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Identificacion de mutaciones

en el gen CYBB que llevan al fenotipo
de la enfermedad granulomatosa
cronica ligada al cromosoma X:

Reporte de una nueva mutacion
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Report of a new mutation in CYBB
gene in two patients with X linked

chronic granulomatous disease

Background: The X-linked form of chronic granulomatous disease
(CGD) is a primary immunodeficiency that affects phagocytes of the innate immune system and is
characterized by an increased susceptibility to severe bacterial and fungal infections. It is caused by
mutations in the CYBB gene, which encodes the 91-kD subunit of phagocyte NADPH oxidase. Aim:
To identify the mutation in the CYBB gene in two unrelated patients from Chile with the diagnosis of
X-linked CGD and their families. Patients and methods: The molecular genetic defects of two
unrelated patients from Chile with X-linked CGD caused by defects in the CYBB gene were
investigated. The underlying mutation was investigated by single strand conformation polymorphism
(SSCP) analysis of PCR-amplified genomic DNA and by sequencing of the affected gene region.
Results: We found an insertion ¢.1267_1268insA in exon 10 leading to a frameshift mutation. This
mutation is a novel report. We also identified a splice site mutation in the other patient, that presented
a ¢.1326 +1 G>A substitution in intron 10. The mutation was also detectable in his heterozygous
mother. Conclusions: This is the first report of the clinical and molecular characterization of Chilean
patients with mutations in CYBB gene (Rev Méd Chile 2006; 134: 965-72).
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| sistema NADPH oxidasa es un complejo

enzimatico que esta localizado en la membra-
na plasmatica de los granulos especificos de los
fagocitos y cataliza la generacion de ion superoéxi-
do a partir del oxigeno molecular. Uno de los
componentes de este complejo enzimatico es el
flavocitocromo bgge, una proteina integral de
membrana con bajo potencial de reduccion, que
le permite ceder electrones y generar especies
reactivas de oxigeno. Es un heterodimero com-
puesto por una glicoproteina de 91 kDa Ilamada
gp91-phox (phox por phagocyte oxidase) y una
subunidad de 22 kDa denominada p22-phox. Al
sistema oxidasa pertenecen, ademas, otras tres
proteinas citosolicas (p47-phox, p67-phox y p40-
phox) y unas proteinas con actividad GTPasa,
conocidas como Racl y Rac2. Frente a un estimu-
lo, las proteinas citosoélicas se translocan desde el
citosol hacia la membrana, generando la interac-
cion de todos los componentes del sistema oxida-
sa y el inicio de la actividad enzimatica®.

Cualquier alteracion genética en alguna de las
proteinas del sistema NADPH oxidasa que impli-
que falla en la expresién o funcién de este sistema
transportador de electrones, lleva al fenotipo de la
enfermedad granulomatosa crénica (EGC), que
afecta de 1 en 200.000 a 1 en 250.000 individuos.
Estos pacientes tienen un defecto en el «estallido
respiratorio» de los fagocitos, que resulta en la
incapacidad de destruir microorganismos tales
como Staphylococcus aureus, y especies de hon-
gos tales como Aspergillus, Candida y Nocardia?.
Los neutréfilos y monocitos estimulados in vitro
por una variedad de estimulos solubles y particu-
lados de los pacientes con EGC, no son capaces
de producir especies reactivas del oxigeno.

La forma mas comin de EGC es causada por
un defecto en la proteina gp91-phox, que tiene un
patrén hereditario ligado al cromosoma X. A su
gen se le conoce como CYBB y esta localizado en
la porcién Xp21.1. Las mutaciones que presenta el
gen CYBB son heterogéneas y responsables de 60
a 65% de los casos de EGCS3. La enfermedad
también se presenta con una forma de herencia
autosémica recesiva por defecto de las proteinas
P47 (30%), p67 (5%) y p22 (5%)*. Los genes de
cada una de ellas se denominan NCF-1, NCF-2 y
CYBA, respectivamente.

En este trabajo se estudia, a nivel bioquimico y
genético, la molécula gp91-phox en 2 pacientes

chilenos con diagnéstico de EGC, con el fin de
confirmar el diagnéstico de EGC ligado a X.
También se estudian familiares directos para de-
tectar eventuales portadores.

PACIENTES Y METODOS

Pacientes y controles. Paciente P1: varon de 9 afos,
sin antecedentes familiares de EGC. Inici6 su
sintomatologia cuando tenia 1 afio y 11 meses de
edad y present6 abscesos subcutaneos, hepatico y,
posteriormente, a los 2 afios 6 meses, un absceso
pulmonar. En todos ellos se identifico Staphylococ-
Cus aureus como germen causal y requirié trata-
miento antibidtico (Cloxaciclina) y drenaje
quirargico. Un estudio de nitroblue tetrazolium
(NBT) realizado a los 2 afios 6 meses confirmo el
diagndstico de EGC. La prueba de reduccién de
NBT en el paciente fue de 0% (control 98%), sin
embargo, la madre y la hermana tenian una
respuesta normal. Desde el diagnéstico, se inicid
terapia profilactica con TMP-SMX. Actualmente
presenta adenitis supurada persistente, cultivo (-) y
se encuentra en tratamiento con cefalosporina.
Paciente P2: varon de 5 afios 7 meses. Primer
hijo de una familia sin antecedentes de inmuno-
deficiencia primaria o consanguinidad. A los 6
meses de vida presentd adenoflegmén cervical
izquierdo (cultivo identific6 Staphylococcus au-
reus) que requirié drenaje quirdrgico y terapia
antibidtica. A los 18 meses presentd piodermitis
del cuero cabelludo y episodios de diarrea a
repeticion. A los 2 afios 11 meses inicié sindrome
febril prolongado y neumopatia de l6bulo supe-
rior derecho de evolucion térpida que requirié
biopsia pulmonar. En el estudio bacteriolégico
de tejido pulmonar se identificé Staphylococcus
aureus y Pseudomonas sp. La prueba de reduc-
cion del NBT demostré 0% de reactividad y una
respuesta disminuida en la madre (12%), tia
materna (49%) y abuela materna (42%); (Control
98%). Con el diagnéstico de EGC se inicio terapia
profilactica con TMP-SMX e itraconazol. El pa-
ciente se encuentra actualmente sin infecciones.
Como controles; se utilizaron 6 individuos
sanos, no relacionados con los pacientes, sin
antecedentes personales o familiares de la enfer-
medad. Pacientes, familiares y controles firmaron
un consentimiento informado aprobado por el
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Comité de Etica de la Escuela de Medicina de la
Universidad de Valparaiso.

Métodos.

Reduccion de NBT (Nitroblue Tetrazolium)
en placa: Polimorfonucleares de sangre periféri-
ca adheridos a una placa se activaron con forbol
miristato acetato (PMA) (Sigma Chemical Co.,
St. Louis MO) 1 mg/ml. La generacién de
radicales de oxigeno se evidencié por medio de
la reduccién del colorante NBT (Sigma) 1 mg/
ml, con la consecuente formacion de precipita-
dos de formazan. Cada ensayo se hizo en
paralelo con una prueba no estimulada y un
control normal. La observacion se realizé por
microscopia optica.

Aislamiento de ADN genémico y PCR: A partir
de 5 ml de sangre total con anticoagulante EDTA,
se obtuvo el ADN genémico (ADNg) de pacientes,
familiares y 6 controles, por la técnica del ADNzol
(Invitrogen). La reaccién de polimerasa en cadena
(PCR) se realizd en un termociclador marca
Thermo Hybaid, modelo PCR Sprint. El volumen
final de la reaccion fue de 50 ul conteniendo 200
ng de ADN, 10 mM Tris-HCI pH=8,3, 1,5 mM
MgCl,, 0,5 uM de cada partidor, 2,5 U de Taq
polimerasa (Invitrogen) y 200 uM de cada dNTP.
Las condiciones de reaccidon fueron: 2 min a 95°C,
35 ciclos de 5 s a94°C, 15 s a 50°C, 30 sa 72°C, y
una extension final de 7 min a 72°C. La pureza de
los productos amplificados se midié por electrofo-
resis en agarosa al 1,5% tefiida con bromuro de
etidio. Los partidores empleados para la amplifica-
cién del ADNg de los 13 exones de la proteina
gp91-phox fueron disefiados de acuerdo a Patifio
y colb.

Andlisis de polimorfismos conformacionales de
cadena simple (SSCP): Se estudi6 el polimorfismo
conformacional de los fragmentos generados por
PCR del ADNg de los pacientes, familiares y
controles. Volumenes iguales de los productos
amplificados con tampon de carga (0,05% de azul
de bromofenol, 0,05% cyanol xylene, 95% forma-
mida y 20 mM EDTA) fueron denaturados a 80°C
por 10 min y colocados inmediatamente en hielo.
Se realizé una electroforesis no denaturante en un
gel de poliacrilamida al 6%, TBE 0,6X, glicerol al
8% a 2 W toda la noche, a temperatura ambiente.
Las bandas de ADN fueron tefiidas con plata por
métodos estandares®. El perfil de migracion de las

bandas de los pacientes fue comparada con el
perfil de sujetos controles normales.
Secuenciamiento del ADN: Los productos de
PCR que dieron bandas alteradas en el SSCP se
purificaron con el kit Concert™ Rapid Purifica-
tion System (Life Technologies) de acuerdo a las
especificaciones del fabricante. Los productos
purificados fueron secuenciados con técnicas es-
tdndares en un secuenciador automatico ABI 377
PE/Applied Biosystems. Las secuencias alteradas
fueron comparadas con las secuencias normales a
partir de los datos de GenBank (Numero de
acceso NM_000397). La nomenclatura usada para
describir los cambios encontrados en las secuen-
cias se baso en las recomendaciones del Human
Genome Variation Society, disponibles en Inter-
net’. Los nucleétidos fueron numerados de acuer-
do a la secuencia de ADN complementario donde
el codén de inicio de la traduccion es +1 y el
nucledtido A del codén de inicio ATG es 138.

REsuULTADOS

Reduccion de NBT (Nitroblue Tetrazolium) en
placa: Los resultados del NBT en placa se mues-
tran en la Tabla 1. En todos los ensayos se incluy6
un control normal y una placa con muestra no
estimulada como control de la técnica. Los pacien-
tes P1 y P2 no son capaces de reducir la molécula
NBT. La madre del paciente P1 reduce el NBT en
95% de las células, lo que se considera normal. En
cambio la madre, abuela y tia materna del pacien-
te P2 tienen entre 12% y 49% de sus células
capaces de reducir el NBT (Tabla 1).

Tabla 1. Reduccion de NBT
en placa de pacientes, sus familiares y controles

Reduccién de NBT (%)

Paciente P1 0
Madre P1 95
Paciente P2 0
Madre P2 12
Abuela materna P2 42
Tia materna P2 49
Control 98
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SSCP y secuenciamiento del gen CYBB: Estudiados
todos los exones del gen de la molécula gp91-
phox, sélo se encontr6 un perfil de migracion
alterado en el exén 10 del gen CYBB en ambos
pacientes (Figura 1). En el SSPC del exén 10 del gen
CYBB del paciente P1 se nota una alteracion en la

migracion con respecto al control. Al secuenciar se
encontré una insercién ¢.1267_1268insA (Figura 2)
que altera el marco de lectura del ADN (insertion
frameshift) a partir del codon 419 (Figura 3). EI SSCP
del exén 10 del paciente P2 y su madre mostrd
claras diferencias con respecto al control (Figura 1).

Control MadreP2 Control P14

Contral P2

Figura 1. Polimorfismo conformacional de cadena simple (SSCP) del exdn 10 del gen CYBB. La figura muestra
el SSCP del exén 10 del gen CYBB efectuado en condiciones no denaturantes en 6% acrilamida, TBE 0,6X, 8%
glicerol a 2 W toda la noche a temperatura ambiente de los pacientes P1 y P2, la madre de P2 y controles. Se
puede observar un perfil de migracién distinto en los pacientes con respecto a los controles. La madre del
paciente P2 presenta 4 bandas, 2 de ellas corresponden a la migracién del amplificado normal y las otras 2 al
amplificado mutado, lo que demuestra su calidad de portadora.

CCATTCTCAAGTCAGTCT

Control

CC AATTCTCAAGTCAGTC

Paciente P1

Figura 2. Secuenciamiento del exén 10 del gen CYBB del paciente P1. La figura muestra una porcién del
amplificado del exdn 10 de un control sano y el paciente P1. Se observa una insercion ¢.1267_1268insA en el
paciente con relacion a la secuencia normal.
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Coddn N* 418 418 420 ... ... y i 428 429 430
TR ATT CTC e e - " ' fanna TGS AAT
Control  sa71
GG AAT TCT ... T vran s vien Evnam TTG CAA TAA
pq | Ser Asn Ser Leu Gin Stap
TECAATTCTCAAGTCAGTCTGEGTTACAAATATTGCAATAAN

Figura 3. Representacién de secuencia normal y la secuencia mutada del gen CYBB con la secuencia de
aminodcidos esperada. La insercion c¢.1267_1268insA en el exdn 10 del gen CYYB que se produce en el
paciente P1 altera el marco de lectura del mARN y produce un cambio en la serie de aminoéacidos a partir del
codén 419 seguido de una sefial de término prematuro en el codon 430 del mismo exén 10. Esto da como
producto final un péptido de menor peso molecular al esperado.

La madre mostr6 el patrén normal y el patron
alterado similar al de su hijo. Se pueden observar
claramente las 4 bandas. En el secuenciamiento del
exoén 10 del paciente P2 se encontr6 una mutacién
en el sitio de splicing del intrén 10 ¢.1326 +1 G>A
(Figura 4). El secuenciamiento del exén 10 de la
madre del paciente P2 demostré un patrén heteroci-
goto (Figura 4).

Discusion

La EGC es causada por el defecto molecular que
lleva a la ausencia, baja expresion o mal funciona-
miento de uno de los componentes del sistema
NADPH oxidasa. En la forma ligada al sexo, se
afecta la cadena pesada del citocromo by 0
gp91-phox y en las formas autosémicas recesivas
puede estar afectado uno de los componentes
citosélicos de la NADPH oxidasa (p47-phox o p67-
phox) o la cadena liviana del citocromo bggg (p22-
phox). Hasta el momento, no se han documentado
pacientes con EGC secundaria a defectos en los

componentes p40-phox y s6lo uno que presenta
una inmunodeficiencia secundaria a un defecto en
el componente rac2°.

El gen CYBB codifica la proteina gp91-phox,
estd compuesto por 13 exones y ocupa aproxima-
damente 30 kb de la region Xp21l.1 del brazo
corto del cromosoma X. Codifica una proteina de
570 aminoacidos (aa) distribuidos en cuatro domi-
nios. El primero es el dominio N-terminal de
aproximadamente 280 aa que cruza varias veces la
membrana celular. El segundo es un dominio de
unién a la molécula FAD (aa 278-397) y el tercero
es el dominio de unién a la molécula NADPH (aa
398-483 y aa 504-570). El Gltimo dominio es un
asa que se encuentra entre el dominio de interac-
cion de la molécula NADPH conocido como loop
over y comprende entre los aa 484 y 503L. La EGC
ligada al X puede resultar de mutaciones en
cualquiera de estos dominios de gp91-phox.

Los defectos en este gen pueden producir la
ausencia de la molécula o la presencia de una
molécula poco o no funcional. El mayor porcenta-
je de mutaciones se ha encontrado en el dominio
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Control

CTCAaAAAAGgtaagtitee il

CTCAAAAAGAtaagtocottil

Figura 4. Secuenciamiento del exdn 10 del gen CYBB del paciente P2 y su madre. La figura muestra una
porcién del amplificado del exdn 10 (representado con letra mayuiscula) y del intrén 10 (representado con letra
mindscula) de un control sano, la madre del paciente P2 y el paciente P2. Se observa una substitucion en el
sitio splicing del intron 10 (c.1326 +1 G>A) en el paciente P2. En andlisis de la misma secuencia en la madre
del paciente P2 demuestra que la madre presenta ambas secuencias, la normal y la mutada.

N-terminal (60%) seguido por mutaciones en las
regiones FAD y NADPH con 16% cada uno?0. Las
mutaciones mas comunes son del tipo sin sentido
(nonsense) y con cambio de sentido (missense)
con 30% cada una. Le siguen las deleciones e
inserciones con alteraciéon del marco de lectura
(frameshift deletion or insertion) con 15% y 11%,
respectivamente. El 13% corresponden a mutacio-
nes que se han localizado en las regiones introni-
cas del gen, que generalmente impiden la correcta
traduccién de la proteina a partir del mARN.
También se ha reportado que aproximadamente
7% de los casos corresponden a grandes delecio-
nes que incluso pueden ser multigénicas. Se han
identificado a la fecha mas de 300 mutaciones que
llevan al fenotipo de EGC ligada a X.

La mayor parte de los pacientes con EGC
ligada a X tienen mutaciones exclusivas de sus

familias, a diferencia de lo que ocurre con el gen
de p47-phox, en donde la mayoria de los pacien-
tes presentan la misma mutacion®. La diversidad
de estas mutaciones constituye una explicacion
para la heterogeneidad clinica de la EGCIL, De
esta manera, el estudio de las células de los
pacientes con EGC, ademas de ilustrar la relevan-
cia clinica de los compuestos intermediarios de
oxigeno reactivo, posibilita la identificaciéon de los
diversos componentes de la NADPH oxidasa, asi
como también sus mecanismos de activacion.
Patifio et al® estudiaron 7 familias con EGC
no relacionadas, en Colombia y Brasil. Identifi-
caron mutaciones nuevas y a un paciente con
una mutacion de novo, ya que su madre no
resulté ser portadora. Recientemente, en Argen-
tinal? se estudiaron 18 familias con EGC ligada
a X en donde también se describen mutaciones

970

ARTiCcULO DE

INVESTIGACION




m GEN CYBB Y EGC LIGADA AL CROMOSOMA X - P Agudelo-Fl6rez et al

nuevas y mutaciones de novo. En el presente
trabajo, se estudiaron 2 familias en las cuales se
determinaron 2 mutaciones distintas en el gen
CYBB. En el paciente P1 se encontr6 una
insercion ¢.1267_ 268insA con alteracion del
marco de lectura (insertion frameshift) del
MARN que da como resultado un cambio en la
serie de aminoacidos a partir del codon 419
seguido de una sefial de término prematuro en
el coddn 430 (Figura 3). Lo mas probable es que
el péptido que se produce sea degradado en el
citoplasma y no se exprese en la membrana
celular. Esta mutacién es un nuevo reporte en la
literatura. La madre del paciente P1 tiene una
poblacion de células capaces de reducir en
forma normal la molécula NBT (Tabla 1). De
acuerdo a lo esperado, la secuencia del exén 10
de la madre del paciente P1 resulté normal, por
lo tanto ésta seria una mutacién de novo. En el
paciente P2 se encontré una substitucién en el
sitio splicing del intrén 10 (c.1326 +1 G>A)
(Figura 4). Este mismo hallazgo fue observado
en la madre del paciente (Figura 4), lo que
evidenci6 su condicién de portadora para esta
mutacién. Aunque se intentd secuenciar el exén
10 de su abuela y tia materna, no se pudo
demostrar la misma mutacion. Sin embargo, la
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