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RESUMEN

El albinismo oculocutaneo (OCA, por sus siglas en inglés) es un grupo de desérdenes hereditarios autosdémi-
cos recesivos que involucran dafios en la biosintesis de melanina. Existen cuatro tipos de OCA que van desde
OCALI hasta OCA4. A nivel molecular se han reportado mas de 230 mutaciones en el gen 7YR como res-
ponsable de OCA1 cuyo fenotipo es el mas severo y frecuente a nivel mundial de los tipos de OCA. En este
estudio se realiz6 el primer tamizaje molecular del gen 7YR en 20 casos de individuos albinos colombianos.
Mediante la amplificacion por PCR y posterior secuenciacion por Sanger de las regiones codificantes del
gen TYR, se encontraron tres mutaciones no reportadas en la literatura. Mediante analisis bioinformaticos se
determiné que estas mutaciones tienen un impacto altamente dafiino en la estructura y funcién de la enzima
tirosinasa. En 11 individuos fue posible encontrar en ambos alelos del gen 7YR una mutacion que pudiera
explicar el fenotipo albino. Sin embargo aun quedan 9 individuos (45%) que requieren el tamizaje molecular
de otro gen relacionada con OCA debido a que el tamizaje inicial del gen TYR por si solo no explicaba el fe-
notipo albino. Para este proposito proponemos analizar el gen OCA2. El objetivo de este estudio es entonces
el de conocer las bases moleculares de OCA en individuos colombianos con el fin de entender mas a fondo
la genética e historia de esta condicion en nuestra poblacion y poder ofrecer una adecuada asesoria genética.

Palabras Claves: Albinismo, tamizaje molecular, gen TYR, enzima tirosinasa, mutacion fundadora, Colom-
bia.
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ABSTRACT

Oculocutaneous albinism (OCA) is a genetic condition of melanin synthesis that results in hypopigmented
hair, skin, and eyes. OCA1, one of the four types of OCA is the most frequent worldwide and is caused by
mutations in TYR gene. In the present study, we perform the first mutation screening of 7YR gene in 20 un-
related Colombian cases with OCA. Using PCR and Sanger sequencing of the TYR gene coding-region, we
found three novel mutations ¢.551C>G (S184X), ¢.739T>C (C246R) and c.163 T>G (p.C55G). Bioinforma-
tics analysis showed a probably damaging impact of these mutations on the structure and function of TYR
protein using straightforward physical and comparative considerations. We found that 11 individuals had
two mutations which could explain their albinism. Thus, we still have 9 individuals which need a mutation
screening of another gene related to OCA. To this purpose, we propose the OCA2 gene. The purpose of this
study was to identify the molecular basis of oculocutaneous albinism (OCA) in a cohort of 20 Colombian
individuals in order to understand the history of the condition in our population and to offer a correct gene-
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tics counseling.

Key words: albinism, mutation screening, 7YR gene, tyrosinase enzyme, founder mutation, Colombia.

INTRODUCCION

El albinismo oculocutaneo (Oculocutaneous Albinism,
OCA) es una condicion que presenta heterogeneidad
clinica y genética. Se caracteriza por ser un desorden de
herencia autosomica recesiva definida clinicamente por
la ausencia parcial o total de la melanina, la cual es pro-
ducida en los melanocitos que se encuentran en cabello,
piel y ojos (1,2). Los melanocitos de tipo cutaneos se
encuentran en cabello y piel, mientras que los melano-
citos extracutaneos se encuentran en los ojos y coclea.
Ambos tipos de melanocitos provienen de diferentes li-
najes ectodermales (3). En individuos con OCA, es co-
mun la presencia de anormalidades en el sistema optico
relacionado con la reduccion de melanina durante el
desarrollo embrionario. Las manifestaciones oftalmo-
logicas incluyen hipopigmentacion de iris, nistagmo,
hipoplasia macular, estrabismo y fotofobia (4-7).

El albinismo oculocutaneo ha sido reportado en casi
todas las poblaciones humanas con una frecuencia pro-
medio de 1 de 17.000 personas, es decir que aproxima-
damente uno de cada setenta individuos es portador de
mutaciones en genes implicados en OCA (8). La pre-
valencia de los diferentes tipos de albinismo varian a
nivel mundial probablemente porque es muy dificil de
diagnosticar clinicamente un tipo de OCA entre el am-
plio espectro de pigmentacion de la poblacion. Existen
cuatro tipos de OCA que van desde OCA1 hasta OCA4,
siendo el OCA1 el més severo y mas frecuente (9). Has-
ta el momento a nivel mundial han sido reportadas mas
de 230 mutaciones en el gen TYR como responsables
de OCALI. El tipo OCA2 es el segundo en prevalencia
y es causado por mutaciones en el gen OCA2 (10). El
tipo OCA3 causado por mutaciones en el gen TYRPI
es frecuente en poblacion de Africa, mientras que el ul-
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timo tipo, OCA4 es causado por mutaciones en el gen
SCL45A42 y es frecuente en poblacion de Asia (11).

Aproximadamente el 50% de los casos de OCA a nivel
mundial son del tipo OCA1 (12). El gen TYR esta lo-
calizado en el cromosoma 11q14.3. Este gen esta com-
puesto por 5 exones que codifican para una proteina de
529 aminoacidos denominada enzima tirosinasa (13).
Esta enzima es una proteina que utiliza cobre como
cofactor y esta encargada de catalizar la conversion de
tirosina a L-dihidroxifenilalanina (DOPA) y de DOPA
a DOPAquinona en la ruta metabdlica de la biosintesis
de la melanina (14). OCA1 esta dividida clinicamente
en dos subtipos: OCA1A, en el cual no hay actividad de
la enzima tirosinasa, y OCA1B, caracterizada por una
baja actividad de la tirosinasa. A nivel molecular, en el
OCA1Ayenel OCAIB los dos alelos del gen TYR pre-
sentan mutaciones. Sin embargo, con frecuencia se ha
encontrado que algunos individuos con OCA1B, solo
presentan una mutacion en este gen y en algunos de es-
tos casos, se ha hallado otra mutacion en el gen OCA2
(15). El gen OCA2 esta localizado en el cromosoma
15q11.2-q12 (16). Este gen esta compuesto por 24 exo-
nes que codifican para una proteina de 828 aminoAci-
dos. La proteina codificada por este gen es importante
para una normal biogénesis de los melanosomas (17) y
para un procesamiento y transporte normal de las pro-
teinas del melanosoma como TYR y TYRPI (18,19).

A pesar de que estudios semejantes se han realizado en
algunos paises de Europa y Estados Unidos, en ningun
pais de Suramérica se ha hecho este tipo de estudio. En
Colombia, no hay estudios sobre las bases moleculares
y clinicas de individuos con albinismo oculocutaneo,
siendo este el primer estudio de esta magnitud en el pais
y en la region. El desarrollo de nuevo conocimiento so-
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bre esta condicion en el pais sera de gran beneficio para
llevar a cabo una correcta asesoria genética en los in-
dividuos y familias con albinismo ya que se conoceran
las mutaciones mas frecuentes en el pais. Asimismo, el
descubrimiento de mutaciones en nuestra poblacion que
han sido reportadas anteriormente en otras poblaciones
humanas, nos daria indicios acerca de la historia evolu-
tiva de esta condicion en la poblacion colombiana. Por
ultimo, este estudio brindara herramientas de educacion
y sensibilizacion en la sociedad sobre la condicion albi-
na. Por lo mencionado anteriormente, el objetivo gene-
ral de este estudio fue realizar un tamizaje mutacional
del gen TYR en 20 individuos colombianos con albinis-
mo oculocutaneo OCA1A/B.

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo hace parte de un macro proyecto que
busca realizar una caracterizacion clinico-molecular en
individuos con OCA en nuestro pais. La parte de carac-
terizacion molecular es el objetivo de este trabajo.

Los individuos participantes del proyecto fueron infor-
mados de los protocolos a realizar. Todos aprobaron y
firmaron un consentimiento informado en conformidad
de lo establecido en la Resolucion No. 008430 de 1993
del Ministerio de Salud “Normas Cientificas, Técnicas
y Administrativas para la Investigacion en Salud” para
la investigacion en seres humanos y aprobado por el co-
mité de ética de la Universidad de los Andes. La mayo-
ria de individuos fueron contactados por la Fundacion
Contraste — Albinos por Colombia y seleccionados por
nuestro grupo de investigacion una vez se constataba el
fenotipo albino. Parametros como hipopigmentacion de
piel, nistagmo, estrabismo, antecedente de albinismo y
endogamia en la familia eran algunos de los criterios
para seleccionar a los individuos. La muestra de estudio
const6 de individuos provenientes de Boyacd, Cundina-
marca, Tolima, Meta y Bogota. Posteriormente se reali-
76 la extraccion de ADN de aproximadamente 10 ml de
sangre periférica utilizando el kit comercial Corpogen
DNA 2000®. Luego de su inscripcion cada participante
recibié un codigo de identificacion con el fin de prote-
ger la privacidad del individuo. Al final se evalu6 una
muestra de 20 casos de individuos con OCA, no rela-
cionados entre si.

Analisis Mutacional (Amplificacion y secuenciacion
del gen TYR): Para la amplificacion de la secuencia co-
dificante del gen TYR se disefiaron seis parejas de pri-
mers: cuatro para amplificar el primer exon y las otras
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dos, para los exones II y III respectivamente, incluyen-
do entre 60 y 100 pb de las zonas intronicas flanquean-
tes (20). Con respecto a los exones IV y V, dada la alta
homologia que presentan con el pseudogen TYRL, un
estudio previo (21) propuso una pareja de primers para
cada uno de estos exones que fueron empleados en este
trabajo (Tabla 1). Posteriormente los productos ampli-
ficados se secuenciaron mediante la técnica de Sanger
y se alinearon y compararon con la secuencia referen-
cia del gen TYR disponible en GenBank http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/ (Gene ID: 7299). Se usa-
ran dos softwares para este proposito: CLC Genomics
Workbench 4 creado por CLC Bio y Geneious version
4.8.3 creado por Biomatters. Las mutaciones de-novo
que se encontraron en este estudio fueron reportadas a
la base de datos de la Universidad de Minnesota A/bi-
nism Database, International Albinism Center (http://
albinismdb.med.umn.edu/index.html), curada por Wi-
lliam Oetting y al National Center for Biotechnology
Information (NCBI). Una vez identificadas en cada in-
dividuo se realizara un tamizaje de portadores en los
parientes que deseen participar.

RESULTADOS

Se encontraron tres mutaciones no reportadas en la li-
teratura, ¢.551C>G (p.S184X), ¢.739T>C (p.C247R) y
c.163T>G (p.C55QG). Las tres mutaciones de-novo esta-
ban presentes en estado heterocigoto en el exén 1y por
lo menor una de ellas (S184X) fue heredada por lado
paterno. Asi mismo en cinco individuos no se encon-
traron mutaciones en la region codificante del gen 7TYR.

En 11 de los 20 casos (55%) fue posible encontrar en
ambos alelos del gen TYR una mutacion que pudiera
explicar el fenotipo albino. La mutacion c.140G>A
(G47D) ubicada en el exén 1 fue encontrada en 8 ca-
sos (5 en estado homocigoto y 3 en estado heterocigo-
to compuesto). También se encontraron mutaciones en
menos casos como la c.124G>A (D42N) y la ¢.230G>A
(R77Q) las cuales ya habian sido descritas en la litera-
tura (22,23).

Ademas se encontrd la variante termosensible
c.1205G>A (R402Q) en estado heterocigoto en cuatro
casos. Estudios han mostrado que células transfectadas
con la variante R402Q muestran una actividad enzima-
tica nula de la tirosinasa a 37°C, mientras que a una tem-
peratura de 31°C las células transfectadas presentan una
actividad comparable con células silvestres. (24-27).
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Tabla 1. Resumen de mutaciones encontradas en gen 7YR.

Mutation 1 Mutation 2

Individual Indep:—:-_rrlder'rt Age Sex Nucleotide AA change Parent Nucleotide AL change Parent

Families change change
oca_01 1 27 F c.140G=A p.G470 c.140G>=A p.G470 )
OcAa_02 2 5 F c.140G=A p.G470 c.124G=A p.D42N )
acA_03 3 38 M NF MNF
OCcA_D4 4 21 M NF MNF
OCA_05 5 19 F €163 T>G  p.C55G c124G>A  p.D42N
OCA_06 6 30 M c140G>A  p.GA7D c124G>A  p.D42N
acA_07 7 64 F C.739T=C C247R NF
OcA_ 08 32 M C.739T=C C247R c.1205G=A p.R4020O
OcA 09 8 29 F c.1205G=A p.RA020 NF
OCA 10 9 27 M MF NF
oca 11 10 18 M c.1205G=A p.RA020 NF
OcA 12 11 31 F c.1205G=A p.RA020 NF
OcA 132 12 35 M c.230G=A p.R77Q c.230G>=4 p.R77Q M
OcA 14 13 35 M c.140G=4 p.G47D c.140G=A p.G47D M
OCA 15 14 23 M MF NF
OCA 16 15 22 F MF NF
ocA 17 16 32 M c.140G=4 p.G47D c.140G=A p.G47D M
OCA_18 17 25 M c140G>A  p.GA7D c140G>A  p.GA7D M
OcA 19 18 42 F c.140G=4 p.G470 c.140G=A p.G47D M
OCA_20 19 62 M €.551C>G  p.5184X c140G>A  p.GA7D
OcA 21 20 16 M C.351C=G p.5184% F MNF

Novel mutations are shaded. NF, not found; M, mother; F, father

DISCUSION/CONCLUSIONES

Si bien se pudo determinar las mutaciones presentes
en ambos alelos del gen TYR en 11 individuos de una
muestra albina de nuestro pais, ain quedan 9 individuos
(45%) que requieren el tamizaje molecular de otro gen
con el fin de encontrar aquellas mutaciones faltantes
que expliquen el fenotipo albino. Estos resultados son
congruentes con lo reportado en la literatura (15), por lo
tanto es necesario continuar este tamizaje molecular en
el gen OCA2, ya que mutaciones en este gen causan la
segunda forma mas frecuente de OCA (cerca del 30%
de los casos mundialmente) (12). Actualmente, estamos
llevando a cabo el disefio y compra de primers para am-
plificar y secuenciar los 24 exones de este gen en aque-
llos individuos para los cuales no se encontrd ninguna
mutacion en el gen TYR o solo se encontrd en un alelo.
Esperamos tener los resultados de este tamizaje mole-
cular antes de la fecha del congreso ACCB para de esta
forma completar la tabla 1 y determinar la frecuencia
de mutaciones en el gen TYR y OCA2 en una muestra
de poblacion Colombiana con albinismo oculocutaneo.
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Este seria el primer estudio de esta magnitud en Suda-
mérica.

Respecto a las tres mutaciones de-novo encontradas en
este estudio, dos de ellas, p.C247R y p.C55G son mu-
taciones no-sinénimas (missense), es decir, la sustitu-
cion de un nucleotido genera un cambio de codon por lo
cual se produce un aminoacido diferente. Este cambio
de aminoacido puede tener o no un efecto importante
en la estructura de la proteina. Para predecir el posible
impacto de la sustitucion de aminoacido en la estruc-
tura y funcion de la proteina tirosinasa por parte de las
dos mutaciones de-novo encontradas utilizamos el pro-
grama PolyPhen-2 version 2.2.2 (28). De acuerdo a la
simulacion por parte de este software, ambas mutacio-
nes son altamente dafiinas en la estructura de la enzima
tirosinasa (ver material suplementario). La mutacion
C247R es el cambio de una cisteina por una arginina en
la posicion 247 de la proteina, mientras que la mutacion
C55G es el cambio de una cisteina por una glicina en
la posicion 55. La ultima mutacioén de-novo encontra-
da, p.S184X, es una mutacion sin sentido (nonsense),
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la cual genera un codén de parada. En este caso no se
hizo un analisis bioinformatico debido a que el efecto
que una mutacion sin sentido generaria en una proteina
es bastante obvio y mds si tenemos en cuenta que esta
mutacion se encuentra ubicada en el primer exon.

La mutacion ¢.140G>A (p.G47D) se encontrd con una
alta frecuencia en nuestra de muestra de estudio (40%).
La mutacion no-sinébnima G47D consiste de una sus-
titucion de guanina por adenina en el nucledtido 140
en el exon 1 del gen TYR generando un cambio en el
codon 47 del RNAm produciendo acido aspartico en
lugar de glicina. Esta mutacion también presenta un im-
pacto significativo en la funcién y estructura de la tiro-
sinasa de acuerdo a la simulacion por PolyPhen 2 (ver
suplementario). Interesantemente, la mutacion G47D
también ha sido reportada en poblacion albina judio se-
fardita y de Puerto Rico, presentando un mismo haplo-
tipo genético, lo cual sugiere que la mutacion G47D en
ambas poblaciones tiene el mismo origen (29,30). Se
cree que esta mutacion se origind en el pueblo judio-
marroqui y judio-sefardita. Esta poblacion tuvo varias
oleadas de emigracion y durante el siglo XV llegaron a
América huyendo de Europa por aspectos religiosos del
momento. Las islas canarias y Puerto Rico hacian parte
de los lugares que visitaron durante sus viajes de explo-
racion (31). En base a lo anterior es posible pensar que
esta mutacion pudo haber llegado a nuestra poblacion
Colombiana desde hace mucho tiempo generando un
numero de portadores (efecto fundador), que de igual
forma, probablemente tuvo origen en la poblacion ju-
dio sefardita que lleg6 a América en el siglo XV. Para
comprobar si la mutacion G47D presente en nuestra
poblacion se debe a un efecto fundador, es necesario
realizar un analisis de haplotipo de los individuos co-
lombianos que tienen la mutacion G47D y compararlo
con el haplotipo reportado en poblacion Judio-Sefardita
y de Puerto Rico. En el momento ya tenemos analiza-
dos en nuestra muestra de estudio dos de los tres poli-
morfismos reportados en los estudios previos (29,30).
Actualmente estamos trabajando en la identificacion del
ultimo polimorfismo para tener finalmente el haplotipo
de nuestra muestra Colombiana (mas informacion en
Suplementos). De igual forma, pronto tendremos dos
muestras de ADN de individuos con la mutacion G47D
en estado homocigoto provenientes de Puerto Rico, esto
nos permitira evaluar mas sitios polimorficos para tener
mas claridad y exactitud del haplotipo entre ambas po-
blaciones y conocer mas acerca de la historia evolutiva
de esta condicion en la poblacion colombiana.

56

Aun es debatible la contribucion de la variante termo-
sensible p.R402Q en el fenotipo albino. Se sabe que
esta variante alélica altera el plegamiento de la enzima
tirosinasa afectando el trafico intracelular de esta pro-
teina (26,27). Sin embargo, esta variante por si sola no
es suficiente para generar el fenotipo albino ya que se
ha encontrado en estado homocigoto en individuos que
no presentan la condicion albina (32,33). Por lo cual se
cree que esta variante es importante solo cuando esta
acompaiiada de cierto antecedente genético en el in-
dividuo. Se ha visto que la variante p.R402Q es mas
comun en individuos que presentan una sola mutacion
en uno de los genes relacionados con OCA comparado
con aquellos que tienen dos mutaciones (34-36). Esto
soporta la necesidad de hacer un tamizaje molecular del
gen OCA?2 en aquellos individuos que tienen la variante
p-402Q y no presentan una mutacion en el gen TYR.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

Suplemento 1. Analisis Bioinformatico del posible impacto en la proteina de las mutaciones de-novo C55G y C247R
mediante el programa PolyPhen-2 version 2.2.2.

POlyphen-z prediction of functional effec

of human n ]

R e -y
PolyPhen-2 report for P14679 C55G
Query

Protein Acc  Position AA, AA, Description

14679 55 c g Canonical, RecName: Full=Tyrosinase, EC=1.14.18.1; AliName: Full=LB24-AB; AltName: Full=Monophenol monooxygenase; AltName: Full=SK29-AB; AltName
Full=Tumor rejection antigen AB: Flags: Precursor: Length: 529

Results
Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.2r393
HumDiv

This mutation is predicted tobe  PROBABLY DAMAGING with a score of 1.000 (sensitivity: 0.00; specificity 1.00)

=] Humvar

POIyPhen-Z prediction of functional effects of human n

Ps

B ome e
[ L L L L .
PolyPhen-2 report for P14679 C247R

Query

Protein Acc  Position AR, AA, Description

P14679 247 c

Canonical: Recame: Full=Tyrosinase; EC=1.14.18.1; AltName: Full=LB24-AB: AltName: Full=Monophenol monooxygenase: Althame: Full=SK29-AB: AltName:
Full=Tumor rejection antigen AB; Flags: Precursor; Length: 529

Results
Prediction/Confidence

PolyPhen-2 v2.2.2r398
HumDiv

This mutation is predicted fobe PROBABLY DAMAGING with a score of 1.000 (sensitivity. 0.00; specificity. 1.00)

=] Humvar
This mutation is predicted to be  PROBABLY DAMAGING with a score of 1.000 (sensitivity: 0.00; specificity 1.00)

000 0.20 0,40 0160 0.80 1100
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Suplemento 2. Reporte de la mutacion G47D mediante PolyPhen-2.

POlyPhen-z prediction of functional effects of human ns

m—m——mmwm

PolyPhen-2 report for P14679 G47D
Query
Protein Acc  Position AA, AA, Description

Canonical; RecName: Full=Tyrosinase; EC=1.14.18.1; AltName: Full=LB24-AB; AltName: Full=Monophenol monooxygenase; AltName: Full=SK29-AB; AltName:

P14679 47 & Full=Tumor rejection antigen AB; Flags: Precursor; Length: 529
Results
Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.2r398
Humbiv
This mutation is predicted tobe  PROBABLY DAMAGING  with a score of 1.000 (sensitivity 0.00: specificity 1.00)
0l00 0l20 0l40 0.60 0.80 1100
[=] Humvar

This mutation is predicted tobe  PROBABLY DAMAGING with a score of 1.000 (sensitivity: 0.00; specificity: 1.00)

Suplemento 3. Analisis de Haplotipo para la mutacion G47D

Para identificar si la mutacion G47D en nuestra poblacion presenta el mismo haplotipo encontrado en poblacion
judio sefardita (29) y en poblacion puertorriqueia (30) utilizaremos los tres sitios polimorficos reportados en estas
poblaciones y que estan cerca al gen tirosinasa.

Tabla 2. Polimorfismos en el gen TYR que conforman el
haplotipo referencia.

Poblacion Polimorfismo
192Y/S  -199C/A (GA)n
Judio Sefardita +/+ +/+ 298/298
Puerto Rico +/+ +/+ 298/298

El signo (+) denota la presencia del polimorfismo en uno
de los alelos.

El primer sitio polimoérfico denominado Y/S192, consiste en una sustitucion de citosina por adenina en el nucleo-
tido 575 del primer exén del gen TYR. Este polimorfismo (TAT) genera un cambio no-sinébnimo de serina por
tirosina en el aminoacido 192 sin alterar la viabilidad de la proteina (37). El segundo polimorfismo denominado
-199C/A, se encuentra localizado en la region promotora del gen tirosinasa especificamente en el nucledtido -199,
consiste de un cambio de citosina por adenina. Para la deteccion de este polimorfismo (CCAATTC) se usara la
enzima de restriccion Tagl con sitio de corte TCGA permitiendo determinar los individuos que presenten este po-
limorfismo (38). El tercer sitio polimoérfico (-259/GAGA) que hace parte del haplotipo es un STR (Short Tandom
Repeat) conformado por repeticiones de GA en la region promotora del gen TYR [39]. La genotipicacion de este
polimorfismo se hara usando una pareja de primers disefiada por nosotros y marcada con fluoresceina (FAM).
Luego de su amplificacion por PCR cada fragmento sera identificado y separado por la maquina ABI PRISM del
laboratorio de secuenciacion de la Universidad de los Andes. Los resultados de los polimorfismos encontrados en
nuestra poblacion serdn comparados con el haplotipo referencia (Tabla 2) presente en individuos con OCA1 en
poblacion judio sefardita y de Puerto Rico que también presentan la mutacion G47D.
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