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RESUMEN

La genética molecular es una herramienta que est4d revelando los genes responsables de
enfermedades hereditarias, incluso algunos de ellos han sido ya identificados y caracterizados. En
otros genes la identificacion estd mas cercana porque se les ha localizado (mapeado) en regiones
cromosOmicas especificas donde su busqueda se refina paulatinamente. El glaucoma primario de
angulo abierto (GPAA) es una anomalia hereditaria que sin tratamiento puede llevar a la ceguera,
pero si es detectado tempranamente, permite preservar la vision. Hay 6 loci (genes) para GPAA:
GLCIA localizado en la region cromosOmica 1g24.3-g25.2, GLCIB (2cen-q13), GLCIC (3g21-q24),
GLCID (8923), GLCIE (10p14-p15) y GLCIF (7935-g36). Hemos estudiado varias familias peruanas
con GPAA para analizar su asociacién con marcadores en las regiones mencionadas. Una familia de
Chincha ha mostrado cosegregaciéon con marcadores de 2cengl13 indicando que el glaucoma en esta
familia pertenece a GLCIB. Un andlisis posterior con mas familiares nos revela una recombinacion
que restringe la region critica para GLCIB a 2cen-ql2. Esta reduccién en términos gendmicos
descarta varios millones de nucledtidos y muchos genes de 2ql13 facilitando la identificacién de
GLCIB.

Palabras claves: Diagnostico molecular, enfermedades genéticas, glaucoma, mapeo, ligamiento
genético.

ABSTRACT

Molecular genetics is an important tool to elucidate the cause of hereditary diseases. One of the
strategies used in this type of studies, is to map the gene responsible of the disease to a specific
chromosome region. This has helped in the characterization of some genes, but others remain to be
identified. Primau Open Angle Glaucoma (POAG) is a hereditary disease that can lead to blindness if
untreated. There are six loci for POAG: GLCIA on chromosome region 1g24.3-g25.2, GLCIB (2cen-
gq13), GLCIC (3g21-g24), GLCID (8g23), GLCIE (10p14p15) y GLCIF (7q35-g36). In a study of several
POAG Peruvian families we have characterized one that cosegregates with markers of chromosome 2
corresponding to a new reported family for GLCIB located at 2cen-2g13. One additional individual in
the family reveals genetic recombination that refines the position to a smaller region in 2cen-q12
eliminating several milions of base pairs in the search of the GLCIB gene.
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INTRODUCCION

El Glaucoma es una de las principales causas de ceguera a nivel mundial y se debe a una neuropatia
Optica con disminucion de los axones provenientes de las células ganglionares de la retina (1). La ma-
yoria de los glaucomas estd asociada a una malla trabecular de apariencia normal y se les llama
glaucoma primario de angulo abierto (GPAA). El glaucoma juvenil es un GPAA de aparicién temprana
y es heredado de una forma dominante. EI mecanismo molecular no se conoce del todo bien, se
postula la acumulacién de una sustancia proteica ylo glicoproteica entre las células de la malla
trabecular que causa obstruccion al libre pasaje del humor acuoso (2). El tratamiento consiste en
administrar medicamentos para bajar la presién intraocular durante toda la vida del paciente ylo
cirugia.
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La prevalencia del glaucoma a nivel mundial es de aproximadamente 1% (3). El riesgo de desarrollar
glaucoma en los parientes en primer grado de pacientes con GPAA es del 4 - 16% (4), (6) y 13 - 47%
tienen historia familiar positiva (4), (7). También se ha reportado familias con glaucoma de herencia
autosémica dominante (7,8) y autosémica recesiva (9), (10). Hasta la fecha se han determinado 6
regiones (loci) del genoma que contienen genes para GPAA denominados correlativamente GLCIA-F
Y uno de ellos, GLCIA ya ha sido identificado correspondiendo al gen MYOC o TIGR en el
cromosoma 1.

Para determinar la causa de una enfermedad hereditaria y para caracterizar familias afectadas se
utiliza el estudio de ligacion gen ética (linkage) que se basa en la asociacion fisica de dos caracteres
en una misma regién cromosOmica. Cuanto mas cerca estan en el mismo segmento cromosomico,
mayores posibilidades de cosegregar en bloque. Por otro lado, si estan lejos en el mismo cromo
soma o estan en cromo sornas distintos, segregan al azar (recombinacion). El andlisis de linkage
trata de localizar una enfermedad asociandola por cosegregacién a uno de los cientos de
marcadores polimérficos repartidos en todos los cromosomas. En consecuencia, se podra localizar
genes que causan enfermedades en una regién conteniendo algunos pocos genes para luego
analizarlos comparando los de personas normales con las afectadas como paso previo a su
identificacion. Cabe notar que si se determina que una persona hereda esa regién de sus ancestros
afectados se puede asumir que recibird el gen mutado, aun si no ha sido identificado. De esta
manera el linkage puede predecir qué individuos portan la mutacién afios antes que se presenten los
sintomas, permitiendo un monitoreo y estrategias de tratamiento con mucha anticipacion (8).

MATERIAL Y METODOS
Hallazgos clinicos.

Se estudio una familia con pacientes que presentan GPAA con herencia autosémica dominante. Hay
un paciente (G85) en la primera generacion, con 82 afios de edad y con un GPAA avanzado con
presiones controladas, con campos visuales con una isla de vision central. Sus hijas G87 y G 78
estan afectadas con una edad de inicio alrededor de los 35 afios. G87 tiene Presion Intra Ocular
(PIO) de 30 mHg Ojo Derecho (OD) y 6 mmHg Ojo Izquierdo (al), respectivamente. Ella recibi6
tratamiento médico en forma irregular y cirugia filtrante en al, tiene excavacion de los nervios 6pticos
(N.O.) de 0.9 OD Y 0.5 al y una isla de visién central en OD y al normal. G78 tiene P.1.O. de 22 mmHg
y sigue tratamiento con timolol.

Los tres hijos de G87 presentan glaucoma juvenil. El hijo mayor, G70 tiene 25 afios, PIO de 30 y
24mm Hg, sin tratamiento médico, excavacion N.O. 0.8 OD Y 0.6 al. El segundo hijo G82 de 17 afios
de edad presenta PIO de alrededor de 23 OD Y 18 al mm Hg, en tratamiento con timolol. El tercer hijo
G6 7, de 19 afios de edad presenta PIO de 24 mmHg en OD, con tratamiento a base de Timolol. Los
demas miembros de la familia presentan PIO dentro de los limites normales (21 mmHg o menos) y no
presentan excavacion del nervio éptico.

Analisis molecular.

Extraccion de DNA.

Para estudiar los individuos de las familias se aisl6 DNA gendmico a partir de sangre colectada con
anticoagulante EDTA, usando una técnica simplificada (11). Brevemente, se lavan las células con una
solucién hipoténica TE 20:5 (20mM Tris, pH 7.4; 5mM EDTA). Los nucleos son lisados con sarkosyl a
una concentracion final de 1%. Para purificar el DNA se afiade proteinasa K a 100 ug a 50°C por un
minimo de 3 horas y luego se le precipita con acetato de amonio y alcohol. Este DNA es transferido a
tubos Eppendorf y re suspendido en TE (20:1) a una concentracién aprox. de 200ng/ul.

Anélisis de cosegregacion con marcadores polimorficos de los cromosomas 1,2y 3.

En cada familia, el andlisis de linkage se hace con marcadores genéticos de diferentes regiones cro-
mosomicas que consisten en la amplificacion PCR de marcadores polimdrficos microsatélites y se
estudia su cosegregacion con la enfermedad. Los marcadores corresponden a las regiones de
GLC1A en el cromosoma 1 (regidon 1g24.3-g25.2), GLC1B (2cen-q13) y GLCI1C (3g21-q24),
respectivamente. Ver Tabla 1 para la lista de marcadores usados; para detalles de su secuencia
consultar Genome Database: www.gdb.org. Los primers fueron donados por la Dra. Julia Richards
(Kellogg Eye Center, U. of Michigan, USA).



Tabla 1. Primers usados para el analisis de las fa-
milias peruanas afectadas por glaucoma.

Mmmmat\ng‘Hét. Cromosoma?2/Max. Het. Cromosoma 3 Max. Het.
DIS452 075 [D2SI897 089  |D3SIS69  0.80
D1S242 0.85 D2S2161 0.77 D383637 0.90
DIS215 0.73 D25417 0.76 D3S81535 0.83

DIS212 079 |D2S2264 2 |D3si7a4

DIS218  [0.84  |D2SI35 [0.62 .
DIS433 059  |D2S176  [0.69 ' [

DIS431  [0.79  D28373 |0.74

DISI9 075 [D2SII3 0.77
DIS194 0.6 ' -

Los productos obtenidos oscilan entre 200-400 pb, dependiendo del set de primers usado. El
programa de amplificacion es el siguiente: 94°C por 30", 60-62°C por 30", 72°C por 30" por 35 ciclos
de amplificacion. Los productos son separados en geles denaturantes de poliacrilamida y los
marcadores polimérficos son identificados con el método de tincién de plata.

El nombre de los marcadores utilizados aparece en la Tabla 1 con sus respectivos coeficientes de
maxima heterocigocidad, todos mayores de 0.6, lo que da grandes posibilidades de que una persona
tomada al azar tenga dos alelos diferentes para ser seguidos a través de las generaciones. Se
determind si habia linkage (ligacién genética) entre el marcador y la enfermedad; cuando uno de los
alelos es comun a los familiares afectados, sefiala que el gen de la enfermedad esta en el mismo
segmento cromosomico. Se determind recombinacion entre el marcador y la enfermedad cuando los
pacientes de la familia reciben (o transmiten) aleatoriamente cualquier alelo, indicando que
probablemente el gen de glaucoma no esta en el mismo segmento cromosémico que el marcador.

RESULTADOS
Linkage de glaucoma al cromosoma 2 en una familia peruana.

La inspeccion del heredograma de la figura 1 indica que los individuos afectados pertenecen a tres
generaciones sucesivas, tipico de una enfermedad autosémica dominante y probablemente con una
penetrancia de 100%. La distribucién de los alelos de los marcadores analizados indican que hay
recombinacion para los marcadores asociados a GLC1A en el cromosoma 1 y GLC1C para el cro-
mosoma 3, descartando la localizacion del gen en dichos cromosomas. Con respecto a los
marcadores del cromosoma 2, tres de ellos fueron informativos: D2S2264, D2S216l, D2S373 y
mostraron cosegregacion entre un alelo y la enfermedad.

Figura 1. Linkage del marcador polimorfico
D252264 (cromosoma 2) con glaucoma en la fami-
lia de Chincha localizando al gen mutado en el locus
GLCIB. La diferencia de tamano de los alelos per-

Tabla 2. Marcadores del cromosoma 2 en la familia
de Chincha, mostrando ligamiento o recombinacion:

mite ver la segregacion de los 2 alelos del abuelo G85 | .\Iﬁféad{?r (P_r.iri;er) | Resultado
a sus descendientes sanos (alelo superior) y a sus | |
descendientes afectados (alelo inferior, con asterisco) T S ! TR e e
@ | D252264 | Linkags
.r\"“' | D252161 | Linkage
| D28373 | Linkage
- | D3S1535 | Recombinacion
| D351744 | Recombinacion

| D353637 I Recombinacion




Recombinacion entre 2q12-2q13.

Andlisis posteriores de un individuo comprobadamente normal (G89), hermano de G87 y G78, revel6
que compartia marcadores con sus familiares afectados con glaucoma entre las regiones 2q12-2q13,
indicando que este segmento no contenia el gen. Marcadores mas proximales, en 2cen-2q12, si
muestran recombinacién (no comparte con afectados) 10 que indicaria que el gen debe estar en la
region entre 2cen y la parte proximal de 2q12. Este individuo tiene 45 afios y no muestra signos de la
enfermedad. Teniendo en cuenta que en sus hermanas el glaucoma fue detectado alrededor de los
35 afios, asumimos que esta persona no debe portar el gen mutado (Fig.2).

Figura 2. Recombinacion genética en
marcadores microsatélites ligados a GLC1B en
la familia de Chincha. En el individuo G89
(normal), el alelo paterno D2S417 esta en fase
con el alelo normal (recibe el mismo alelo

A y
.Hhm "?uu””mm paterno  que sus hermanos normales),

indicando que estd dentro de la regién que
contiene el gen. Por el contrario, el individuo
G89 en D2S135 recibe el alelo paterno que es
comun a los afectados, indicando que esta
regiéon no contiene el gen que causa glaucoma.
D561 Abajo se muestra un esquema del refinamiento

! de la posicion del locus GLC1B que ha sido
reducido de un aprox. de 20 Megabases
(20'000.000 bp) a 810 Megabases facilitando la
busqueda delgen responsable de glaucoma en
estas familias.

Stoilova &t al (1996) Estydio sctusl

20 mt 5 Mb

Regidn critica GLC1B (2een-2913)

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El glaucoma agrupa enfermedades caracterizadas por una degeneracién tipica del nervio ocular v,
causa una severa pérdida visual que es irrecuperable. EI mayor factor de riesgo es la presion
intraocular elevada que conlleva a un deterioro del nervio 6ptico y alteracién de los campos visuales.
La heterogeneidad clinica se manifiesta en di fe rente s formas incluyendo la edad de inicio y las
formas de tratamiento (4,5). Genéticamente también se manifiesta en diferentes formas de herencia:
recesiva, dominante y multifactorial (1). La genética molecular actual nos permite develar la etiologia
de las enfermedades genéticas identificando los genes que causan esas enfermedades.

Varios genes de glaucoma de angulo abierto han sido localizados en diferentes regiones
cromosOmicas: GLCIA en 1g24.3-g25.2, GLCIB en 2cen-q13, GLCIC en 3g21-g24. Al menos uno de
estos genes ha sido identificado, el gen MYOC o TIGR llamado también GLCIA en 1g24.3-925.2.(12).
Para caracterizar familias peruanas con glaucoma, nosotros hemos utilizado un grupo de
marcadores polimérficos correspondientes a los cromo sornas 1, 2 y 3. Una de las familias
proveniente de Chincha cosegrega con marcadores del cromo soma 2, que han sido previamente
asociados al gen GLCIB en la regién 2cen-g13 en el estudio de seis familias del Reino Unido (13).

GLCIB ha sido localizado en una region calculada en 11.2 cM que se traduce aproximadamente entre
10-15 millones de bases posiblemente conteniendo varias decenas de genes. En las familias
afectadas se presenta con inicio en la edad adulta, aparenta ser menos se vera y responde mejor a
los medicamentos en comparacion con otro tipo de GPAA bien estudiado como el GLCIA. Ademas,
habia prevalencia (cerca de la mitad) de pacientes con presiones intraoculares cercana a los valores
normales (13). La familia peruana muestra que el GPAA de inicio del adulto y glaucoma juvenil
comparten una mutaciéon y el cuadro clinico muestra similitud con la familia reportada por Stoilova
(13) con presiones intraoculares en el rango de 22 a 30 mm Hg y que responden bien al tratamiento
médico



Aparte del reporte inicial mencionado, no se han identificado nuevas familias para GLCIB, incluso
en un estudio sistematico de 18 familias con glaucoma de los Estados Unidos ninguna fue
localizada en 2cen-q13 (13). El presente seria el segundo estudio en el mundo reportando una
familia con GLCIB y el primero en el nuevo mundo. Hemos ampliado la muestra a otras personas
de la familia y encontramos un individuo normal de 45 afios que compartia marcadores de la
region 2ql12 -2gq13 con los otros afectados; siendo similar distalmente (hacia el telomero) desde
este punto. En la meiosis previa a la formacion del espermatozoide que dio origen a este individuo
normal, justo el par de cromosomas 2 del padre G85 recombiné en algin punto en 2ql2-q13. De
esta manera, recibid los marcadores y genes proximales (hacia el centrémero) al gen mutado del
cromosoma portador; pero felizmente recibié distalmente los marcadores y genes, incluyendo
GLCIB, del cromo soma sano. Estos resultados nos permiten descartar varios millones de bases y
decenas de genes en la busqueda de GLCIB restringiendo su localizacidn en una regiéon menor en
2q12-q13 (Fig. 2).

Con la ampliacién del andlisis con nuevos marcadores y muestras de nuevos individuos afectados y
algunos sanos, vamos a explorar la presencia de mas recombinantes dentro del intervalo para dis-
minuir el segmento cromosémico a estudiar. Esto sera util para los futuros experimentos de ais-
lamiento en pos de la identificacion del aun desconocido gen GLCIB. Por otro lado, podremos
identificar personas jovenes a riesgo, determinando si reciben la region que porta la mutacién de

GLCIB en esta familia y poder sugerir una estrategia de vigilancia y tratamiento precoz.

Ricardo Fujita PhD.

Centro de Genetica y Biologia Mlecular
Facultad de Medicina Humana
Universidad de San Martin de Porres
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