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RESUMEN 

La ictiosis ligada al X (JLX) es un error innato del metabolismo_ que presenta Wia -

frecuencia de 1 en 2000-6000 recién nacidos varones y se caracteriza por la presencia de 

escamas obscuras, adherentes y generalizadas. La !LX se debe a la d~ficiencia de una 

enzima conocida como sulfatasa de esteroides (SE), cuyó -Jócus se ubica en Xp22.3. 

Aproximadamente, 85-95% de los pacientes con !LX pres~~trui deleciones génicas 

totales incluyendo regiones adyacentes, alguno_s pocos han presentado mutaciones 

puntuales o deleciones parciales. El propósito dél presente estudio fue analizar el gen 

STS en 85 pacientes mexicanos c~n !LX (actividad de la SE de 0.00 

pmoles/mg/proteina/hora). La mayoría de los pacientes (n = 81) presentaron deleción 

génica total. El resto de los pacientes (n = 4) mostraron mutaciones diferentes. En el 

primer caso, la deleción comprometía los exones 2-10 y se extendía sobre el extremo 

3'a las secuencias DXSl 131YDXSl133. El segundo paciente, mostró amplificación 
- . . . ' 

normal de los exonés 6~ ÍO-asl como de las secuencias DXS 1130, DXS 1139, Y DXS996 
. ,. . ·. :'<¡ ~ ~;¿/~:<' .'.:/", . 

(adyacentes aléxtremo 5" ). En el tercer sujeto la amplificación de los exones 1-10 fue 
'- ,· >; ~-··.:·;:<(:·~\~.:~-.:,:; __ , 

: no~mal y ef~~~Íi~is'~~iomatizado de la secuencia mostró una mutación puntual en el 
. ' . . .. ·¡:..; ... / .. -'.·_ 1~;.; _-_ :"-' 

~xii~ 9 (15670/A): Est~~utación resultó en la sustitución de arginina por histidina en el 

re~lduo d~ aininoácido 432 en el polipéptido de la STS. El cuarto paciente mostró una 

deleción de 3 pb (AAG) en las posiciones 1252-1254 en el exon 7 del gen STS. Estos 

resultados indican que en la ILX pueden encontrarse diversos defectos moleculares. 

- -~-- --·---·---'---·- ·-"-·----·-·--------~----------~---
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ABSTRACT 

X-linked ichthyosis (XLI) is an inherited inborn error of metabolism with a frequency 

of 1 in 2000-6000 males and is characterized by dark, regular and adherent scales of 

skin. XLI is due to steroid sulfatase {STS) deficiency. The STS locus is located on 

Xp22.3. Approximately, 85%-90% ofXLI patients have large deletions ofthe STS gene 

and flanking sequences, only a few point mutations and partial deletions have been 

reported. The aim of the present study was to analyze the STS gene in 85 Mexican 

patients with XLI. These patients had no STS activity (0.00 pmol per mg protein per h). 

The rnajority of patients (n = 81) had large deletions of the STS gene and flanking 

sequences. The rest of patients (n = 4) showed different mutations. In the first case, the 

deletion involved exons 2-10 and extended over 3'flanking sequences DXS1131 and 

DXSI 133. The second patient, showed a normal amplification of exons 6-10 and 

contiguous 5"flanking sequences DXSI 130, DXSl 139 and DXS996 ofthe STS gene. In 

the third subject the amplification ofexons 1-10 was normal and the sequence analysis 

showed a point mutation in exon 9 (1567G/A). This mutation resulted in thc substitution 

of arginine by histidine at amino acid residue 432 in the STS polypeptide. The four 

patient showed the 3bp deletion (AAG) at positions 1252-1254 within exon 7 of the 

STS gene. We found in this study four novel mutations indicating that ali molecular 

defects ofthe STS gene are occurring in XLI. 



_ ANTECEDENTES 

Ictiosis Rccesiva Ligada X 

La ictiosis recesiva ligada al cromosoma X (ILX) es una genodermatosis genéticamente 

bien definida, se ha observado en diferentes grupos étnicos y afecta a 1 de cada 2,000-

6,000 recién nacidos vivos cle.I sexo ;nasculino. El término ktiosisproviene de la ralz . 

griega "ichthys" que signiÍica pez y ha sido Jiilizado por rriás de 20oOañ~~.iJ;~nÍera ·· 
.. . . . - ., - --·· .. •;_.· -..... ,,, __ 

descripción de ictiosis qu~ aparece' ~n Í~. ÚteratUra médica s~ e~~ue~tia ~ri la 1iiíi:~··Ün . 
<<" ,<, ' < ~,' .", ;~~·:·¡.' ... ~·~·:T;:,.~;"-c:~· .... -;;.:/"· • ··~· 

cutaneuos diseases"escrita por Ro~rt.WHliam en···190S:•P~r o~~p~rte,,~xist~'ii·d~t()s 

que muestran que. los hi\,iú.es,k~~b0s'f~f~~~ri¡~~;i~~~}~f~~~~:~;~~~~i~~f:~;1;~~c,ión·. 
en la que la piel tiene.aspecto~de:escamas·de pescado· o de•piel de)erpiente;,Alibert 

1:\ •.' ~ ~ ··~~ · _; :• -; r,:,- ,,,: :: .. · 

consideraba que vi vi; en áreas ~e~ca~~s a corrientes d~ agua; mru'. o eÚng~rir pescado en 
. :~... -~:._. . . 

estado de putrefacción originaban la enfermedad. En 1884 Fox informó el caso del 

"niño cocodrilo" atribuyendo su causa al ataque de un cocodrilo a la madre durante la 

gestación ( 1-6). 

La ILX inicia generalmente durante los primeros meses de vida y los datos clínicos más 

importantes son la descamación anormal de la piel manifestada por la presencia de 

escamas oscuras, regulares, adherentes y de distribución generalizada. Predominan en 

cara anterior de abdomen, cuello y zonas de flexión, respetando generalmente palmas de 

las manos y plantas de los pies. Esta descamación anormal se debe a la retención del 

estrato córneo de la piel, debida a la deficiencia de una enzima conocida como sulfatasa 

de estcroides (SE) ( I, 3, 7, 8). 

Algunos pacientes con esta genodermatosis han presentado opacidades comeales, 

criptorquidia, hernia inguinal, estenosis congénita de píloro y displasia de cadera. Se ha 

TESIS CON 
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detectado la presencia de cáncer testicular en algunos pacientes con ILX. Las portadoras 

de esta --enfermedad presentan algunas veces opacidades comeales, sangrado 

transvaginal y retardo en la labor de parto, esto último puede condicionar la presencia 

de hipoxia neonatal en los productos. Aproximadamente, 5% de los pacientes con ILX 

presentan fenotipos más complejos, es decir, además de ictiosis pueden cursar con talla 

baja, síndrome de Kallman, condrodisplasia punctata o retraso mental, esto se debe a la 

pérdida adicional de genes adyacentes al gen relacionado con la ILX (9-15). 

El diagnóstico diferencial de la !LX se realiza con la ictiosis vulgar (IV), entidad 

autosómica dominante que muestra una frecuencia aproximada de 1: 250 recién nacidos 

vivos. Se ha señalado que en la IV las escamas tienden a ser más claras, muestran una 

distribución más regular y generalmente respetan zonas de flexión. Como datos 

asociados se han observado una menor gravedad del cuadro clínico, antecedentes 

familiares de atopia e hiperlinearidad palmo-plantar ( 16-19). 

Gran parte de la literatura internacional indica que la mayor parte de los casos de ILX 

corresponden a mutaciones nuevas. Sin embargo, en nuestra población el 

comportamiento es diferente, ya que estudios bioquímicos y moleculares recientes en 

pacientes mexicanos y sus madres muestran que la mayoria de los casos de !LX de 

presentación aparentemente esporádica (por análisis fumiliar) corresponden realmente a 

defectos heredados. En estos casos, las madres de los pacientes muestran actividad de la 

enzima SE compatible con estado de portadora (menos de 25 pmoles/mg proteína/hora) 

y solamente una copia del gen de esta sulfatasa (gen STS) en su genoma (identificada 

mediante hibridación i11 si/u) (8, 20, 21 ). 
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La ILX y la Sulfafasa de Esferoides 

La deficiencia de SE en la JLX condiciona la acumulación de sulfato de colesterol (SC) 

en suero, membrana de los eritrocitos y estratos. córneo y granuloso de la piel. 

Normalmente, en el, estrato córneo la relación colesterol:sulfato de colesterol es de 10:1; 

sin embargo, esta proporción se pierde en los pacientes con ILX, llegando a ser de 1 : l. 

· En los estratos córneo y granuloso la actividad de la SE es alta, en contraste, los estratos 

dérmicos inferiores muestran una actividad enzimática muy baja, esto explicaría la 

acumulación del SC en las capas superficiales de la piel de pacientes con ILX. Por otra 

parte, se ha sugerido que la regulación de la relación colesterol:sulfato de colesterol en 

el complejo estrato córneo-membrana puede ser crítico en el proceso de descamación 

normal de la piel (22-27). 

Enzima Sulfafasa de Esferoides 

La SE también conocida como arilsulfatasa C (ASC) o esteril-sulfato sulfohidrolasa (EC 

3.1.6.2) es una de las 6 arilsulfatasas identificadas en los tejidos humanos (A, B, C, D, E 

y F). Se localiza en el retículo endoplásrnico rugoso, unida a la membrana microsomal y 

en las cisternas de Golgi. Estudios inmunológicos muestran presencia de la enzima en la 

membrana plasmática, especialmente en proyecciones celulares y microvellosidades. La 

SE tiene un peso molecular de 65492 Da, muestra una distribución ubicua y se ha 

detectado en próstata con hipertrofia benigna y células cancerosas de mama. Su pH 

óptimo oscila entre 6.5-7.5, su Km es de O.SµM para el sulfato de estrena, de 1.7µM 

para el sulfato de dehidroepiandrosteona y de 0.6µM para el sulfato de testosterona. 

Esta arilsulfatasa cataliza la hidrólisis del radical sulfato de los 3-beta-hidroxiesteroídes 
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sulfatados (i.e. sulfatos de colesterol, , estrona, testosterona, pregnenolona y 

dehidroepiandrosíerona): La enzima es estable a las alteraciones de pH, calor y 

La SE comprend~~~j:¡s0~o;mas que están codificadas por genes diferentes, localizados . . ~:·:~r:.<:} .. . . 
en los bra2bs cortos'i'lel cromosoma X. Tomando en cuenta su movilidad electroforética 

estas isofonrias se clasifican en "s" o lenta (slow-migrating) y "f " o rápida (fast-

migrating). La expresión de estas variantes electroforéticas es tejido especifica. La 

forma "s" es abundante en placenta, corazón, músculo esquelético, tiroides y glándula 

suprarrenal y la forma "f " se encuentra presente en hígado, páncreas y riñón. Es 

importante señalar que ambas isoformas muestran diferente especificidad a substrato, 

labilidad al calor, estructura proteica, pH óptimo y propiedades antigénicas (31, 32) 

Recientemente se ha sugerido que la SE juega un papel importante en la embriogénesis 

del ratón, sobre todo en procesos relacionados con el desarrollo de SNC. En los últimos 

ailos la actividad de la SE se ha relacionado con los procesos de formación y 

remodelación ósea. Por otra parte, estudios de inmunohistoquimica han identificado la 

presencia de SE en el citoplasma de las células epiteliales de trompas de falopio en 

diferentes fases del ciclo menstrual, predominando durante la fase lútea. Se ha sugerido 

que la SE participa en la regulación local de síntesis de esteroides y posiblemente en la 

función reproductiva de las trompas de fulopio. Por otra parte, estudios en ratas 

demuestran que el uso de inhibidores de la SE (sulfamatos) modifica el perfil de presión 

sanguínea en estos animales de laboratorio (33-37). 

TESIS CON 
FALLA DE OIUGEN 

----·---J 



7 

La SE' éstá compuesta por 583 aminoácidos, los primeros 22 corresponden al péptido 

Üder ·~I cual es escindido postranscripcionalmente para dar origen a la proteina madura. 

El primer aminoácido (aa) de esta proteína corresponde a una metionina y los residuos 

serina 21, histidina 22 o bien alanina 23 y alanina 24 representan las señales de 

reconocimiento de la peptidasa encargada de escindir la señal líder. Este proceso dura 

aproximadamente dos días y la vida media de esta enzima se ha estimado en 4 días (38). 

La SE presenta las características de una glicoproteína integrada a membrana, presenta 

cuatro sitios potenciales de N-glicosilación (residuos de aspargina "N" en las posiciones 

47, 259, 333 y 459), sin embargo, sólo dos son utilizados (N 47 y N 259 
). Esta enzima 

tiene además las características de una proteína integrada a membrana y el modelo 

propuesto para su topología muestra la presencia de dos dominios hidrofóbicos de 53 y 

30 residuos cada uno (aminoácidos 185-211 y 213-237). Se ha sugerido que el sitio 

activo de la enzima corresponde a un residuo de histidina ubicado en la posición 136 

(H136), dicho aminoácido es uno de los que muestran gran conservación evolutiva, esto 

con respecto a la familia génica de las arilsulfatasas. Por otra parte, se ha considerado 

que el sitio de unión a los diferentes ligandos se ubica en el extremo COOH de la 

protelna. La SE activa está formada por múltiples subunidades idénticas, cada una con 

un peso molecular de 63 kDa, siendo el agregado activo más pequefto un dímero de 126 

kDa que incluye dos de los sitios potenciales de N-glicosilación (N47
, N :is9:1. 

Aparentemente, durante el ciclo de vida de la enzima el tamaño del dímero se reduce a 

61 kDa. Estudios computarizados sugieren que el primer dominio muestra una 

estructura secundaria de et-hélice, la cual se encuentra interrumpida por un residuo de 

prolina en la posición 212, generando así dos segmentos de 27 y 25 aa cada uno. El 

segundo dominio corresponde al de una hoja 13-plegada. Los extremos amino .Y 
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carboxlló terminal se ubican en la parte luminal de la membrana, ambos contienen una 

cadena. de oligo;cáridos y se· comunican por medio de un dominio hidrofóbico que 

comprende dos secuencias que se extienden en direcciones opuestas de la mebrana. La 

estabilidad de la SE en los microsomas se ha relacionado con la gran homología que sus 

dos dominios transmembranales guardan con otras sulfatasas lisosomales (arilsulfatasas 

A y B) (26, 29, 38). 

1 
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Secuenciade aminoáclclos de' la enzima Sulfaíása de Esteroides 
•.' . '.. 

_:: ·-· ._ ';-.. ~.;:-~ -·-'-

MPLRKMKlPF'º' ·. < ÚLFF~W'EAE2º'. 

... - .,.., .. ·.· .· 

AFMTGRYP.YRºº 

LvM~o~L~1riF ·,;:/ d'~raC:~d&iTF0 · 
-!...-· ·;-:,-, :'_,,, -·· 

ÓGV~LTQHrÁ1 ~'> >'.·.·.~~~L.b:rsilA• 0 
•. 

. ~·> 
sGMAswsRTo''.~? · VFLFTÁssoo''º LPTDEITFAK 12 º 

-, ·-

L~KDQGYSTA 13 º LIGKW[H)LGMS 140 CHSKTDFCHH 15 º 

PLHHG FNYFY 160 G 1SLTNLRDC 170 KPGEGSVFTT 1 so 

GFKRLVFLPI. 190 01VGVTLLTL200 AALNCI.GLLH 21 º 

VPLGVFFSLI. 22 º FLAALILTLF23 º LGFLHYFRPL24 º 

NCFMMRNYEI 250 IQQPMSYD:!iL 260 TQRL TVEAAQ27 º 

FlQRNTETPF 21 º LLVLSYLHVH 29 º TALFSSKDFA 3 ºº 

GKSQHGVYGD 31 º AVEEMDWSVG 320 QlLNLLDELR330 

LAJiDTLIYFT340 SDQGAHV.EEV350 SSKGE1HGGS 3
.
60 

NGIYKGGKAN 37 º NWEGGIRVPG 380 ILRWPR\'.IQA 39 º. 
'~" '. .. ::.• 

GUKIDEPTSN~.~·~ &•":'. ::f~~~;~f~~~,J~i;'.;. ÁdA~L~EDRl 420 

~A::::s~l~:.'::Gl~f J~§~I~~t:· , ,;:::::~::~::· 
CFA nÍ~cf.'c··.F•,· .•. ¿.'· ··:·. '."'.,:G\S/~v;'i~1l:iciP.·P~~·.> ' ÜFb1s~D~.R"~ 

;:,;.,-.<,~·-·.::~: 

ERNPLP~k~~.~·?: :,;:'; i~;I'Rf:Y~IL~;M''º'< · 'QEAADRH~QT540 

LPEVPDQFSWHD, , .•. .'.:NJ-¡Fr.,WKPWLQ56 º LCCPSTGLSC 57 º 

QCDREKQ~Kll¡'º •· 

- - Péptido guía l!,• Sitios potenciales de. N-gllcoslJaclón 

[H] -- Sitio activo "de la enzima ~- Reglón de dominios transmcmbranales 

Los residuos en negritas corresponden a los considerados con gran conservación evolutiva 
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GenSTS 

La actividad ~ti I~ éili~aSE ~stá~clad~á;Üii geñ único en humanos (gen STS). Este 
' - .-- -.- _.,_._-,-,¡·-----·-, _._,_ .. ·'.< - , -.-.- ---

gen.se extiend~-~~re ~llilr¡gióri de Í46' kb e~ el cromosoma X (Xp22.3), muy cerca de 

· la región pseudoaufosómica. Contiene 1 O exones de tamaño variable y dos regiones, una 

de por:Jo menos 206 ~ares de bases en el extremo S' y otra en el extremo 3' de 668 

pares de bases. Tiene además, una señal de poliadenilación (AATAAA) 13 pares de 

bases antes del comienzo de la cola de poli-A. Aparentemente, la región promotora del 

gen STS es pobre en secuencias GC y parece ser que carece de sitios de unión a factores 

de transcripción conocidos. Por otra parte, se ha identificado una región de 

aproximadamente 1.3 kb en el extremo S' que contiene varios sitios de unión potencial 

para factores de transcripción, entre éstos se encuentran 3 elementos potenciadores 

(UREl-3) y un elemento represor (URE4). Se han identificado además tres transcritos 

primarios en distintas Hneas celulares, cada uno con pesos moleculares diferentes (2. 7, 

5.2 y 7.2 Kb). Hasta este momento, no se ha definido aún la función de cada uno de 

estos transcritos (39-41 ). 

El gen STS tiene su homólogo no funcional (pseudogén) en los brazos largos del 

cromosoma Y (Ypl 1.2). La homología entre el gen funcional y el pseudogén es de 90% 

aproximadamente y las diferencias entre ambos están dadas por sustituciones de algunos 

pares de bases, pequeñas adiciones y deleciones que condicionan Ja incapacidad del 

pseudogén para originar algún producto proteico funcional ( 42). 

Recientemente, se localizaron en la región Xp22.3 los genes que codifican para las 

arilsulfatasas D, E y F, todos ellos con una organización genómica muy parecida, 

incluyendo al gen de la arilsulfatasa C. Por otra parte, trabajos recientes muestran que la 
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localizaéión de estos genes es idéntica en el cromosoma X de diferentes especies de 

primates, mientras que la copia homóloga, presente en el cromosoma Y, es distinta en 

cada una de estas especies. Es posible que este agrupamiento génico de arilsulfatasas en 

Xp22.3 tenga su origen a partir de eventos de duplicación génica, ocurridos 

ancestralmcntc en la región pseudoautosómica. Este parecería ser un cambio reciente en 

el genoma de mamíferos ( 43-45). 

El gen STS escapa al proceso de inactivación del cromosoma X, expresándose asl en 

ambos cromosomas X en las mujeres normales. Sin embargo, la expresión de este gen 

es siempre menor en el cromosoma X inactivo, debido posiblemente a la presencia de 

genes contiguos inactivos. De esta manera, la actividad de la enzima SE en varones y 

mujeres no refleja el número de copias del cromosoma X presente en ambos sexos, ya 

que los niveles enzimáticos no guardan la esperada relación de 2: 1, siendo la proporción 

encontrada de 1.3 -1.7:1 dependiendo de la línea celular. Unicamentc en cabello se ha 

reportado una relación de 1: 1 y en leucocitos de prepúberes de 2: 1 ( 46-50). 

Mutaciones en el gen STS 

La mayoría de los pacientes con ILX (90 %) presentan pérdida total del gen STS, 

incluyendo parte de las regiones adyacentes hacia ambos extremos del gen. Es posible 

que esto se deba a la presencia de algunas ramilias de secuencias repetidas en número 

bajo de copias (GI .3 y CRl-S232) que se encuentran intercaladas y distribuidas en la 

región Xp22.3 y hacia ambos lados del gen STS. Muy probablemente la presencia de 

estas secuencias en esta región condiciona por recombinación homóloga un 

TESIS CON 
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npareamiento anormal 'durante h1; meil)sis; explicando asi la. alta. frecuencia de las 
.,_ ,,. 

deleciones. i~te~sÍi~i~le~:en .l!sta·z~~ª del gen~~~·(s 1:~55). 
;-h:,·.,¡:/~l_), ._},::· (.¡. -•'··> ';·_;\ .. , \.;_~. 

-··,:;;.·· :.~~~ ~·. -.-. :e\}? :Y ~--~,-~·~·;,~~ ~/>(~~ ::::--;<;.;.::· 

En ni u y po~os :'ca~¿~ ~e: h;n'c p~¿·s~ntlido ~~leCiÓríesparciales, las cuales abarcan los 
·, - .:._.\'. :::i~;:: .;;,~.~-:'~.:"-fi~:i··_<:_~~.<~-'.'-'<-b;·,·;;:;_:;;_-_-t:-::\; _:.· . ... ,. ,, __ _ 

exones II:V, :v11-x;' X(Il~X y~I~V. •éstas' 'C!os últimas reportadas recientemente por 
•e- .1'.·=-·~;,.:(/{, ~··--;;'·:-;.'.:. '·•' 

nuestro giupodii~~l!siÍga¿ióri, En'~tro caso, se ha documentado la pérdida de 3 pares 
:. ' - .. ~ -' ; ·,..- . -: · . 

. ,-·<,;:··.'1" .·. ·.:<'-" -::·--_, - ·; 
de bases.en 'el exón '!y é~· 11.pacientes se han detectado mutaciones puntuales (tabla 1) 

(51, 53, 56-66). 

Aproximadamente, 5% de los pacientes presentan pérdida del gen STS y genes 

adyacentes, lo que ocasiona fenotipos más complejos que incluyen además de !LX, 

síndrome de Kallman, retardo mental y condrodisplasia punctata (56, 67, 68). 

Tabla 2. Mutaciones puntuales del gen STS documentadas en la literatura 

EXON NUCLEOTIDO CAMBIO DE BASE CAMBIO DE POSICION DEL REFERENClA 
MllNOACIDO AMINOÁCIDO 

7 1236 G-A Gly-Slop 322 Morila et. al. 1997 

7 1226 C-T Scr-Lcu 341 Baslcr et. al. 1992 

8 1344 G-C Gly-Arg 358 Oyama el. al 2000 

8 1371 C-T Gln-Slop 367 Oyama et. al. 2000 

8 1320 T-A Trp-Arg 372 Basler et al. 1992 

8 1320 G-C Trp-Pro 372 Alperin et. al. 1997 

. 8 1552 G-T Gln-Slop 422 Alperin el. al. 1997 
·. 

9 ': :·.-.'. 1567, G·A Arg-His 432 Valdes et. al 2001 

9.: 1543 A-G His-Arg 444 Alperin el. al. 1997 

9 1567 G-A Cys-Tyr 446· . Basler et. al. 1992 

9 1882 A-C Glu-Pro 560 ... Sugawara et. al. 

1999 
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Diagnóstico de ILX 
• '. . • ·; : ' , ' • .. : ' . . • - . • . .: • '~ . .. '': . l ' - • : .. _:' ~ . • 

El diagnóstico de ILX pueCle'reiiliwse-meC1iaiítei1fdétermÍnaciÓiúle.1a'actividad de la 
' _·_. . . . - . .. . ::_::..' ·-·. -

SE en tejidos como fibroblastos,· plel, cabello, uñás; y Iéucócitos. Este ensayo 

bioquímico permite no solamente la identificación de~~cientes;~ino el diagnóstico de la 

mayoría de las portadoras de ILX. La ausencia de actividad enzimática confirma el 

diagnóstico de ILX y en el caso de las portadoras los niveles de actividad se encuentran 

por debajo de los controles masculinos y femeninos sanos. Es importante sefialar que 

aproximadamente 10-15% de las portadoras pueden presentar actividad enzimática 

normal, en estos casos la realización de estudios complementarios (i.e., hibridación in 

si/u) permiten establecer el diagnóstico correcto (17, 21, 69-72). 

Por otra parte, considerando que la mayoría de los pacientes con ILX presentan 

deleciones totales del gen STS incluyendo casi siempre regiones adyacentes, la 

amplificación mediante PCR de los extremos 5'y 3'del gen permiten confirmar el 

diagnóstico bioquímico de lLX en aproximadamente el 90% de los casos. En los 

pacientes con ausencia de actividad de la SE y presencia parcial del gen STS se delimita 

la magnitud de las deleciones. Finalmente, algunos pacientes presentan amplificación de 

todos los exones del gen STS, en este caso, el análisis molecular mediante 

secuenciación automatizada ha permitido la identificación de otro tipo de mutaciones 

como pueden ser pequeñas deleciones, inserciones y mutaciones puntuales 

principalmente (52, 57, 58-60, 66). 

El estudio molecular de las posibles portadoras se realiza sobre todo mediante 

hibridación in si tu fluorescente, empleando para este fin una sonda específica del cDNA 

del gen STS. Este procedimiento se realiza casi siempre en preparaciones cromosómicas 
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o núcleos en interfase y permite visualizar directamente el número de copias del gen 

STS presentes-ene! genoma.- Las mujeres portadoras presentan solamente una copia del 

gen, mientras quelici mujeres normales muestran dos copias. Debemos señalar que en 

los ~asos en l~s'q~~ la cau~ de la ILX no son las deleciones totales la hibridación in 

situ no es un métod~ diignó~Íico adecuado para la detección de portadoras (21 ). 
' . ' 
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JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVO 

Desde hace aproximadamente 7 años en elServiCio de Genética del Hospital General 

de México se inició el estudio de la ictiosis ligada al X desde los puntos de vista clínico, 

bioquímico y molecular. De entonces a la fecha, diversos trabajos han permitido 

identificar algunas de las características de esta genodennatósis en nuestro medio, 

algunas de ellas han resultado ser diferentes a las informadas en la literatura 

internacional. De esta manera, el objetivo del presente trabajo fue analizar el gen STS 

en una muestra de 85 pacientes mexicanos con diagnóstico clínico y bioquímico de 

!LX. 
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PROCEDIMIENTO 

En el presente trabajo se analizaron 85 pacientes con diagnóstico cllnico y bioquímico 

compatible con ILX. El estudio molecular se realizó de la siguiente manera. 

Amplificación mediante PCR de los extremos S'y 3'del gen STS 

~. 
Ausencia de ambos extremos 

(confirmación de deleción génica total} 

Identificación de delecioncs parciales 

Presencia de 1 ó ambos extremos del gen 

1 
Amplificación independiente de algtmos y en caso 

necesario de los 10 exoncs para delimitar los puntos 

de ruptura 

Amplificación normal de todos los exones 

Análisis mediante secuenciación nutomati7.ada para 

la detección de otro tipo de mutaciones 
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RESULTADOS 

En el presente trabajo se analizaron 85 pacientes mexicarios con diagnóstico cl!nico y 

bioquímico compatible con !LX. El análisis molecular inicial (amplificación de los 

extremos 5'y 3'del gen STS) mostró deleción génica total (ausencia de los exones 1-10) 

en 96% de los casos (n= 81), el resto (n= 4) presentaron otro tipo de mutación. De éstos 

cuatro pacientes, uno presentó deleción de los exones 2-1 O y de las regiones DXS 1131 y 

DXSI 133, las cuales se encuentran adyacentes al extremo 5' del gen. En otro de los 

casos, el análisis molecular reveló la pérdida de los exones 1-5 del gen. Los dos 

pacientes restantes mostraron amplificación normal de ambos extremos del gen así 

como de los 1 O exones. En ambos casos, el análisis mediante secuenciación 

automatizada permitió identificar en uno de ellos la pérdida de 3 nucleótidos (AAG) en 

el exón 7 (posiciones 1252-1254) condicionando la pérdida de una glutamina en la 

posición 327. Esta deleción de 3 pb fue identificada también en la madre del paciente. 

En el _otl'CI paci~nte se identificó una mutación puntual en el exón 9, en el nucleótido 

1567'(¡5(}7(i/A). Esta transición resultó en el cambio de una arginina por una histidina 

-en el residuo 432 de la secuencia de aminoácidos original. 
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Abstract 

X-linked ichthyosis is an inherited disease dueto steroid sulfatase deficiency. Onset is at birth or early 
after birth with darle, regular, and adherent scales of skin. Approximately 85%-90% ofX-linked 
ichthyosis patients have large deletions of the STS gene and flanking sequen ces. Three patients have 
been identified with partial deletions ofthe gene. Two deletions have been found at the 3' extreme and 
the other one implicating exons 2-5. This study describes a novel partial deletion ofthe STS gene in an 
X-linked ichthyosis patient. The subject was classified through steroid sulfatase assay in leukocytes 
using 7-[3H]-dehydroepiandrosterone sulfate as a substrate. Exons 1, 2, 5, and 7-10, and 3' flanking 
sequences DXSI 131, DXSl 133, DXS237, DXSl 132, DXF22SI, and DXS278 ofthe STS genewere 
analyzed through polymerase chain reaction. The DNA analysis showed that exon 1 and 3' flanking 
sequences from DXS237 to DXS278 were present. In this study we report the fourth partial deletion of 
the STS gene and the first spanning exons 2-1 O in X-linked ichthyosis patients. 

Key \Vords: dehydroepiandrosterone sulfate/leukocytes/steroid sulfatase/STS gene/X-linked ichthyosis. 

Abbreviations: STS. steroid sulfatase • XLI, X-linked ichthyosis 

X-linked ichthyosis (XLI) is a relatively common inherited inbom error of metabolism characterized by 
dark. adhesive. and regular sea les of skin. lt is present at birth or soon after birth (Okano et al. 1988; 
Shavder & Ott 1991 l. Severa! studies have estimated a frequency of 1 in 2000-6000 males(~ 

5109100 4:1 O PM 
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Kerr 1966; Lykkesfeldt et al. 1984). XLI is dueto steroid sulfatase (STS) deficiency (Shapiro & Weiss 
1978); this enzyme hydrolyzes 3-beta-hydroxysteroid sulfates (Dibbelt & Kuss 1991). The STS enzyme 
deficiency is associated with an increase of cholesterol sulfate in the stratum comeum (Williams & Elias 
1981 ). This defect appears lo be the cause of !he del ay in the normal process of skin desquarnation. The 
STS enzyme assay allows !he corree! diagnosis of XLI to be establisbed (Baden et al. 1980; Epstein & 

Leventhal 1981; Matsumoto et al. 1990). The STS gene locus is located on Xp22.3 (Muller et al. 1981). 
Molecular studies have revealed that most XLI patients present large deletions ofthe STS gene (Bonifas 
et al. 1987; Shapiro et al. 1989; Cuevas et al.-1997). Only a fewpoint mutations and three partial 
deletions have been reported (Bonifas et al. 1987; Ballabio et al.-1989; Sbapiro et al. 1989; Basler et al. 
1992; Nomura et al. 1995; Alperin & Shapiro 1997; Morita et al.-1997). A 3 bp ofhomology at de!etion 
breakpoints in the sequence analysis ofa partial deletion ofthe 3' end ofthe STS gene has also been 
reported (Bematowicz et al. 1992). In Ibis study, we describe the presence ofa novel partía( deletion of 
the STS gene in an XLI patient. 

MA TERIALS and METHODS 

Patient 
An XLI patient was initially referred to the Genetic Department of the General Hospital ofMexico. He 
was inforrned about the characteristics ofthe study and be agreed to participate. The protocol was 
evaluated and accepted by the Ethics Committee ofthe General Hospital ofMexico. Tbe patient was an 
18-y-old Mexican male. He was the product of an uncomplicated pregnancy witb normal spontaneous 
vaginal de!ivery. There was no history of cryptorchidism. He developed ichthyosis during the second 
month. Physical examination sbowed ichthyosis on the trunk and extremities witb a moderate degree of 
affection. No cornea! opacities were found to be present. XLI diagnosis was confirmed througb the STS 
assay. 

STS assay 
STS activity was determined in leukocytes as follows: 10 mi ofblood was obtained with a heparinized 
syringe. Tbe leukocyte pellet was obtained through centrifugation and washed three times with 0.9% 
NaCI. Residual erythrocytes were eliminated with 0.85% NH4CI solution. The STS assay was performed 

in the leukocyte pellet, which was homogenized in chilled 0.014 M Tris(hydroxymethyl)-aminomethane 
buffer with a polytron in two cycles of20 s and 10 s, respectively. 7-¡3H]-dehydroepiandrosterone 
sulfate ( 16.3 Ci per mmol, NEN, Boston, MA) was used as enzyme substrate. Assay conditions were pH 
7.0, 37ºC, 1 h. The product ofhydrolysis was recovered witb benzene (Merck, analytical grade) and read 
in a scintillation spectrometer (Cuevas et al. 1993). 

Mutation detection 
DNA extraction was perforrned in the conventional way (1ench et al. 1988). The exons 1, 2, 5, and 
7-10. and 3' flanking sequences DXSI 131. DXSI 133, DXS237, DXSI 132, DXF22Sl, and DXS278 of 
the STS gene were analyzed through polymerase chain reaction (PCR) with a PCR amplification kit 
(Perkin-Elmer). The conditions and primers to amplify exons 1, 2. 5. and 7-1 O are shown in Table 10 
The conditions and primers to amplify the 3' flanking sequences ofthe STS gene are described elsewhere 
(Schaefer et al. 1993). Ali procedures were performed three times. 

TES18 CoN 
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RESULTS and DISCUSSJON 

The XLI patient was shown to have undetectable levels of STS activity (0.00 pmol per mg protein per h). 
This result corroborated the XLI diagnosis. lnitial DNA analysis ofboth extremes ofthe STS gene 
@allabio et al. 1990) showed a normal amplification ofthe 5' segment (Fig. lcíR line 3). Subsequent 
PCR amplification of exons 2, 5, and 7-9 (Fig. 1 fil!), and the 3' flanking sequences DXSI 131 and 
DXSl 133 (Fig. 2@) failed to amplify these segments. Only exon 1 and 3' flanking sequences from 
DXS237 to DXS278 were normally amplified. So, in this XLI patient the partial deletion ofthe STS gene 
involved exons 2-10. PCR was repeated three times for ali exons and identical results were obtained on 
each assay. 
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The molecular basis ofXLI presents an unusually high frequency of complete STS gene deletions. 
Analysis of flanking DNA markers closely linked to the STS gene indicates that these sequen ces are al so 
frequently involved. Only a few patients with STS-gene-encoded sequences have been reported and they 
presented point mutations in different exon and intron regions. Three subjects have been identified with 
partial deletions of the STS gene. Most partía! deletions have been found at the 3' end of the gene. In one 
ofthese cases, the deletion started within intron 7 ofthe STS gene and extended over 150 kb, involving 
the last three exons ofthe gene (l!allabio et al. 1989), whereas the other case hada partial deletion that 
included exon 1 O (Nomura et al.· l 995). The third patient had an intragenic deletion of about 40 kb 
spanning exons 2-5 (Shapiro et al. 1989). At Ibis time, we have examined the STS gene of74 XLI 

Mexican patients. Most ofthem {n = 72) have had complete deletion ofthe STS gene similar to results in 
other geographic areas previously reported in the literature. The patient presented here initially showed 
normal amplification of the 5' end of the STS gene indicating the presence of a partial deletion at the 3' 
end of the gene. The subsequent DNA analysis of our patient showed only amplification of exon 1 and of 
3' flanking sequences from DXS237 to DXS278. The breakpoints ofthe deletion thus lie within intron 1 
and between 3' flanking sequences DXS 1133 and DXS237, indicating that the STS gene in our patient 

lacks exons 2-1 O. This partial deletion also lies within intron 1, similar to the deletion previously 
reported that lacked exons 2-5 {Sbapiro et al.·1989). In our case, the deletion involves exons 2-10 and 
extends over 3' flanking sequences DXSl 131 and DXSl 133. lt would be very interesting to know if 
there is a homology region at the deletion breakpoint as was reported at the 3' end ofthe STS gene. A 
more rigorous and precise study will be required to detail the changes involved at deletion breakpoints. 
On the other band, only one of our 74 patients has presented a normal amplification ofthese segments 

and he is now being analyzed to discard a possible point mutation in the STS gene. 

In conclusion, we report the fourth partía! deletion ofthe STS gene in XLI patients and the first spanning 

exons 2-10. 
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MUTATION REPORT 

Deletion of·Exons 1-5 ofthe STS Gene Causing X-Linked 
Ichthyosis 

M. Valdes-Flores, S. H. Kofman-Alfaro,* A. L. Jimenez Vaca,* and S. A. Cuevas-Covarrubias* 
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X-linked ichthyosis is an inherited disorder due to 
steroid sulfatase deficiency. lt is clinically character
ized by dark, adhesive, and regular scales of the skin. 
Most X-linked icbthyosis patients present large dele
tions of the STS gene and t1anking markers; a min00 

ority show a point mutation or partial deletion of the 
STS gene. In this study we analyzed the STS gene in 
a family with simultaneous occurrence of X-linked 
ichthyosis and ichthyosis vulgaris. X-linked ichthyo
sis diagnosis was confirmed through steroid sulfatase 
assay in leukocytes using 7-['H]-dehydroepiandros
terone sulfate as a substrate. Exons 1, 2, 5, and 6-10, 

S 
teroid sulfawe (STS, EC 3.1.6.2) is a microsomal 
cnzymc that is capablc of hydrolyzing 3-IJ-hydroxy
steroid sulfates (Hobkirk, 1985). lt shows an ubiquitous 
distribution in human tissues {Dibbelt and Kuss, 1991). 
STS dcfici"cocy rcsula in X-linked ichthyosis (XLI), an 

inherited disorder char.acterizcd by d;ark, adhesive, .:md regubr 
scales of the skin {Shapiro and Wciss, 1978). XLI paricnts havc 
increa.sed lcvels of cholesterol sulfate in the str.uum comeum, 
which appears to be responsible far the sca.ly slcin (Williams and 
Elias, 1981). Cholesterol sulfate produces a barrier abnonna.lity in 
intact skin and extr.acellubr anomalies in isofated stratum comeum 
(Zettersten ti al, 1998), and inhibiu fonnation of detergcnt
in.mluble membr.me domairu (Xu and London, 2000). Cholcsterol 
sulfate also acu as a tr.amcriptional factor of the tr.msglutamina.sc 1 
gene in human keratinocytcs (Kawabc tt al, 1998). h has becn 
proposed that epidcmu..1 changcs in XLI could be a consequencc of 
tra.ruglutaminase 1 dysfunction duc to the accumulation of 
cholcstero) sulfate (Nemes tt al, 2000). 

The STS gene is located on the short :mn ofthe X-chromosome 
(Muller ti 111, 1981). Mmt XLI patients present large deletions ofthe 
entire STS gene and Ra.nking sequences (Bonifas ti al, 1987; 
Shapiro ti al, 1989; Cuevas ti al, 1997¡ Avira.m ti al, 2000), but a 
few point mutations and six partia1 deletions have also been 
rcported {Donifas ti al, 1987; Dalbbio ti al, 1989; Shapiro ti al, 
1989; Dasler ti al, 1992; Nomura ti al, 1995; Alpcrin and Shapiro, 
1997; Morita ti al, 1997; Aviram ti al, 2000; Oyama ti al, 2000; 
Sug:iwm ti al, 2000; Valdcs ti al, 2000). A 3 bp of homology and 
an incorpontion of 8 bp wcre found at the si te of the deletion 
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and the 5' flanking markers DXS1130, DXSl139, and 
DXS996 of the STS gene were analyzed by polymer
ase chain reaction. X-linked ichthyosis patients of 
the family (n = 4 males) had undetectable levels of 
STS actlvity (0.00 pmol per mg protein per h). The 
DNA analysis showed that only exons 6-10 and the 
5' flank.ing markers of the STS gene were present. 
We report the first partial deletion of the STS gene 
spanning exons 1-5 in X-linked ichthyosis patients. 
Key worb: dthydrotpiandrosttront sulfattlltul<oryltslsttr
oid sulfataSt/STS gtne/X-linl<td ichthyosis. J Invtsl 
Dtrmato/ 116:456-458, 200t 

junctfon in two unrclated cases (Dematowicz ti al, 1992; Yen t!I al1 

1994). We previousJy reponed a family with thc simultancous 
occurrencc ofXLJ and ichthyosis vulgaris (Cuevas t!I al, 1999) and 
in this study we analyzed the STS gene in this family. 

MATERIALS llND METHODS 

Patirnts Thc XLI paticnlS of the family were refcrred to lhc Gcnctk 
Ocpartment ofthe Genenl Hospital ofMcxico. Thcy wcrc infonncd about 
the chancteristia of thc study and they agrecd to p:articipatc. The protocol 
was accepted by the Ethics Commiuee of the General Hospital. Physic:al 
examination of the XLI paticnts (n = 4 males) showed a modera te degrce of 
ichthyosis on the trunk, back. and cxtrcmities. Two of them had abo 
cryptorchidism corrected surgically. No other clinical findings were 
observed. 

STS HHY STS activity wu dctennined in lcukocyies ofthe XLI patients 
as followi: 10 mi of blood was obt.ained with a hepuinizcd syringe. The 
leukocytc pellet was obtained through cenuifug:ation :and wuhed three 
times wilh 0.9% NaCI. STS a.ssay was pcrfonned in the lcukocytc pcllet, 
which wu homogcnized in chilled 0.014 M Tris (hydroxymcthyl)
aminomethane buffer wilh a polyuon in two cycles of 20s and 10s 
respectivcly. 7·['H]·dehydioepiandrosterone sulfate (16.3Ci per mmol, 
NEN. Doston, MA) was uscd 25 the cnzyme substnte. lway conditions 
wcrc pH7.0 at 37ºC for 1 h. Thc product ofhydrolysis w25 recovercd with 
benzene (Merck, Germany, anaJytical grade) and re:ad in a scintill:arion 
spectrometcr (Cuevas rr ol, 1993.). Each assay was perfonned twicc. 

Mutation detection DNA cxtnccion w.i.s perfonnrd in lhe 
conventional way (Lench rt ol, 1998). The STS gene wa.s analyzcd by 
polymer.ue chain reacrion (PCR). The condirions and primen to amplify 
cxons t, 2, s. and 6-10, and contiguous 5' flanking sequences DX.Sl 130. 
DXS1139, and DXS996 ofthc STS gene are shown in Tablel (Ballabitt 
d ol, 1990a; Schacfer rr of, 1993; Valdes d ol, 2000). 

RESULTS AND DISCUSSION 

Thc XLI paricnu of the family were shown to have undctectable 
levcls of STS activiry (0.00 pmol per mg protein per h), 
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Table J. Priniers and conditions used in the PCR analysis of 
· the STS gene• 

Exon 1 

Exon 2 

Exon 5 

Ex'on 6 

Exon 7 

Exon 8 

Exon 9 

Exon to 

DXS1130 

DXSll39 

DXS996 

F·5' GGCCTAGMGMGGTIGMGGTCCC 
R-5' MGAGGTTGGATGAGATGGGCllTAC 
f.5' TCCTTTAC/\GGMG/\TGMG 
R·5' CATTACCMCCTGATAGTTTI 
F-5' ACCACCCTTTACATCACGGC 
R-5' CGCCTCCACCGTIAGCCTCT 
F-5' TTTTGCAGGMCACTGAGACTCCG 
R·5' MCGTACCCAC/\CTCCAGTCCATTT 
f.5' TCCCCTCCAGGGCAGA TCTTGMC 
R-5' CATTTCTCACCTTTATAGATCCC 
f.5' GATCTTTTAGGAGGAMAGCAMC 
R·5' CAGhGTACCTGTCCTCAGGCMGG 
f.5' TATCCCACAGGATCATTGATGGAC 
R-5' TTTACTC/\CTGTTCTGAGGTGC 
F·5' GAMTCCTCMAGTCATGCAGGMG 
R-5' CCTCCAGTTGAGTAGCTGTTGAGCT 
F-5' CTCCTCMCTIGChGACGG 
R·5' ATGGGGCMGGGAGCTCTC 
f.5' GCTTGGATCAGGGCTGGMTTAG 
R-5' TIAMCMGGGCCATICTGCMG 
F-5' MATTCTTGCCT/\GGCCACTCTAGG 
R·5' ACGTIGTTCTGGATCGTATGCThGG 

•F, rorward primer; R, revene primer. ConJitioni ÍOf cxons t :md 10 m:: ON/\ 
SOOng, primen 0.4µM, dcoxynbonuclcosidc tripho1phate O.OBmM, MgCIJ 
t.SmM, buffer 1 X, Taq Poi t.SU, vol. 50µ1. 94°C ÍOf 1 min, JO cycln o(9'4"C 
for 1 min, 60111C for JO s, and 72"'C for 2 min. Conditions for ex o ns 2, 6, 7, 8, .:md 
9 are: DNA 500ng. primen O.Bµm, dcoxynbonudc~idc triphosphatc 0.12mM, 
MgCl2 1.5 mM, buffer 1 X, T.;iq Poi 1.5 U, vol. 50µ1. 94ºC for Jmin, 30 cycles 
of 94°C for 1 min, SSºC for 1 min, .Jnd 72°C for 1 min. Conditions for cxon 5 
ue: DNA SOOng. primen 0.BµM, dcoxynbonudcosiJc triphcnpm1c 0.12mM, 
MgCl2 1.5 mM, buO"n 1 X, T:iq Poi 1.5 U, vol. SOµL 94ºC for 5 min. 25 cydei 
oí 94•c for l min, 60"C for l min, and 72"C for 1 min, Conditiom íor 5' fbnking 
scqu1mces DXSlllO, DX51139, and DXS9% :irr: DNA SOOng, primtn 0.6µM, 
deoxyribonuclrmide 1riphmpha1r 0.12mM, MgCl1 l.51nM, bulfer l X, T:iq Poi 
l.SU, Vol. 50µ1. 94°C for Smin, JO cyclt1 of 94ºC for l min, 62ºC for 1 min, 
:md 72ºC íor 1 min. 

A B 

Figure t. PCR analy1i1 oí the STS g•ne. (A) Exon 6; (8) cxons 1 :md 
10 lower :md uppcr b21nds, respectively. LJnt' I, positive control; lint' 2, XLI 
pitient with complete deletion oí the STS gene:"; lint' J, XLI patient 
describcd in the text with the p:utial ddetion sp21nning exons 1-5, in this 
subjcct exons 6 and 10 att obscrved. 

corroboraring thc XLI diagnosis. DNA analysis showcd a nom1al 
amplificarion of cxons 6-10 and contiguous S' fbnking scqucnces 
DXSJ 130, DXSl 139, and DXS996 ofthe STS gene (Figs l and 2). 
PCR amplific.ation of exons t, 2, .and 5 failcd to .amplify thcsc 
rcgions. PCR was repeatcd thrce times foc aU scgmcnts and .. 
idcntical rcsults wcrc obt;aincd in each assay. Thcse rcsults indicated 
that the STS gene in our fomily had a partiat ddction, including 
cxom 1-5. 

IJELETION OF EXONS 1-S OF THE STS GENE 457 

A B 

Figure 2. PCR •nalysis of lhe exon 5 and contiguous 5' Ranking 
sequence DXSllJO. (ti) Exon 5; (8) DXS1130. Lint t, positivc control; 
lint' 2, XLI patient with complc1c delction of thc STS gene; lint J, XLI 
patient describcd in thc tcxt, in this subject only sequcncc DXSl 130 is 
obscrved. 

About 90% oíSTS deficicncy patients have brgc deletions ofthe 
STS gene and Ranking sequences. The prcscncc of low copy 
number rcpcats on cither sidc ofthe STS gene, promoting uncqu:a.I 
crossing over, seems to play a part in the high frequency of thcse 
intcntitial dclctions (Ballabio d ol, 1990b; Yen d al, 1990). 
Ncvcrthcless, this mechanism docs not apply to all STS gene 
delctions as in our fonúly, thc delction involvcd exons J-5 of the 
STS gene. DNA amplification of cxons ~10 and 5' fbnking 
markcrs indicatcd that thc dcletion brcakpoints thus b.y withín 
intron 5 and bctwecn S' fbnking sequence·DXSl 130 md exon 1 of 
thc gene. Six unr-cbtcd paticnts with partial dclctions of thc STS 
gene have beco rcportcd: (i} one paticnt had a delction th.at startcd 
within intron 7 and spanncd cxons 8-10 (lhlbbio tt al, 1989); (ii) 
the sccond had a delction which induded cxon 10 (Nomon ti al, 
1995); (iii) the third showed m intragenic dclction spanning cxons 
2-5 (Shapiro d al, 1989); (iv) the founh h21d 2 dcletion involving 
exons 2-10 and 3' Ranking scquences DXSt 131 and DXSt 133 
(Valdes <I al, 2000); and {v) the fif<h and sixth showed a partial 
dclction .at the 5' end ofthe STS gene (Avirim ti al, 2000). Most of 
thcse dcletions causing XLI are located at the 3' end of the STS 
gene, but in our family the partial dcletion was present at thc 5' cnd 
of the gene, In cwo previous reports and in our family, there are 
two intron regions in common in which thc delction brcakpoints 
occur. These rcgions comprise introns t and 5 ofthc STS gene. In 
onc case the dclction brcakpoints lay within introru t and 5 
(Shapiro ti ol, 1989), in the second one of the de1etion breakpoinu 
w.as loc.ated within intron 1 (Valdes tt al, 2000), and in our family 
one of the dcletion breakpoinu lay within intron S. Furthcr stcdics 
could provide evidence of sorne spccific changcs occurring in thcsc 
intron regiom. 

On the other hand, this partfal dclerion ofthe STS gene spanning 
ex o ns t-5 also indica tes the importancc of the amino region or the 
enzyme, a rcgion that scems to be important for STS acrivity. In 
conclusion, wc rcport thc fint partial deletion of the STS gene 
extending over exons 1-5 in XLI. 

Tiris stmly '"'s supporttd by CONA CYT, Mlxico, projrct numbu J 1020.M a,,J 
grant 96012. Wr also u~nt to tl1iutlt A11n C. Otc1ndlt)' far tlw 1n1ision of t1tt' 
ma1111.strip1. 
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LETTERS TO THE EDITOR 

Charactcrization of a Novel Point Mutation (Arg432His) in X-Linked lchthyosls 

Sil". 
Sleroid sulfutase (STS) deficicncy resulls in X-linkcd ichthyosis 
(XLI). an inheriled disorder characterized by dark. regular 
and adhcrcnl scales oí skin { 1 ). STS is un ubiquitous enzyme 
that desulíates 3·P·hydroxysteroid sulfates ( 2). STS ac1ivily 
can be determined in severa) cell lincs to establish XLI 
diagnosis (3-5). The STS gene is located on Xp22.3 (6). Most 
XLI patients show ddetions of 1he entire STS Jocus and 
nanking scqucnces. Six patienls have bcen idcntified with 
partial delctions of 1he STS gene. Thcsc deletions includc: (a) 
a dcletion within intron 7 eJ1tendin~ over exons 8-10~ (b) a 
partial delction that includcs exon JO; (e) an inlrngenic dclction 
spanning cxons 2-S; (d) a parlial dcletion spanning cxons 
2-10 and Hanking sequences DXSI 131 and DXSI 133; and (<) 
IWO partial dcletions al thC' s· end oí thc STS gene ( 7-11 ). A 
minority oí XLI patients with STS·gcnc-encoded scquences 
have bccn identified. In these subjects. 10 point mutations in 
the coding and non-coding, rcgions havc also bcen reported 
( 12-16). In the present study. we •malyzed one XLI patie"nt 
with undetecuible lcvcls of STS activily and normal amplifica· 
tion oí the STS gene. We íound in this subject a novel point 
mutation causing XLI. 

MATERIAL ANO METllODS 

The XLI paticnt was rcícrrcd 10 1hc Gcnetic Dcparlmcnl oí lhe 
Gcncrnl tlospilal of Mu.ko. He was informcd about 1hccharacieristks 
oí lhe s1udy and he a,rttd 10 pi!rlicipule. Prolocol was evaluutcd and 
m:crpted by lhe cthics commiuee oí the General Hospi111l oí Mexico. 
XLI diarnosis was confirmcd throu~h STS nssay. STS uc1ivity was 
determined in kukocy1cs usin' 7·(1H )·dchydroepiandrosleronc sulfalc 
t 16.J Ci/mmol. NEN. Boston. Mass.) as describcd elscwhcrc ( 17). 
DNA c:w.lrnc1ion was pcríormcd with a convcnlional mcthod '18). 
Condilions and primcrs lo nmpliíy exons 1-10 oí 1hc STS 1enc are 
dcscribC'd clscwhcrc ( IO, 15 ). DNA scquence nnalysis wai pcrformcd 
in a ABI PRISM 310 ~cnclic analyzcr IPerkin-Elmcr). All procedurcs 
wcrc pcrformcd 3 limn. 

RESULTS ANO DISCUSSION 

STS-dcficiency-pa1icnts presentan unusual p.111ern oí dclctions 
oí thc entirc STS gene and Ranking scquenccs. Ncverthelcss. 

sorne partial dclctions and point mutations have also hcen 
idenlificd. Al thc momcnt. 10 diffcrcnt point mutations have 
bccn rcported, 9 in the coding region and one in the non
coding rcgion (Table 1 ). Thesc point mutations are principally 
loca1ed at thc 3' end oí thc STS gene. Sevcn mutations are 
misscnsc mutalions ( 12. 13. IS. 16). Two point mutations 
produce stop codons and prematurc 1crmina1ion oí thc STS 
polypeplide ( 14. 16). The mutalion in the non-coding region 
affccts a splice junction site bclwccn cxon 8/intron 8 causing 
an addition of 19 bp into 1he STS mRNA and prcmaturc 
termination al 427 amino acid rcsidue oíthc STS enzyme ( 13). 

In lhis study, wc analyzed an XLI patient with undc1ccu1ble 
levels oí STS activity (O.OOpmol/mg protein/h) and normal 
amplification oí exons 1-10 of thc STS gene. No other 
membcrs of thc family were affcctcd. Wc found a point 
mutation in exori 9 c-o1using the transition 15670-+A. This 
changc oí bases rcsuhcd in the substilution oían arginine by 
a his1idinc at amino acid rcsidue 432 in the STS polypcp1idc 
( Fig. 1 ). Allhough bolh amino acids corresponded to hasic 
hydrophilic amino acids. the R-group oí histidinc has a ring 
structure which produces a diffcrcnt spatial coníormation. 

To discount a possiblc polymorphism. the transition 
IS67G-+A was invcstig:ued in non-affccted membcrs of the 
íamily (n = 7), in other pathologics such as Turner syndromc 
(n=4) and ichthyosis vulga1i~ (n=3). in normal males (n= 
IS) and in normal fcmalcs (n= IS). Wc did not idcntify nny 
change in thc DNA scqucnce analysis of thesc subjects. So. 
we discountcd a polymorphism. STS activity and DNA 
scqucncc analysis of 1he patient's mothcr werc also ¡malyzcd 
and she presentcd a normal panero. We concludcd that thc 
XLI palient was a Je nm·o mutation. This novel mutation did 
not creatc nor abolish a sitc íor a restriction enzymc. 

This novel point mutation emphasizes thc importancc of the 
c-o1rboxyl region oí thc STS enzymc. as ali poinl mutations 
previously reponed in XLI are loc.tled in this n:gion. Prooobly, 
thc cmalytic site is confonned into this reg,ion: more rcfincd studtcs 
may confi011 1his hypothcsis. In conclusion. we rcportcd a novel 
point mutation (1567G-+A) in cx.on 9 oí th~ STS gene causing 
the subs1itu1ion oí arginine by hislidine (Arg432His) in XLI. 

Table l. Poi111 n1111111ion.s in 1he Meroid ,fu!fiuu.tf' grnt rrportrd i'! thr litemturf' _mrJ thr tmit tle~c-ril'H'd in tht Ir.TI 

Exon Amino acid 

7 Gly 
7 Ser 
8 Gly 
8 Gin 
8 Trp 
8 Trp 
8 G·T 1rnnsvcrsion 
9 His 
9 C)'• 
9 Arr 

10 Glu 

Posilion Substilulion 

322 S1op 
;t41 L<U 
3S8 Arr 
367 Stop 
372 Arr 
.172 Pro 
cxo~R./in1ron,8 5pliC"c donor"5ilc :u nuclco1iJc 1477 Prcmature lcrminalion 11111mino ucid rcsiduc'427 
444 
446 
432 
Sl>O 

Arr 
Tyr 
His 
Pro 
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Rcfercnce 

14 
12 
16 
16 
12 .. 
13 
13 
13 
12 
This po1pcr 
IS 



Arg 
CGC 

l\AATGCT GTGC GCTGGCAC CTCA 

ff 
... 

' 

" 

- 91 ,, n 

His 
CAC 

/\_ ' 

AAATGCTGTGCACTGG CAC CTCJ 

-

r 

Fig. l. Parlial elec1rophcrogrnm showing lhc rcgion or CllOn 9of1he 
s1eroid sulfo1nsc gene wilh the poinl mu1<111on. The 1ransi1ion 
15670-A thal rcsul1s in 1hcsub§li1U1ion ofan argininc by añ histidinc 
(Arg4J2f·fü)can be sccn. Norm:1I con1rol (lop). XLI p;11icn11 bollom). 
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Expression of Basal-Cell Adhesion Molecule (B-CAM) in 
Human Epidermis 

To the Editor: 
1 rca<l \\'ith interest the recent article by SchOn rt al on the 
expression ofbasal-cell adhesion molecule (B-CAM) in human skin 
(SchOn d al, 2000) documenting association of B-CAM expression 
with activated states oí keratinocytes. The authors providc: 
convincing evidence that, bcsidcs its known function as a laminin 
receptor, B-CAM may be involved in cell-cell interaction or 
migration. 

In this context I would like to bring to your attention data 
regarding B-CAM expression in human skin that might not have 
bccn accessible to the authors at the time thcir manuscript was 
submittc:d. We have bec:n ;malyzing D-CAM expression in normal 
and discascd human skin utilizing the monoclonal antibody G253 
1hat has also becn employcd in thc: paper by Schón et al. Contrary 
10 their obscrvation, but in line with previous findings (Garin
Chesa tt lll, 1994). thc majority of spc:cimen from normal human 
epidermis exhibited B-CAM positive supra.basal keratinocytcs. In 

Manmnipt rc:ccived Fcbruary 6, 2001; .1.cccpted for public4tion M4y 21, 
2001. 
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Derm4tolob'Y· Fr:inkfurt University MeJical School, Theodor-Stern-Kai 
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contrast, B-CAM exprcssion in fetal epidermis was restricted to 
basal keracinocytes. The outer root sheath of hair follicles in both 
fetal as well as adult human skin regularly exhibited a B-CAM 
positive phenotype. The levcl ofB-CAM expression was higher in 
psoriasis and contact dermatitis. We interpret our observations as 
evidence far B-CAM being a keratinocyte differentiation marker 
(Berncmann et al, 2000). This notion is supportcd by the effects of 
Ca2

• levels on the B-CAM phenotype oíkeratinocytes as described 
by Schón et al. 

WoJf.Henning Boehncke 
Department oí Dermatology, Frankfun Univcrsity 

Medical School, Frankfun, Gennany 
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Maternal Transmission of the 3 bp Deletion within Exon 7 of 
the STS Gene in Steroid Sulfatase Deficiency 

To the Editor: 
Stcroid sulfat.lSe (STS) enzymc (EC 3.1.6.2) is present in thc 
microsomaJ fraction of thc cell and is capable of hydrolyzing 
mlfated sterob (Hobkirk, 1985; Dibbelt and Kuss, 1991). STS 
delicicncy is the biochemical dcfect in X-linked ichthyosis {XLI), a 
disease that clinically prcsents dark, adhesive, and regular scales of 
skin {Shapiro and Wciss, 1978). STS ass;iy or FISH analyzes allow 
an XLI diagnosis and idc:ntify XLJ-carriers (Badcn et af, 1980; 
Epstein and Lcvcnthal, 1981; Okano et al, 1985; Hennann d lll, 
1987; Matsumoto et al, 1990; Aviram-Goldring ti al, 2000). STS 
cnzyme is encoded by the STS gene on thc short am1 of the 
X-chromosomc (Muller et al, 1981). ~'lost STS enzyme dcficient 
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publication June 11. 2001. 
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patients present large deletions of the cntirc STS gene and flanking 
scquences {Bonifas et al, 1987; Shapiro ti al, 1989; Cuevas
Covarrubias ti al, 1997; Aviram-Goldring et al, 2000). On1y a ícw 
point mutations or partial delctions have been identified (Bonifas 
ti al, 1987; Ballabio ti al, 1989; Shapiro ti al, 1989; Basler rl al, 
1992; Nomura rl al, 1995; Alperin and Shapiro, 1997; Morita ti al, 
1997; Aviram-Goldring tt al. 2000; Oyama tt al, 2000; Sugaw2ra d 
al, 2000; Valdes ti al, 2000). In this study, we describe an XLI 
paticnt with the first 3 bp intngcnic deletion of the STS gene 
causing XLI :md demonstrate thC m2temal transmission of this 
molecular defect. 

MATERIALS AND METHODS 

Patient Thc: pnient was rcíerrcd as having ichthyosis to the Gencnl 
l-lospit:U of Mexico. He was thc: only child of thc family. The p.1.ticnt 
4nd his rnother were informed about thc charactcristics oí the study and 
they .1.greed to p.uticipalc. Protocol was evaluated and approvcd by 'the 
Elhics Committee. The p.1.tient showed 4 moderate degree of 
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Figure l. DNA scquence of the STS gene of 
tite XLI patient and his mother. DNA 
\cquencc of exon i of the STS gene of the XLI 
r.m::m (middk hneJ, c.trrier mothcr {lower hne), 
md nonn:il control (upper !me), only ;¡ mull 
fr:igme1a t\ ~hown (n.irun~ .u m1deot1Je 12-lt) 
Thc mi>\mg n:h!<.111 of 3 bp obst."rved tn thc XLI 
r.1t1l'l1t 1~ underhmng 111 thc nornul control The 
h~tcro~'.- ~ate ~tJti: o( tbc motbt•r ts ob~crveJ 
\t.1mn~ :u nudeot11.le J 252 \\' = A ... T. Jl 

1'.\TH::\T 

"el ta 1 la"" o w A K y K Te., w ... CA A" a A 1; • :\. " =- T ... t-;. y --' e .. r. .\1 "" .'\ .. e 

CAIUUEI! 

HV EEV SSKG EIHG 
CAT GTA GAA GAA GTG TCT TCC AAA GGA GAA ATT CAT GGC 

HVE VSSKGEIHG 
CAT GTA GAA ~ TCT TCC AAA GGA GAA ATI CAT GGC 

Figure 2. Amino acid u•quence of theo STS po1ypeptide. :--.:nrm,1! 
~c:quencc of cxon 7 o( thc STS gcnc with thc rc•rcl·u,.,,. .1mmo .1<:1J, 
(uprcr lmc) .111d 1he effect ob~cr.,.eJ m die XLI p.1t1e11t de\n1beJ m thL· 
text (\owt"r !me) :\ .\ hp dek·t1011 (\h:iJowcJ .m~J) only rc•,ull' 111 tht: ],w, 

ot' dut.munc (only nuclcothlc\ 1242-1:?811 Jmi mano Jci.h J:?.l-.\J'.i ne 
sho\\"11) Thc .1rr,,1,· md!L.ltL'\ the m1clt"l1tidc\ .:onlnrn1111~ thc ncw .-o,!on 
tlut corrc~~'l'ti.h fn thc· cr-11t1:=11l'1 cnJ.on 111 thc nnrm.1! .11mn11 .1L·i.l. 
\t"LjtlL'rl<"e H. h1'. \'. \.11. E. ~lu. <;. 'l'L K. \y\, G. ¡.:!v. 1, ilc 

\l\\'OJ\'Cll\t•Jlf llll t!ll' 11\111\.... h,i..·k, .\lhl urrer C'l\ttt·m1t\e\ llld \lhlfl' \1.'\'1.'Tl' 

1n\·nl\'C!l1t!'llt (,1\ tht' ),1wer c'l\tn·1111t!t'~ :-.:n da11..:.1l tin,l.¡n~' w~·re 
,,l~c;l·rn•J m his 1111.1dw1 . 

STS an;1\· ~TS .ic·ll\'lt'" \\.1, ,!t:tl'tlmlled in ln:ko..:\te' ,,f tlll' Xl 1 
r-tt\l"!lf .m:t hi\ 11\ll!hcr \l\lll,S '-:'_['tlj-dd1ydrui:-¡•1.11hlrm;nntl<..º ,uJ1:n~ .\~ 
,1r~.:nbe,I ehcwhert• 1:-.\1r.uhi.1-Pu.1ni:- «r .1/, l'l'i!ll 

~lutatiou Jctection tJ:-..;:\ e;...1r.1;t1nn \\.¡, pt'rfornwJ m thL· 
c-1111v1."11t1on.1! w,1\ 1Le11..:h <'I .11, ¡•is~ :\ll c:<wn' ,,( the STS i.!<'!ll' \\~'H' 
.in.1lytl·d ~\' r\)iymer.\H' ..:h.m1 rc.1c:wn 1PC!l\ Thc L•Hhi;uoth .111.l. 
rnmt•n lo .1111rht~· thc\l' 1q.:h111' u~· ,fr,,nh·d chewbl·r:: (B.11\:ih,1 a .i/. 
1'l91Ja: Oy.inu ,·r .ti. ;?111 11•, \'.1ldn-Fl•11c\ r't .1/. ::!1•111)) llN:\ \cqucn..:l· 
:uu\y\tS \\"l\ perfomtt•,i m .111 :\BI l'ram Gt•:lt'ti<' An.tlyzt·r \Pcrkm Elmer, 
C:\, US:\) 

RESUL lS .~1'[) lllSCUSSI01' 

Thc XLI p.H1cnt lud 110 STS .1Ct1\·1ty (0.0tt pmol pcr m~ rrotcm 
pc:r h). corrohor.1t111~ thc: XLI d1.1~110~1~. STS .1cuv1ty ofhi~ mothc:r 
\,;,¡~ vcry low (0.JCI pmol rer mt: prott•111 pcr h 1•,·rmJ O.SS pmol ¡:.icr 
mg prott>in rcr h of nornul controll. PCR .111.ily~i.~ of thc XLI 
¡:.i.1t1cnt showcd norm.11 .1mph1ic.1t1on of Jll t"'.\:nns of th~ STS ~i:nc. 
In thc DNA scqurn..-c: .11ulys1~. the los~ of nudcoudc~ :\AG .lt 

pmit10m 1252-1254 \\'lthm t•xon-: ot"tht· STS ~Cllt' w.u. ob~crvc:d 
(Fig 1) DNA .m.1lym of thc p.mcnt's mother showcd .m 
hc:tcrnzygotc st.ttc for tlm conJtt1nn (Fig 1). 
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.\hl\t XI 1 p.111ent\ 1.11..:k thc cntm.· STS ~l'lltº :inJ rl.1nk111g 
'-n¡uencc'-. The,t· l.1rµe .. klc:twn\ .1rrt'.1r ti1 be dttt' tn uncqt1:i.l 
rt•cnmbm.UHl!l betweL'll \nw ,·,1ry numhl·r rqil'.m on c:1ther ~ide of 
thc: STS t:cnt: (U.1\l.tbll1 et .1/, \i)IJflb; Yt·n !"/ .il, ]'l'JIJ: In tll!\ "tudy, 
we obwt"\'t'd :\:\G,ld 1252 u( thc STS gt'llt' "t)rrt."'t'onJm¡..: to th1..• 
].¡,t two mtclt•uti.il'' ot'th1..· cnd,111 J27 .md tht' tir\t l'l1C o(tht' codon 
32~ (Fig 2 1 Th1, iihi1...:.n~·, tl1.1t l111moluµm1' recm11bm.1tion doc~ 
nut .1p¡•ly to .11\ STS gen!..' Jek·t101H :\• ST~ .11. tl'. llY of tlw p.1ticnt\ 
mutlwr \\.1' \·c:rv lnw, \\'e .11ulyh·d ht•r 1 >'.':\ .111J founJ .111 
h1..•tcrozY~<)tl' "l.Ht' !~ir thc \.1111c 1110\t•l'ttl,1r dt'fr<t lt h.1, .1hu bc:cn 
rq.,ortt•:t.th.H llhJ\! \¡ior.1cih· c.1,t•, m XLI ,-,_irrt''t'ºn,J to 1nh1.·rücd 
e.Hes \CllL'\".1,-Cuv.1rrub1.1" o .rl. 1'11),"J .. 111.l \\'t' ...:u11f1r111c:d 1t m our 
fanuly :\lthuu!-=h the 11udt·o11<!t•\ lllVPivt•d 111 :\:\( ;,td 1252 J1d not 
c'Utrl.'\¡1<1Illl t" ,\ •¡'l'<1tic ...:1hlun, th¡, J b¡• ddct111n nnly tt:\UltcJ 111 
thc: .1b'ol.'lllt' ot' ¡.:.h11.1111111c .Jt ¡•1i~1t1nn J.:!".' nf thc: STS enzymc 
(j,EJ2i) .md nut m .1 fr.1m1..·,J11fr mut.1t1rn1 Thi ... 11111110 .1cid is fou11d 
111 the C-tt•m1111.il n·i.:1un .1ftn t!1t' ~l··:nnci '.':-hnkc:d dv...:owbtion 
Y.Jtt'. lt h.1~ bt'l'll -.th.:gt:\t1..•d th.lt d\l' N-tl'nmn.11 don1.1m. C~")flt,1~m thc 
c.1t.ilyt1c 'He \\her~ .. ;, tlttº C-tetltllll.11 fl'~!nll rrnh.1\ily ...:nnt.uns thc 
~ub,rr.He bmlhn~ <oltt' 1Stt"l!l t"t .1/, \IJ~ 1 1,1 S1_1, tbl' lllll!.Uton reported 
hc:n: wouhl bt· .1rfoctm~ thl' -.ub,tr.fü· brn .. !1111.~ rt'L:ton of thc STS 
enzym~. :\,!,hnn1ul \tt;die' w1\l bl' re<.¡u1rc:d- t1..1 ~l'luod.He 1i th1~ 
1m.1t.n1011 .11fon<o lult'...lnC-. tl1\dm~. d11m·n1 .. H11111. or plht-tr.111sbt1onal 
pron.'\~111~ ot' ST~ l'n1;.111e 

The lll.lJOtlt\" ot' p.ltlc:!lt\ h.1n· \.1r!!t" ,frkthlll' nf dw STS gene 
.rnd tl.mkmg ~cqul'tl.:e-.; h11\\'t"\"t'f, r.utul dch:ttom .rnd poim 
mut.H10m m t:'.\:llll .md 111trtlll rt·~1om !uve .1ho bec:n rc:portcd. 
Now, w1..• rt·pnrt tlll' ti1't mtragc111c delctinn of 3 bp of thc: STS 
gcnt• ob~crvcJ m XLI. The'>c: d.11.1 lllLhc.ltt' th.n Jll molecular 
defoct.' n...:cur i11 XLI 

·nus J/u.ly u ,u lUJ'f1•1ft'J by CO."..!C)T, .\fúiu•, f•<'/l\t 1111rr1/•a 31020 .. \[ .Ju,I 
gr.mi 96072 
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Animal Model of Sclerotic Skin. IV: Induction of Dermal 
Sclerosis by Bleomycin is T Cell Independent 

To thc Editor: 
Systcmic sclerosis (SSc) is a chronic conncctive tissue disordcr 
charactcrized by cxccssivc collagen production by activatcd 
fibroblasts resulting in the deposition in thc dermis (Kricg and 
Mcurcr, 1988}. Although a number of :utempts have becn 
made, the pathogcnesis of SSc still rcmains unknown. Previous 
studics havc suggcstcd immunologically mcdiatcd mechanisms 
involving immunocytes infiltrating in the dermis. In its carly 
stagc, SSc is associated with intense mono1mc1ear ccll infittration 
(Flcishmajer r/ al, 1977; Roumm et al. 1984), which is mainly 
composcd of T lymphocytes, mast cclls, and monocyte/ 
macrophages, along with J smallcr number of D cells and 
plasma celJs. Sl~VCfJI infiammatory Of fibrogenic cytokines 
rclcascd from T cclls and monocyte/macrophagcs are suggested 
to play an important role in the induction of tim1c fibrosis in 
thc affc.-ctcd sites. Blcoinycin (DLM) is an antitumor antibiotic 
used for the thcrapy of a variery of cancers. 1t is well known 
that pulmonary fibrosis can be induced in paticnts treated with 
BLM as a side-cffect. Thm, BLM-induccd lung fibrosis is an 
establishcd animal model, rcsembling human pulmonary fibrosis 
histologically and biochemically (Adamson and Dowden, 1974; 

Manuscript received August 21, 2001; accepted for publication October 
4, 2001. 

Reprim requcsts to: Dr. Toshiyuki Yamamoto and Dcpartment of 
Dennatology, Tokyo Mcdic:al and Dental Univcrsicy, School of Medicine, 
1-5-45 Yushima, Bunkyo-ku, Tokyo 113-8519,Jap:an. 

Aso ti al, 1976; Chandlcr, 1990). In vivo T cell dcplction with 
anti-T cell antibodies has bccn shown to eithcr reduce or 
completely abrogatc DLM~induccd pulmonary fibrosis (Thrall ti 
al, 1980; Piguet ti al. 1989}. On the other hand, rcsults oí 
athymic nudc micc lacking functional T lymphocytes have been 
controversial. One study showed histologicaUy similar fibrosis in 
nude, cuthymic mice aftcr DLM trcatmcnt (Szapicl ti al, 1979), 
whercas another study showcd that BLM was not fibrogcnic in 
nude mice (Schrier tt al, 1983). On thc contrary, a recent study 
has dcmonstratcd that BLM-induced lung fibrosis occurred in 
C57BL/6 SCID and (C57!lL/6XCB.17)FISCID mice compor
ablc with that scen in wild-type micc, suggcsting that the initial 
induction of lung fibrosis is lymphocytc-indepcndcnt (Lake
Bullock tt al, 1999). We luvc recently cstablished a ntlce model 
far sclerodcrma by repcated local injcctions of BLM (Yamamoto 
tt al, 1999a). In this smdy, in order to determine the role oí 
Jymphocytcs in thc induction of dennal sclerotic lesions, we 
examincd whcther dcrmal sclerosis can be induced in SClD 
micc using our mcthod. Specific pathogen-frce, 6-wk-old, 
female DALD/C micc (wi]d-typc) and agc- and sex-matched 
BALB/C SCID micc (weigbing about 20 g) were purchased 
from Clea rrokyo, Japan), and maincained with food and water 
ad libitum. BLM was dissolved in phosphate-buffered satine 
(PBS) at a conccntr.uion of 100 µg pcr ml, and sterilized by 
fútr.ition (0.2 µm). One hundrcd microlitm of BLM or PBS 
were injected subcutancously into the shavcd back oí ntlcc 
every other day for 4 wk with a 27-gaugc needle, The back 
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CONCI.:USIONES 

Considerando que la mayoria de los pacientes con ILX presentan deleciones génicas 

totales como causa de la enfermedad el análisis molecular inicial se realizó mediante la 

amplificación de los extremos 5'y 3'del gen STS en todos los casos. Los primeros 

resultados mostraron ausencia de ambos extremos del gen en 81 de estos pacientes, lo 

que indicó que 96 % presentaban deleción génica total como causa de la enfermedad. 

Estos datos son similares a lo informado en la literatura internacional con respecto a las 

mutaciones del gen STS (51-53, 73). 

El primero .de los 4 pacientes restantes mostró amplificación normal del extremo 5'del 
·:; 

gen STS (~xó~J}';y ausencia del extremo 3'(exón 10). Tornando en cuenta estos 
-.-.:;; .. 

primeros r~s~lUidó·;·y~ con el fin de delimitar los sitios de ruptura, se procedió a la 
,·,;,:;.;' :;;~'.f', 

ampliflc~~iÓ~'.de l~s ~x~~es 2-5 y 7-9 así como de las regiones flanqueadoras hacia la 
. ·'- . '-'··'·'· --»·•, ,4r'.·;··;;. \, . 

regióJ1. 3 '. élel gell.· El análisis final mostró que esta deleción comprometía además de los 

exone~ 2:10, Iás regiones DXS1131 y DXS1133. En este caso, la pérdida de 

prácticamente todo el gen STS, condicionaría la ausencia de la enzima (incluyendo sitio 

activo, dominios transmembranales y sitio de unión a ligando) ocasionando así la 

ausencia de su función. Estos resultados nos permitieron documentar en la literatura 

internacional la cuarta deleción parcial del gen STS y la primera que compromete la 

región ya descrita (58). J Invest Dennat. 2000Mar;114(3):591-93. 

El análisis molecular inicial de otro de los pacientes con presencia parcial del gen, 

mostró la presencia del exón to, pero no del exón t. Considerando estos hallazgos, se 

amplificaron los exones 2, 5 y 6-9 del gen además de las regiones adyacentes al exon l. 

Los resultados revelaron que la deleción incluía solamente los exones 1-5, sin 

- -- --~ -------------------
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comprometer ninguna de las regiones flanqueadoras del extremo 5 •• Esta deleción de los 

exones 1-5 del gen STS en la cual se pierden 53.7 kb del extremo 5', produciría la 

presencia de una proteína truncada y no funcional, traduciéndose bioqufmicamente en 

la pérdida de actividad enzimática. Esta deleción es la primera reportada con estas 

características y representa la quinta deleción parcial del gen STS documentada en la 

literatura (59). J lnvest Dermat. 2001 Mar l16(3):4S«HI. En este caso, los estudios 

bioquímicos y moleculares en la familia detectaron 3 pacientes más. 

El estudio del gen STS en el tercero de los cuatro pacientes reveló la presencia de todos 

los exones del gen, por lo que se procedió al análisis de la secuencia total del gen. Los 

resultados mostraron la pérdida de 3 nucleótidos (AAG) en el exon 7 (posiciones 1252-

1254). Esta microdeleción incluyó los dos últimos nucleótidos del codón 327 (AA) y el 

primero del codón 328 (G). Este cambio no modifica la fase de lectura de la proteína, 

sin embargo, condiciona la pérdida de una glutamina en la posición 327 (extremo 

COOH). Considerando que posiblemente el sitio de unión a ligando en esta proteína se 

ubica en el extremo carboxilo, es posible que la pérdida de actividad enzimática en este 

paciente se relacione con la falta de reconocimiento e interacción entre la SE y sus 

substratos. Esta mutación corresponde al primer informe de una microdeleción 

intragénica en el gen STS (60). J lnves Dennat. Oct; 117(4):997-999, 2001. El estudio 

bioquímico en la madre de este paciente permitió identificar su condición de portadora y 

la secuenciación permitió confirmar el estado hetereocigoto de la madre. 

El análisis del último paciente mostró amplificación de todos los exones del gen STS, 

procediéndose entonces a la secuenciación de los 1 O exones del gen (ABI PRISM 31 O 

de Perkin-Elmer). Este método permitió identificar una mutación puntual en el exón 9 
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del gen én el nucleótido 1567 (15670->A). Esta transición resulta en el cambio de una 

arginina por una histidina en la posición 432 de la secuencia de aminoácidos original. A 

pe8ar, de que ambos aminoácidos (arginina e histidina) son considerados como 

hidrofilicos, la histidina representa un iminoácido con un anillo aromático en su 

estructura. Con el fin de descartar un posible polimorfismo se buscó intencionadamente 

este cambio en miembros de la familia no afectados, en pacientes con entidades como el 

Sx. de Tumer (n= 4), ictiosis vulgar (3) y controles masculinos (n= 15) y femeninos 

sanos (n= 15). En ninguno de ellos se presentó esta mutación (66). Acta Denn 

Venereol 2001;81:54-55. 

Con respecto a las diversas mutaciones puntuales informadas en la !LX (incluyendo la 

reportada por nuestro grupo), es posible que los cambios en la secuencia original de aa 

de la SE ocasionadas por estas mutaciones modifiquen su estructura en regiones 

especificas de la proteína, condicionando así su inestabilidad, la falta de interacción con 

sus diferentes substratos o bien favoreciendo su rápida degradación. Por el momento, no 

se han documentado en la literatura mutaciones puntuales en los residuos que 

conforman los dominios transmembranales, tampoco en los sitios potenciales de N

glicosilación ni en el sitio activo de la enzima (H 136}. Es importante señalar que 

solamente dos de las mutaciones puntuales informadas (casos 2 y 3 de la tabla 1) se 

presentan en residuos considerados evolutivamente conservados, esto con respecto a la 

familia génica de las arilsulfatasas. En los casos de deleciones totales del gen STS la 

falta de la proteína podría condicionar la ausencia de función de la SE. Cuando se 

presentan deleciones parciales intragénicas o terminales el defecto bioquímico se 

relaciona con la presencia de una proteína truncada, no funcional y posiblemente 

inestable. En los casos de mutaciones puntuales pueden ocasionarse pérdida de 



21 

actividad catalítica, o bien la falta de reconocimiento de los substratos (dependiendo del 

tipo y sitio del cambio). 

Al analizar la distribución de las diferentes mutaciones puntuales documentadas en la 

literatura, llama la atención que todas se ubican en el extremo COOH de la proteína, el 

cual se ha considerado como el sitio de unión a ligando (s). Por el momento no se han 

identificado mutaciones en el extremo NH2, a pesar de que el sitio activo de la enzima 

se localiza en esta región (H 136). Consideramos que la realización de estudios 

complementarios (i.e., mutagénesis dirigida) permitirá conocer el efecto de las 

diferentes mutaciones sobre la presencia y características de la enzima (vida media, 

estabilidad, dimerizacíón, actividad catalítica, procesamiento o bien modificaciones 

postraduccionales). 

Finalmente, debemos señalar que en la ILX no se ha observado variabilidad fenotípica 

con respecto al tipo de mutación presente en cada caso. 
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