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DESCRIPCION
Anticuerpo especifico para el dominio C-terminal de la profilagrina y su uso
Campo técnico

La presente invencién proporciona un método para detectar una mutacion en un gen de filagrina utilizando un anti-
cuerpo especifico para un dominio C-terminal de profilagrina.

Técnica anterior

Fibras de queratina de la capa granular de la piel se unen a una proteina denominada filagrina y se agregan durante
la queratinizacion formando un patrén unico denominado “patrén de queratina”. Una sustancia precursora de filagrina
se denomina profilagrina y se almacena en granulos de queratohialina dentro de las células granulares. La profilagri-
na tiene una estructura que comprende unidades repetitivas de filagrina que consisten en 10 a 12 moléculas conti-
nuas de filagrina interpuestas entre el dominio N-terminal y el dominio C-terminal (FIG. 1). En la queratinizacion, son
extraidos estos dominios, etc., y se producen moléculas individuales de filagrina. Cuando finalmente se degrada la
filagrina, se forma un factor hidratante natural (FHN). Los componentes constituyentes del FHN son aminoacidos y
sus derivados, que se sabe que desempefian un importante papel en el mantenimiento de la hidratacion de la piel
(Horii I, Kawasaki K, Koyama J, et al., J. Dermatol. 1983; 10:25-33).

Las mutaciones en la filagrina provocan una reduccién del FHN, y como resultado una disminucién en la capacidad
de retencion de agua de la capa cérnea. Sin embargo, investigaciones recientes han indicado que una mutacion
genética de la filagrina es la causa de ictiosis y algunas dermatitis atdpicas (Sandilands A, Terron-Kwiatkowski A,
Hull PR, et al., Nat Genet 2007; 39: 650 a 654), revelando sorprendentemente que las mutaciones en la filagrina no
so6lo reducen la capacidad de retencion de agua de la capa cérnea dando como resultado la disminucion del FHN,
sino que también influyen directamente sobre la funcion barrera.

La enfermedad antes mencionada resulta de las anomalias en la funcién barrera de la capa cérnea, como esta des-
crito en las directrices para el tratamiento de la dermatitis atdpica recogidas en The Journal of the Japan Dermatolo-
gical Association de 2010 (Norito Kato, “Treatment Guidelines and New Treatments for Atopic Dermatitis”, Journal of
the Japanese Dermatological Association 2010, 120(13), 2564-2565), que establecen que “los estados patoldgicos
de la dermatitis atdpica acompafan a una anomalia fisioldgica de la piel, tal como piel seca, y a una anomalia en la
funcion barrera que resulta de las anomalias en la epidermis, especificamente en la capa cérnea”.

Investigaciones posteriores han estimado que aproximadamente la mitad de las dermatitis atopicas en Europa y
aproximadamente el 30% de las dermatitis atopicas en Japdn resultan de las mutaciones genéticas de la filagrina.
Desde este punto de vista, se entiende suficientemente que la dermatitis atépica sea una enfermedad multifactorial.
Sin embargo, es importante decidir de manera critica la presencia o ausencia de una mutacion en el gen de filagrina
para tomar las decisiones sobre los tratamientos futuros. Ademas, con relacién a un sujeto de ensayo libre de der-
matitis atépica, sera posible predecir que sera altamente probable que dicho sujeto padezca dermatitis atdpica en el
futuro si se detecta una mutacion en un gen de filagrina.

Sin embargo, han sido descritas numerosas mutaciones en el gen de filagrina. Especificamente, dichas mutaciones
no existen en una regioén especifica, sino que existen casi en su totalidad (FIG. 1). Ademas, se ha descrito que no es
probable que se produzcan unidades repetitivas de filagrina si existe una mutacion en el gen de filagrina propiamen-
te dicho o en una parte de la regién en el extremo C de un gen que codifica la profilagrina, que es un precursor de la
filagrina (Sandilands A, Terron-Kwiatkowski A, Hull PR, et al., Nat Genet 2007; 39: 650-654). Por tanto, con el fin de
especificar si existe o no mutacion en la filagrina, es necesario secuenciar el gen completo de profilagrina. Sin em-
bargo, incluso la tecnologia de analisis genético actual no puede analizar faciimente el gen de profilagrina. Ludovic,
C., et al., 2010 Exp. Derm. 19:e343-e346 ensefian el uso de anticuerpos comerciales dirigidos contra el dominio C-
terminal de profilagrina de perro en la diagnosis inmunohistoquimica de la dermatitis atopica de la piel.

Por ejemplo, unidades repetitivas de filagrina, que son la region mas importante en el gen de profilagrina, son lige-
ramente diferentes unas de otras, y todas la unidades repetitivas de filagrina deben ser secuenciadas con precision.
Ademas, las mutaciones en un gen de filagrina varian dependiendo del grupo étnico. Como resultado, es notable-
mente dificil determinar si una diferencia de una base es una mutacion, debido a la variacién en las diversas unida-
des repetitivas individuales en estas diversas regiones, y por otra parte, debido a la variacion étnica. Por tanto, ac-
tualmente, las mutaciones en un gen de profilagrina solo se pueden analizar en equipos especificos del mundo.

Documentos de la técnica anterior

Bibliografia que no es patente

Bibliografia que no es patente 1: Horri |, Kawasaki K, Koyama J, et al., J Dermatol. 1983: 10: 25-33

Bibliografia que no es patente 2: Sandilands A, Terron-Kwiatkowski A, Hull PR, et al., Nat Genet 2007; 39: 650-654

Bibliografia que no es patente 3: Kato, Norito “Treatment Guidelines and New Treatments for Atopic Dermatitis”,
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Journal of the Japanese Dermatological Association 2010, 120(13), 2564-2565.
Sumario de la invencion
Problemas que ha de resolver la invencion

El objeto de la presente invencion es proporcionar un nuevo método para detectar una mutacion en un gen de fila-
grina utilizando un anticuerpo especifico para un dominio C-terminal de profilagrina.

Medios para resolver los problemas

Los presentes inventores han descubierto que una mutaciéon del gen de filagrina puede ser detectada de forma no
invasiva y sencilla, usando un anticuerpo especifico para el dominio C-terminal, y han completado la presente inven-
cion.

Por tanto, la presente solicitud incluye la siguiente invencion: Un método para detectar una mutacién en un gen de
filagrina, que comprende las etapas de:

detectar la presencia o ausencia de un dominio C-terminal de una proteina profilagrina humana en una muestra de
piel de un sujeto con un anticuerpo especifico para dicho dominio C-terminal, donde el dominio C-terminal es un pép-
tido que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO:1, y

decidir que la mutacién en un gen de filagrina esta presente en el sujeto, en caso de que no se detecte dicho domi-
nio C-terminal,

en donde dicha muestra de piel es una muestra de capa cérnea obtenida por extraccion con cinta adhesiva.
Efecto de la invencion

Si se genera una mutacion en un gen de profilagrina, no se pueden crear unidades repetitivas de filagrina después
de la mutacién y, finalmente, en el dominio C-terminal de la profilagrina. De acuerdo con la presente invencion, la
presencia o ausencia del dominio C-terminal dentro de la muestra de piel se puede detectar usando un anticuerpo
especifico para el dominio detectando simplemente la presencia o ausencia de una mutacion del gen de filagrina.
Ademas, una mutacion del gen de profilagrina puede ser causa de dermatitis atdpica y, por tanto, el diagnoéstico o la
prediccién de la dermatitis atépica usando el anticuerpo de la presente invencion se puede realizar de forma no inva-
siva y sencilla.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 es una ilustracion esquematica que muestra una estructura del gen de profilagrina (Chrlg21.3/Humano)
que tiene 12 unidades repetitivas de filagrina y sitios de mutacion del gen.

La FIG. 2 es un diagrama de inmunotincién de piel normal (normal (+/+)) sin ninguna mutacién del gen de profilagri-
nay de piel con dermatitis atdpica (AD (+/+)). Los dibujos del lado izquierdo muestran los resultados de la tinciéon con
hematoxilina-eosina (tincion con HE) y los dibujos del lado derecho muestran los resultados de la tinciéon con un anti-
cuerpo especifico para el dominio C-terminal de profilagrina y un sustrato cromogénico DAB (3,3'-diaminobencidina)
(FLG-C).

La FIG. 3 es un diagrama de inmunotincion de piel con dermatitis atépica con mutaciones del gen de profilagrina
(S2889X; K4022X). Los dibujos del lado izquierdo muestran los resultados de la tinciéon con hematoxilina-eosina (tin-
cion con HE) y los dibujos del lado derecho muestran los resultados de la tinciéon con el anticuerpo especifico para el
dominio C-terminal de profilagrina y un sustrato cromogénico DAB (3,3'-diaminobencidina) (FLG-C).

Realizacion para llevar a cabo la invencion

De acuerdo con un aspecto de la presente descripcién, se proporciona un anticuerpo especifico para un dominio C-
terminal de un gen de profilagrina humana, en el que el dominio C-terminal es un péptido que comprende la secuen-
cia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:1 o una de sus variantes. La filagrina se clasifica aproximadamente
en Tipo | y Tipo Il. Sin embargo, el término “profilagrina” como se usa en la presente memoria se refiere al Tipo I. La
profilagrina tiene una estructura que comprende unidades repetitivas de filagrina consistentes en 10 a 12 moléculas
continuas de filagrina interpuestas entre el dominio N-terminal y el dominio C-terminal (FIG. 1). La SEQ ID NO:2 indi-
ca la secuencia completa de un dominio C-terminal que consiste en 157 aminoacidos.

Con respecto al dominio C-terminal, la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO:1 no es homologa a la
profilagrina Tipo Il ni a la hornerina, que es una molécula analoga a la profilagrina, y es una secuencia especifica de
Tipo I. Por tanto, un anticuerpo especifico para la secuencia de aminoacidos no reacciona de forma cruzada con
estas proteinas analogas.

La variante puede ser cualquier variante siempre que un anticuerpo obtenido usando la variante como antigeno no
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reconozca un péptido que tenga una secuencia analoga a la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:1
en la piel y sea especifica para el dominio C-terminal de un gen de profilagrina humana. Por ejemplo, la variante
puede ser un péptido que comprende una secuencia de aminoacidos derivada de la secuencia de aminoacidos ex-
puesta en la SEQ ID NO:1 por delecidn, sustitucion o adicion de uno o mas aminoacidos.

Aunque no se limita a esto, el péptido se puede obtener por sintesis quimica de acuerdo con un método convencio-
nal. El anticuerpo de la presente descripcion se puede obtener administrando el péptido como antigeno, preferible-
mente un complejo antigénico que comprenda el péptido unido a un vehiculo adecuado, a mamiferos, por ejemplo,
ratas, ratones, conejos, etc. Aunque no se limita a esto, la cantidad de dosificacion del antigeno o complejo antigéni-
co por animal es de 0,1 a 100 mg cuando no se usa adyuvante, y es de 10 a 1000 pug cuando se usa un adyuvante.
Ejemplos del adyuvante incluyen adyuvante completo de Freund (FCA), adyuvante incompleto de Freund (FIA), ad-
yuvante de hidréxido de aluminio, etc.

La inmunizacion se realiza principalmente por inyeccion intravenosa, subcutanea o intraperitoneal. Ademas, el inter-
valo de inmunizacién no esta limitado especificamente. Sin embargo, la inmunizacion se realiza de 1 a 10 veces,
preferiblemente de 2 a 5 veces, en un intervalo de varios dias a varias semanas, preferiblemente, un intervalo de 2 a
5 semanas. Ademas, el titulo del anticuerpo se mide por transferencia de Western, ensayo por inmunoabsorcion
ligado a enzimas (ELISA o EIA), radioinmunoensayo (RIA), etc., de 6 a 60 dias después del dia de la inmunizacion
final. Preferiblemente, se extrae sangre y se obtiene antisuero el dia en el que se muestra el titulo maximo de anti-
cuerpos.

El anticuerpo policlonal se puede purificar por cromatografia de afinidad utilizando una columna a la que estan uni-
dos los péptidos antigénicos, y otros métodos de purificacion conocidos por los expertos en la técnica, por ejemplo,
cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de electroforesis en gel, cromatografia de liquidos de alta resolu-
cion, etc. Ademas, el anticuerpo de la presente descripcion puede ser un anticuerpo monoclonal. El anticuerpo mo-
noclonal se puede preparar de acuerdo con un método ya conocido que usa un péptido que tiene la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEQ ID NO:1 o una de sus variantes.

La presente invencion proporciona un método para detectar una mutacion en un gen de filagrina, comprendiendo
dicho método las etapas de: detectar la presencia o ausencia de un dominio C-terminal de una proteina profilagrina
humana en una muestra de piel de un sujeto con un anticuerpo especifico para dicho dominio C-terminal, en donde
el dominio C-terminal es un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO:1, y deci-
dir que en el sujeto esta presente la mutacion en un gen de filagrina, en el caso en el que no se detecte dicho domi-
nio C-terminal, en donde dicha muestra de piel es una muestra de capa cérnea obtenida por extraccién con cinta
aislante. El término “una mutacién en un gen de filagrina” como se usa en la presente memoria se refiere a una o
mas mutaciones de un gen de filagrina, que inhiben la formacién del dominio C-terminal de profilagrina. Ejemplos de
las mutaciones incluyen la mutacion S2889X en la que la terminacién ocurre en la serina en la posicion 2889, la mu-
tacion K4022X en la que la terminacion ocurre en la lisina en la posicion 4022, etc. (FIG. 1).

Una mutacion en el gen de profilagrina conduce a una dermatitis atopica. Por tanto, de acuerdo con el método de la
presente invencion, cuando no se detecta el dominio C-terminal, se decide que el sujeto padece o es muy probable
que padezca dermatitis atopica.

La deteccion de la presencia o ausencia del dominio C-terminal se realiza por un método inmunolégico bien conoci-
do por una persona experta en la técnica, por ejemplo, inmunoensayo (ELISA, RIA, etc.). Se extraen muestras de
piel por cualquier método de brazos, piernas, cabeza, etc., de los sujetos. Los sujetos son mamiferos, preferiblemen-
te seres humanos de los que se sospecha que tienen enfermedades cutaneas causadas por mutaciones del gen de
filagrina, especificamente, dermatitis atopica. Un método de extraccion con cinta adhesiva es sencillo y no invasivo.
La extraccion con cinta adhesiva es un método para extraer una muestra de capa cornea, que comprende pegar un
trozo de cinta adhesiva a la capa superficial de la piel y despegar el trozo de modo que la capa coérnea de la piel se
adhiera a la cinta adhesiva retirada. De acuerdo con el método de extraccién con cinta adhesiva, se puede obtener
de forma sencilla una muestra de piel que contenga un gen de profilagrina y se puede detectar de forma no invasiva
una mutacion del gen de filagrina.

Un método preferible de extraccién con cinta adhesiva es el siguiente: en primer lugar, se limpia una capa superficial
de piel con, por ejemplo, etanol, etc., para eliminar el sebo, la suciedad y similares. Un trozo de cinta adhesiva corta-
da con un tamafo adecuado (por ejemplo, 5 x 5 cm) se coloca suavemente sobre la superficie de la piel. Todo el
trozo de cinta se presiona sobre la superficie de la piel aplicando una presién uniforme y posteriormente se despega
la cinta adhesiva aplicando una fuerza uniforme. La cinta adhesiva puede ser una cinta de celofan comercialmente
disponible, por ejemplo, Scotch Superstrength Mailing Tape (fabricada por 3M), Cellophane Tape (CelloTape (R),
Nichiban), etc.

Para extraer un componente soluble de la capa cérnea extraida por la cinta se puede usar un tampdn de neutro a
débilmente alcalino que incluya un tensioactivo no iénico, y que incluya, aunque sin limitacion, el siguiente tampon:
Tris HCI 100 mM + NaCl 0,14 M + Triton al 0,1% x 100. La cinta que tiene una capa cérnea adherida se corta en una
tira con tijeras, etc., se transfiere a un recipiente, tal como un tubo Eppendorf, se sumerge en una pequefia cantidad
del tampon antes mencionado, se agita por inversion, para extraer eficazmente los componentes solubles. Los com-
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ponentes solubles extraidos se someten a un inmunoensayo, etc., usando el anticuerpo de la presente descripcion,
para evaluar la presencia o ausencia de una mutacién del gen de profilagrina.

De acuerdo con un aspecto de la presente descripcion, se proporciona un kit para detectar una mutacién en un gen
de filagrina, que comprende el anticuerpo. El kit puede comprender el anticuerpo de la presente descripcion en un
recipiente. El kit puede comprender ademas reactivos requeridos para el método de deteccién antes mencionado,
por ejemplo, en el caso de la deteccidon de una mutacion por el método ELISA, un conjugado enzimatico, solucion de
sustrato, solucion de desactivacion, solucion de lavado, diluyente del conjugado enzimatico, tampdn de ensayo, con-
trol, diluyente de la muestra, conjugado, etc., e instrucciones de operacion que expliquen los procedimientos del mé-
todo.

La presente invencion se explicara especificamente a continuacién con mas detalle con referencia a ejemplos espe-
cificos. Sin embargo, la presente invencion no esta limitada a ellos.

Ejemplos
Tincién inmunohistoquimica

Se prepararon muestras de cortes de piel a partir de piel normal y piel con dermatitis atdpica, que estaban libres de
una mutacioén del gen de profilagrina, y piel con dermatitis atdpica con una mutacién del gen de profilagrina (S2889X
0 K422X). La tincién inmunohistoquimica del fragmento de piel se realizé por el método descrito por Kamata et al. (J.
Biol. Chem., Vol. 284, Issue 19, 12829-12836, May 8, 2009). El anticuerpo especifico para el dominio C-terminal de
profilagrina se obtuvo inmunizando un conejo con un péptido sintético que tenia la secuencia de aminoacidos
CKASAFGKDHPRYYATYINKDP como inmunégeno (fabricado por Sigma Inc.)

La piel normal y la piel con dermatitis atdpica, que estaban libres de una mutacion del gen de profilagrina, se tifieron
con hematoxilina-eosina, o con el anticuerpo especifico para un dominio C-terminal de profilagrina y un sustrato
cromogénico DAB (3,3'-diaminobencidina). Los resultados se muestran en la FIG. 2. La profilagrina fue localizada en
la capa granular. El desarrollo del color de la tincion con DAB en la capa granular se redujo en la piel con dermatitis
atopica libre de una mutacion del gen de profilagrina en comparacion con la piel normal (con referencia al diagrama
de inmunotincion de FLG-C). A saber, los resultados de la FIG. 2 revelan que la expresion de la filagrina esta reduci-
da en la piel con dermatitis atépica incluso libre de una mutacién del gen de profilagrina.

A continuacion, se realiz6 la inmunotincion de la piel con dermatitis atdpica con la mutacion del gen de profilagrina
S2889X o0 K422X. De la misma manera que los resultados de la FIG. 2, cada piel se tind con hematoxilina-eosina
(lado izquierdo: tinciéon con HE), o con el anticuerpo especifico para un dominio C-terminal de profilagrina y un sus-
trato cromogénico DAB (3,3'-diaminobencidina) (lado derecho: FLG-C), y los resultados se muestran en la FIG. 3. La
capa granular no se tifid con DAB a diferencia de los resultados de la FIG. 2. A saber, se revelé que el dominio C-
terminal de profilagrina no estaba formado por la mutacion en la piel con dermatitis atdpica con mutacion.

Los resultados antes mencionados han revelado que el anticuerpo especifico para el dominio C-terminal del gen de
profilagrina se podria usar para detectar de modo sencillo la presencia o ausencia de mutaciones del gen de filagrina
que se sabe que son muchas, sin verificar cada mutacion por secuenciacion y, por tanto, decidir que la piel de un
sujeto padece o es muy probable que padezca dermatitis atopica.

Lista de secuencias

<110> Shiseido Ltd

<120> Anticuerpo especifico para el dominio C-terminal de profilagrina y su uso
<130> AAB37-PCT

<150> JP2011-245483
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REIVINDICACIONES
1. Un método para detectar una mutacion en un gen de filagrina, que comprende las etapas de:

detectar la presencia o ausencia de un dominio C-terminal de una proteina profilagrina humana en una muestra de
piel de un sujeto con un anticuerpo especifico para dicho dominio C-terminal, donde el dominio C-terminal es un pép-
tido que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO:1, y

decidir que las mutaciones en un gen de filagrina estan presentes en el sujeto, en caso en el que no sea detectado
dicho dominio C-terminal,

en donde dicha muestra de piel es una muestra de capa cérnea obtenida por extraccion con cinta adhesiva.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende decidir que el sujeto padece o es muy proba-
ble que padezca dermatitis atdpica, en caso en el que no se detecte dicho dominio C-terminal.
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FIG. 3
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