se ha observado la variante.;VP, variante patogénica; VPP, variante probablemente patogénica, VPB, variante probablemente benigna; VOUS,

variante de significado clinico incierto.
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5.2.2 Genes identificados distribuidos por sospecha diagnoéstica

El analisis genético completo de los pacientes estudiados ha llevado a la
identificacion de variantes primarias, patogénicas o probablemente patogénicas
causantes de una DE en el 75,0% (66/88) de los casos, que eran portadores de al
menos una de estas variantes en uno de los doce genes que se describen a
continuacion: EDA 59,1% (39/66), WNT10A 16,7% (11/66), EDAR 4,5% (3/66),
MSX1 3,0% (2/66), AXIN2 3,0% (2/66), LRP6 3,0% (2/66), DSP 1,5% (1/66), GJB6
1,5% (1/66), FGFR3 1,5% (1/66), DLX3 1,5% (1/66), IKBKG 1,5% (1/66) y TP63 1,5%
(1/66).

Por otro lado, 19,3% (17/88) fueron negativos (no se observo ningin gen
causal de la clinica que mostraba el paciente) y 5,7% (5/88) fueron no concluyentes
(no se pudo establecer una asociaciéon con suficiente evidencia de que las
variantes identificadas fueran causales).

En este apartado se representa la distribucion de estos genes sobre el
diagnostico de sospecha inicial (Tabla 7 y Figura 13) en los pacientes con
diagnostico positivo. Al realizar este analisis se puede observar que los pacientes
que presentaban el diagnostico de sospecha de DEH presentaban,
mayoritariamente, una alteracion en el gen EDA (83%); aquellos con diagnodstico
de sospecha de DE+sudor, presentaban, mayoritariamente, una alteracion en el
gen WNTI0A (61,5%) y aquellos con diagnostico de ADNS, presentaban,
mayoritariamente, una alteracion en el gen AXIN2 (50%). De los dos pacientes
que se analizaron por diagndstico de sospecha de Incontinencia Pigmenti, uno de
ellos presentaba una alteracion en el gen IKBKG y el paciente con diagnostico de
sospecha de SSPS presentaba una variante en homocigosis en el gen WNT10A.

En los resultados obtenidos se observa que bajo el diagndstico clinico inicial
de sospecha de DEH, DE+sudor y ADNS, aparece una alta heterogeneidad

genética.
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Tabla 7. Frecuencia absoluta de aparicion de cada uno de los genes alterados
para cada uno de los diagndsticos de sospecha de los pacientes.

D.SOSPECHA INICIAL GEN RESULTADOS POSITIVOS
DSP 1
EDA 39
DEH EDAR 4
GJB6 1
LRP6 1
WNTI0A 1
DXL3 1
FGFR2 1
DE + Sudor LRP6 !
MSX1 1
TP63 1
WNTI0A 8
1P IKBKG 1
AXIN2 2
ADNS MSX1 1
WNTI10A 1
SSPS WNTI0A 1
Total 66
DXL3
FGFR2 DSP
LRP6 EDA
MSX1 WNT10A EDAR
TP63 GIB6
IKBKG WNT10A LRP6
WNTI10A
DSP
EDA m DEH
EDAR
GIB6 ®m DE + Sudor
LRP6 mlIP
WNTI10A = ADNS
m SSPS

Figura 13. Genes alterados para cada uno de los diagnosticos de sospecha de los
pacientes.
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5.2.3 Genes identificados distribuidos por diagnostico molecular

El diagndstico molecular establecido segtn los genes identificados fueron:
ADNS (que engloba a los genes EDA/WNTI10A/AXIN2/LRP6) en 10,6% de los
casos (7/66), Sindrome de Clouston (GJB6) en 1,5% (1/66), DEHAD (genes
EDAR+LRP6) en 1,5% (1/66), DEHAD (EDAR) en 1,5% (1/66), DEHAR (EDAR) en
4,5% (3/66), DEHLX (EDA) en 57,6% (38/66), Displasia Ectodérmcia-Fisura
Labiopalatina (TP63) en 1,5% (1/66), Displasia Odonto-Onico-Démica (WNT10) en
7,6% (5/66), Incontinencia Pigmenti (IKBKG) en 1,5%, Oligodoncia-Sindrome de
Predisposicion al Cancer (AXIN2) en 1,5% (1/66), Sindrome de
Eritroqueratodermia-Miocardiopatia (DSP) en 1,5%(1/66), Sindrome de Witkop
(MSX1) en 1,5% (1/66), Sindrome-Lacrimo-Auriculo-Dento-Digital FGFR2 en 1,5%
(1/66), Sindrome Schipf-Schulz-Passarge (WNT10A) en 3% (2/66) y Sindrome Trico-
Dento-Oseo (DXL3) en 1,5% (1/66) (Tabla 8 y Figura 14).
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Tabla 8. Frecuencia absoluta y relativa de cada uno de los diagnosticos moleculares realizados segtin los genes alterados
identificados.

CASOS Porcentaje

DIAGNOSTICO MOLECULAR GENES POSITIVOS )
Agenesia Dental no Sindrémica EDA/WNT10A/AXIN2/LRP6 7 10,6
Sindrome de Clouston GJB6 1 1,5
Displasia Ectodérmica Hipohidrética LRP6+EDAR 1 15
Displasia Ectodérmica Hipohidrética Autosdmica Dominante EDAR 3 4,5
Displasia Ectodérmica Hipohidrética Autosdmica Recesiva EDAR 1 15
Displasia Ectodérmica Hipohidrética Ligada al Cromosoma X EDA 38 57,6
Displasia Ectodérmica-Fisura Labiopalatina TP63 1 1,5
Displasia Odonto-Onico-Dérmica WNT10A 5 7,6
Incontinenda Pigmenti IKBKG 1 1,5
Oligodonda-Sindrome de Predisposidén al Cancer AXIN2 1 1,5
Sindrome de Eritroqueratodermia-Mioardiopatia DsP 1 113
Sindrome de Witkop MSX1 2 3

Sindrome Laaimo-Auriculo-Dento-Digital FGFR2 1 15
Sindrome Schopf-Schulz-Passarge WNT10A 2 3

Sindrome Tric-Dento-Oseo DXL3 1 15
Total 66 100
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Sindrome Lacrimo-Auriculo- Sindrome Trico-Dento-Oseo
Dento-Digital Sindrome Schipf-Schulz- [DLX3]

Sindrome de ind d - [FGFR2] Passarge Sindrome de Clouston
Eritroqueratodermia—sm rome de Witkop [WNT10A] [G]B6]
. . . [MSX1] [
Miocardiopatia
[DSP]
Agenesia Dental no Sindrémica
[AXIN2
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Figura 14.Genes alterados para cada uno de los diagnosticos moleculares identificados.
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5.3 RENDIMIENTO DEL METODO DE ANALISIS

5.3.1 Rendimiento del método de analisis segun el algoritmo propuesto

Los resultados de rendimiento en el abordaje del diagnostico molecular
clasico en el primer nivel del estudio, mediante secuenciacion de los 4 genes
prioritarios EDA, EDAR, EDARADD y WNTI0A para la DEH y el estudio de
delecion/duplicacion mediante MLPA de los genes mencionados (ademas, de
IKBKG cuando se ha sospechado IP), ha sido del 62,5% (55/88). Al ampliar el
estudio molecular al segundo nivel de estudio, mediante el panel de disefio
propio NGS DE v.1, el rendimiento diagndstico se incrementa al 75% (66/88) de
los casos recibidos. No se obtuvieron resultados en 19,3% de los casos (17/88). Los
resultados no fueron concluyentes en 5,7% de los casos, fundamentalmente al no
poderse realizar el estudio de segregacion en los familiares, requisito necesario
para completar la clasificacion de las variantes probablemente patogénicas y/o de
significado incierto obtenidas. El rendimiento del algoritmo diagnostico obtenido

en cada nivel de estudio se refleja en la Figura 15 y la Tabla 9.

Pacientes que cumplen criterios de inclusion:
>2 alteracion ectodérmica o =1 siendo hipohidrosis o
ADNS  (N=88)

e ~

Caracterizacion Molecular
MLPA: Secuenciacién Sanger: Rendimiento (%)
EDA/EDAR/EDARADD/ EDA/EDAR/EDARADD/
WNTI10A WNTI0A Sanger
T _ 0,
E ) ! ) “) ' +) 50/88=56,8%
1 1
. E‘ 1 1
o | : MLPA
: 1 5/88=5,7%
1 1
1 1
! ! 55/88= 62,5%
A4 v
Panel NGS-DEv.1
‘ NGS
v d — o,
= 6 | ) l - 11/88=12,5%
2 |
E | Caracterizacion Molecular
o~ \Z Rendimiento (%)
Total L.
casos negativos concluyemes Re- Total casos Posxtxvc;s
17/88=19,3% 5/88=5,7% evaluacién 66/85-75%

Figura 15. Algoritmo del rendimiento diagndstico para cada nivel de estudio.
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El rendimiento del estudio atendiendo al método de analisis empleado,
revela un incremento del 12,5% entre el abordaje mediante secuenciacion Sanger y

la secuenciacion mediante el panel NGS ED v.1.

Atendiendo tnicamente a los pacientes que presentan un diagndstico
molecular positivo, se observa un incremento en la deteccion de casos positivos
del 75,7% al 92,4% en favor de la secuenciacion mediante NGS.

Tabla 9. Rendimiento del estudio atendiendo al método de andlisis.

Casos METODO Casos % POSITIVOS % TOTAL
SANGER 50 75,7% 56,8%
POSITIVOS 66  MLPA 5 7.6% 5,7%
Panel NGS-ED v.1 61 92,4% 69,3%
NO CONCLUYENTES 5 5,7%
NEGATIVOS 17 19,3%

5.3.2 Rendimiento del método de analisis atendiendo al diagnéstico clinico de

sospecha

El rendimiento del método de andlisis utilizado segun el diagnostico
clinico inicial de sospecha que se ha alcanzado para el primer nivel de estudio,
muestra los siguientes valores: 77,6% en las DEH, 36,8% en las DE+sudor, 12,5%
en la ADNS, 50% en el caso indicado como IP y 100% en el caso indicado como
SSPS. En el segundo nivel de estudio, mediante el panel NGS ED v.1, el
rendimiento total y para cada grupo se ha incrementado a 81,1% en las DEH,
68,4% en las DE+sudor y 50% en la ADNS; estos resultados se expresan en la
Tabla 10. Si comparamos estas distribuciones se aprecia mayor rentabilidad
diagnostica mediante el panel para los diagndsticos de sospecha de DE+sudor y
ADNS (p<0,001; X?=34,68). Es decir, el rendimiento diagndstico mediante MLPA y
secuenciacion Sanger (primer nivel) para los pacientes que acuden con
diagnostico de sospecha de DE+sudor y ADNS es estadisticamente inferior al
compararlo con el rendimiento de los pacientes que acuden con DEH, pero al
considerar ambos niveles (rendimiento global), las diferencias, desde un punto de

vista estadistico, desaparecen y se podria confirmar que el rendimiento global es
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el mismo en todos los grupos de pacientes atendiendo al diagnostico de sospecha

cuando se emplean todas las técnicas diagnosticas.
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Tabla 10. Rendimiento de cada método de analisis para cada grupo de diagndstico de sospecha
METODO DEH DE +Sudor  SSPS IP ADNS
« SANGER 41 7 , | 1 0 | 1 ,
é\ﬁ- 70,7% 36.8% 100,0% 0,0% 12,5%
¥ Mmrpa * 0 0 ! 0
POSITIVOS 6,90% 0 0 50% 0
& 41+2 7+6 1+0 0+0 1+3
&% Panel NGS-ED v.1 - _ o _
4 74,1% 68,4% 100% 0 50%
Total positivos (%) 81,0% 684% 100% 50% 50%
NO CONCLUYENTES ] ! 0 0 . !
5,2% 5,3% 0,0% 00%  125%
NEGATIVOS s ’ 0 ! ’
13,8% 26,3 0 50 37,50%
Total casos (n) 58 19 1 2 8
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La representacion grafica del rendimiento del método de analisis sobre el

diagnostico clinico de sospecha queda reflejada en la Figura 16.

50

EMLPA
407 [Panel NGS
MSecuenciacién Sanger

304
207

109

B

I 1 1
DEH DE + Sudor r NSTA 5SPS

Figura 16. Rendimiento del método sobre el diagndstico clinico de sospecha.

5.3.3 Rendimiento del método de analisis por diagnéstico molecular.

El rendimiento de cada uno de los métodos de andlisis para cada uno de los
diagnosticos moleculares puede observarse en la Tabla 11.

La limitacion que presenta el analisis mediante secuenciacion Sanger al
analizar los cuatro genes que se han abordado en el primer nivel (incapacidad de
esta técnica de detectar CNV) requiere completar este primer nivel con el andlisis
mediante MLPA. De esta manera, el andlisis del rendimiento del protocolo
utilizado (considerando los 66 casos con diagndstico molecular positivo), revela
que las técnicas de secuenciacion completa del cada gen mediante secuenciacion
(Sanger o NGS), permiten alcanzar el diagndstico del 100% en la mayoria de los
grupos; no obstante, se ha requerido otra técnica como el MLPA para detectar
variantes en el numero de copias (CNV), en el 8% de las DEH (con grandes
deleciones en el exdn 1 del gen EDA), en un caso de IP que presentd una delecion
de los exones 4-10 del gen IKBKG y en un caso de Sindrome de Clouston,
portador de dos variantes en el gen GJB6, una delecién de los exones 2-4 del gen

en el alelo materno y una variante missense en la secuencia del alelo paterno;
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requiriendo este ultimo caso de dos técnicas diferentes para alcanzar el
diagnostico molecular definitivo. Estos datos de rendimiento se describen en la

Tabla 11 y se representan en la Figura 17.
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Tabla 11. Rendimiento de cada uno de los métodos de andlisis para cada uno de los diagnosticos moleculares.

DIAGNOSTICO MOLECULAR METODO N %
Agenesia dental selectiva Secuenciacion Sanger 4 57,10%
Panel NGS 3 42,90%
Displasia ectodérmica + Sudor MLPA+Panel NGS (¥) 1 100%
Displasia ectodérmica hipohidrotica (+ LRP6) Panel NGS 1 100%
Displasia ectodérmica hipohidrética autosémica dominante Secuendiacion Sanger 3 100%
Displasia ectodérmica hipohidrotica autosdmica recesiva Secuenciacién Sanger 1 100%
Displasia ectodérmica hipohidrética ligada al cromosoma X  Secuendiacién Sanger 35 92%
MLPA 3 8%
Displasia ectodérmica-fisura labiopalatina Panel NGS 1 100%
Displasia odonto-6nico-dérmica Secuenciacion Sanger 5 100%
Incontinencia Pigmenti MLPA 1 100%
Oligodoncia-sindrome de predisposiciéon al cancer Panel NGS 1 100%
Sindrome de eritroqueratodermia-miocardiopatia Panel NGS 1 100%
Sindrome de Witkop Panel NGS 2 100%
Sindrome lacrimo-auriculo-dento-digital Panel NGS 1 100%
Sindrome Schopf-Schulz-Passarge Secuenciacion Sanger 2 100%
Sindrome trico-dento-dseo Panel NGS 1 100%
66

Total

(*) Diagnostico molecular que requiré ambas técnicas.



CAPITULO V: RESULTADOS 139

30— [ Panel NGS
EuniLra
B Secuenciacién Sanger

20—

10—

H]L QI— QI 1 Y I a2l 1 d 0! L
g ¥ R Fe O 8 o ¢ & 5F
,Q\\I \23' OO Q\ N ﬁqv& \:‘zu &Q § '\? e <) 4 & W
< Q‘*’Qr oo F %\\\\x@cg g o7 O FES N o o &
’ 5 2 i = 4 ol
G &S 5 &0
S g & '\f’} & &
& = S & &Y
- & & & ©
Al &
5
Q@‘

Figura 17. Rendimiento de cada uno de los métodos de analisis para cada uno de los
diagnosticos moleculares.

5.3.4 Analisis de los casos no concluyentes

Entre los casos analizados, 5 de ellos fueron no concluyentes, un 5,7% de los casos.
Los genes con variantes identificadas en estos casos fueron: EDA, AXIN2, DSP y GJB2.Los
motivos que no permitieron categorizar la variante y concluir el diagndstico molecular se
debieron a la falta de muestras de alguno de los progenitores para realizar el estudio de
segregacion y los genes. En la variante de splicing EDA: ¢.742-14T>G no se pudo realizar
un analisis del ARN mensajero al no poder disponer de una segunda muestra adecuada

para este propdsito.

5.4 ANALISIS DE LA CORRELACION GENOTIPO-FENOTIPO

Se realizo un andlisis de correlacion entre las variables clinicas reflejadas en los

cuestionarios y los genes identificados

5.4.1 Analisis de las variables clinicas y los genes identificados.

5.4.1.1 Genes implicados en cada una de las alteraciones clinicas.
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La frecuencia de aparicion de alteraciones en cada uno de los dérganos o sistemas
funcionales presenta igual distribucion para cada uno de los genes alterados en los
pacientes con diagndstico positivo, excepto para las alteraciones de sudor (p<0,001; X2
=32,01), alteraciones del pelo (p<0,04; X?> = 18,84), alteraciones de la piel (p<0,014; X2
=22,17), alteraciones craneofaciales (p<0,03; X2 = 19,94) y alteraciones de las unas (p<0,05;
X2 =15,9) En las Figuras de la 18 a 29 se observan la frecuencia absoluta de aparicion de
alteracion para cada uno de los sistemas funcionales por cada uno de los genes. Estas
diferencias en cada uno de los sistemas funcionales u 6rganos, se observan del siguiente
modo:

- Alteraciones del sudor. Los pacientes que presentan alteracion en el gen EDA
presentan mds frecuentemente alteraciones en el sudor (90,3%) mientras que los
pacientes que presentan alteraciones en el gen WNTI0A no suele manifestar
alteraciones en el sudor (20%). También se han obtenido diferencias significativas
en el gen AXIN2 (ausencia de alteraciones del sudor en el 100% de los pacientes)
pero dada su escasa frecuencia de aparicion este resultado debe ser interpretado
con mucha cautela.

- Alteraciones del pelo. Se han obtenido diferencias significativas en el gen FGFR2
(ausencia de alteraciones del pelo en el 100% de los pacientes) pero dada su escasa
frecuencia de aparicion este resultado debe ser interpretado con mucha cautela.

- Alteraciones de la piel. Los pacientes que presentan alteracion en el gen EDA
presentan mads frecuentemente alteraciones en la piel (86,7%) mientras que los
pacientes que presentan alteraciones en el gen AXIN2 no suele manifestar
alteraciones en la piel (0%); este tltimo resultado debe ser interpretado con mucha
cautela dada la escasa frecuencia de aparicidon de este gen en nuestra muestra.

- Alteraciones craneofaciales. Los pacientes que presentan alteracion en el gen EDA
presentan mas frecuentemente alteraciones craneofaciales (76,7%) mientras que los
pacientes que presentan alteraciones en el gen AXIN2 no suele manifestar este tipo
de alteraciones (0%); este ultimo resultado debe ser interpretado con mucha
cautela dada la escasa frecuencia de aparicidon de este gen en nuestra muestra.

- Alteraciones en las ufias. Los pacientes que presentan alteraciéon en este gen
WNTI10A suelen presentar mas frecuentemente que el resto alteraciones en las
unas (70%).
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Figura 18. Frecuencia de aparicion de
alteraciones en el sudor en la cohorte
de estudio segtin el gen implicado.
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Figura 19. Frecuencia de aparicion de la
alteracion del pelo en la cohorte de
estudio segun el gen implicado.
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Figura 20. Frecuencia de aparicion de
alteraciones en las ufias en la cohorte de
estudio segun el gen implicado.
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Figura 21. Frecuencia de aparicion de
alteraciones craneofaciales en la cohorte
de estudio segtin el gen implicado.
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Figura 22. Frecuencia de aparicion de

alteraciones en la piel en la cohorte de
estudio seguin el gen implicado.
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Figura 23. Frecuencia de aparicion de
alteraciones orodentales en la cohorte de
estudio segun el gen implicado.
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Figura 24. Frecuencia de aparicion de
alteraciones en la vision en la cohorte de
estudio segun el gen implicado.
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Figura 25. Frecuencia de aparicion de

alteraciones en las alteraciones neurolégicas

en la cohorte de estudio segtin el gen
implicado.
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Figura 26. Frecuencia de aparicion de
alteraciones en la audicion en la cohorte
de estudio segtin el gen implicado.
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Figura 27. Frecuencia de aparicion de
alteraciones en la inmunidad, infecciones
y sistema respiratorios en la cohorte de
estudio segun el gen implicado.
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la cohorte de estudio segtn el gen
implicado.
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Figura 29. Frecuencia de aparicion de
alteraciones del desarrollo
pondoestatural/sexual en la cohorte de

estudio seguin el gen implicado.
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Figura 30. Frecuencia de aparicion de
otras alteraciones en la cohorte de
estudio seguin el gen implicado.

5.4.1.2. Distribucién clinica para cada uno de los genes.

En este apartado se han configurado los perfiles clinicos de cada grupo de

pacientes que presentan un mismo gen alterado (sobre el total de los 66 casos

positivos) (Figura 30-41). En cada figura se ha representado la frecuencia relativa

de aparicion de cada una de las alteraciones para cada grupo de pacientes que

presentan un mismo gen alterado y se compara con la frecuencia de aparicion de

estas mismas alteraciones considerando a los pacientes de forma global.

Dada la elevada tasa de aparicion del gen EDA, para este gen se ha realizado una

comparacion en la frecuencia de aparicion de alteraciones entre los hombres y las

mujeres. No se han observado diferencias significativas entre las frecuencias de

distribucion.
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Figura 31. Distribucién clinica de los
pacientes con resultado positivo
considerados de forma global y la
distribucion clinica de los pacientes
con alteracion del gen EDA.
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Figura 32. Distribucién clinica de los
pacientes con resultado positivo para el
gen EDA entre ambos sexos.
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Figura 33. Distribucién clinica de los
pacientes con resultado positivo
considerados de forma global y la
distribucién clinica de los pacientes
con alteracidon del gen EDAR.

Figura 34. Distribucion clinica de los
pacientes con resultado positivo
considerados de forma global y la
distribucion clinica de los pacientes
con alteracion del gen AXIN2.
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Figura 35. Distribucién clinica de los
pacientes con resultado positivo
considerados de forma global y la
distribucion clinica de los pacientes
con alteracion del gen DSP.
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Figura 36. Distribucién clinica de los
pacientes con resultado positivo
considerados de forma global y la
distribucion clinica de los pacientes
con alteraciéon del gen FGFR2.
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Figura 37. Distribucion clinica de los
pacientes con resultado positivo
considerados de forma global y la
distribucién clinica de los pacientes
con alteracién del gen GJB6.
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Figura 38 . Distribucion clinica de los
pacientes con resultado positivo
considerados de forma global y Ia
distribuciéon clinica de los pacientes
con alteracién del gen IKBKG.
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Figura 39. Distribucién clinica de los
pacientes con resultado positivo
considerados de forma global y la
distribuciéon clinica de los pacientes
con alteracion del gen LRP6.
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Figura 40. Distribucion clinica de los
pacientes con resultado positivo
considerados de forma global y la
distribucion clinica de los pacientes con
alteracion del gen MSX1.
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Figura 41. Distribucion clinica de los
pacientes con resultado positivo
considerados de forma global y la
distribucién clinica de los pacientes
con alteracion del gen TP63.
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Figura 42. Distribucion clinica de los
pacientes con resultado positivo
considerados de forma global y la
distribucién clinica de los pacientes
con alteracion del gen WNT10A.
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Ademas, se ha representado el perfil clinico entre los pacientes con
resultados negativos (sin variantes detectadas) y se ha comparado con el perfil
clinico de los pacientes con diagndstico molecular positivo. La comparacion pone
de manifiesto que ambas distribuciones o perfiles son similares, y nos indica que
entre el 19,3% de los casos negativos, encontramos pacientes con clinica altamente
sugestiva de DEH, pero con potenciales alteraciones en otros genes no

identificados en este trabajo que afectan al sudor, piel y dientes (Figuras 43-44).

m CASOS RESULTADOS

- u CASOS VARIANTES
100 NEGATIVOS

100 NEGATIVOS
POSITIVOS POSITIVOS
80 50
60 60
" 10
20 0
0 0
‘;§’§ <‘°”o°%é‘9‘ & & éch\‘o‘o‘h \Ooéeé‘oié@‘goé«‘"‘o Qs_oV”D o&‘*oa %000“' ‘0'00&\?? & o"“iivf“\qux‘ﬂ@;@d:@ OZe‘Oi«‘;‘Qo@@"&Oo’&&
s & TS & IS

Figura 43. Distribucion del perfil clinico Figura 44. Distribucion del perfil
de los pacientes con resultado positivo clinico asociado al grupo de
frente a la distribucién del perfil clinico  variantes causales (VOUS, VPP y VP)
de los pacientes con resultado negativo. frente al perfil clinico del grupo en

los que no se han detectado variantes.
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5.4.2 Estudio de inactivacion del cromosoma X en DE ligadas al X

Para establecer si la inactivacion del cromosoma X puede haber influido en
las manifestaciones clinicas de las pacientes portadoras o si existe algun grado de
correlacion entre el grado de inactivacion y el fenotipo, se realizé un estudio de
inactivacion (metilacion) de dicho cromosoma en las 8 nifias portadoras de
variantes en EDA, 1 nifa portadora de una delecion patogénica en IKBKG y otra
portadora de una delecion en la misma region, pero que afectaba al pseudogen
IKBKGP1, considerado polimorfismo (FA>0.02).

El analisis de inactivacion del cromosoma X fue informativo en 7 de las 8
mujeres portadoras de variantes en EDA y revel6 un patrén aleatorio entre cada
par de cromosoma X en 6 de las 7 mujeres y un patron moderadamente
preferencial en una de ellas. Esto indica que el fenotipo de la DEH en las
portadoras de EDA no se correlacion6 con el patron de inactivacion del
cromosoma X. Contrariamente, el patron de inactivacion fue claramente
preferencial (100%) en el cromosoma X portador de la variante patogénica en
IKBKG (Tabla 12).
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Tabla 12. Resultados del estudio de inactivacion del cromosoma X para cada una de las mujeres portadoras de
alteraciones en genes localizados en dicho cromosoma.

Clasificacion Inactivacion
ID Caso Variante ACMG  Alpb A2pb A1(%) A2(%) Cromosoma X Diagnostico clinico
10 Probando EDA: delecién gen ~ Patogénica 270 270 NI NI - DEH
10 emela monocigo EDA: delecion gen Patogénica 270 270 NI NI - DEH
11 Probando EDA: c.729_738del7  Patogénica 286 290 74,40%  25,60% Aleatoria DEH
11 Hermana EDA: c.729_738del7  Patogénica 286 290 91,60% 9,40% Preferencial DEH
15 Probando EDA: c.871G>C Patogénica 274  277(¥) 60% 40%(*) Aleatoria DEH
15 Madre EDA: c.871G>C Patogénica 277(*) 280  61,6%(*) 3840% Aleatoria Normal
16 Probando EDA: c.880G>T Patogénica 268 270 43,50%  56,50% Aleatoria DEH
16 Madre ) ) 265 270 19,80%  80,20%  Moderadamente preferencial Normal
31 Probando EDA:c.516delC Patogénica 271 277 40% 60 Aleatoria DEH
31 Madre ) ) 277 277 NI NI - Normal
33 Probando EDA: delecion Exl ~ Patogénica 277 294 80,40%  19,60%  Moderadamente preferencial DEH
33 Madre ) ) 277 283 36,00%  64,00% Aleatoria Normal
36 Probando EDA: c.612delG Patogénica 286 292 76,80%  23,30% Aleatoria DEH
36 Madre ) ) 286 292 5590%  44,10% Aleatoria Normal
74 Probando PseudolKBKG Ex3-7 Polimorfismo 244 268 15,30%  84.70% Aleatoria Negativo
74 Madre ) ) 268 330 37,20%  62,70% Aleatoria Normal
77 Probando EDA:c.1045G>A Patogénica 270 272 44,50%  54,60% Aleatoria DEH
77 Madre EDA:c.1045G>A Patogénica 272 278 39,30%  60,70% Aleatoria DEH
78 Probando IKBKG del Ex3-7 Patogénica 273 288  100,00%  0,00% Preferencial P
78 Madre -) (-) 273 282 62,40%  37,60% Aleatoria Normal

Estudios de inactivaciéon del cromosoma X:Alpb/A2pb, diferentes alelos segtn el niimero de repeticiones (CAG) en el receptor de
andrégenos (AR); A1%/A2%, porcentaje de inactivacion de cada una de ellos; (¥), Alelo portador de la variante ¢.871G>C; DEH,
Displasia Ectodérmica Hipohidrdtica; NI, resultado no informativo; aleatoria, porcentaje inactivacién X >80; moderadamente
preferencial, inactivacion X con valores entre 80 y 90; preferencial, porcentaje de inactivacién X > 90.



5.4.3 Entidades clinico-moleculares y vias de sefalizacion

Tras la integracion del diagndstico molecular con la valoracion clinica, se
han identificado hasta 16 entidades clinico-moleculares que permitié establecer
una correlacion con la categorizacion de enfermedades genéticas OMIM vy
Orphanet (Tabla 13) y su localizacion en la via de senalizacion a la que afectaba,

descritas al inicio en la Figura 4.

5.4.3.1 Genes de la vian EDA/NF-kB

Se han localizado alteraciones a distintos niveles que originan los siguientes
5 tipos de displasias:
-DEHLX, MIM 305100, EDA. Sindrome de Christ-Siemens-Touraine. Como se ha
mencionado anteriormente, la DEHLX es el tipo de DEH mas frecuente (38 casos)
y la mas representada en la poblacion espafiola, en la mayoria de estos pacientes
el fenotipo es mas cldsico, mas facilmente identificable y mas completo, en cuanto
a que presentan un mayor numero de érganos y sistemas afectados (Figura 29).
No obstante, la mayoria de las variantes identificadas en estos genes son privadas
(35 variantes) y entre esta alta heterogeneidad alélica, aparecen variantes con
diferentes grados de alteracidon en la via NF-kB y repercusion sobre el paciente

que se discutird mas adelante.



150 M: CARMEN MARTINEZ ROMERO

Tabla 13. Descripcion de las diferentes entidades clinico moleculares de DE detectadas en los pacientes de esta serie.

Diagnéstico Clinico-Molecular GEN OMIM ORPHA Viaseializacion / estructura  N° Casos
DEHLX EDA 305100 181 Via EDA/NF-kB 38
STHAGX1 EDA 313500 99798 Via EDA/NF-KB 1
ECTDI0A EDAR 129490 1810 Via EDA/NF-kB 3 e
ECTD10B EDAR 224900 248 Via EDA/NF-kB 1
ECIDI0A EDAR+LRP6 129490 238468 Via EDA/NF-kB 1

P IKBKG 308300 464 Via EDA/NF-KB 1
OODD WNTI0A 257980 2721 Via Wnt/B-catenina 5

55PS WINT10A 224750 50944 Via Wnt/p-catenina 2
STHAG4 WNTI0A 150400 99798 Via Wnt/B-catenina 4
STHAG4 WNTI0A+AXIN2 150400 99798 Via Wnt/B-catenina 1 16
STHAG?7 LRP6+WNTI10A 616724 99798 Via Wnt/B-catenina 1
ECTD3 MSX1 189500 99798 Via Wnt/B-catenina 2
ODCRCS AXIN2 608615 300576 Via Wnt/B-catenina 1

OFC8 P63 618149 199306 Via TP63 1
ECTD2 GJB6 129500 189 Via TP63 1 3
DO DXL3 190320 3352 Via TP63 1
LADD FGER2 149730 2363 Via FGF 1 1
DCWHKTA DSP 615821 476096 Desmosomas 1 1
Total 66

DEXLYX, displasia ectodérmica hipohidrotica ligada al X; STHAGX1, agenesia dental selectiva tipo 1;ECTD10A, displasia
ectodérmica tipo 10A; ECTDI1B, displasia ectodérmica tipo 10B; IP, Incontinencia Pigmenti; OODD, displasia
oculodentodigital; SSPS, sindrome de Schopf-Schulz-Passarge; STHAG4, agenesia dental selectiva tipo 4; STHAG?7,
agenesia dental selectiva tipo 7; ECTD3, Displasia Ectodérmica tipo 3; OFCS8, Sindrome de hendidura orofacial §;
ODCRCS, sindrome de oligodoncia y cancer colorectal; ECTD2, displasia ectodérmica tipo 2; TDO, displasia trico-dento-
osea; LADD, sindrome lacrimo auriculo dento digital; DCWHKTA, sindrome de eritroqueratodermia-miocardiopatia.
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-ECTD10A (DEHAD), MIM 129490, EDAR. En cuanto a las 3 variantes observadas
en este gen, todas ellas estaban localizadas en el dominio DD, muy conservado
evolutivamente y necesario para la interaccion con el gen EDARADD, por lo que
tienen un efecto dominante (145) (ID 12, 18 y 42).

- ECTD10B (DEHAR), MIM 224900, EDAR. Una de las variantes observadas afecta
al dominio funcional de uniéon a ligando (LBD) del gen y se heredan con un
patron recesivo, en este caso, la otra variante afecta al ayuste del mensajero, por lo
tanto a la estructura de la proteina y origina este fenotipo (ID 5). A su vez, los
fenotipos asociados a las variantes patogénicas en el gen EDAR son similares a los
fenotipos de EDA, aunque en esta serie los primeros no presentaban
manifestaciones oculares (sequedad ocular, ausencia de lagrimas, fotofobia,

ulceras corneales ni quistes palpebrales) (Figura 30).

-STHAGX1, MIM 313500, EDA. Caso indice de una familia con oligodoncia como
unico signo clinico de DE (ID 51).

-IP (Incontinencia Pigmentaria), MIM 308300, IKBKG . En este estudio se analizaron
molecularmente dos pacientes con sospecha clinica de IP, en ambas se observd
aparentemente la misma variante clasica intragénica de los exones 3-10 en el gen
IKBKG mediante MLPA P073-IKBKG. En una de ella, la delecion era de novo y
para la que el estudio de inactivacion del cromosoma X mostro un silenciamiento
preferencial (100%) del cromosoma X alterado (de origen materno) (Tabla 12). En
el momento del diagndstico (adolescente), clinicamente tenia escasa afectacion:
pelo ralo, escaso vello corporal, hipodontia y dientes cénicos (Figura 37) (ID 78).
En la segunda paciente, la deleciéon también fue identificada en el padre, lo
que indicaba que la delecion debia estar en el pseudogen IKBKG (IKBKGP1), esto
es un polimorfirmo presente en un 2% de la poblacion (137). También se ha
demostrado que reordenamientos en el IKBKGP1 pueden incrementar las
microdeleciones en IKBKG (146), por lo que fue necesario confirmar que la
microdeleciéon detectada correspondia al pseudogen (147); ademads, en esta
paciente los estudios posteriores de secuenciacién tampoco revelaron otras

alteraciones moleculares en la secuencia (ID 74).

5.4.3.2 Genes de la via Wnt/B-catenina
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Afectando a esta via se identifican 6 tipos de displasias, cuyas mayores

manifestaciones son dentales, excepto para WNT10A.

-SSPS  (sindrome de Schiopf-Schulz-Passarge), MIM 224750, WNT10. Se han
identificado en dos pacientes con variantes que producen un truncamiento grave
de la proteina. Una mujer de 69 afos con variante en WNTI0A:
c.(18_43del26)(p.Arg7AlafsTer28) en homocigosis y que presentaba toda la clinica
caracteristicas del sindrome: multiples hidrocistomas apocrinos en los parpados,
queratodermia palmoplantar, hipotricosis, hipodoncia y distrofia de las unias (ID
43), esta paciente desarrolld posteriormente siringofibroadenoma ecrino en la
palma de la mano. El segundo caso fue de un nifio (3 afos) con la variante
WNT10A:c.321C>A/p.Cys107Ter en homocigosis. Aunque se ha descrito que la
queratodermia y los quistes en los parpados suelen aparecen con la edad (148),
este paciente no presentaba queratodermia, pero ya eran observables los quistes
palpebrales (ID 49), es importante resaltar este signo dada su correlacion con el

desarrollo de tumores anexiales de la piel (149, 150).

-OODD (displasia odonto-6énico-dérmica), MIM 257980, WNT10A. Este grupo es el
mas representado para el gen WNT10A, y en €l estan claramente reproducidos en
2/5 de los pacientes incluidos en este grupo, ademas ambos individuos presentan
hiperqueratosis e hiperhidrosis en las palmas y plantas, hipodoncia, dientes
cdnicos, onicodisplasia y pelo seco y escaso; ambos casos causados por variantes
dobles heterocigdticas en el gen WNT10A (ID 46,52). Existen dudas razonables en
ubicar en este grupo a un tercer paciente con una sola variante en
WNT10A:c.514A>T (p.Argl72Trp), ya que podria clasificarse como STHAG4, pero
presenta caracteristicas de DEH: hipohidrosis, escaso cuero cabelludo, vello
corporal, piel seca, eritrodermia, hipodontia y ufias displdsicas, esta variante la ha
heredado del padre cuyas tnicas manifestaciones clinicas fue la oligodontia (ID
41). Otros dos pacientes con variantes graves en doble heterocigosis se incluyeron
en este grupo porque clinicamente y genéticamente seria lo correspondiente (ID
27,4,6 anos e ID 46, 12 anos).

-ODCRCS (sindrome de agenesia dental-cdncer colorrectal), MIM 608615, AXIN2. Se

identifica en un nifio de padres jovenes sin antecedentes de cancer familiar hasta
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la fecha (ID 72). Se informa el riesgo asociado a esta condicién debido a la

importancia en la prevencion.

-ECTD3 (sindrome de Witkop), MIM 189500, MSX1. Se identifica en dos pacientes
con displasia ectodérmica autosomica dominante con afectacion fundamental de
dientes y ufias (ID 59, 80).

-STHAG4, MIM 150400, WNT10A. En tres pacientes con oligodoncia causada por
variantes en heterocigosis (ID 28, 39 y 87) o en homocigosis (ID 54, 88) (este

altimo con otra variante en AXIN2).

-STHAG?, MIM 616724, LRP6. Paciente con oligodoncia y rasgos de displasia
ectodérmica, presentaba variantes en WNTI0A y LRP6 (ID, 66), clinicamente
mostraba ausencia de vello corporal, pelo ralo y escaso, oligodontia y dientes
conicos; en este caso es dificil establecer si el fenotipo esta justificado por la
variante en WNTI0A o es la consecuencia de alteraciones en la expresion de
ambos genes que contribuyen a la afectacidn de otros organos o sistemas

adicionales a los orodentales.

-ECTD10A, MIM 129490, EDAR+ STHAG7, MIM 616724, LRP6. Una paciente con
variante en este gen que presentaba oligodontia y taurodontismo; ademads, era
portadora de una variante en EDAR en el dominio LBD, con un efecto
supuestamente recesivo, pero con manifestaciones de DEH, hipohidrosis, cejas y
pestafias escasa y piel seca con dermatitis. Este caso nos volvemos a plantear si
esta paciente manifiesta una clinica mixta por la interaccion de la expresion de

ambos genes (ID 55)

5.4.3.3 Genes de la via de sefializacion TP63
-TDO (displasia trico-dento-osea), MIM 190320, DLX3. En un nifo con retraso en la

erupcion dentaria, pelo ralo, rizado; referido sin mas datos clinicos para descartar
DE. Rasgos fisicos parecidos al padre, pero no se envia para confirmar la variante
en el progenitor (ID 56).

-OFC8, MIM 618149, TP63. Variante en heterocigosis que origina un codon
finalizador muy prematuro que trunca la proteina de la isoforma ANp63
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(NM_001114980.1), cuya expresion se requiere en los queratinocitos y con efecto
dominante. Surge de novo en una nifa con cabello ralo y escaso, sin vello corporal,

fisura palatina, oligodoncia, microdoncia y unas fragiles (Figura 40) (ID 69).

-ECTD2 (sindrome de Clouston), MIM 129500, GJB6. Nifia portadora de dos
variantes en el gen GJB6, una delecién de los exones 2-4 del gen en el alelo
materno y una variante missense en la secuencia del alelo paterno; clinicamente
manifestaba alteraciones del sudor, vello ausente, piel seca, dermatitis, eczemas,
ufias pequenias y fragiles, sequedad ocular, fotofobia e infecciones recurrentes, no
presentaba sordera. Ambos padres portadores en heterocigosis sin clinica
remarcable (Figura 36) (ID 67).

5.4.3.4 Otros genes implicados en la etiologia de las DE

Se han identificado otros genes que pueden estar implicados en la etiologia de

las DE y que alteran otros mecanismos patogénicos que no son las vias clasicas.

-LADD (sindrome lacrimo auriculo dento digital o de Levy-Hollister), OMIM 149730,
FGFR?2. Variantes en el receptor 2 del factor de crecimiento de fibroblastos pueden
alterar la via del FGF y afectar al desarrollo del pelo (28) y otros derivados
ectodérmicos. Se identific6 la variante patogénica, FGFR2:c.2165G>C
(p-Arg722Thr) en el dominio intracelular de este receptor, en un nifio con
obstruccion lacrimal, microdontia, orejas despegadas, cara eritematosa con el
calor, y sindactilia en los dedos 2-3 de los pies; la madre era también portadora de
la misma variante y afectada con rasgos clinicos menos destacables (Figura 33)(ID
73). Las manifestaciones clasicas de este sindrome, sobre todo auricular y digital,

estaban muy atenuadas en este paciente.

-DCWHKTA (Sindrome de eritroqueratodermia-miocardiopatin), MIM 615821,
DSP. Los genes que codifican para la desmoplakina, proteina estructural de los
desmosomas, no pertenece a ninguna de las vias mencionadas, pero también
estan implicadas en el mantenimiento de la homeostasis de la piel. Se identificd

un caso en un nifio y en cuyo padre, también afectado, se evidencio


https://www.omim.org/entry/129500
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queratodermia palmoplantar, cabello impeinable y afectaciéon cardiaca con

taquicardia paroxistica supra ventricular (ID.63)

En la Tabla 14 se recogen los resultados finales del diagndstico clinico-
molecular de cada caso.
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Tabla 14. Resultados del diagnostico clinico-molecular de la serie de paciente incluidos en el estudio.

M: CARMEN MARTINEZ ROMERO

Diagnostico

Otras

ID Sexo Edad Gen Nucleotido Proteina Variante molecular Herencia / Origen Variantes Resultado
1 \% 08 EDA c.[904del35];[=] p. [2L1=] VP DEHLX LX  Heredada 8) POSITIVO
2 % 80  EDA c[612_629del18];[=] p.[11e205_Gly210del];[=] VP DEHLX LX  Heredada 8) POSITIVO
3 Vv 9,1 EDA c.[995G>A];[=] p-[Cys332Tyr];[=] VP DEHLX LX Heredada -) POSITIVO
4 \% 60  EDA c.[1045G>A];[=] p.[Ala349Thrl;[=] VP DEHLX LX  Heredada ) POSITIVO
5 Vv 41,6 EDAR c.[52-2A>G];[212G>A] p-[?L;[Cys71Tyr] VP/VP DEHAR AR Heredada POSITIVO
6 \% 59  EDA C[653G>T];[=] p.[Gly218Vall;[=] VP DEHLX LX  Heredada 8) POSITIVO
7 \% 133 EDA C[892G>T];[=] p.[Asp298Tyr];[=] VP DEHLX LX  Heredada 8) POSITIVO
8 \% 9,6 EDA c.[895G>A];[=] p-[Gly299Ser];[=] VP DEHLX LX Heredada EDARAD_IP .308C> POSITIVO
9 \% 50 EDA c.[895G>CJ;[=] p.[Gly299Arg];[=] VP DEHLX LX  Heredada 8) POSITIVO
10 F 278  EDA c. [Del genJ[=] p[?1l=] VP DEHLX LX HQD;?SZ‘ZtO ) POSITIVO
11 F 224  EDA c.[729_738del10];[=] p-[Thr245Alafs];[=] VP DEHLX LX Heredada -) POSITIVO
12 F 1,8  EDAR c[1259G>AJ;[=] p.[Argd20GIn][=] VP DEHAD AD  Heredada ) POSITIVO
13 V 24  EDA [58C>T][=] p.[Arg20Ter];[=] VP DEHLX LX  Heredada 8) POSITIVO
14 V 15  EDA C[760C>T][=] p.[GIn254Ter];[=] VP DEHLX LX De novo 8) POSITIVO
15 F 140 EDA [871G>CJ;[=] p.[Gly291Arg];[=] VP DEHLX LX  Heredada 8) POSITIVO
16 F 38  EDA C.[880G>T][=] p.[Glu294Ter];[=] VP DEHLX LX De novo ) POSITIVO
17 Vv 33,5 EDA c.[546_581del36] ;[=] p-[Gly183_Pro194del];[=] VP DEHLX LX Heredada -) POSITIVO
18 \% 33 EDAR c.[1072C>T);[=] p-[Arg358Ter];[=] VP DEHAD AD Heredada -) POSITIVO
19 V 537 EDA c.[1037G>AL;[=] p.[Cys346Tyrl;[=] VP DEHLX LX  Heredada 8) POSITIVO
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20 \% 1,9 EDA c.[Del Exon 1];[=] p?L[=] VP DEHLX LX Heredada ) POSITIVO
21V 37  EDA c.[572_589del18];[=] p.[Pro191_Pro196del;[=] VP DEHLX LX  Heredada EDARAD]P i.308C> POSITIVO
2 Vv 24  EDA C[793+1G>Cl;[=] p. [211=] VP DEHLX LX  Heredada 8) POSITIVO
23V 38 EDA c.[572_589del18];[=] p.[Pro191_Pro196del;[=] VP DEHLX LX  Heredada 8) POSITIVO
24V 07 EDA C[1045G>AL[=] p.[Ala349Thrl;[=] VP DEHLX LX  Heredada 8) POSITIVO
25 V 12  EDA C.[1069C>TY;[=] p.[Arg357Trp];[=] VP DEHLX LX  Heredada 8) POSITIVO
26 \Y 15 EDA c.[164T>CJ;[=] p-[Leu55Pro];[=] VP DEHLX LX Heredada -) POSITIVO
27 F 46  WNTIOA c[1A>T];[321 C>A] p.[M12];[Cys107Ter] VP/VP OODD AR Heredada 8) POSITIVO
28 \% 9,7 WNTI0A c [682T>A];[=] p-[Phe228lle];[=] VPP STHAG4 AD Heredada ) POSITIVO
29 V 07 EDA c. [726del8];[=] pI?1l=] VP DEHLX LX De novo 8) POSITIVO
30 V 91  EDA [1027T>G;[=] p.[Tyr343Asp];[=] VP DEHLX LX  Heredada 8) POSITIVO
31 F 128 EDA c[516delC];[=] p.[Asn172f*];[] VP DEHLX LX De novo 8) POSITIVO
32 \Y% 79 EDA c.[1049G>AJ;[=] p-[Gly350Asp];[=] VP DEHLX LX Heredada ) POSITIVO
33 F 10,2 EDA c.[Del Exén 1];[=] p-?L[=] VP DEHLX LX De novo -) POSITIVO
34 \% 1,7 EDA c.[463C>T];[=] p-[Arg 155Cys];[=] VP DEHLX LX De novo -) POSITIVO
35 V 06 EDA C[457C>T][=] p.[Arg153Cys];[=] VP DEHLX LX De novo 8 POSITIVO
36 F 174 EDA c.[612delGJ;[=] p. [211=] VP DEHLX LX De novo EDAR:c.1109T>C POSITIVO
37 A% BI5 EDA c.[547_582del36];[=] p-[Gly183_Pro194del];[=] VP DEHLX LX Heredada ) POSITIVO
3 F 32  AXIN2  c[733CTL] p.[Pro245Ser];[=] VOUs ODCRCS ~ AD  Heredada EDARADTD e et
39V 87  WNTIOA c. [682T>Al;[=] p.[Phe228Tle];[=] VPP STHAG4  AD  Heredada EDARADTD 1308 POSITIVO
AXIN2:c.1419_1421
40 \% 35,3 EDA c.[742-14T>G];[=] p- [?L[=] VOuUS DEHLX LX ) delCCA / CON CII:IUOYENTE

LPR6:¢c.2203G>A/
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EDARADD:c.308C>
T
41 V29  WNTIOA c[514A>T][=] p.[Argl72Trp][] VP OODD AD?  Heredada 8) POSITIVO
42 V35 EDAR C.[1073G>A[-] p.[Arg358GIn];[=] VP DEHAD AD  Heredada 8) POSITIVO
43 F 697 WNTIOA ;6[]1 8_43del26][18_43del gﬁg?lm BIIATETA — ypryp SSPS AR A & POSITIVO
u F 10 WNTIOA ]c.[18_43de126] [1131C>A g.e[grgmms BUCYST7 o 0ODD AR o o POSITIVO
45 Vv 40,8 EDA c.[467G>A];[=] p-[Arg 156His];[=] VP DEHLX LX Heredada -) POSITIVO
46 F 120  WNTIOA c[27G>AJ[92T>A] p.[Trp9Ter];[Leu31Glu] VP/VP OODD AR &) WNTI0A:c.682T>A POSITIVO
47 V91  EDA C.[467G>AT;[=] p.[Arg 156His];[=] VP DEHLX LX  Heredada 8) POSITIVO
48 V 18 EDA c.[572_589del18];[=] p.[Pro191_Pro196del;[=] VP DEHLX LX  Heredada 8 POSITIVO
49 V30 WNTIOA c[321 C>AL[321 CoA] E'[Cysmmrl’[cyswm VP OODD AR ik 0 POSITIVO
50 V 373 EDA c.[599C>Gi[=] p.[Pro200Arg];[=] VP DEHLX LX  Heredada 8 POSITIVO
51 V 98 EDA C.[866G>AL;[=] p.[Arg289His];[=] VP STHAGX1  LX ©) EDARADTD 308 POSITIVO
52 V 79  WNTI0A c[310 C>T];[742 C>T] Z%Argmcys]; [Arg248T VP/VP OODD AR Heredada  EDAR:c.1109T>C POSITIVO
53 1,2 EDA c.[822C>AJ[=] p-[Trp274Ter];[=] VP DEHLX LX Heredada -) POSITIVO
54 V109 WNTIOA c. [682T>AJ;[682T>A] p.[Phe228lle];[Phe228lle] ~ VPP/VPP STHAG4 AR  Heredada EDARADTD .308C> POSITIVO
55 F 159 LRP6 C.[.2785T>CJ[] p.[Cys929Arg];[=] VP EESQGD; AD  Heredada EDAR:c.122C>T POSITIVO
56 V 72 DLX3 C.[523A>T];[=] p.[lle175Ser];[=] VP TDO AD A 8 POSITIVO
57 V. 232 () c[=1=] p=L=] VPP ¢ ()  Heredada HRAS:c.175G>A NEGATIVO
58 A% 381  (-) c[=[[=] p-[=L[=] ) () ) ) ) NEGATIVO
59 V70 MSxi C.[220G>A[;[=] p.[Gly74Arg];[=] VPP ECTD3 AD ©) 8) POSITIVO
60 \% 182 () c[=];[=] p.[=)[=] () () ) ) () NEGATIVO
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61 F 21 ) c[=L;[=] p-[=LI=] ) ) Q) ) ) NEGATIVO
62 \% 145 (- c[=L[=] p-=L[=] ) ) ) ) ) NEGATIVO
63 V 36 DSP C.[643G>AL[] p.[Glu215Lys];[=] VPP DCWHKTA  AD Her;jtada 8) POSITIVO
64 F 5,0 ) c[=[[=] p-[=L[=] ) () ) ) ) NEGATIVO
65 F 162 () c[=lE p.I=llE] O 8 O © NFKB2:¢.2269C>T NEGATIVO
66 V 45 LRP6 c. [4144G>T[=] p.[Val1382Phel;[=] VPP STHAGY  AD Her;:tada WNT10A:c.682T>A POSITIVO
D
67 F 55  GJB6 C.[263C>T];[del Ex2-4] p.[Alas8Vall;[?] VP/VP ECTD2, AR Hei:gg‘;/a ) POSITIVO
68 V48 () =] .=l ) O ) © SHH:c.824C>A NEGATIVO
69 F 34  TP63 c.[33dupA[;[] p.[Phe12llefs*2];[] VP OFCS, AD © EDAR:c.1109T>C POSITIVO
70 F 5,6 ) c[=[=] p-[=L[=] ) ) ) ) ) NEGATIVO
71 F 15  EDA c.[742-14T>GJ;[] p.[?L;[=] VOus DEHLX LX 0 © CONCLUYENTE
72V 94  AXIN2  c[652C>Gl[-] p.[Leu218Val];[=] VOUS ODCRCS  AD © ) POSITIVO
73 V31 FGFR2  c[2165G>Ci[=] p.[Arg722Thr];[=] VP LADD AD  Heredada & POSITIVO
74 F 35 ) c[=[[=] p-[=L[=] ) ) ) ) Q] NEGATIVO
75 V66 () =] P2l O 0 O © KREMEI\(I:LC'wm NEGATIVO
7% F 22 () SEIE Pl ) ) 8 ) EDARADDC05E NEGaTIvO
77 F 25  EDA C[1045G>A;[=] p.[Ala349Thr ][] VP DEHLX LX  Heredada & POSITIVO
78 F 26 IKBKG  c[delEx3][=] p.210=] VP P LXD ) ) POSITIVO
- o EDAR:c.1109T>C/

79 Vo189 () el Pl &) () ) ® CRT6A-14sonoe  NEGATIVO
80 V 90 MSXl C.[657G>AL[=] p.[Trp219Ter];[-] VP ECTD3 AD ) ) POSITIVO
81 \% 53 ) c[=L[=] p-[=LIE] ©) ) ) ©) ) NEGATIVO
82 Vv 9,0 ) c[=[;[=] p-[=L[=] ) ) ) ) ) NEGATIVO
83 F 58 ) c[=];[=] p.[=l[=] ) () ) ©) ) NEGATIVO
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NO

84 V 6,4 DSP €.3922C>T];[=] p-Arg1308Trp[;[=] VOUS DCWHKTA  AD ¢) ) CONCLUYENTE
85 V. 28 () c[=L=] pl=1l=] e ¢ O ©) e NEGATIVO

i - EDAR:c.1109T>C / NO
86 \Y 16,0  GJB2 c.[101T>C];[=] p.[p-Met34Thr];[=] VOUS -) e e EGFR3:c.932CST CONCLUYENTE
87 F 11,8 WNTI10A c [682T>A];[=] p.[Phe22811e];[=] VPP STHAG4 AD Heredada TERT:c.3268G>A POSITIVO
88 \Y 10,3 WNTI10A c. [682T>A];[682T>A] p.[Phe228He] ;[Phe228Ile] VPP/VPP STHAG4 AR Heredada AXIN2: c.140A>T POSITIVO
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CAPITULO VI: DISCUSION

6.1 CARACTERISTICAS CLINICAS Y DEMOGRAFICAS DE LA POBLACION
ESTUDIADA

En la distribucidon por sexos se observo un claro predominio de los varones,
62 (70,5%) frente a mujeres, 26 (29,5%), este resultado estd notoriamente
influenciado por ser el gen EDA, el gen mas representado y estar localizado en el
cromosoma X. En cuanto a la edad media a la que se alcanza el diagnostico
genético fue de 5,0 afios en nifios y 26,5 afnos en adultos, con unos tiempos de
respuesta desde que se realiza el diagndstico clinico que oscilan entre 15 y 27
meses respectivamente; no obstante, este dato esta recogido en un contexto de
reclutamiento para el estudio de investigacion y no es representativo de la
realidad médica actual en la que el disefio del panel NGS-ED-v.1 ya se ha
trasladado para su uso clinico-asistencial de rutina y que permite acortar los

tiempos de respuesta de diagnostico (<60 dias).

6.2 RENDIMIENTO DE LA TECNICA Y GENES IDENTIFICADOS

Se ha desarrollado el panel NGS-ED-v.1 dirigido al diagnostico molecular
de los 89 genes descritos como los mas prevalentes en las DE. Se ha aplicado a
una poblacion con sospecha clinica de DEH en su forma clasica y con sus
manifestaciones mas leves como la ADNS. El abordaje mediante el método
convencional de secuenciaciéon gen a gen, es mas laborioso y costoso
economicamente. Ademas, debido a la gran heterogeneidad genética y a la
complejidad de vias que interaccionan durante el desarrollo embrionario en
general y del ectodermo en particular, hacen sospechar que puede haber otros
genes implicados en este tipo de displasias con manifestaciones
fundamentalmente ectodérmicas que se quedan sin identificar mediante un
analisis directo. Por lo tanto, esta herramienta de diagndstico ha dado respuesta a
una doble necesidad dentro de la genética médica y las genodermatosis.
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Se ralizo el estudio genético mediante el panel de genes especificos de DE
sobre un total de 88 pacienes con sospecha clinica inicial de DEH que cumplian
los criterios de inclusion del estudio. El panel permitié detectar las variantes
patogénicas en 66 casos, lo que supuso un rendimiento del 75% de genes
conocidos. El andlisis del rendimiento ha sido bueno al incrementarse tanto el
numero de casos con diagndsticos positivos en un 12,5%, asi como en la
identificacion de otros genes candidatos con clinica solapante hasta 12 genes en
total.

El abordaje del diagnostico clinico multidisciplinar y molecular mediante el
panel dirigido NSG DEv.1 nos permite detectar hasta 16 entidades clinico-
moleculares diferentes, su utilidad ya se ha demostrado durante la exposicion de
los resultados, pero en este apartado se discutiran los aspectos mas relevantes de

los mismos.

6.3 HETEROGENEIDAD GENETICA DE LAS DE

6.3.1 Los clasicos de la via EDA/NF-kB

EDA es el gen con mayor prevalencia entre pacientes con DEH, se ha
publicado que se han detectado entre un 65-75% de variantes patogénicas
detectadas en dicho gen, entre ella, el 85-90% se deben a alteraciones en su
secuencia y en 10-15% a duplicaciones/deleciones del gen; en su receptor EDAR
de han detectado variantes patogénicas, tanto en su forma AD como AR, el 10-
15% de los casos (con >99% de las alteraciones descritas en su secuencia) (151). En
este trabajo, las variantes en EDA se observan en el 57,6% de los casos, 92% de
ellos con alteraciones en su secuencia y 8% con duplicaciones/deleciones del gen y
las variantes en EDAR representan el 7,5% de los casos (con 100% de las
alteraciones en su secuencia) (Tablas 8 y 11).

EDA y EDAR originan las entidades mas reconocibles de esta patologia.
Aunque esto no quiere decir que los pacientes con variantes en el gen EDA
presentan homogeneidad en el fenotipo, pues como hemos comentado, este gen
presenta un mayor espectro mutacional, ya que la mayoria de las variantes
identificadas en este gen son privadas (35 variantes en 39 casos no relacionados).
No obstante, no se ha podido establecer una correlacion fenotipo-genotipo en
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estos pacientes, excepto para un tipo de variantes y en pacientes masculinos. En
este sentido, la deleciones in-frameshift que no alteran el marco de lectura y que
estan localizadas en las repeticiones Gly-X-Y del dominio TNF de la proteina,
presentan una hélice de coldgeno mas corta, pero que no afecta a la
multimerizacion y la funcionalidad de la misma, causando un fenotipo mas leve
(152). En consecuencia, estos pacientes presentan un fenotipo hipomorfico como
ya se ha descrito en otras series de pacientes masculinos (121, 124) y en poblacion
espanola (37). Posiblemente, esto indique que la diferencia en la expresividad
variable entre unos individuos y otros se podria atribuir a la localizacion critica o
el efecto que pueda tener la variante sobre la funcion de la proteina y su
efectividad en la activacion de la via de sefializacion EDA-NF-kB.

En cuanto a las mujeres portadoras de variantes en EDA, estas también
mostraron heterogeneidad fenotipica, si bien todas ellas estdn afectadas en
diferentes grados por sintomas relacionados con DEHLX, hipotricosis, hipodoncia
y dientes conicos. El andlisis de las variantes en 8 nifias (casos indices) con
resultado positivo para EDA mostré que, en 6 casos las variantes identificadas
eran predictoras de graves consecuencias funcionales, incluida la interrupcion de
la proteina por desplazamiento de marco de lectura, eliminacién parcial o total
del gen EDA, en otro caso una variante de novo que afecta a un aminoacido
(c.871G> C/p.Gly291Arg) que se ha descrito como crucial para el correcto
plegamiento de las proteinas (122), y otra paciente mostrd la variante EDA:
c.1045G>A asociada a un fenotipo mas leve con afectacion pelo-dientes, sin
alteraciones del sudor (ID 77); esta misma variante fue observada en dos ninos
con clinica completa de DEH. Aunque la expresividad puede ser variable entre
hombres y mujeres, cuando se comparan las variables clinicas entre los pacientes
EDA positivo de ambos sexos, vemos que en el grupo de mujeres estd
representado todo el espectro clinico de la DEH y que no hay diferencia en la
distribucién por sexos (Figura 32).

Por otro lado, entre las mujeres portadoras de variantes en EDA, ninguna
presentaba variantes asociadas a los fenotipos hipomdrficos antes mencionados
en varones.

El andlisis de inactivaciéon del cromosoma X sobre las 8 nifas, fue
informativo en 7 de ella, pero el patrén de inactivacion fue aleatorio en 6 casos y

en un caso, la inactivacion fue moderadamente preferencial (ID, 33). La hermana



168 M* CARMEN MARTINEZ ROMERO

de una paciente, también afectada y ambas portadoras de la variante EDA:
c.729_738del7, mostré un patron de inactivacion preferencial del alelo materno
alterado que compartia con su hermana (ID, 11). Estos resultados indican que otro
mecanismo bioldgico diferente a la inactivacion X debe ser responsable de la
variabilidad en la expresion clinica en estas mujeres, aunque hay que tener en
consideracion que el estudio se realizd en células sanguineas y se desconoce si las
células de la piel, pueden presentar un patron de metilacion diferente.

En estas familias, con mujeres portadoras de DEHLX asociadas a variantes
patogénicas en el gen EDA, es importante mencionar que desde un punto de vista
clinico, su identificacion les permite ser candidatas a terapias prenatales con
Ectodisplasina A recombinante, pudiendo asi cambiar en el futuro su historia
natural. Este grupo estd en contacto con la red de referencia europea para el
estudio de las genodermatosis y enfermedades raras de la piel (ERN-SKIN) para
proporcionarles a nuestros pacientes la oportunidad de participar en ensayos
clinicos reglados.

La sefalizacion via EDA-NF-kB también se puede ver alterada por variantes
patogénicas en el receptor de EDA, en este sentido, de acuerdo a lo descrito en la
literatura, los pacientes con variantes detectadas en EDAR presentan
caracteristicas ectodérmicas similares a los anteriores.

En este gen, la variante EDAR:c.1109T>C (p.Val370Ala) descrita como
polimorfismo atenuante de portadores en variantes EDA, se ha encontrado en 5
pacientes. En estos pacientes la variante era concomitante con otras variantes en
los genes EDA, WNT10A, GJB6 y TP63 y en un caso negativo. Estos pacientes
presentaban la clinica correspondiente a su variante primaria, esta baja
representacion en cada grupo, no hace posible valorar su repercusion sobre el
fenotipo de estos pacientes (Tabla 14).

Se ha publicado que la contribuciéon de EDARADD a las DEH es de un 1-2%
(151), pero en esta serie, la Unica variante identificada en 7 pacientes fue
EDARADD:c.308C>T (p.Ser103Phe), esta variante es muy prevalente en la
poblacion europea, su frecuencia alélica en la poblacion sana es del 2% segun la
base de datos dbSNP y esta categorizada en diferentes bases de datos como
probablemente benigna. Las publicaciones iniciales relacionaban esta variante con
oligodontia (132), posteriormente algunos autores han sugerido que puede hacer

una contribucion significativa a ADNS pero mostrando una baja penetrancia
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(121). En este trabajo, las caracteristicas clinicas 4/7 pacientes se explicaron por la
presencia de otras variantes primarias en EDA (dos casos), EDAR y WNT10A.
Pero en los otros 3 casos, dos pacientes con el fenotipo DEH clasico y uno con
ADNS, debido a su alta frecuencia poblacional, no se considerd su contribucion
en la morbilidad de las DE (Tabla 14).

6.3.2 Via Wnt/B-catenina, un gen y diferentes sindromes

El gen WNT10A se ha considerado el tercero en importancia en la aparicion
de una DE con una repercusion de 5%-6% de los casos (151). Aunque en nuestra
poblacion, asi como en la italiana, es el segundo gen candidato responsable de las
anomalias de los apéndices ectodérmicos (37), (142). El aspecto més interesante de
este gen es su asociacion con un amplio espectro de alteraciones ectodérmicas que
van desde los sindromes mas complejos, como OODD y SSPS hasta ADNS (66,
142, 149, 153-157). Los hallazgos en este trabajo también revelan que variantes
homocigotas o heterocigotas compuestas estan vinculadas a un fenotipo mas
grave de displasias, ya sea OODD o SSPS, como se describié anteriormente. En
algunos casos, la patogenicidad de estas variantes puede estar en funcion de la
ubicacion de la variante en un dominio funcional importante de la proteina, pero
curiosamente, se han identificado las mismas variantes genéticas en pacientes con
OODD o SPSS, se desconoce los factores que determinan que se exprese uno u
otro sindrome, pero la edad puede ser un factor determinante, hay que tener en
cuenta el hecho de que las alteraciones ungueales desaparecen con la edad
mientras que la queratodermia y los quistes palpebrales aparecen mas
tardiamente, Asi que algunos autores han planteado la hipdtesis de que ambos
sindromes son expresiones diferentes de un mismo genotipo clinico que
evoluciona con la edad y puede estar subestimada en la poblacion joven (148,
149), dejando abierta la posibilidad de la influencia de otros factores genéticos,
epigenéticos y ambientales sobre la vias de senalizacion implicadas y la
homeostasis ectodérmica (158). Esto también subraya la importancia del equipo
multidisciplinar para llegar al diagndstico molecular especifico.

Los portadores de WNTI0A que presentan un fenotipo mas leve con
agenesia lateral de los incisivos maxilares son el subtipo mds comun de ADNS,

este aspecto se discute a continuacién (159).
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6.3.3 Via Wnt/B-catenina, varios genes y una misma clinica

La ADNS se presume como la forma no sindrémica de la DEH. El desarrollo
dental implica la expresion de mas de 200 genes (160). Entre la oligodoncia no
sindromica se han descrito como genes mas prevalentes, EDA, WNT10A, AXIN2,
MSX1, LRP6 y PAX9 (23, 132, 161-164). Se ha intentado establecer una correlacion
definitiva entre el fenotipo y el gen alterado, y aunque algunos autores lo han
sugerido, no siempre se ha podido establecer este paralelismo (165) y la
clasificacion clinica actual no se ha fundamentado en el tipo de dientes ausentes
sino en base al gen alterado, asi se han clasificado como ADNS: STHAGX1 (MIM
313500) en EDA, STHAG1 (MIM 106600) en MSX1, STHAG3 (MIM 150400) en
PAX9, STHAG4 (MIM 150400) en WNT10A, STHAGZ (MIM 616724) en LRP6 y
ODCRCS (MIM 608615) en AXIN2.

En este estudio, el grupo de sospecha clinica inicial sobre el que se ha
obtenido un menor rendimiento diagndstico y que al mismo tiempo ha revelado
una mayor heterogeneidad genética, ha sido la ADNS (50%). En cuanto a la
contribucion de cada uno de estos genes, una vez alcanzado este diagndstico
molecular asociado a ADNS en 7 casos, observamos que: WNTI10A estd presente
en el 85,7% (6/7) de los casos (coincidiendo con una variante en AXIN2 en un caso
y con una variante en LRP6 en otro) y en 14,3% (1/7) la variante primaria estaba
en EDA. Si tenemos en cuenta a todos los pacientes con ADNS aunque el
resultado genético molecular haya sido negativo (incluyendo 4 pacientes mas con
resultado negativo), las alteraciones en WNT10A estan presentes en el 54,5% de
los pacientes ADNS de este estudio (6/11). Estos resultados estan en concordancia
con los datos que publican otros autores que describen que las variantes
patogénicas en WNTI10A estan presentes en la mayoria de los pacientes con
oligodontia (56-62%) (23, 155) mientras que la inclusion de los genes EDARADD,
PAX9, MSX1, AXIN2, apenas incrementa un 11% la tasa de diagndstico (132).

En referencia a WNTI10A, un dato interesante que se extrae de nuestros
resultados es que, entre las 10 variantes diferentes identificadas en el estudio, la
Unica variante con una correlacion directa con la ADNS es WNT10A:c.682T>A
(p-.Phe228lle), pues en este trabajo no se han observado otras alteraciones
ectodérmicas (aparte de la oligodontia) en los portadores de esta variante ni en
homocigosis ni en heterocigosis.
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La oligodoncia se puede presentar como parte de un sindrome o de forma
aislada, en este contexto clinico de las DE se ha sugerido que a nivel molecular, la
diferencia entre la oligodoncia sindromica y no sindrémica puede estar originada
por la pérdida de funcién de una proteina o por una proteina estructuralmente
anormal que excede un umbral. Variantes en EDA, por ejemplo, puede causar una
oligodoncia aislada o una DEH que incluye oligodoncia, hipotricosis e
hipohidrosis (166, 167). Se ha sugerido que la agenesia dental no sindromica
causada por variantes en EDA se debe a que portan variantes que ain mantienen
una actividad residual de activacion de la via NF-kB. Ademas, la alteracion en la
activacion de esta via origina una pérdida de expresion de la molécula de
senalizacion BMP4 que a su vez reduce la expresion de WNT10A y WNT10B,
sugiriendo que EDA puede regular la expresion de WNT10A, WNT10B y BMP4 a
través de la via NF durante el desarrollo dental (168).

Se sabe que en modelos caninos una pequena cantidad de Ectodisplasina A
recombinante puede rescatar defectos del cabello, glandulas salivales y
sudoriparas, mientras que se requiere mayor dosis para restablecer la cantidad de
dientes (169). Curiosamente, el fenotipo de oligodoncia en la agenesia dental
aislada asociada a EDA afecta predominantemente a los incisivos y caninos, pero
con alta posibilidad de persistencia de los primeros molares (163). Se ha sugerido
que una actividad residual EDA/EDAR puede prevenir la hipoplasia de la
mayoria de los apéndices ectodérmicos, excepto el desarrollo de dientes,
especialmente los incisivos y caninos, estos autores indican que la posicion de los
diente ausentes depende de la sefalizacion EDA y que el desarrollo de incisivos y
caninos pueda requerir de una dosis mas alta de sefalizacién de EDA, mientras
que el desarrollo de los primeros molares requeriria de la dosis mds baja o incluso
ser independiente de la senalizacion de EDA.

En cuanto a la variante EDARADD:c.308C>T (p.Ser103Phe), por los motivos
que ya se han explicado antes y debido a su alta frecuencia alélica en la poblacion
sana (2%) no se ha considerado que preste una contribucion evidente en la
morbilidad de las DE ni de la ADNS. Del mismo modo que, otras variantes
observadas en los genes PAX9 o MSX1 asociados a ADNS, pero que presentaban
una frecuencia alélica muy alta y que han sido clasificadas como benignas o

probablemente benignas, tampoco se han considerado causales.
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En la bibliografia consultada no se ha podido establecer una evidente
correlacion entre el genotipo y todos los tipos de ADNS. La gravedad de la
oligodoncia varia incluso entre gemelos idénticos, lo que sugiere que puedan
existir otros factores que impliquen a genes adicionales (herencia poligénica) o a
una contribucion de genes modificadores y/o incluso factores extrinsecos

ambientales durante el embarazo (165).

6.3.4 Via TP63, un gen y diferentes sindromes, cuando el locus manda

Hay DE que inicialmente se pensé que no estaban relacionadas, pero
posteriormente se vio que eran el resultado de variantes alélicas diferentes en un
mismo gen y que conducian a fenotipos clinicos marcadamente diferentes. Ya se
ha mencionado que previamente al desarrollo de la genética molecular, las bases
para clasificar los diferentes tipos de DE era el fenotipo y el modo de herencia.
Actualmente, los datos moleculares ayudan a comprender la relacion entre el
defecto molecular subyacente, la alteracion de la proteina y el fenotipo resultante.
Un ejemplo clasico lo representan los sindromes asociados a TP63 (70, 170); en
este trabajo se han excluido intencionadamente los pacientes con rasgos
sindrémicos reconocibles y no era esperable encontrar variantes en este gen, no
obstante en este estudio se identificd un caso clinicamente mas leve que los
fenotipos habituales, una variante que era de novo en el transcrito ANp63a, que
estaba originando una entidad clinica solapante con una DEH, recientemente,
mediante el andlisis de un panel de genes dirigido a detectar la etiologia del
paladar hendido no sindréomico, se identificaron variantes en siete genes, uno de
ellos TP63 (92); sefialando la importancia de incluir el andlisis de todos los genes
de las vias implicadas para la deteccion de las formas no sindrémicas

Otro gen implicado en esta via es el gen DLX3 (proteina dominio homeobox
distal-less). El gen DLX3 tiene un papel esencial en la estratificacion epidérmica y
el desarrollo de apéndices ectodérmicos, placenta y huesos, induciendo la
degradacion productos especificos de TP63 y modulando la expresion de las
proteinas reguladoras del ciclo celular y los marcadores de diferenciacion de la
piel (171). Es un gen altamente penetrante con patrén de herencia AD, implicado
en el desarrollo de la TDO que se caracteriza por cabellos crespos o rizados desde

el nacimiento, hipoplasia del esmalte con decoloraciéon y taurodontismo en



CAPITULO VI: DISCUSION 173

molares, aumento de la densidad mineral 6sea (DMO) general y aumento en el

grosor de los huesos corticales del craneo.

6.3.5 Genes de diferentes vias que interaccionan

La complejidad de las DE se hace mayor en los casos en los que se ven
afectados genes de diferentes vias, en estas situaciones la expresion del fenotipo
se debe a la interaccion de la disfuncion de diferentes proteinas. Estas situaciones
se ponen de manifiesto cada vez con mayor frecuencia desde la posibilidad de
realizar los andlisis gendmicos. Asi, se han observado en este trabajo fenotipos
mixtos que ya se han comentado en los casos en los que se han detectado
interacciones digénicas: EDAR+LRP6 (ID:55), WNTI0A+LRP6 (ID:66) y
WNT10A+AXIN2 (ID:88). El uso generalizado de la NGS nos permitira ir
aclarando el impacto fenotipico de las combinaciones de varias alteraciones

génicas.

6.3.6 Otros mecanismos que alteran la homeostasis dela piel

Otros mecanismos que alteran la homeostasis de la piel se deben a genes que
codifican para los receptores de los factores de crecimiento de fibroblastos 2, 3 y
10 (FGFR2, FGFR3 y FGFR10 respectivamente) son ligandos de la via de
senalizacion FGF o via de los receptores de las tirosinas quinasas (RTK). La unién
de los FGF a sus receptores FGFR fosforila a la quinasa inactiva y activa esta via
que comienzan en la superficie de la membrana celular. Los ligandos que se unen
a los RTK incluyen los factores de crecimiento de fibroblastos, factores de
crecimiento epidérmico, factores de crecimiento derivados de plaquetas, y factor
de células madres. Aunque la familia de factores FGF tienen un amplio rango de
funciones, entre ellas nos interesa que principalmente estimulan la proliferacion y
diferenciacion celular. Para desempenar funciones tan diversas, los FGF pueden
tener formas de splicing alternativas, o incluso tener diferentes codones de
iniciacion, consiguiendo de esta forma crear cientos de diferentes isoformas de
FGF (al igual que sucede con TP63). En este trabajo se ha detectado alteraciones
en genes representantes de esta via que originan un tipo de DE, el sindrome
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LADD que se ha descrito como una condicién autosomica dominante con
variabilidad genética y clinica (172, 173).

Ademas, se han detectado variantes en el gen de la desmoplaquina (DSP), esta
es la proteina constituyente mayor de los desmosomas, estructuras moleculares
complejas que mantienen las uniones celulares. La DSP se expresa muy
activamente en el epitelio donde los desmosomas son los responsables de su
integridad mecdanica. Las variantes patogénicas en este gen se han asociado a
alteraciones cardiacas, y a anomalias de la piel y el pelo. Fenotipos cutaneos sin
manifestacion cardiaca pueden estar originados por alteraciones en la DSP (174,
175).

En la Figura 45 se resaltan los diferentes tipos de DE detectadas en este trabajo

y su localizacion respecto a las diferentes vias moleculares implicadas.



CAPITULO VI: DISCUSION 175

Via EDA/NFkB Via Wnt
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Figura 45. Interrelacion entre los genes de las vias moleculares implicadas y las diferentes DE detectadas.

Los genes de la via EDA/NF-kB estan representados por ¢valos de color naranja, los genes de la via Wnt estan
representados por dvalos de color purpura y los de p63 por 6valos azules. Las abreviaturas en los rectangulos de
color verde con letras azules indican diferentes y las letras en rojo resaltan las DE detectadas en este trabajo
(adaptacion de Wright et al., 2018)(2).
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6.4 INTERPRETACION DE LOS CASOS NEGATIVOS

La distribucion de los perfiles clinicos, tanto en los casos positivos como
negativos son similares, lo que indica que los pacientes no diagnosticados
muestran una clinica altamente sugestiva de DEH, entre los que se deben ocultar
genes no identificados en este trabajo y que también afectan a derivados

ectodérmicos como el sudor, pelo, piel y dientes (Figuras 43-44).

6.5 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL Y PROTOCOLO DE ESTUDIO PROPUESTO

Se ha expuesto que existen numerosos tipos de DE y muchas de ellas
presentan signos clinicos comunes, como hipodoncia, intolerancia al calor y
escasez leve de cabello, lo que complica el diagndstico clinico diferencial. Otras
anomalias del desarrollo, como la presencia de onicodisplasia (que son anomalias
inherentes al desarrollo de las ufias) pueden facilitar el diagnostico diferencial
entre los distintos tipos de DE.

Se han publicado los tipos de DE que pueden solaparse clinicamente con la
DEH (excluyendo aquellas que se deben a los genes EDA, EDAR, EDARADDD y
WNT10A) y que deben tenerse en consideracion en el momento del diagndstico,
estas son (151):

- ECTD3 (MIM 189500) (dos casos en esta serie)

- Displasia TDO (MIM 190320) (un caso en esta serie)

- IP (MIM 308300) (un caso en esta serie)

- Displasia ectodérmica, anhidrética, con inmunodeficiencia de células T
(MIM 612132) causada por variantes patogénicas en NFKBIA (variante de
significado incierto no concluyente en esta serie).

Seguin nuestros resultados, ademas de los casos anteriores, bajo la misma
sospecha clinica inicial hemos detectado también, los siguientes tipos de DE:

ECTD2 (MIM 129500) (un caso en esta serie)

OFC8 (MIM 618149) (un caso en esta serie)

DCWHKTA (MIM 615821) (un caso en esta serie)

Sindrome LADD (MIM 149730) (un caso en esta serie)
Y las entidades asociadas a ADNS fueron

ODCRCS (MIM 608615) (un caso en esta serie)
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- STHAGX1 (MIM 313500) (un caso en esta serie)
-  STHAG4 (MIM 150400)(un caso en esta serie)
- STHAG7 (MIM 616724)un caso en esta serie)

Por otro lado, para establecer el alcance de la enfermedad y las necesidades
de un individuo diagnosticado con DEH, se recomiendan las siguientes
evaluaciones, que idealmente deberia realizarse en una consulta multidisciplinar
integrada por especialistas en genética clinica-gendmica, pediatria, dermatologia
y enfermeria especializada:

1. Elaboracién del arbol familiar (3 generaciones), historia familiar, antecedentes
personales y exploracion clinica.

2. Evaluacion inicial de la denticion en desarrollo, mediante palpacién del
alveolo dental del bebé/nifio pequefio para establecer si hay brotes de dientes
en desarrollo (que se manifiestan como protuberancias en el alveolo). Se
recomienda una evaluacion dental a la edad de un afio.

3. Radiografias dentales, esenciales para determinar el grado de hipodoncia,
tomadas con cierta frecuencia (anual) en el nifio usando técnicas radiograficas
dentales panoramicas o convencionales.

4. Estudio molecular mediante un panel multigénico que incluya EDA, EDAR,
EDARADD, WNT10A y otros genes de interés (entidades para el diagnostico
diferencial). Teniendo en cuenta las siguientes consideraciones: (1) Los genes
incluidos en el panel y la sensibilidad diagndstica de las pruebas utilizadas
para cada gen varian segun el laboratorio y es probable que cambien con el
tiempo. (2) Algunos paneles multigénicos pueden incluir genes no asociados
con la condiciéon que nos interesa en este momento; por lo tanto, se debe
determinar qué tipo de panel es mas apropiado para identificar la causa
genética de la afecciéon al costo mds razonable, limitando al maximo la
identificacion de variantes VOUS y hallazgos incidentales de variantes
patogénicas en genes que no explican el fenotipo subyacente. (3) En algunos
laboratorios, las opciones de panel pueden incluir un panel personalizado
disefiado por el laboratorio y/o un andlisis de exoma personalizado centrado
en el fenotipo que incluye genes especificados por el médico. (4) Los métodos
utilizados en un panel pueden incluir andlisis de secuencia, andlisis de

delecién/duplicacion y/u otras pruebas no basadas en secuenciacion. (5) El
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consentimiento informado para hacer la prueba genética y la toma de fotos, es
obligatorio.

Una vez obtenido el diagndstico molecular, es necesario volver a valorar
clinicamente al paciente, esta es una necesidad que ha surgido con los analisis de
NGS, se trata de contrastar nuevamente los datos y establecer una correcta
asociacion entre el gen y las diferentes entidades clinico-moleculares relacionadas
(176).

Asi que, con toda la informacion bibliografica recogida y los resultados que
se desprenden de este trabajo, se propone el siguiente protocolo de estudio para

la aproximacion diagndstica de la DEH (Figura 46).

Sospecha clinica
DEH/DE

N

Valoracion clinica inicial:
v’ Arbol genealdgico 3 generaciones, historia familiar.
v" Antecedentes personales
v Valoracion clinica HPO
v Indicacion test

l Confirmacion sospecha genética Sin sospecha de base genética
.

r

Panel NGS ED v.1 j

Anélisis CNV MLPA/ CGH-ARRAY j

0 )

Seguimiento y re-evaluacion clinica (2-3 afios):
v Actualizacion historia personal y personal
v Indicacion test

v

NGS WES/WGS

Seguimiento Interdisciplinar /
Asesoramiento Genetico

(-)\L (+) |

v

Reclutamiento investigacion, casos sin diagnostico

Figura 46. Protocolo de estudio propuesto para la DEH.
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6.6 LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Una de las principales limitaciones a considerar en este estudio es el bajo
numero de pacientes analizados. Aunque podemos considerar un reto importante
la totalidad de 88 pacientes reclutados con sospecha clinica de una enfermedad
rara como es la DEH con una incidencia de 1-9/100.000 recién nacidos vivos; la
dificultad la encontramos en el bajo nimero de individuos para alcanzar la
significacion estadistica al intentar establecer un analisis de comparaciones por
grupos. Esta circunstancia viene ademads determinada por la propia idiosincrasia
de la enfermedad, al presentar una alta heterogeneidad genética y alélica, como
asi lo ha demostrado la baja recurrencia de las variantes genéticas observadas.

En segundo lugar, las limitaciones del estudio también se asocian a la
imposibilidad de detectar casi un 19,3% de los casos en los que se sospecha que
pueden haber alteraciones en otros genes no incluidos en el panel o a variantes
epigenéticas en los promotores de los diferentes genes candidatos, para los que se
requeriria otra tecnologia en el andlisis. En cuanto a la primera parte de esta
limitacién, que no es técnica, sino que es referente al niumero de genes incluidos
en el estudio, hay que indicar que se han incorporado aquellos genes de mayor
prevalencia en la DE en el momento del disefio, pero se trata de una herramienta
dindmica que permite la incorporacion al panel de los nuevos genes que se van
descubriendo en relaciéon a la etiologia de las DE. Ahora bien, si lo que
pretendemos es mejorar el rendimiento en cuanto a la capacidad de alcanzar el
diagnostico molecular, nos tendriamos que plantear el estudio mediante WES o
incluso WGS.

Se valoraron los pro y contras de la decision NGS-ED-v.1 versus WES,
asumiendo esta limitacion en favor de las siguientes ventajas. El panel NGS-ED-
v1 dirigido contiene menos genes que WES/WGS, por lo tanto, puede incluir
genes causantes de otras enfermedades; sin embargo, el panel presenta ventajas
en un entorno clinico. Primeramente, el panel proporciona una mayor cobertura
de secuenciacidn en las regiones dianas seleccionadas que WES/WGS. En segundo
lugar, debido al menor numero de variantes llamadas por carrera de
secuenciacion (~150-200), la interpretacion de los resultados es relativamente mas
sencilla. Finalmente, el costo, la cantidad de tiempo para el andlisis y la
interpretacion de los resultados y los requisitos de almacenamiento de datos son
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menores con paneles especificos de NGS que con los enfoques WES/WGS, lo que

lo convierte en una alternativa mds practica para la implementacion clinica.

6.7 FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION

Este trabajo se ha desarrollado en el contexto de un proyecto de
investigacion, con la doble finalidad de avanzar en el conocimiento de la base
molecular de las DE en nuestra poblacion por un lado y la identificacion de
nuevos genes por otro. Una vez que, en esta primera fase, se han caracterizado
molecularmente la mayoria de las DE en nuestra poblacién, el objetivo principal
trata de identificar nuevos genes y/o vias de sefializacion molecular implicados en
la aparicion de las DE.

Por lo tanto los pacientes que han quedado sin diagnostico molecular tras
este estudio ,17 casos, se han incluido en una segunda fase de investigacion en la
que se utilizan otras herramientas de diagnostico complementarias, mediante el
array de CGH de SNPs-180K (comparative genomic hybridization and single
nucleotide polymorphism array), que permite detectar cambios en el numero de
copias no repetitivas y regiones con pérdida de heterocigosidad (LOH) con una
resolucion media de entre 5-20 Kb y, de este modo, se identifican nuevos locus
que originan otras formas mds raras de DE con patron de herencia AR.

La aplicacién de esta segunda fase ya ha dado sus frutos en uno de los
pacientes con resultado negativo en este estudio. Un varén, con otro hermano
afectado, con padres consanguineos y con hipohidrosis como principal signo
clinico, en el que se localiz6 una region con pérdida de heterocigosidad (LOH) en
13g23.1. Se analizaron los posibles genes candidatos en dicha regién, donde se
localiz6 el gen CLDN10, asociado al sindrome HELIX (MIM 617579). Este es un
trastorno recientemente descrito con un patrén de herencia autosémico recesivo
caracterizado por: hipohidrosis, desequilibrio electrolitico, disfuncién de las
glandulas lagrimales, ictiosis y xerostomia. Se han descrito variantes patogénicas
causales en el gen CLDN10 que codifica un tipo de proteinas claudinas. Las
claudinas son componentes integrales de las proteinas de unién estrecha de
membranas cuyas variantes patogénicas alteran el transporte de iones renales y la

homeostasis de las glandulas ectodérmicas, entre otras disfunciones del epitelio.
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Este hallazgo abre una puerta a la investigacion del papel de las proteinas
de union de membrana, componentes de estructuras moleculares complejas,
codificadas por genes como DSP o CLDNI10, en el mantenimiento de la
homeostasis del epitelio y su vinculacion a otro grupo especifico de DE

En tercer lugar, los casos de DE que, tras estos estudios previos, no se hayan
vinculado a ningun gen o locus, la aplicacion de una herramienta tan potente
como la secuenciacion de genoma completo (WGS) permitira la identificacion de
nuevos genes, transcritos y regiones reguladoras desconocidas hasta ese
momento, que complementandola con ensayos funcionales en modelos animales
podria aclarar su asociacion patogénica con nuevos tipos de DE.

Por ultimo, conocer su defecto molecular y el mecanismo patogénico es el
primer paso para entender la enfermedad, permitiendo el desarrollo de nuevas
dianas terapéuticas dirigidas a un defecto molecular concreto pudiendo ofrecer
un tratamiento individualizado.

Ya se ha mencionado la posibilidad de terapia sustitutiva con proteina EDA
recombinante para el tratamiento precoz en la DEHLX (169). Esta proteina
administrada en los primeros dias de vida, a través del liquido amniotico,
reestablece la funcion de la EDA alterada y estimula el desarrollo de dientes,
glandulas sudoriparas y pelo (87). También se han impulsado otras lineas de
investigacion en el desarrollo de terapias que puedan prevenir o corregir el
paladar hendido, estos estudios indican que los genes relacionados con Eda y Edar
se expresan en tejidos palatales normales, la via de sefializacion EDA/EDAR est4
aguas abajo de Pax9 en la palatogénesis; se ha demostrado que la administracion
intravenosa controlada de una nueva terapia de reemplazo de anticuerpos
monoclonales de ratdén, que actiian como un agonista de la via de ectodisplasina
A (Eda), puede resolver defectos del paladar hendido en embriones de raton y que
podrian aplicarse como terapias no invasivas, seguras y efectivas para el
tratamiento del paladar hendido y otros trastornos monogenéticos orofaciales
(177).
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CAPITULO VII: CONCLUSIONES

1. La poblacion analizada presenta en su distribuciéon por sexos un claro
predominio de los varones 70,5% frente a mujeres, 29,5%., debido a que el gen

detectado con mayor frecuencia, EDA, esté localizado en el cromosoma X.

2. La media de edad del diagnostico clinico es de 9,8+12,5 afios, con rango de
edades entre 6 meses y 69 afos, siendo la poblacion mayoritaria nifios
78,4%(<18 afos), con una media de edad entre los nifios de 5,0+4,5 y de
26,5+16,6 en la poblacién adulta.

3. El panel de secuenciacién de NGS, ha supuesto un incremento del espectro de
entidades relacionadas con la DEH en un 12,5% mads de caso diagnosticados

frente al abordaje clsico dirigido mediante MLPA y secuenciacion Sanger.

4. El rendimiento del protocolo de diagndstico aplicado en la poblacion espariola
con sospecha clinica de DEH ha sido del 75%, con un rendimiento maximo de
81,4% entre los pacientes con hipohidrosis y un minimo del 50% entre formas
no sindrémicas de DEH representada por la ADNS.

5. Se ha observado una alta heterogeneidad genética con la identificacion de
variantes en 24 genes, 12 de ellos con variantes primarias y directamente
implicados en hasta 16 tipos de DE (o entidades clinico-moleculares)
diferentes.

6. Se ha detectado una alta heterogeneidad alélica en las DE, identificAndose 85
tipos de variantes diferentes, 63 categorizadas como primarias o causales.
Entre estas, 14 no han sido publicadas hasta la fecha en bases de datos

genomicas.
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7.

10.

Un 89,4% de las variantes de los casos positivos han sido heredadas de uno de
los progenitores y el 11,6% han sucedido de novo; los patrones de herencia
predominantes han sido: 60,6%, ADLX, 24,2%, AD y 15,2%, AR.

Un 5,7% de los casos han resultado no concluyentes; su resolucion requiere de
un andlisis de segregacion de los progenitores y/o de otros familiares
afectados de la enfermedad, para poder realizar una correcta interpretacion y

clasificacion de las variantes anotadas.

Estos resultados han permitido establecer un algoritmo de diagnostico clinico-
molecular y efectivo para la DEH y para la deteccion de otros tipos de

displasias ectodérmicas subyacentes con clinica solapante a esta entidad.

Se ha desarrollado el primer panel de genes NGS dirigido al diagndstico de
enfermedades genéticas con compromiso ectodérmico desde un hospital
publico de nuestra geografia. Este panel puede usarse de manera fiable para el
diagndstico molecular en genes relacionados con la DEH y puede servir como

una herramienta primaria de screening antes de la aplicacion de WES/WGS.
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ANEXO 1. DIFUSION DE RESULTADOS Y PROYECTOS DE INVESTIGACION
RELACIONADOS CON LA REALIZACION DE ESTA TESIS DOCTORAL.
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ANEXO 2. COMITE DE ETICA

Hrinonco
de Salud Hospital Universitario
"Virgen de la Arrixaca"

Servicio

Ctra. Madrid - Cartagena ¢ Tel. 968 36 95 00
30120 El Paimar (Murcia)

Dr. D. Antonio Pifiero Madrona
Presidente del CEIC Hospital Virgen de la Arrixaca

CERTIFICA

Que el CEIC Hospital Virgen de la Arrixaca en su reunién del dia 26/06/2017, acta 06/2017 ha evaluado la
propuesta de la investigadora Dra, Encarna Guillén Navarro referida al estudio:

Titulo: Implementacion de la secuenciacién masiva en el diagnéstico e identificacion de nuevos genes en la Displasia
Ectodérmica

10, Considera que

- El estudio se plantea siguiendo los requisitos de la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion Biomédica y su
realizacién es pertinente,

- Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacién con los objetivos del estudio y estén
justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.

- Son adecuados tanto el procedimiento para obtener el consentimiento informado como la compensacion prevista
para los sujetos por dafios que pudieran derivarse de su participacion en el estudio.

- Elalcance de las compensaciones econdmicas previstas no interfiere con el respeto a los postulados éticos.

- La capacidad de los Investigadores y los medios disponibles son apropiados para llevar a cabo el estudio.

29, Por lo que este CEIC emite un DICTAMEN FAVORABLE.

Lo que firmo en Murcia, a 26 de junio de 2017

< Hospital “Virgen g g 1

Fdo:

hgen
Comite Etico do

M

Dr. D. Antonio Pifiero Madrona
Presidente del CEIC Hospital Virgen de la Arrixaca
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ANEXO 3. CONSENTIMIENTO DE CESION AL BIOBANCO.

BIOBANC-MUR AI

BiobancoenRed de laRegionde Murcia

DOCUMENTO DE INFORMACION AL DONANTE (v.3)

UTILIZACION DE DATOS CLiNICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO ASISTENCIAL PARA
INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UN BIOBANCO.

En el Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca, igual que en la mayoria de hospitales, ademas de la
asistencia a los pacientes, se realiza investigacién biomédica. La finalidad de esta investigacién es progresar en el
conocimiento de las enfermedades y en su prevencién, diagnéstico, pronéstico y tratamiento. Esta investigacién
biomédica requiere recoger datos clinicos y muestras biolégicas de pacientes y donantes sanos para analizarlos y
obtener conclusiones con el objetivo de conocer mejor las enfermedades y avanzar su diagnéstico y/o tratamiento.

Las muestras y datos clinicos obtenidos para el diagnéstico o control de las enfermedades, una vez utilizadas con esta
finalidad, resultan también ttiles y necesarias para la investigacién. De hecho, muchos de los avances cientificos
obtenidos en los ultimos anos en medicina son fruto de este tipo de estudios

Solicitamos su autorizacién para incorporar al Biobanc-Mur Nodo 1 del Hospital Clinico Universitario Virgen de
la Arrixaca el material biolégico sobrante de las pruebas que, como parte del actual proceso asistencial, se le
han realizado o se le van a realizar en este centro, con el fin de que puedan ser utilizadas en investigacién
biomédica.

Siguiendo lo establecido por la Ley 14/2007, de Investigacién Biomédica, la Ley Organica 15/1999, de Proteccién de
Datos Personales, y sus normas de desarrollo, le solicitamos que lea detenidamente este documento de informacién y
el consentimiento informado que se le adjunta al final para su firma, si esta de acuerdo en participar en esta propuesta

;Qué es un biobance?: Institucion para favorecer la investigacion y la salud.

Un biobanco es una institucién, regulada por leyes especificas, que facilita la investigacién biomédica, es decir, aquella
dirigida a promover la salud de las personas.

Las muestras incluidas en un biobanco pueden ser cedidas para investigacién en Medicina, siempre bajo la supervisién
de un comité cientifico y otro de ética. Las muestras se cederidn generalmente sin informacién personal asociada,
aunque a veces podra ser necesario el acceso a la historia clinica o al resultado de otras pruebas para completar la
investigacion.

La investigacién biomédica es, hoy en dia, un fenémeno global por lo que ocasionalmente estas muestras podran ser
cedidas a grupos de investigacién fuera de Espafia, siempre que se cumplan los requisitos de la legislacién espanola y
lo aprueben los correspondientes comités.

Muestras biolégicas e informacién asociada: En ningiin caso se le practicaran mads pruebas de las
imprescindibles para su adecuada atencion médica.

Se guardara y dispondra del material biolégico sobrante que se le extraiga durante el proceso asistencial (muestras de
sangre, liquidos biolégicos y/o tejidos), sin que este hecho le cause molestias adicionales. La donacién de muestras
excedentes de este proceso asistencial no impedira que usted o su familia puedan usarlas, cuando sea necesario por
motivos de salud, siempre que estén disponibles. Las muestras y la informacién asociada a las mismas se custodiaran
y/o guardaran en el Biobanco Biobanc-Mur Nodo 1 del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca hasta su
extincién. Este Biobanco forma parte de la Plataforma Red Nacional de Biobancos, como nodo de dicha Plataforma del
Instituto de Salud Carlos III con la referencia PT13/0010/0018, y esta registrado en el Registro Nacional de Biobancos
con niimero de referencia B.0000859.

Este biobanco acoge colecciones organizadas de muestras biolégicas e informacién asociada en las condiciones y
garantias de calidad y seguridad que exige la legislacién anteriormente referida y los cédigos de conducta aprobados

Biobanc-Mur. Biobanco en Red de la Regién de Murcia
Plataforma Red Nacional de Biobancos - ISCIII. Versién 3 02/06/2014

Red Biobancos

Instituto de Salud Carios
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por los Comités de Etica. Dichas muestras y su informacién asociada quedan disponibles para aquellos investigadores
que lo soliciten al biobanco.

Cualquier estudio de investigacién para el que se solicite la utilizacién de estos datos o muestras debera disponer
siempre de la aprobacién del Comité de Etica de la Investigacion (CEI) competente, que velara para que los
investigadores desarrollen sus estudios siguiendo siempre las més estrictas normas éticas y legales. Ademas, el Comité
Cientifico del biobanco garantizara que los proyectos sean de excelencia cientifica.

A partir de las muestras donadas, en los casos en que la investigacion lo requiera, se realizaran estudios genéticos, y a
partir de ellos se puede obtener informacién acerca de su salud y la de sus familiares. Siempre se actuara velando por
la proteccién de esta informacién (ver apartado de proteccién de datos y confidencialidad).

Por este consentimiento, los responsables del Biobanco del Hospital podran consultar su historial clinico, solamente en
el caso de que ello sea imprescindible para la realizacién del proyecto para el que se soliciten las muestras y previa
autorizacién por parte del Comité de Etica correspondiente.

En caso de ser necesaria alguna muestra adicional, la institucién sanitaria se podria poner en contacto con usted para
solicitarle nuevamente su colaboracién. En este caso se le informara de los motivos y se le solicitarda de nuevo su
consentimiento.

Proteccién de datos y confidencialidad: Las muestras se conservaran codificadas.

Los datos personales que se recojan seran obtenidos, tratados y almacenados cumpliendo en todo momento el deber
de secreto, de acuerdo con la legislacién vigente en materia de proteccién de datos de caracter personal.

La identificacién de las muestras biolégicas del Biobanco serd sometida a un proceso de codificacién. A cada muestra
se le asigna un cédigo de identificacién, que sera el utilizado por los investigadores. Unicamente el personal autorizado
por el biobanco podri relacionar su identidad con los citados cédigos. Mediante este proceso los investigadores que
soliciten muestras al biobanco no podran conocer ningin dato que revele su identidad. Asimismo, aunque los
resultados obtenidos de la investigacién realizada con sus muestras se publiquen en revistas cientificas, su identidad
no ser4a facilitada. En aquellos estudios en los que no se prevean resultados potencialmente titiles para su salud, y de
acuerdo con el correspondiente Comité de Etica, las muestras y datos podran ser anonimizadas, es decir, no habra
ninguna posibilidad de volver a asociar la muestra con su identidad.

Sus muestras y los datos clinicos asociados a las mismas, pasaran a formar parte del fichero del Biobanco, inscrito en la
Agencia de Proteccién de datos.

Responsable del fichero: Fundacién para la Formacién e Investigacién Sanitarias de la Regién de Murcia.
Direccién Postal: Calle Luis Fontes Pagan, 9-1, 30003 Murcia

Usted podri ejercer sus derechos de acceso, rectificacién, cancelacién y objecion, asi como obtener informacién sobre
el uso de sus muestras y datos asociados, dirigiéndose a:

Fundacién para la Formacién e Investigacién Sanitarias de la Regién de Murcia
Calle Luis Fontes Pagan, 9-1, 30003 Murcia
Tel.: 968359757 E-mail: juanp.serna@carm.es

Caracter altruista de la donacién. La cesion de muestras bioldgicas que usted realiza al Biobanco del
Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca es gratuita.

La donacién tiene por disposicién legal caracter altruista, por lo que usted no obtendra ni ahora ni en el futuro ningin
beneficio econémico por la misma, ni tendra derechos sobre posibles beneficios comerciales de los descubrimientos
que puedan conseguirse como resultado de la investigacién biomédica. Sin embargo, los conocimientos obtenidos
gracias a los estudios llevados a cabo a partir de su muestra y de muchas otras pueden ayudar al avance médico y, por
ello, a otras personas.

2
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Participacién voluntaria. Su negativa NO repercutirad en su asistencia médica, presente o futura

Su participacién es totalmente voluntaria. Si firma el consentimiento informado, confirmara que desea participar.
Puede negarse a participar o retirar su consentimiento en cualquier momento posterior a la firma sin tener que
explicar los motivos y esto no repercutird negativamente en su asistencia médica, presente o futura.

Revocaciéon del consentimiento: si usted decide firmar este consentimiento, podra también cancelarlo
libremente.

Si en un futuro usted quisiera anular su consentimiento, sus muestras biolégicas serian destruidas y los datos
asociados a las mismas serfan retirados del biobanco. También podria solicitar la anonimizacién de las muestras, en
cuyo caso se eliminaria la relacién entre sus datos personales (que revelan su identidad) y sus muestras biolégicas y
datos clinicos asociados. Los efectos de esta cancelacién o anonimizacién no se podrian extender a la investigaciéon que
ya se hubiera llevado a cabo.

Si deseara anular su consentimiento, debera solicitarlo por escrito al Titular del Biobanco, en la direccién
anteriormente indicada.

Informacién sobre los resultados de la investigacién: se le proporcionara informacion si usted desea
recibirla

En el caso de que usted lo solicite expresamente, el Biobanco podra proporcionarle informacién acerca de cudles son
las investigaciones en que se han utilizado sus muestras y de los resultados globales de dichas investigaciones, salvo en
el caso de cancelacién o anonimizacién.

Los métodos utilizados en investigacién Biomédica suelen ser diferentes de los aprobados para la préctica clinica, por
lo que no deben de ser considerados con valor clinico para usted. Sin embargo, en el caso que estas investigaciones
proporcionen datos que pudieran ser clinica o genéticamente relevantes para usted e interesar a su salud o ala de su
familia, le serdn comunicados si asi lo estima oportuno. Asimismo, podria darse el caso de obtenerse informacién
relevante para su familia, le correspondera a usted decidir si quiere o no comunicarselo. Si Ud. quiere que se le
comunique dicha informacién relevante debe consignarlo en la casilla que aparece al final de este documento.

Si usted no desea recibir esta informacién, tenga en cuenta que la ley establece que, cuando la informacién obtenida
sea necesaria para evitar un grave perjuicio para la salud de sus familiares biolégicos, un Comité de expertos estudiara
el caso y debera decidir si es conveniente informar a los afectados o a sus representantes legales.

Por favor, pregunte al personal sanitario que le ha comunicado esta informacion sobre cualquier duda que

pueda tener, ahora o en el futuro, en relacién con este cc 0. ), puede ci tar sus
dudas con su médico, quien le pondra en contacto con el personal sanitario autorizado.

Le agradecemos su desinteresada colaboracion con el avance de la ciencia y la medicina. De esta forma esta
usted colaborando a vencer las enfermedades y ayudar a multitud de enfermos actuales y futuros.

Biobanc-Mur. Biobanco en Red de la Regién de Murcia
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

UTILIZACION DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO ASISTENCIAL
PARA INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UN BIOBANCO

Nombre y Apellidos (donante).................. Persona del centro que informa

Edad: Sexo: DNLconemmmmnmes 151} CO

Si ha comprendido la informacién que se le ha proporcionado, ha resuelto cualquier duda que pudiese tener y decide
colaborar con Biobanc-Mur Nodo 1 en los términos antes explicados, por favor, lea, complete y firme a continuacién esta
hoja

El abajo firmante autoriza al Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca a que el material biolégico sobrante
de las pruebas que se le han realizado o se le van a realizar como parte del actual proceso asistencial sean
incorporadas en el Biobanco Biobanc-Mur Nodo 1, y que sea cedido desde el mismo con la finalidad de llevar a cabo
proyectos de investigacién biomédica, siempre que éstos cuenten con la obligada aprobacién del Comité de Etica de
Investigacién competente. Esta autorizacién la concede tras haber sido informado verbalmente y haber leido la
informacién adjunta.

Confirmo que:

1. Autoriza al Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca a que el material biolégico sobrante de las pruebas
que se le han realizado o se le van a realizar como parte del actual proceso asistencial sean incorporadas en el
Biobanc-Mur Nodo 1, y que sea cedido desde el mismo con la finalidad de llevar a cabo proyectos de investigacién
biomédica, siempre que éstos cuenten con la obligada aprobacién del Comité de Etica de Investigacién competente.
Esta autorizacién la concede tras haber sido informado verbalmente y haber leido la informacién adjunta.

asrt aNo
2. Desea que se le comunique la informacién derivada de la investigacién que realmente sea relevante y aplicable para
su salud o la de su familia asi1 ONO Teléfono o E-mail de contacto......c.cunesmmimsesssassansasenns

3. Autoriza a ser contactado en el caso de necesitar mas informacién o muestras biolégicas adicionales

as1 ONO Teléfono o E-mail de contacto: ...ouemimmsmsmmssmsisisen
4. He expresado mi deseo de que se respeten las siguientes excepciones respecto al objetivo y métodos de las
investigaciones:
DONANTE PERSONA QUE INFORMA
Firma Firma

Elcusasisssseimssssey: Binensd| QO ravissnussmvesca il usmsusen

Red Biobancosi:’ Biobanc-Mur. Biobanco en Red de la Regién de Murcia
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CONSENTIMIENTO INFORMADO ANTE TESTIGOS

UTILIZACION DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO ASISTENCIAL PARA
INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UN BIOBANCO.

Nombre y Apellidos (donante)...........cccocueeeerieceneccneceececeas Persona del centro que informa
Edad: Sexo: DNE:casssmmsmamms DNE ucmuscssvssvsssssssins:
Nombre y apellidos del testigo que firma DNELsczeiiciiass

Relacién con el donante:.......cocovvievieininesniecvineann

Si ha comprendido la informacién que se le ha proporcionado, ha resuelto cualquier duda que pudiese tener y decide
colaborar con Biobanc-Mur Nodo 1 en los términos antes explicados, por favor, lea complete y firme a continuacién esta
hoja

El abajo firmante confirma que el donante:

1. Autoriza al Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca a que el material biolégico sobrante de las pruebas
que se le han realizado o se le van a realizar como parte del actual proceso asistencial sean incorporadas en el
Biobanc-Mur Nodo 1, y que sea cedido desde el mismo con la finalidad de llevar a cabo proyectos de investigacién
biomédica, siempre que éstos cuenten con la obligada aprobacién del Comité de Etica de Investigacién competente.
Esta autorizacién la concede tras haber sido informado verbalmente y haber leido la informacién adjunta.

asrI ONO

2. Desea que se le comunique la informacién derivada de la investigacién que realmente sea relevante y aplicable para

su salud o la de su familia as1 ONO Teléfono o E-mail de contacto...

3. Autoriza a ser contactado en el caso de necesitar més informacién o muestras biol6gicas adicionales

asrt ONO Teléfono o E-mail de contacto: ..

4. He expresado mi deseo de que se respeten las siguientes excepciones respecto al objetivo y métodos de las
investigaciones:

5. Me autoriza a firmar en su nombre.

TESTIGO PERSONA QUE INFORMA

Firma Firma

ase,

Biobanc-Mur. Biobanco en Red de la Regién de Murcia
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA MENORES

UTILIZACION DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO ASISTENCIAL PARA
INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UN BIOBANCO.

Nombrey Apellidos'(donante):.......ccuxsscscsmmssemsmssmssonsanicsonioss Persona del centro que informa
Edad: Sexo: DNE o DNE s
Nombre y apellidos del tutor legal que firma DNI...

Relacién con el donante:

Si ha comprendido la informacién que se le ha proporcionado, ha resuelto cualquier duda que pudiese tener y decide

colaborar con Biobanc-Mur Nodo 1 en los términos antes explicados, por favor, lea, complete y firme a continuacion esta

hoja
El abajo firmante autoriza al Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca a que el material biolégico sobrante
de las pruebas que se le han realizado o se le van a realizar como parte del actual proceso asistencial sean
incorporadas en el Biobanco Biobanc-Mur Nodo 1, y que sea cedido desde el mismo con la finalidad de llevar a cabo
proyectos de investigacién biomédica, siempre que éstos cuenten con la obligada aprobacién del Comité de Etica de
Investigacién competente. Esta autorizacién la concede tras haber sido informado verbalmente y haber leido la
informacién adjunta.

El abajo firmante confirma que:

1. Se me ha informado que, llegada la mayoria de edad de mi representado, este tendra derecho a revocar o modificar
este consentimiento, para lo cual deber estar debidamente informado. En caso de que no ejerza dicho derecho, se
considerara que el actual documento de consentimiento informado sigue vigente.

asrt ONO
2. Desea que se le comunique la informacién derivada de la investigacién que realmente sea relevante y aplicable para
su salud o la de su familia s ONO Teléfono o E-mail de contacto.........ccossmssnnsecsssssssnsenns
3. Autoriza a ser contactado en el caso de necesitar mas informacién o muestras biolégicas adicionales

as1 ONO Teléfono o E-mail de contacto: ......ccuveieeciessinsesiisssinninnns

4. He expresado mi deseo de que se respeten las siguientes excepciones respecto al objetivo y métodos de las
investigaciones:

5. Me autoriza a firmar en su nombre.

TUTOR ASENTIMIENTO DEL MENOR | PERSONA QUE INFORMA
CAPACITADO
Firma Firma Firma
En a..... de... de

Red Biobancosi:’ Biobanc-Mur. Biobanco en Red de la Regién de Murcia
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REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

UTILIZACION DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO ASISTENCIAL PARA
INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UN BIOBANCO.

POR EL DONANTE:

Yo, D./Dna. con DNI .. ... anulo el consentimiento

prestado en fecha....... A€ de 20......... y no deseo proseguir la donacién voluntaria al biobanco Biobanc-
Mur Nodo Area I, que doy por finalizada al dia de hoy.

O SOLICITO ELIMINACION SOLO DE LA MUESTRA.

O SOLICITO ELIMINACION SOLO DE MIS DATOS PERSONALES.
La muestra quedara anonimizada irreversiblemente y podra ser utilizada en proyectos de investigacién.

O SOLICITO ELIMINACION TOTAL DE MIS DATOS Y MUESTRAS.

Fdo.:
En a de. de 20.........
POR EL TUTOR/REPRESENTANTE LEGAL DEL DONANTE:
Yo, D./Dia. con DNI .......ccceceiviirviseisns e, COmMo representante legal de
D/Dia.. ..., con DNI... .., anulo el consentimiento prestado en
fecha de de 20......y no deseo proseguir la donacién voluntaria al biobanco Biobanc-Mur Nodo 1, que

doy por finalizada al dia de hoy.
[ SOLICITO ELIMINACION SOLO DE LA MUESTRA.
O SOLICITO ELIMINACION SOLO LOS DATOS PERSONALES.

La muestra quedara anonimizada irreversiblemente y podra ser utilizada en proyectos de investigacién.
O SOLICITO ELIMINACION TOTAL DE MIS DATOS Y MUESTRAS.

Fdo.:

En a.......de. de 20.........

Biobanc-Mur. Biobanco en Red de la Regién de Murcia
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ANEXO 4. CUESTIONARIO CLINICO
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Cuestionario Clinico: DISPLASIA ECTODERMICA (DE)

1. IDENTIDAD DEL PACIENTE

Murciano 7
200 :: L

Apellidos: Nombre:
Direccién:

Cadigo postal: Ciudad:
Teléfono/Fax: C. electrénico:

Fecha de realizacion del cuestionario(dd/mm/aa):

Fecha de nacimiento (dd/mm/aa) y edad actual:

Sexo: [IM 1 F

Origen (region de nacimiento):

Origen familiar maternal:

Origen familiar paternal:

2. DIAGNOSTICO

Diagnostico especifico, si lo tiene:

Edad al diagnostico y especialista que le diagnostico:

Resultado Citogenétco (cariotipo/array CGH):

Estudio genético molecular realizado hasta la fecha:

Resultado:

3. GENEALOGIA

¢ Se trata del individuo enfermo? I SI LI NO
Sino, describir grado de parentesco con el enfermo (nombre del enfermo:

¢ Existe consanguinidad entre los padres del individuo descrito? | SI LINO
(Existen otros familiares afectados, vivos o fallecidos? | SI NO
Especifique su parentesco, nombre y problemas ( arbol familiar si es posible):

Datos clinicos de los padres del probando*:

Padre: Madre:

Anomalias en los dientes SI ['NO Anomalias en los dientes SI ' NO
Anomalias del pelo SI [/ NO Anomalias del pelo SI 11 NO
Anomalias del sudor SI TINO Anomalias del sudor SI [INO

Ofras (especificar):

estudio (cuestionario, fotografias, ortopantomografia y muestra de sangre).

*En caso de que los padres presenten anomalia en alguna de estas tres estructuras ectodérmicas iniciar el protocolo de

IMIB ¥

i Biosanitaria
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4. INFORMACION PERINATAL

Tipo Embarazo: | Espontaneo Por reproduccion asistida
Complicaciones y medicaciones:
Parto: | A término Prematuro (semanas: ) ] Cesarea
APGAR:
Al nacimiento: Peso: Talla: Perimetro cefélico: (cm)
Actual: Peso: Talla: Perimetro cefalico: (cm)

5. INFORMACION CLINICA (Adjuntar copia de los informes clinicos y fotos)

Problemas de regulacién térmica: SI 11 NO
Ausencia de sudor HP:0000970 SI ' NO
Poco sudor HP:0000966 SI ' NO
Intolerancia al calor HP:0002046 SI ' NO
Hiperhidrosis palmar HP:0006089 SI I NO
Fiebre recurrente (>1 episodio) sin foco infeccioso HP:0001945 SI ' NO
Crisis convulsivas coincidentes con aumento de la temperatura HP:0001250 SI I NO

Otras complicaciones neurolégicas por aumento de la temperatura (cuales):

Anomalias del pelo: SI = NO
Ausente Escaso Normal

Cuero cabelludo HP:0001596 HP:0011357

Vello corporal HP:0001596 HP:0001006

Cejas HP:0000535 HP:0000535

Pestanias HP:0000561 HP:0000653

Pelo ralo  HP:0000421 Pelo fino y quebradizo HP:0002299

Otras anomalias:

Anomalias en la erupcién de 1a denticién:
DERECHA IZQUIERDA

Dientes ausentes 7 6 £ 4 3 2 1 1 2 3 4 5 6 7
Mandibula
Maxilar
Anomalias labio-p y SI 1 NO
Se nota la boca seca HP:0000217 SI NO
Lengua lisa HP:0030810 SI NO
Fisura labial HP:0000204 SI NO
Malformaciones labio-palatinas: HP:0000202 SI NO
Implantes dentales
Ausencia de dientes : SI NO

HP:0000964 Ausencia completa

HP:0000677 Oligodontia (ausencia de >6 dientes)

HP:0000668 Hipodontia (ausencia de <6 dientes)

LUERCN & L e

 Biosanitaria
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Numero y posicion de los dientes ausentes:

Edad de erupcion dental:

Forma de los dientes: Coénica HP:0000698 Microdontia HP:0000691 Normal
A ias cutineas: SI [1NO
Piel seca HP:0000958 SI [ NO
Dermatitis atépica HP:0001047 SI [INO
Eczemas HP:0000964 SI TINO
Baja sensibilidad al tacto HP:0010830 SI [INO
Queratoris palmo-plantar HP:0000972 SI [1NO
Eritema o eritrodermia HP:0010783 SI [INO
Telangiectasia facial HP:0100585 SI [INO
Tumor en la piel HP:0008069 Tipo: SI [INO
Otras anomalias (como melanocitos), especificar:
Anomalias de las ufias: SI NO
Unas pequeiias HP:0001792 SI I NO
Unas fragiles HP:000180 SI I NO
Utias ausentes manos HP:0001817 SI [1NO
Uiias ausentes pies HP:0001802 SI LI NO
Unas concavas HP:0001598 SI NO
Otras anomalias:
Caracteristicas craneo-faciales: SI 11 NO
Frente abombada HP:0002007 SI NO
Hiperpigmentacion periocular HP:0001106 SI [ NO
Arrugas perioculares HP:0000607 SI [ NO
Puente nasal aplanado HP:0005280 SI ' NO
Nariz pequena HP:0000232 SI NO
Labio superior prominente y evertido HP:0010803 SI [ NO
Labio inferior prominente y evertido HP:0000232
Otras anomalias:
Visién: SI 11 NO
Sequedad ocular HP:0001097 SI [ NO
Ausencia de lagrimas en el llanto HP:0000522 SI 11 NO
Fotofobia (molestias por la luz) HP:0000613 SI [ NO
Ulceras corneales HP:0012804 SI 11 NO
Quistes en los parpados HP:0010604 SI 1 NO
Otros defectos (ceguera, miopia, etc):
Audicién: SI [1NO
Tapones de cera SI NO
Cera muy abundante en el oido SI 1 NO
Sordera: SI NO

IMIB Fe* )
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neurosensorial HP:0000407
conductiva HP:0000405
Otras anomalias (como malformaciones auriculares), especificar:

Anomalias en otras estructuras de origen ectodérmico: SI I NO
Alteraciones en glandulas mamarias HP:0100783 SI 0O NO
Problemas de tiroides HP:0000820 SI [ NO
Trastornos del timo HP:0000777 SI [INO
Anomalias en otras estructuras embrionarias: SI I NO
Malformaciones en extremidades HP:0040064 S1 NO
Malformaciones musculo-esqueléticas HP:0040290 SI I NO

Desarrollo psicomotor:

Retraso del desarrollo psicomotor HP:0001263 SI 11 NO
Deambulacion: meses
Primeras palabras: meses
Precisa logopeda HP:0000750 SI [0 NO
Retraso global HP:0001263 SI O NO
CI silo tiene y escala:
Mal rendimiento escolar HP:0001249 SI [ NO
Alteraciones de comportamiento HP:0000708 SI 1/ NO
Otros: SI [INO
Déficit inmunitario HP:0002721 SI NO
celular HP:0002843 humoral HP:0011111
Infecciones recurrentes (>3 episodios/afo) SI 1 NO
Otitis HP:0000403
Rinitis HP:0012384
Bronquitis HP:0002837
Neumonias HP:0006532
Otras:
Asma HP:0002099 SI [1NO
Voz ronca HP:0001609 SI TINO
Dificultades para tragar HP:0002015 SI 1 NO

especifique en qué época de la vida:

Reflujo gastroesofagico HP:0002020 SI 0O NO
Vomitos frecuentes (>3 episodios/trimestre) HP:0002572 SI (1 NO
Fallo de medro (aplanamiento curva crecimiento) HP:0001510 SI I NO
Retraso del desarrollo sexual HP:0008187 SI [1NO
Ausencia de olfato (anosmia) HP:0000458 SI NO
Sangrados nasales en infancia HP:0000421 SI 1 NO
Anomalias mamarias:
Pezones ausentes HP: 0002561 Pezones hipoplasicos HP: 0002557

Pezones supernumerarios  HP:0002558

»
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Ausencia de dedos HP:0009380 SI NO
Polidactilia HP:0010442 SI NO

Especificar:
Otras anomalias o problemas de salud:

6. INFORMACION DEL MEDICO/S QUE LE ATIENDE/N REGULARMENTE

Nombre / Lugar de trabajo / Especialidad / Tfno:

7. DATOS DE LA PERSONA QUE RELLENA EL CUESTIONARIO

Nombre:

Direccioén:

Teléfono/Coreo electrénico:

Nota: Adjuntar copia de los informes clinicos y genéticos que disponga.

ARBOL FAMILIAR:

IMIB ¥o-~ PSR
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ANEXO 5. PROTOCOLO TOMA DE MUESTRA Y ENVIO

Sersicin b S
Murciano
Pt :
gl

PROTOCOLO DE TOMA DE MUESTRA Y ENVIO DE DOCUMENTACION

Si ha seleccionado un paciente para incluirlo en dicho proyecto tiene que seguir el siguiente protocolo:
Recogida de la historia familiar y de los informes dlinicos y genéticos del paciente.
2. Cumplimentacién los siguientes documentos:
1) Cuestionario clinico: DISPLASIA ECTODERMICA (DE).
2) Consentimiento informado (CI) para cada paciente (segun la edad, CI-ED adulto o CI-
DE menores).
3) CI para Estudio Genético mediante Técnicas de Secuenciacion Masiva (NGS).
4) Autorizacién para el mantenimiento de muestras en el Bio-Banco.

3. Tomar fotografia de cara (frente perfil), dientes, cuerpo entero, manos y pies.

4. Adjuntar ortopantomografia para determinar el nimero de dientes ausentes y su posicién
(solicitarla si no se dispone de ella y remitirla posteriormente).

5. Realizar extraccion de sangre en 2 tubos con anticoagulante EDTA de 3mL.

6. Contactar telefénicamente con la Seccién de Genética Médica del Hospital Clinico Universitario

Virgen de la Arrixaca (HCUVA) que te gestionaran el envio de la muestra y toda la documentacién
recopilada a través de un servicio de mensajeria que hemos contratado. Los envios deberan
realizarse de lunes a miércoles teniendo en cuenta los dias festivos en la Region de Murcia.
(Afo 2015: 9 Junio dia Region de Murda, 15 Septiembre dia Romeria, 12 Octubre dia Hispanidad, 7
Diciembre dia de la Constitucion y 8 Didembre dia de la Inmaculada / Afio 2016: 6 Enero dia de Reyes, 29
de Marzo dia del Bando, 2 Mayo dia del trabajo, 9 Junio dia Region de Murcia, 13 Septiembre dia Romeria, 12
Octubre dia Hispanidad, 1 Noviembre dia de todos los Santos, 6 Diciembre dia de la Constitucion y 8
Diciembre dia de la Inmaculada).

El envio de cualquier documentacién que no se encuentre en soporte de papel (fotografias, informes, etc)
se realizara a la siguiente direccién de e-mail: fis2015deh@gmail.com

Los teléfonos y direccion de los contactos a los que puede recurrir son los siguientes:

Ma Carmen Martinez: e-mail: mcarmen.martinez16@carm.es / Laboratorio: 968 38 12 72; Movil: 661 77 82 63

Guillermo Glover: e-mail: guillermo glover@carm.es / Laboratorio: 968 38 12 73

Maria Barreda: e-mail: mbarreda@ucam.edu / Laboratorio: 968 27 86 03; Movil: 659 32 49 00

Encarna Guillen (IP): e-mail: encarna.guillen@gmail.es / Consulta: 968 36 90 42

Direccién: Seccién de Genética Médica. Servicio de Pediatria.
Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca
Ctra Madrid-Cartagena s/n, 30120 El Palmar, Murcia

Nota: Este protocolo se ha disefiado para el estudio de la Displasia Ectodérmica Hipohidrética, aunque
quisiéramos continuar con esta linea de trabajo, por lo que si se le presentan otros tipos de displasias a
los que le quiera hacer el estudio genético, puede enviario del mismo modo. En estos casos, el resultado
se podria demorar varios meses.

IMIB " t & P Protocolo de toma de muestra y envio. Expediente N°PI14/01259

Version 15 de Abril 2015






ANEXOS

225

ANEXO 6. SECUENCIAS DE OLIGONUCLEOTIDOS CEBADORES

Secuencias de oligonucle6tidos cebadores por pares (F y R), utilizados para
la amplificacion de cada exon de los genes EDA, EDAR, EDARADD, WNT10A y
para el cebador universal M13.

FAI OLIGONUCLEOTIDO TAMANO COORDENADAS
CEBADOR 5'-3' (pb) (CRcH37.p13)
EDA_Ex1 F-ACAGTAGCCGCCTGTCAGAG 578 pb chrX:69616223
R-TAAATTGGCTCGAGGTTGCT +69616809
EDA_Ex2 F-CTGAGTGGGGTCAACCTTTG 242 pb chrX:69956982
R-CACCATGCCCTACCAAGAAG +69957223
EDA_Ex3 F-GGCTGTGAGACTCCCTCAAA 226 pb chrX:70023098
R-CAAAAATCGCACTCTTGATTT +70023323
EDA_Ex4 F-TGGGCAACAGAGCAGGAC 318 pb chrX:70027797
R-GCTCTCAGGATCACCCACTC +70028114
EDA_Ex5 F-GGTGAGGGGAAAAGGAAGTC 214 pb chrX:70029444
R-AATCTCCGGGGTGTTCTCAT +70029657
EDA_Ex6 F-AGGATGGAAACATGGGACTG 177 pb chrX:70030389
R-AGGGGAGAAGCTCCTCTTTG +70030565
EDA_Ex7 F-TGTTGCCTCGATTATTCTGACA 237 pb chrX:70033343
R-CCGGATCTGCATTCTGGATA +70033579
EDA_Ex8 F-CCCACCCTCTCTTTCCTCTC 388 pb chrX:70035305
R-TCCACAGCAGCACTTAGAGGT +70035692
EDAR_Ex1 F-AACCCTCTGAGCACGAGAAA 447 pb chr2:109547341-
R-ACAGCTGAAGAGGCCAAGAA 109547787
EDAR_Ex2 F- GTGATCAACCAGGAGCCACT 467 pb chr2:109546421-
R- TCTTGCCATCAATCTCAACG 109546887
EDAR_Ex3 F- CAGAGCATGAGCTGGTTCCT 457 pb chr2:109545555-
R- GCAGTATCCATGACCCCTGT 109546011
EDAR_Ex4 F- CAGCCACCAGAGAGAGGAAC 518 pb chr2:109539660-
R- CCTTCATAGACCTGCCTGGA 109540177
EDAR_Ex5 F- CAGCGTCTTTGAAGGTGGA 520 pb chr2:109528690-
R- CCTCCTCAATCCCTTCTTCC 109529279
EDAR_Ex6-7-8  F- AGTCCTGGAGGGAAGACCA 735 pb chr2:109526861-
R- TGCTCAGGATCCACAGGAC 109527595
EDAR_Ex9 F- GAAGCCACCGGTGTATGTCT 450 pb chr2:109524218-
R- CGTCTTGCAGGAGAGCTGAT 109524667
EDAR Ex10  F- CGTCTCTGGTGTTGGGCGTA 308 pb chr2:109522628-
R- GCCATTCTGACCAAAGTGCG 109522935
EDAR Ex11  F- GGTGGCTTTCTGCATGTTTT 676 pb chr2:109513146-
R- ACAGGCGAGCATCTGAAAGT 109513821
EDARADD_Ex1  F- CTATCCGAAGGCAGACCAAG 537 pb chr1:236557574+
R- TGAGAACACGTTGGAATTGG 236558110
EDARADD_Ex2  F- GCAAACCCGCTCTATTTGTT 285 pb chr1:236572476+
R- AGCCTGGAGAAACCCAAAGT 236572760
EDARADD_Ex3 F- CTGCCCAGAACACATGCTTA 513 pb chr1:236577158+
R- GGTCGACTAGTGCTTTGTTCA 236577669
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EDARADD_Ex4

EDARADD_Ex5

EDARADD_Ex6

WNT10A_Ex1

WNT10A_Ex2

WNT10A_Ex3

WNT10A_Ex4

M13

F- GGCAGCATGTGACACTGAAC
R- TGCTACCTTACTGGGATGCTT
F- CAAGATCCAGTCCCTCCACC
R- GTGCACCGCAGGTAGAAAGT
F- GCTTTTGACAATTCAGCAGGA
R- GTCCACTGTTCCACGTCCTIT
F-AGTCCCACTGGGCTGTGA
R-TCTACCCCAGCAAGAGCATC
F-CGTTGGGACAGAGTGTGTGT
R-CTGAGGTGGAGATGCTGGAT
F-AGAAAGGTGGGCTGGAGAAT
R-GGCCCTAGGCAAAGAGATTT
F-GGAGTGGGTTTCAGAAGCAG
R-CCAAGACCGTAAGCCTCAGA
F-GTTGTAAAACGACGGCCAGT
R-CACAGGAAACAGCTATGACC

323 pb
618 pb
594 pb
249 pb
400 pb
499 pb

661 pb

chr1:236590587+
236590909
chr1:236631402+
236632019
chr1:236645470+
236646063
chr2:218880943
+218881191
chr2:218882078
+218882477
chr2:218889913
+218890411
chr2:218892684
+218893344
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

TITULO DEL PROYECTO: “Implementacién de la secuenciacién masiva en el diagnéstico e identificacién

de nuevos genes en la Displasia Ectodérmica”

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Encarna Guillen-Navarro. Jefe de la Seccién de Genética Médica del Servicio
de Pediatria del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca (HCUVA). TIf contacto consulta:
968369042.

Como padre o tutor del menor de 18 afios, o intelectualmente discapacitado, invitado a participar
en este estudio, usted debera tener en cuenta que la palabra "usted" en este documento se refiere a su
hijo.

Este documento de consentimiento informado describe el presente estudio, ademads le ayudard a
decidir si desea o no participar en esta investigacion. Este documento proporciona informacién
importante acerca de los requerimientos y preguntas a los cuales estard sujeto durante el estudio.
Asimismo, proporciona informacion sobre los riesgos y beneficios, y también sobre sus derechos como
participante de este estudio de investigacion. Al firmar este formulario, usted estd de acuerdo en
participar en este estudio.

Si usted tiene cualquier duda acerca de este formulario o desea obtener mas informacién acerca
del estudio o cualquier otra cuestién consulte con el equipo de investigacion.

Le sugerimos que usted consulte con su familia y/o amigos acerca de su participaciéon en este
estudio.

No se comprometa a participar en este estudio a menos que el equipo de investigaciéon haya respondido
a todas sus preguntas. Usted tiene el derecho de decidir si quiere o no ser parte del presente estudio.

¢CUAL ES LA FINALIDAD DE ESTE ESTUDIO?

Este estudio tiene una doble finalidad, por un lado, definir las variables clinicas relevantes para el
diagndstico de las Displasia Ectodérmicas (DE) y por otro lado, identificar su base molecular. Se realizaran
los andlisis genéticos apropiados para la deteccion de todas las mutaciones posibles responsables de la
DE. Estos estudios nos ayudaran a establecer una correlacién fenotipo-genotipo que nos aporte un mayor
conocimiento de la enfermedad.

Le invitamos a participar en este estudio porque su hijo-a presenta caracteristicas clinicas compatibles
con DE. La participacion en este estudio cientifico no debe remplazar ninguna visita médica especifica o
de rutina.

¢COMO SE DESARROLLARA ESTE ESTUDIO?

En caso de que desee participar en el estudio se le evaluard clinicamente y se le tomara una
muestra de sangre para realizar las pruebas de laboratorio necesarias para el estudio. En primer lugar, se
realizard un estudio genético mediante secuenciacién masiva de un panel de genes implicados en las DE.
En el caso de que el panel de genes no permita identificar el defecto genético subyacente a la DE, se
procederd a la secuenciacién del genoma completo.
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Se requiere la realizacion de ortopantomografia y la toma de fotografias clinicas para tener un registro
grafico de los signos de la enfermedad y para su potencial publicacién en revistas cientificas y/o médicas,
si asi lo autoriza.

Autorizo la recogida de las muestras gt r ias paralar ion del estudio:
SI
NO

Autorizo la realizacién de fotografias clinicas para el estudio:

Sl
NO

Autorizo la publicacién de las fotografias clinicas tomadas en revistas cientificas y/o médicas, con
preservacion de mi identidad.

Sl
NO

Tengo el derecho arevocar la autorizacién para publicar mis fotografias en cualquier momento. Para esto,
debera contactar con el médico a cargo del estudio.

¢CUANTAS PERSONAS PARTICIPARAN DE ESTE ESTUDIO?
Se estima una participacién de 75 personas en este estudio.

¢CUAL ES LA DURACION del ESTUDIO?
El estudio no requiere de mucho tiempo, el necesario para informarle acerca de él, firmar el
consentimiento informado, evaluarlo clinicamente y tomar una fotografia y extracciéon sanguinea.

¢ CUALES SON LOS RIESGOS DE ESTE ESTUDIO?

No existe ningun riesgo al participar en este estudio cientifico.

La recogida de la muestra de sangre es un procedimiento muy sencillo que consiste pinchar en una vena
periférica, habitualmente del brazo y extraer de 6-10 ml de sangre. Los riesgos asociados con la puncién
venosa son leves e infrecuentes (hematoma en el punto de puncién, desmayo o sensacién de mareo). El
personal asistira cualquier eventualidad si es necesario.

¢CUALES SON LOS BENEFICIOS DE ESTE ESTUDIO?
Su participacién en este estudio puede beneficiarle en el caso de que sea diagnosticado de una mutacion
en los genes analizados, al proporcionarle, ademas del diagnéstico, informacién mds precisa sobre el
prondstico de la enfermedad y el estudio de otros miembros de la familia, asi como un diagnéstico
prenatal y un asesoramiento genético adecuado.

¢CUAL ES EL COSTE DE ESTE ESTUDIO?
Usted no deberd pagar por participar en este estudio. La participacion es en este estudio es voluntariay
gratuita. Tampoco recibira ningtin tipo de compensacion econémica.

.
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¢COMO SE PROTEGERA LA CONFIDENCIALIDAD DE MIS DATOS?

Todos los datos relativos a este estudio seran tratados con caracter confidencial de acuerdo a lo
establecido en la Ley Organica 15/1999 del 13 de Diciembre de Proteccion de Datos de Caracter Personal
y su desarrollo en el Real Decreto 1720/2007 de 21 de Diciembre.

Sélo el equipo investigador tendrd acceso a sus datos personales y clinicos. Sus datos clinicos sélo seran
divulgados de manera anénima, y apareceran codificados en la base de datos.

La participacion en este estudio es voluntaria, teniendo usted la potestad de retirarse del mismo en
cualquier momento.

Al firmar este documento informativo, usted otorga su consentimiento para que sus datos personales
sean procesados de la manera expuesta. Usted tendrda derecho en todo momento a acceder a la
informacién que la base de datos tiene sobre usted a través de su médico. Usted también tendra derecho
a exigir la correccion de la informacién cuando ésta sea errénea.

Si tiene alguna duda, puede contactar con los investigadores implicados en el estudio.

¢ES ESTE ESTUDIO VOLUNTARIO?

La participacion en este estudio de investigacion es completamente voluntaria. Usted puede optar por
participar o no de este estudio. Aun cuando usted decida participar en este estudio, en cualquier
momento puede dejar de participar si asi lo desea. Si usted decide no participar en este estudio, o si usted
deja de participar en cualquier momento, usted no serd penalizado ni perdera ningin beneficio para
participar en otro estudio.

¢QUE PASA SI DECIDO RENUNCIAR AL ESTUDIO?

Usted puede renunciar o retirarse del estudio simplemente comunicando al equipo de estudio que ya no
esta interesado en la participaciéon en este estudio. Alternativamente, usted podra enviar una carta de
renuncia a la participacion de este estudio.

¢RECIBIRE INFORMACION DURANTE LA PARTICIPACION DE ESTE ESTUDIO?
Se le proporcionard cualquier nueva informacién de este estudio que pueda afectar a su deseo de
continuar participando en él.

¢PUEDE ALGUIEN MAS TERMINAR MI PARTICIPACION EN ESTE ESTUDIO?
El investigador puede retirarle del estudio sin su previo consentimiento. El investigador compartira
cualquier informacién nueva que pueda afectar al deseo de continuar o no en el estudio.

¢QUE PASA SI TENGO MAS PREGUNTAS?
Sugerimos que efectiie mas preguntas. Si usted tiene alguna pregunta sobre el estudio cientifico en si, por
favor contacte con el equipo investigador en los teléfonos indicados.

Este formulario de consentimiento no es un contrato. Se trata de un conjunto de explicaciones por escrito
de lo que sucederd durante el estudio si usted decide participar. Aceptando participar en este estudio
usted no estd renunciando a ningtin derecho legal.

Su firma indica: que se la ha explicado a usted los requerimientos y procedimientos de este estudio, que
sus inquietudes y preguntas han sido contestadas, y que se compromete a participar en este estudio.
Usted recibira una copia firmada de este formulario.
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Padre / Tutor Nombre y Relacién con el participante:

Nombre del menor o del discapacitado intelectualmente:

Firma del padre/madre o tutor:

Nombre del padre/madre o tutor:

Firma del menor si es > 12 afios:

Nombre del menor:

Declaracién de la persona que obtuvo el consentimiento.

La informacion contenida en este documento ha sido explicada y discutida con el participante o, en su
caso, con el representante legal autorizado del participante. El participante ha indicado que entiende los
riesgos, beneficios y procedimientos relacionados con la participacién en este estudio de investigacion.

(Firma de la persona que obtuvo el consentimiento) (Fecha)

(Nombre de la persona que obtuvo el consentimiento)

IMIE <o [,‘; gump e ) Consentimiento Informado- Menores. Expediente N°PI17/00796
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

TITULO DEL PROYECTO: “Implementacién de la secuenciacién masiva en el diagnéstico e identificacién

de nuevos genes en la Displasia Ectodérmica”

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Encarna Guillen-Navarro. Jefe de la Seccién de Genética Médica del Servicio
de Pediatria del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca (HCUVA). TIf contacto consulta:
968369042.

Este documento de consentimiento informado describe el presente estudio, ademads le ayudard a
decidir si desea o no participar en esta investigaciéon. Este documento proporciona informacién
importante acerca de los requerimientos y preguntas a los cuales estard sujeto durante el estudio.
Asimismo, proporciona informacion sobre los riesgos y beneficios, y también sobre sus derechos como
participante de este estudio de investigaciéon. Al firmar este formulario, usted estd de acuerdo en
participar en este estudio.

Si usted tiene cualquier duda acerca de este formulario o desea obtener mas informacién acerca
del estudio o cualquier otra cuestion consulte con el equipo de investigacion.

Le sugerimos que usted consulte con su familia y/o amigos acerca de su participaciéon en este
estudio.

No se comprometa a participar en este estudio a menos que el equipo de investigacidon haya respondido
a todas sus preguntas. Usted tiene el derecho de decidir si quiere o no ser parte del presente estudio.

¢ CUAL ES LA FINALIDAD DE ESTE ESTUDIO?

Este estudio tiene una doble finalidad, por un lado, definir las variables clinicas relevantes para el
diagnostico de las Displasias Ectodérmicas (DE) y por otro lado, identificar su base molecular. Se realizaran
los andlisis genéticos apropiados para la deteccion de todas las mutaciones posibles responsables de la
DE. Estos estudios nos ayudaran a establecer una correlacion fenotipo-genotipo que nos aporte un mayor
conocimiento de la enfermedad.

Le invitamos a participar en este estudio porque su hijo-a presenta caracteristicas clinicas
compatibles con DE. La participacién en este estudio cientifico no debe remplazar ninguna visita médica
especifica o de rutina.

¢COMO SE DESARROLLARA ESTE ESTUDIO?

En caso de que desee participar en el estudio se le evaluarad clinicamente y se le tomara una
muestra de sangre para realizar las pruebas de laboratorio necesarias para el estudio. En primer lugar, se
realizard un estudio genético mediante secuenciacién masiva de un panel de genes implicados en las DE.
En el caso de que el panel de genes no permita identificar el defecto genético subyacente a la DE, se
procedera a la secuenciacion del genoma completo.
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Se requiere la realizacion de ortopantomografia y la toma de fotografias clinicas para tener un
registro grafico de los signos de la enfermedad y para su potencial publicacion en revistas cientificas y/o
médicas, si asi lo autoriza.

Autorizo la recogida de las muestras gt r ias paralar ion del estudio:
N

NO

Autorizo la realizacién de fotografias clinicas para el estudio:
SI
NO

Autorizo la publicacién de las fotografias clinicas tomadas en revistas cientificas y/o médicas, con
preservacion de mi identidad.

N

NO

Tengo el derecho arevocar la autorizacién para publicar mis fotografias en cualquier momento. Para esto,
debera contactar con el médico a cargo del estudio.

¢ CUANTAS PERSONAS PARTICIPARAN DE ESTE ESTUDIO?
Se estima una participacién de 100 personas en este estudio.

¢CUAL ES LA DURACION del ESTUDIO?
El estudio no requiere de mucho tiempo, el necesario para informarle acerca de él, firmar el
consentimiento informado, evaluarlo clinicamente y tomar una fotografia y extracciéon sanguinea.

¢ CUALES SON LOS RIESGOS DE ESTE ESTUDIO?

No existe ningun riesgo al participar en este estudio cientifico.

La recogida de la muestra de sangre es un procedimiento muy sencillo que consiste pinchar en una vena
periférica, habitualmente del brazo y extraer de 6-10 ml de sangre. Los riesgos asociados con la puncién
venosa son leves e infrecuentes (hematoma en el punto de puncién, desmayo o sensacién de mareo). El
personal asistira cualquier eventualidad si es necesario.

¢CUALES SON LOS BENEFICIOS DE ESTE ESTUDIO?

Su participacion en este estudio puede beneficiarle en el caso de que sea diagnosticado de una mutacion
en los genes analizados, al proporcionarle, ademds del diagndstico, informaciéon mas precisa sobre el
prondstico de la enfermedad y el estudio de otros miembros de la familia, asi como un diagnéstico
prenatal y un asesoramiento genético adecuado.

¢CUAL ES EL COSTE DE ESTE ESTUDIO?
Usted no deberd pagar por participar en este estudio. La participacion es en este estudio es voluntariay
gratuita. Tampoco recibira ningun tipo de compensaciéon econémica.

¢COMO SE PROTEGERA LA CONFIDENCIALIDAD DE MIS DATOS?

Todos los datos relativos a este estudio seran tratados con cardcter confidencial de acuerdo a lo
establecido en la Ley Organica 15/1999 del 13 de Diciembre de Proteccidn de Datos de Caracter Personal
y su desarrollo en el Real Decreto 1720/2007 de 21 de Diciembre.

.
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Solo el equipo investigador tendrd acceso a sus datos personales y clinicos. Sus datos clinicos sélo seran
divulgados de manera anénima, y apareceran codificados en la base de datos. La participacion en este
estudio es voluntaria, teniendo usted la potestad de retirarse del mismo en cualquier momento.

Al firmar este documento informativo, usted otorga su consentimiento para que sus datos personales
sean procesados de la manera expuesta. Usted tendra derecho en todo momento a acceder a la
informacién que la base de datos tiene sobre usted a través de su médico. Usted también tendra derecho
a exigir la correccion de la informacién cuando ésta sea errénea.

Si tiene alguna duda, puede contactar con los investigadores implicados en el estudio.

¢ES ESTE ESTUDIO VOLUNTARIO?

La participacién en este estudio de investigacion es completamente voluntaria. Usted puede optar por
participar o no de este estudio. Aun cuando usted decida participar en este estudio, en cualquier
momento puede dejar de participar si asi lo desea. Si usted decide no participar en este estudio, o si usted
deja de participar en cualquier momento, usted no sera penalizado ni perderd ningin beneficio para
participar en otro estudio.

¢QUE PASA SI DECIDO RENUNCIAR AL ESTUDIO?

Usted puede renunciar o retirarse del estudio simplemente comunicando al equipo de estudio que ya no
esta interesado en la participaciéon en este estudio. Alternativamente, usted podra enviar una carta de
renuncia a la participacion de este estudio.

¢RECIBIRE INFORMACION DURANTE LA PARTICIPACION DE ESTE ESTUDIO?
Se le proporcionard cualquier nueva informacién de este estudio que pueda afectar a su deseo de
continuar participando en él.

¢PUEDE ALGUIEN MAS TERMINAR MI PARTICIPACION EN ESTE ESTUDIO?
El investigador puede retirarle del estudio sin su previo consentimiento. El investigador compartird
cualquier informacién nueva que pueda afectar al deseo de continuar o no en el estudio.

¢QUE PASA SI TENGO MAS PREGUNTAS?
Sugerimos que efectiie mds preguntas. Si usted tiene alguna pregunta sobre el estudio cientifico en si, por
favor contacte con el equipo investigador en los teléfonos indicados.

Este formulario de consentimiento no es un contrato. Se trata de un conjunto de explicaciones por escrito
de lo que sucederd durante el estudio si usted decide participar. Aceptando participar en este estudio
usted no estd renunciando a ningtin derecho legal.

Su firma indica: que se la ha explicado a usted los requerimientos y procedimientos de este estudio, que
sus inquietudes y preguntas han sido contestadas, y que se compromete a participar en este estudio.

Usted recibira una copia firmada de este formulario.

Firma del participante: Fecha:

Nombre del participante:
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Declaracion de la persona que obtuvo el consentimiento

La informacién contenida en este documento ha sido explicada y discutida con el participante o, en su
caso, con el representante legal autorizado del participante. El participante ha indicado que entiende los
riesgos, beneficios y procedimientos relacionados con la participacién en este estudio de investigacion.

(Firma de la persona que obtuvo el consentimiento) (Fecha)

(Nombre de la persona que obtuvo el consentimiento)
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ESTUDIO GENETICO MEDIANTE TECNICA DE SECUENCIACION MASIVA

¢ Queé es la secuenciacion masiva?

Hasta hace poco, los estudios genéticos consistian basicamente en determinar de forma sucesiva, uno
a uno, la secuencia del ADN de cada gen o genes causantes de una enfermedad o de un trastorno
genético. La secuenciacion masiva, como su propio nombre indica, pemite determinar de forma
simultanea la secuencia del ADN de un nimero variable de genes. Esto resulta particulaimente util en
aquellas enfermedades o trastornos genéticos causados por mulltiples y diferentes genes (por ejemplo,
se conocen mas de 70 genes diferentes causantes de Displasia Ectodémica, una enfermedad que
afecta a la piel, dientes y pelo). Para situaciones en las que no se dispone de una orientacién clinica
concreta, la secuenciacién masiva resulta idénea, porque ofrece la posibilidad de estudiar la totalidad
de los 22.000 genes, mediante la secuenciacion del exoma, o el genoma completo, con el fin de intentar
identificar la posible causa de la enfermedad o del trastorno genético.

El término secuenciacién de ultima generacion (del inglés Next Generation Sequencing, NGS) es
sinénimo y equivalente al de secuenciaciéon masiva en castellano.

¢Qué genes se estudian?

En la mayoria de los casos el estudio se limita inicialmente al analisis de un grupo o panel de genes
relacionados con la enfermedad o el trastorno genético que ha motivado el estudio. En el caso de no
identificar ninguna alteracion, si existe indicacion médica, es posible ampliar el estudio a otros genes,
pudiendo llegar al genoma completo, si el paciente lo autoriza.

En cualquier caso, y a pesar de la exhaustividad de estos estudios, es posible que no se logre encontrar
la causa de la enfermedad o del trastorno genético, ya que la sensibilidad de estas pruebas no es del
100%.

£Qué limitaciones tiene esta técnica?

Los estudios de secuenciacién masiva generan una gran cantidad de datos y es preciso distinguir los
que puedan ser relevantes de los que puedan no serlo. Existen ademas ciertas limitaciones técnicas
que conviene conocer para interpretar los resultados con precision:

Existen ciertas regiones en los genes que pueden resultar dificiles de analizar. Si esto sucediera en el
analisis, se indicaria en el informe.

Si el estudio se limita al analisis de un grupo o panel de genes, Unicamente se podran detectar
mutaciones en estos genes. Por tanto, mutaciones de interés en otros genes no incluidos en el panel
no van a ser detectadas. El informe incluira |a lista exacta de genes analizados, asi como el disefio de
panel especifico empleado para el estudio.
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¢Cuales son los posibles resultados de un estudio de secuenciacion masiva?

Nos podemos encontrar ante cuatro situaciones posibles:

1. Que se detecte una o mas alteraciones considerada/s como causante/s de la enfermedad o del
trastorno genético que indicé el estudio, lo que confiimaria o aclararia el diagnéstico. En esta
situaciéon, se comentara con el paciente el alcance y las implicaciones del resultado.

2. Que se detecte una o mas alteraciones de significado incierto. En este caso puede ser necesario
solicitar exploraciones complementarias o estudiar a otros miembros de la familia con el fin de intentar
confirmar si los hallazgos se relacionan o no con la enfermedad o el trastorno genético que motivé el
estudio.

3. Que no se detecten alteraciones que puedan explicar la enfermedad o el trastorno genético.

4. Que, en el caso de que se analicen todos los genes (secuenciacion del genoma completo), se
detecten hallazgos incidentales o fortuitos*. Estos se definen como alteraciones detectadas de forma
casual, no relacionadas con la enfermedad o el trastorno genético que indicé el estudio, pero que
pueden tener implicaciones relevantes para la salud del paciente y/o de sus familiares.

¢Qué hallazgos se informan al paciente y cuales no?

Se informan:
Hallazgos causantes o relacionados con la enfermedad o el trastorno genético que indicé el estudio.

Si el paciente o el tutor legal lo solicita y lo autoriza, hallazgos incidentales o fortuitos no relacionados con
la enfermedad o el trastorno genético que indicé el estudio pero que pudieran tener consecuencias
importantes para la salud del paciente o de sus familiares (por ejemplo, mutaciones en genes causantes
de enfermedades cardiovasculares que predisponen a muerte subita y en genes que predisponen al
desarrollo de cancer hereditario).

No se informan:
Hallazgos de significado incierto sin relaciéon causal aparente con el motivo del estudio.

Hallazgos que confirman la condicién de portador (sano) de una mutacién causante de una enfermedad o
trastorno genético (por ejemplo, la fibrosis quistica del pancreas).

Necesidad de revisar los resultados de los estudios de secuenciacion masiva segun avance el
conocimiento en genética

El conocimiento sobre la funcién de los genes y su papel en determinadas enfermedades y trastornos
genéticos avanza de forma rapida y progresiva. Una alteraciéon genética identificada y considerada de
significado incierto en la actualidad, debera ser revisada mas adelante. Por ello, en estos casos, se
recomienda que, pasado un tiempo (uno o dos afios), se acuda de nuevo a consulta para revisar la
situaciéon y comprobar si se dispone de nueva informacién que pudiera modificar la interpretacion inicial
del hallazgo.

(1 También conocidos como hallazgos casuales, coincidentes, imprevistos, inesperados, no solicitados, circunstanciales,
accidentales, secundarios, complementarios, no deliberados, etc.).
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¢ Como se realiza este procedimiento?:

Es necesaria una muestra de sangre (3-6 ml) o de cualquier otro tejido del que se pueda obtener ADN.
La muestra de sangre se obtiene mediante una extraccién sanguinea a través de una puncién de una
vena de la parte interior del codo o del dorso de la mano. No es necesario acudir en ayunas.

Una vez obtenida la muestra, se procede a extraer el ADN de las células (en una muestra de sangre,
los leucocitos o glébulos blancos), parte del cual se utiliza para realizar el estudio y el resto se almacena
por si hubiera que repetirlo. En algunos casos puede ser necesario obtener una muestra de sangre de
los padres o de otros familiares para poder interpretar los resultados.

¢Cuanto dura?: La extraccion dura entre 5y 10 minutos. El plazo estimado de resultados es variable,
alrededor de 6 meses, dependiendo de la amplitud del estudio.

¢ Qué objetivos persigue?: |dentificar la alteracion genética causante de la enfermedad o del trastorno
genético.

¢ Queé riesgos tiene?

1. Riesgos generales: Los riesgos asociados con la puncién venosa son leves e infrecuentes
(hematoma en el punto de puncién, desmayo o sensacién de mareo).

2. Riesgos personalizados: Ademas de los riesgos anteriormente citados por la/s enfermedad/es que
padece puede presentar otras complicaciones:

3. Beneficios del procedimiento a corto y medio plazo: |dentificar la alteraciéon genética causante de
una enfermedad o de un trastorno genético no solamente permite confirmar el diagnéstico, sino que
también puede aportar informacién sobre el pronéstico y posibilitar el diagnéstico prenatal y el estudio
de otros miembros de la familia.

¢Qué otras alternativas hay?
No hay otras alternativas.
¢Nos autoriza?

Por este documento solicitamos de forma general |la autorizacién para realizar el procedimiento y/o
prueba mencionados, y para usar imagenes e informacion de la Historia Clinica con fines docentes o
cientificos, ya que esta siendo atendido en un Hospital Universitario. El anonimato sera respetado.

Toda la informacién relacionada con el estudio es estrictamente confidencial y sera tratada en
conformidad con la Ley Organica de Proteccién de Datos 15/1999 y los derechos conlleva de acceso,
cancelacion, rectificacion y oposicion.

En caso de obtener su autorizacion, los resultados de los estudios de secuenciaciéon masiva seran
conservados y custodiados en el Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca — IMIB Arrixaca y
podran ser compartidos, de forma anénima sin identificadores personales, con otros grupos de
investigacion con el fin de aumentar el conocimiento sobre las enfermedades genéticas.
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Declaraciones y firmas:

Antes de firar este documento, si desea mas informacién o tiene cualquier duda sobre este
procedimiento, no tenga reparo en preguntarnos. Le atenderemos con mucho gusto. Le informamos
que tiene derecho a revocar su decision y retirar su consentimiento, solicitandolo por escrito.

1. Declaro mi conformidad con los puntos siguientes
Con respecto al alcance de la prueba y a la informacién de los hallazgos:

Deseo que el ADN extraido de mi / mi hijo / la persona bajo mi tutela legal sea analizado mediante
técnicas de secuenciacion masiva para el siguiente problema médico, y que se realice el siguiente tipo
de analisis:

o Problema meEdiCOo: ...... oo

e Tipo de analisis:

O Opcion 1. Analisis de grupo o panel de genes. Analisis exclusivamente de los genes
conocidos y relacionados con la enfermedad o el trastorno genético

[l Opcidn 2 Anadlisis ampliado. Andlisis de los genes conocidos y relacionados con la

enfermedad o el trastomno genético, seguido de un analisis ampliado de otros genes, pudiendo
llegar al genoma completo, si existe indicacion médica.

Entiendo que en cualquiera de las dos opciones es posible encontrar hallazgos de significado
incierto.

Si he optado por la opcién 2 (analisis ampliado), entiendo que existe ademas la posibilidad de encontrar
hallazgos incidentales o fortuitos no relacionados con la enfermedad o el trastorno genético que ha
indicado el estudio:

] Deseo / ] Nodeseo serinformado de los hallazgos incidentales que se pudieran
detectar y que pudieran tener consecuencias importantes para mi salud o la de mis familiares.
Especificamente, los que afecten a los genes que tienen relevancia clinica

] Dpeseo / [ Nodeseo que la muestra se destruya una vez realizado el estudio.

] Deseo / [ Nodeseo que el excedente de la muestra de ADN conservada en el Hospital
Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca — IMIB Arrixaca, pueda ser compartida de forma anénima
con otros grupos que investiguen sobre la misma enfermedad o transtorno genético.

] Deseo / [l Nodeseo a que parte de la muestra de ADN conservada en el Hospital
Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca — IMIB Arrixaca,, sea utilizada de forma anénima en el
proceso de desarrollo y homologacion en estas pruebas genéticas.
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Entiendo que el conocimiento médico avanza con el paso del tiempo y que seria conveniente acudir
de nuevo a consulta mas adelante para revisar la situacién y comprobar si se dispone de nueva
informacion que pudiera modificar la interpretacion inicial de los resultados.

1. Firma del/la paciente:

DD csunminvusunssnnons st st s S S R AR B SR 60N DiN:licscosmanininmisas

He sido informado/a suficientemente de la intervenciéon que se me va a realizar, y me han
explicado los riesgos, complicaciones y alternativas posibles; lo he comprendido y he tenido el tiempo
suficiente para valorar mi decisién. Por tanto, estoy satisfecho/a con la informacién recibida. Por ello,
doy mi consentimiento para que se realice dicha prueba por el médico responsable y/o médico
residente supervisado por facultativo especialista y a ser informado/a de los resultados segun lo arriba
dispuesto. Mi aceptacion es voluntaria y puedo retirar este consentimiento cuando lo crea oportuno,
solicitandolo por escrito, sin que esta decision repercuta en mis cuidados posteriores.

Firma del paciente Fecha: ........ Do el

2. Firma de familiar o tutores

El paciente D./Dfi@. .......ccooiiiiiiiiiiiiiieeee e no tiene capacidad para decidir en
este momento.

[ BN 5 | a—
en calidad de. 25 .., he sido informado/a suficientemente de la intervenciéon
que se le va a realizar. Por ello, doy expresamente mi consentimiento. Mi aceptacién es voluntaria y
puedo retirar este consentimiento cuando lo crea oportuno.

Firma del tutor o familiar Fecha: .....c.c.c L L y R

3. Relativo al médico que solicita:

B - T he informado al paciente y/o al tutor o
familiar del objeto y naturaleza del procedimiento que se le va a realizar explicandole los riesgos,
complicaciones y alternativas posibles.

Firma del médico Feeha: oanlvowmalmimnian
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4. Relativo a la no aceptacién (REVOCACION) del Consentimiento Informado:

He sido informado de que puedo revocar este documento previamente a la realizacion de la
intervencion, por lo que manifiesto que NO doy mi Consentimiento para someterme a la realizacion de
la misma, dejando sin efecto mi Consentimiento anterior.

Deseo hacer las siguientes observaciones:

Firma del paciente Fecha: ........./ oo e
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