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RESUMEN

Objetivos: Identificar las variantes de la region GLC1B y cromosoma 2 relacionadas a
glaucoma primario de angulo abierto (GPAA) en una familia peruana determinada
como cosegregante con la regiéon GLC1B.

Métodos: Se realizé la técnica de exome sequencing (ES) a 4 miembros de una familia
afectada por GPAA que cosegregaba con la region GLC1B; 3 miembros (1-2, 1I-4 y 1lI-
3) afectados con GPAA y 1 miembro sano de la familia (lI-7). Esta familia esta
compuesta por 31 miembros de una provincia peruana (Chincha) de los cuales 9 estan
afectados por GPAA. Se realiz6 el analisis bioinformético y posteriormente la
secuenciacion Sanger, para la busqueda y confirmacién de variantes candidatas para
GPAA en esta familia.

Resultados: No se encontraron variantes relacionadas a GPAA en la regiéon GLC1B
en esta familia peruana. Sin embargo, se identific6 una nueva variante c.2230T>A (p.
Tyr744Asn) en el gen FASTKD1 perteneciente a una region contigua, en el mismo
cromosoma 2. Esta variante fue confirmada por secuenciacion Sanger, en todos los
miembros afectados de la familia. El analisis in silico de conservacién de aminoacidos
mediante Polyphen-2 determiné la variante como probablemente dafiina (0.987). No
se encontrd la mutacidon en otras muestras peruanas (100 individuos sanos y 100
afectados por GPAA) ademas de no reportarse en bases de datos internacionales.
Conclusion: La evaluacién mediante ES de una familia peruana afectada por GPAA
cosegregante con la regiéon GLC1B del cromosoma 2, identific6 una nueva variante
c.2230T>A (p.Tyr744Asn) —probablemente dafiina- en el gen FASTKD1, contigua a la

referida region, y con posible asociacion o causal de GPAA.

Palabras clave: Glaucoma primario de angulo abierto, region GLC1B, cromosoma 2

secuenciacion del exoma completo (ES), secuenciacion Sanger, FASTKD1.



ABSTRACT

Objectives: To identify variants of the GLC1B region and chromosome 2 related to
primary open angle glaucoma (POAG) in a peruvian family determined to have linkage
to the GLC1B region.

Methods: Exome sequencing (ES) was performed on 4 members of a family affected
by POAG with linkage to the GLC1B region; 3 members (I-2, II-4 and I11-3) affected with
POAG and 1 healthy family member (11-7). This family is composed of 31 members
from a peruvian province (Chincha) of which 9 are affected by POAG. Bioinformatics
analysis was performed, followed by Sanger sequencing for the search and
confirmation of candidate variants related to POAG in this family.

Results: No POAG related variants were found in the GLC1B region in this Peruvian
family. However, a new variant ¢.2230T> A (p. Tyr744Asn) was identified in the
FASTKD1 gene belonging to a contiguous region, on the same chromosome 2. This
variant was confirmed by Sanger sequencing, in all affected members of the family. In
silico analysis of amino acid conservation by Polyphen-2 determined the variant as
probably harmful (0.987). The mutation was not found in other Peruvian samples (100
healthy individuals and 100 affected by POAG) in addition to not being reported in
international databases.

Conclusion: The ES evaluation of a Peruvian family affected by POAG with linkage to
the GLC1B region of chromosome 2, identified a new variant ¢.2230T> A (p.Tyr744Asn)
-probably harmful- in the FASTKD1 gene, contiguous to the referred region , and with
possible association or cause of POAG.

Keywords: Primary open angle glaucoma, GLC1B region, chromosome 2, exome

sequencing (ES), Sanger sequencing, FASTKD1.
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I. INTRODUCCION

El glaucoma agrupa enfermedades oculares caracterizadas por una neuropatia optica
cronica progresiva (1). Inicialmente no causa sintomas; sin embargo, luego de un dafio
significativo, se presenta como visidn de tunel y eventualmente produce ceguera
irreversible. El mecanismo exacto, por el cual se produce la pérdida de visidon no ha
sido identificado, no obstante, se ha encontrado que la ceguera es producto de la

muerte progresiva de los axones de las células ganglionares de la retina (CGR) (2, 3).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, el glaucoma es considerado la segunda
causa de ceguera a nivel mundial. Ademas, es considerada la primera causa de
ceguera irreversible siento el tipo mas frecuente el glaucoma primario de angulo
abierto (GPAA) (4). En el 2013, se reportaron alrededor de 64.3 millones de casos de
glaucoma en el mundo, de estos alrededor de 44.1 millones de casos fueron GPAA 'y
20.1 millones fueron casos de glaucoma primario de angulo cerrado (GPAC) (5). La
incidencia de casos de glaucoma esta en aumento y se estima que para el 2040
aumentara a 111.8 millones de casos (5). Generalmente, las personas afectadas por
GPAA, se percatan de la enfermedad cuando existe un dafio considerable al nervio
Optico, por esto es comun que ocasione ceguera irreversible. Se estima que para el
2020 alrededor de 6 millones de personas seran ciegas en ambos ojos producto del
GPAA (6).

La frecuencia de glaucoma varia considerablemente segun el area geogréfica. El
GPAA es mas frecuente en poblacion afroamericana y del Caribe a comparacioén con
caucésicos (7). En cambio, el GPAC es mas frecuente en personas asiaticas,
concentrandose casi el 80% de los casos en Asia (8).

En el Perq, pocos estudios epidemiologicos han evaluado la frecuencia e impacto del
glaucoma. Un estudio realizado en el 2014 encontré que el 2% de la poblacion peruana
padecia de ceguera irreversible, siendo el glaucoma la segunda causa mas frecuente

(9). Otro estudio realizado en un hospital publico de Lima, analizé los casos de



glaucoma durante el 2012, encontrando que el GPAA fue el tipo de glaucoma mas
frecuente en ese hospital (10).

El glaucoma puede ser clasificado en dos amplias categorias en relacion a las
caracteristicas anatdmicas. Esta division se basa en el angulo iridocorneal, estructura
anatomica localizada en la camara anterior del ojo formada por el iris, cornea y la
esclera. Si el &ngulo formado por estas estructuras resulta mayor, se denomina GPAA,
si es menor es GPAC. Otra forma de clasificarlo es en funcién a su origen, en donde
se lo clasifica como primario (sin aparente causa) o secundario relacionado a un
trauma previo, uso de farmacos, tumores, neovasos, inflamacion, o presencia de

algunas sustancias, como pseudoexfoliacion o pigmento (1, 3, 11-14).

El glaucoma posee un gran componente genético (15). Por esto, inicialmente se
realizaron estudios de ligamiento, los cuales permiten identificar regiones
cromosOmicas correlacionadas con una determinada enfermedad genética (16). En el
GPAA se han logrado mapear 17 regiones cromosomicas (GLC1A-Q) (7, 17). Cada
region cromosémica se relaciona con caracteristicas clinicas como inicio de la
enfermedad, presion intraocular (PIO) y respuesta al tratamiento (18). Dentro de las
17 regiones mapeadas solo en tres se ha podido confirmar un gen responsable el gen
MYOC de la region GLC1A en el cromosoma 1, gen OPTN de la region GLC1E en el
cromosoma 10 , el gen ASB10 de la region GLC1F en el cromosoma 7 (18-20). En
otras tres regiones, el gen WDR36 de la regién GLC1G, el gen NTF4 de la regién
GLC10, el gen TBK1 de la region GLC1P, se ha identificado genes candidatos; sin

embargo, todavia esta en discusion su relacion con GPAA (21-23). (Anexo 1)

Una regién poco descrita, la region GLC1B en el cromosoma 2, tiene cuatro reportes
a nivel mundial (hasta el 2020). La region GLC1B fue descrita por primera vez en 1996,
por Stoilova D et al., en base a estudios de ligamiento en familias de Reino Unido En
este estudio se describioé un tipo de GPAA que afectaba a adultos, con PIO normal o
baja y con buena respuesta al tratamiento. Es por esto que se le denominé glaucoma
de presiones normales o glaucoma de presiones bajas. La regiébn cromosdmica

mapeada en estas familias fue 2cen-ql3 (24).



Otros estudios han realizado mapeos similares de familias afectadas por GPAA en
adultos y con PIO normal o baja. Estos han sido realizados en diferentes familias
provenientes de Australia, Japon y Peru (25-28). Los resultados de estos estudios se

pueden evidenciar en el anexo 2.

La familia peruana a analizar presenta un GPAA heterogéneo en relacion a su PIO y
excavacion. El GPAA afecta a multiples integrandes dentro de la familia, con un rango
de edad desde 17 hasta 80 afios . Esta familia fue evaluada previamente con estudios
de microsatelites, donde se identificé que la region GLC1B cosegregaba con el GPAA
(27, 28).

El desarrollo de nuevas técnicas, como el secuenciamiento de ultima generacién (del
inglés Next Generation Sequencing, NGS) ha permitido analizar el genoma de manera
masiva. Una de estas técnicas es el exome sequencing (ES), la cual mediante la
tecnologia NGS permite analizar las regiones codificantes del genoma (29). Esto ha
permitido la blusqueda de genes candidatos, y no solo de regiones cromosomicas,
como responsables de diferentes enfermedades. Estas técnicas estan siendo
utilizadas para analizar pacientes con distintas enfermedades incluidas el GPAA y el
GPAC (30, 31).

Hasta el momento no se ha encontrado un posible candidato para la region GLC1B.
Es por esto que el objetivo de esta tesis fue evaluar, mediante WES, las variaciones
de la regién GLC1B y cromosoma 2 de una familia peruana con GPAA que cosegrega

con la regién GLC1B.



. METODOLOGIA

2.1 Tipo y disefio de estudio

Se realiz6 un estudio observacional, tipo serie de casos (familiar), retrospectivo.

2.2 Disefio muestral

Poblacion universo

Familias peruanas evaluadas por criterios clinicos para GPAA en el Instituto Nacional
de Oftalmologia y/o Instituto Peruano de Glaucoma y Catarata, con estudios genéticos
en regiones GLC1.

Poblacion de estudio
Familias peruanas diagnosticadas por criterios clinicos para GPAA en el Instituto
Nacional de Oftalmologia y/o Instituto Peruano de Glaucoma y Catarata, y que el

GPAA cosegregue con la region GLC1B del cromosoma 2.

Tamafio de la muestra de estudio
01 familia (31 miembros) con integrantes diagnosticados con GPAA cosegregante con
la region GLC1B.

Muestreo
La técnica de muestreo fue no probabilistica, por conveniencia. Todos las muestras de

ADN utilizadas perteneceran a individuos que cumpliran con los criterios de inclusion.

Criterios de seleccion
Criterios de inclusion
- Familias con individuos evaluados para glaucoma primario de angulo abierto con

los criterios de PIO mayor o igual a 22 mm Hg y/o excavacion del disco optico

mayor a 0.6



- Individuos de la familia que otorguen su consentimiento informado para participar

en el estudio

Criterios de exclusioén

- Individuos de la familia que no otorguen su consentimiento informado para
participar en el estudio

- Familias con individuos que no han sido evaluados para glaucoma primario de
angulo abierto

- Individuos de la familia con diagndstico de glaucoma primario de angulo abierto que

no cosegreguen con la region GLC1B

2.3 Técnicas y procedimientos de recoleccion de datos

Instrumentos de recoleccidn de datos

Se analizaron las muestras de ADN de una familia afectada por GPAA proveniente de
Chincha-Peru, a través de WES. Estas muestras fueron recolectadas en el proyecto
“Caracterizacion Genética de Glaucoma de Angulo Abierto en Familias Peruanas” del
Centro de Investigacion en Genética y Biologia Molecular de la Universidad de San
Martin de Porres (CIGBM-USMP).

La familia estd conformada por 31 integrantes (Anexo 3) de los cuales nueve estan
afectados por GPAA (I-1,2; 1I-1,4,5,11; 11l-1,2,3). Se realizaron tres evaluaciones a lo
largo de seis afios, midiendo PIO y la excavacion del nervio 6ptico. Luego de estas
evaluaciones, la familia decidié no continuar en el estudio. Las caracteristicas clinicas

se muestran en el anexo 4.

Se encontré que el GPAA en esta familia es bastante heterogéneo, algunos individuos
desarrollaron la enfermedad en la adolescencia y otros de adultos. En todos los

pacientes diagnosticados con GPAA se presentaba una excavacion del nervio optico



incrementada, sin embargo, la PIO varié considerablemente, teniendo pacientes con

PIOs incrementadas y otros normales o limitrofes.

El analisis por microsatelites, cuyo objetivo era identificar qué region cosegregaba con
la enfermedad, se habia realizado previamente y en todos los familiares afectados

hasta la segunda generacion (27, 28).

Algunos integrantes de la familia (l1l1-4,5,6,7,8,9,13,14,15,16) no han podido ser
catalogados como GPAA. Otros integrantes (11-13; 111-10,11,12) solo han sido
catalogados con diagnéstico clinico probable de GPAA debido a sus PIOs y
excavaciones limitrofes. Esto es debido a que la evaluacion realizada fue a una edad
temprana, antes del desarrollo de la enfermedad. En ambos casos, debido a la falta
de seguimiento, se desconoce el estado de PIO/excavacion en estos individuos y por
lo tanto, no se sabe el actual diagndstico de GPAA.

Técnica de recoleccién de datos

Se utilizaron muestras de ADN del CIGBM-USMP. Estas muestras habian sido

previamente extraidas de tubos de EDTA de 3 mL con sangre venosa periférica.

2.4 Procesamiento y analisis de datos

Exome sequencing (WES)

Se enviaron cuatro muestras de ADN al laboratorio especializado Macrogen (Corea)
para la realizacion de las librerias y posterior secuenciacion. Las muestras enviadas
fueron de tres pacientes con GPAA (I-2, 1I-4 y 11I-2) y un control negativo (II-7) de la
familia, y fueron secuenciadas en la plataforma de Illumina HiSeq 2000 usando el kit
Sureselect v4 con una cobertura minima de 30X. Se recibieron los resultados de la

secuenciacion en archivos tipo Fastq. El analisis bioinformatico fue realizado en el



CIGBM-USMP (plataforma in house), donde se buscaron variantes en la region GLC1B

y demés regiones del cromosoma 2 de los pacientes estudiados.
Analisis bioinformético

Se comprobo la calidad del secuenciamiento del exoma con el programa FastQC. Se
utilizé el programa Trimgalore (v.0.6.0) buscando obtener lecturas (reads) de buena
calidad, sin adaptadores y removiendo aquellas de baja sefial. Posteriormente los
reads fueron alineados con el genoma de referencia hgl19 utilizando el programa BWA.
Luego, utilizando la herramienta Samtools, se realizd el llamado de variantes
recopilando informacion de los proyectos dbSNP y proyecto 1000 genomas. Una vez
llamadas las variantes, se guardaron en formato vcf y se procedié a la anotacion.
Finalmente se obtuvo un archivo de Excel para cada uno de los cuatro individuos

estudiados, con las variantes del cromosoma 2.
Anélisis de variantes

Se realizaron una serie de filtros para disminuir el nimero de variantes a revisar. En la
anexo 4 se muestra el flujograma con los filtros utilizados para remover variantes de
poco interés, también se muestra el nUmero de variantes obtenidas después de cada

filtro.

Se empez6 por filtrar las variantes de acuerdo a su consecuencia. Las variantes que
poseian un efecto poco relevante en la proteina fueron eliminadas. Estas variantes
pertenecian a regiones intergénicas, splice (empalme), no codificantes, 3UTR y
5'UTR. También se descartaron las variantes que producian cambios sindbnimos en la
proteina. (Anexo 5) Posteriormente, se filtraron las variantes que habian sido
reportadas como benignas o probablemente benignas en la base de datos ClinVar.
Las variaciones sin reportes o clasificadas como malignas, posiblemente malignas o
factor de riesgo, se mantuvieron. Por ultimo, se eliminaron las variantes que habian
obtenido puntajes bajos en dos softwares de prediccion de dafio a la proteina:
Polyphen 2y SIFT. Las variantes que obtuvieron resultados contradictorios i.e puntaje

alto (deletérea) en SIFT y bajo en Polyphen 2 (benigna) fueron conservadas. Luego de



estos filtros se redujo el nimero total de variantes a alrededor de ~145 variantes por

cada paciente.

Para lograr identificar cual de las variantes podria ser la causal de GPAA en la familia,
se escogieron las variantes que estaban presentes en los 3 miembros afectados (I-2,
-4 y IlI-2) y que no estuvieran en el control negativo (lI-7). Luego de esto se
encontraron 22 variantes, las cuales eran compartidas por los 3 afectados y no por el
miembro sano de la familia. (Anexo 6) Se utilizé el buscador gendmico de la University
of California, Santa Cruz (UCSC), para identificar la posicion genémica a partir de la
posicion citogenética. Los limites identificados fueron desde la posicién genémica 90
500 000 hasta 114 400 000, los cuales corresponden a 2cen-ql13. Solo dos variantes
pertenecian a la regiéon GLC1B. (Anexo 6)

2.5 Aspectos éticos

Las muestras utilizadas en este estudio pertenecen al proyecto de investigacion del
CIGBM-USMP titulado: “Caracterizacion Genética de Glaucoma de Angulo Abierto en
Familias Peruanas”. Este proyecto y el consentimiento informado fueron previamente
aprobados por el CIEI. Se codificaron cada una de las muestras para mantener la
confidencialidad. Solo los autores del estudio tenian acceso a la relacion de nombres

de pacientes y su respectivo codigo.



Ill. RESULTADOS

En total se encontraron alrededor de ~7000 variantes en el cromosoma 2 de cada uno

de los 4 individuos de la familia estudiados mediante WES. (Anexo 5)
Region GLC1B

Utilizando el parametro de Stoilova et al. (2cen-ql13) se encontraron dos variantes que
se encontraban en la region GLC1B. (Anexo) Una variante en el gen ST6GALZ2 y otra
en PSD4. Sin embargo, fueron excluidas de las variantes candidatas por tener una
frecuencia alélica elevada. La variante del gen ST6GAL?2 tenia una frecuencia de 25%

a nivel mundial y PSD4 una frecuencia de 50% a nivel de América.

Tabla 1. Variantes candidatas del cromosoma 2 en individuos afectados por GPAA

. Frecuencia
S . Frecuencia

Posicion Rs Gen HGVS.c HGVSp SIFT PolyPhen-2 Consecuencia de alelo de alelo,

América
130910899 rs765167051 SMPD4 c.2135G>A p.Arg712GIn  deletéreo (0) posiblemente dafiino (0.78) missense - -
167300128 rs143491867 SCN7A ¢.1685A>G p.Tyr562Cys deletéreo (0.01) probablemente dafiino (0.947) missense 0.0086 0.0461
170387959 FASTKD1 c.2230T>A p.Tyr744Asn deletéreo (0) probablemente dafiino (0.987) missense - -
171258059 rs199555443 MYO3B ¢.2014C>T p.Arg672Trp  deletéreo (0) probablemente dafiino (1) missense
230450651 rs766669107 DNER  c.770G>A p.Ser257Asn tolerado (0.14) posiblemente dafiino (0.702) missense

Luego de los filtros mencionados (Anexo 5) se encontraron 22 variantes, las cuales
eran compartidas por los tres afectados y ausentes en el miembro sano de la familia.
(Anexo 6) De estas variantes se recolectaron las que poseian una frecuencia a nivel
mundial menor al 1% o que fuera desconocida. Solo cinco variantes cumplian esta

condicion. (Tabla 1)



Tabla 2. Genotipo de variantes candidatas en individuos sanos y afectados de la

familia cosegregante con GLC1B

GPAA

Posicién Rs Gen HGVS.c HGVS.p
-2 1-2 1-4 -3 -5 1I-11 1-1*

130910899 rs765167051 SMPD4 c.2135G>A p.Arg712GIn GI/IA GIA GIA wt G/A G/A wt
167300128 rs143491867 SCN7A c¢.1685A>G p.Tyr562Cys  G/A G/A G/IA G/IA wt wt G/A
170387959 - FASTKD1 ¢.2230T>A p.Tyr744Asn  A/T AT AIT AIT AIT AT wt
171258059 rs199555443 MYO3B ¢.2014C>T p.Arg672Trp  C/T C/T C/T C/T wt C/T wt
230450651 rs766669107 DNER c.770G>A p.Ser257Asn  G/A G/IA G/A wt wt G/A wt

No GPAA
II-7  Control
GIA wt
wit wt
wt wt
wt wt
wt wit

*Paciente con GPAA no cosegregante con la region GLC1B

A partir de las variantes mostradas en la tabla 1, se decidi6 buscarlas en 4 individuos

mas; 3 afectados (llI-3, 1I-5, 1I-11) y 1 individuo sano (I-1) de la familia. Esta busqueda

se realiz6 a través de secuenciamiento Sanger. La Unica variante que estuvo presente

en todos los pacientes afectados y ausente en individuos sanos de la familia fue
c.2230T>A del gen FASTKD1 (del inglés, FAST kinase domain-containing protein 1)

localizado en una regién adyacente o contigua al GLC1B en el cromosoma 2. (Tabla

2). En el anexo 7 se muestran ejemplos del secuenciamiento Sanger realizado.

Figura 1: Heredograma de la familia cosegregante con la region GLC1B e individuos

con la presencia de la nueva variante ¢.2230T>A en el gen FASTKD1

© H
1 2
wt +

'1 2 3 .4 5 6

+ wt wt + + |wt
TT Julualatorete
+1 +2+3 4 5 6 7 8 9+10 +11 +12 13

En negro: individuos con diagnéstico de GPAA

En gris: individuos con diagndstico probable de GPAA

Wt Sin variante c.2230T>A;

“+ “ Con variante c.2230T>A;

“?” pacientes con diagndstico desconocido (sin muestra de ADN)

“*” Individuo con diagnostico de GPAA no cosegregante con la region GLC1B
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Se consider6 la variante ¢.2230T>A del gen FASTKD1 como candidata a la condicion
GPAA. Se realiz6 el secuenciamiento Sanger en el resto de integrantes de la familia.
Todos los integrantes de la familia, con diagnéstico de GPAA, presentaban la variante.
Los demas integrantes sanos resultaron negativos para la variante. En 3 casos (II-13;
[11-10 y 11) se encontraron positivos para la mutacién, los cuales pertenecen a los
integrantes de la familia con diagnéstico probable de GPAA. (Figura 1)

Analisis de la variante candidata en poblacion sanay GPAA

Posteriormente se decidié buscar la variante ¢.2230T>A del gen FASTKD1 en 100
individuos sanos y en 100 individuos afectados por GPAA. Los 200 individuos
pertenecen al banco de muestras del CIGBM-USMP. No se encontrd la variante
€.2230T>A en ninguno de los 200 individuos estudiados. Sin embargo, se encontraron
dos variantes en el mismo exén (exén 13) del gen en donde la nueva variante
candidata ¢.2230T>A ha sido reportada. Estas variantes se encontraron en dos
individuos con GPAA. Una variante (c.2161G>A) (rs751291896) causa un cambio de
aminoéacido de acido glutamico por una leucina con un puntaje en polyphen-2 de 0.039
(Probablemente benigna). La otra variante, no reportada, produce un cambio sinénimo

en el aminoé&cido.
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IV. DISCUSION

Se encontré una nueva variante ¢.2230T>A en el gen FASTKDL1. Esta variante se
encontrd en todos los integrantes afectados por GPAA de la familia cosegregante con
GLC1B. Posteriormente, la variante no fue encontrada en 100 individuos sanos y en
100 individuos con GPAA, ademas no se encontré reportada en bases de datos
internacionales. La evidencia recopilada ha permitido que la variante sea registrada en
ClinvVar como una nueva variante (VCV000548952.1) y con su respectivo identificador
en dbSNP (rs1553534421). (Anexo 8)

Se identificaron dos variantes (ST6GAL2 y PSD4) dentro de la regién GLC1B (2cen-
g13, posicion gendmica 90 500 000 hasta 114 400 000). Sin embargo, estas variantes
no tenian condiciones de patogenicidad debido a su frecuencia en la poblacién y a sus
puntajes con los programas de prediccidon. Es por esto que se procedio a estudiar las
variantes encontradas por fuera de la region GLC1B en el mismo cromosoma 2.
Debido a que las variantes en este cromosoma (Tabla 1) poseian similares
caracteristicas, la utilizacibn del secuenciamientoSanger, permitid6 encontrar la
variante candidata en el gen FASTKDL1. (Tabla 2)

La mutacion encontrada en FASTKD1 se hereda con la enfermedad en todos los
individuos afectados de esta familia y posee un alto nivel de patogenicidad segun
estudios in silico (Tabla 2 y figura 1). Una caracteristica importante que presenta esta
variante en la familia es la variacion en el inicio de la enfermedad GPAA. Se puede
observar que conforme pasan las generaciones, la enfermedad se presenta a una
edad mas temprana, con PIOs y excavaciones incrementadas. (Anexo 4) El individuo
I-2 fue diagnosticado alrededor de los 70 afios. Luego varios individuos de la segunda
generacion fueron diagnosticados en sus 40 — 50 afios. Por ultimo, algunos individuos
de la tercera generacion presentaban un dafio severo al nervio optico a sus 20 — 30

anos.
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Sin embargo, el GPAA al ser una condicién crénica y no causa sintomas hasta que se
presente un dafo severo a la retina (32). Es por esto que es posible que el inicio de la
enfermedad haya sido similar en las tres generaciones y que debido a la deteccién de

uno de los casos (I-2) se haya realizado un diagndstico precoz en los otros individuos.

Al igual que el gen, la proteina FASTKD1 ha sido poco estudiada. Se ha visto que la
proteina FASTKD1 se encuentra expresada a nivel de las mitocondrias.Se ha
encontrado que se encuentra expresada en multiples tejidos, como miocardio,
intestino, sistema nervioso central, retina, etc. Esta proteina es parte de una familia de

proteinas FAST, cuyas funciones todavia estan en estudio (33).

Algunos estudios han relacionado FASTKD1 a la funcién mitocondrial, y otros en la
apoptosis de mitocondrias. Un estudio encontr6 que FASTKD1 tenia interaccion con
proteinas poco después de su transcripcién, lo cual le podria dar la capacidad de

aumentar o silenciar la expresion de algunas proteinas (33).

En otra investigacion, se encontr6 que la ausencia de FASTKD1 aumentaba la funcion
del complejo 1 de las mitocondrias, efecto opuesto a FASTKD4. Estas proteinas

regulaban la expresion de ARN dentro de la célula (34).

Otros estudios han encontrado que la sobreexpresibn de FASTKD1 en ratones
producia un efecto protector contra el estrés oxidativo, especificamente contra las

especies reactivas de oxigeno (EROs) (35).

Al momento, la falta de estudios no permite identificar su posible rol con GPAA. Sin
embargo, diversas teorias han sido desarrolladas o planteadas para explicar la
patogénesis de GPAA. Una de estas, relaciona la disfuncién mitocondrial con el dafio
del nervio éptico (36, 37). En esta teoria se menciona que la muerte de las células
ganglionares de la retina es causada o exacerbada por una disfuncién mitocondrial.
En esta, el acimulo de EROs produce un dafio irreversible a la mitocondria que

finalmente causa apoptosis de las CGR.
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Un dafio en el funcionamiento normal de FASTKD1 podria tener una relacion con la
forma en que las EROs son controladas dentro de las mitocondrias y condicionar a
una disfuncion mitocondrial. Sin embargo, es necesario realizar mas estudios con

FASTKD1, identificando su funcionamiento en la mitocondria.

Este estudio cuenta con varias limitaciones, siendo la mas importante la falta de
seguimiento a la familia afectada. Solo se pudo seguir a la familia por 6 afos,
realizandose 3 controles. Luego, la familia no quiso continuar en el estudio. Es por esto
gue en los catalogados como GPAA, no se conoce el estado actual de la enfermedad.
Tampoco se conoce si alguno de los individuos mas jovenes, inicialmente catalogados
como sanos, ha desarrollado la enfermedad. Esto afecta especialmente a aquellos

integrantes cuyo tamizaje fue realizado en la nifilez o adolescencia.

Solo se analizaron variantes en el cromosoma 2 debido a la cosegregacion con region
GLC1B presentada por la familia, no se estudiaron los demas cromosomas. La variante
candidata c. 2230T>A en FASTKD1 ha sido apropiadamente evaluada en la familia
afectada asi como en poblacion sana y afectada por GPAA. Sin embargo, para poder
determinar con certeza la patogenicidad de la variante es necesario realizar estudios
funcionales con la proteina, los cuales ofrecerian mayor informacion relacionada al

funcionamiento de la proteina, su expresion y como se asociaria a GPAA en el Peru.
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CONCLUSIONES

La evaluacion a la familia peruana con diagnostico de GPAA cosegregante con la
region GLC1B, realizada con ES, no detectd variantes asociadas a GPAA en esta

region del cromosoma 2.

En la referida familia, sin embargo; se encontr6 una variante nueva candidata c.
2230T>A (p.Tyr744Asn) -probablemente dafina- en el gen FASTKD1, contiguo a la
region GLC1B en el mismo cromosoma 2. Esta variante estaba presente en todos los

integrantes de la familia con diagndstico de GPAA.

La variante c. 2230T>A en el gen FASTKD1 no fue encontrada en 200 individuos
peruanos, 100 con GPAA y 100 individuos sanos, y ademas no esta reportada en las
bases de datos internacionales, confirmandola como nueva variante y posiblemente

asociada o causal de GPAA en esta familia peruana.
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RECOMENDACIONES

Es importante buscar otras variantes en el gen FASTKD1 en otros pacientes con

GPAA.

Es necesario continuar el estudio del gen FASTKD1 realizando estudios

funcionales con la proteina, buscando su posible rol en GPAA.
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ANEXOS

1. Resumen de regiones GLC1 descritas en glaucoma de angulo abierto

NUumero Loci Ubicacién cromosdmica Gen Inicio PIO
candidato
1 GLC1A 1924.3 MYOC* Juvenil-Adulto Incrementada
2 GLC1B 2cen-q13 Adulto Normal
3 GLC1C 3g21-g24 IL20RB** Adulto Incrementada
4 GLC1D 8923 Adulto Normal-
Incrementada
5 GLC1E 10p13 OPTN* Adulto Normal
6 GLC1F 7036.1 ASB10* Adulto Incrementada
GLC1G 5022.1 WDR36** Adulto Normal-
Incrementada
8 GLC1H 2p16.3-p15 EFEMP1** Juvenil-Adulto Normal-
Incrementada
9 GLC1l 15911-q13 Adulto Normal-
Incrementada
10 GLC1J 9922 Juvenil Incrementada
11 GLC1K 20p12 Juvenil Incrementada
12 GLC1L 3p21-22 Adulto Normal
13 GLC1IM 5022.1-g32 Juvenil -
14 GLCIN 15922-924 Juvenil -
15 GLC10 19g13.33 NTF4** Adulto -
16 GLC1P 12g14 TBK1** Adulto Normal
17 GLC1Q 4935.1-g35.2 Adulto -

Fuente: Modificado de: Major review: Molecular Genetics of Primary Open-Angle

Glaucoma. Datos actualizados hasta 2020

Leyenda: “ PIO ” Presién Intraocular; “ * ” Genes candidatos confirmados; “ ** “

Genes candidatos en discusion




2. Resumen de regiones GLC1B desc*~~

p25.2 p23 p22 p21 pi6 pi15 pi3 pi2 p11.1 . . gq21.1 g2 23 g24.2 q31 @321 q33 34 q36
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]

Stoilova et al.

‘ Charlesworth et al. ‘

Akiyamaetal. | =00 e e eee——-———————

‘ Guevara-Fujita et al.*

Fuente: elaboracion propia

*Imagen no esta a escala. Regiones GLC1B descritas hasta el 2020. Se observa que

no existe un consenso entre las regiones descritas, y que todas coinciden en 2cen-

gql3.



3. Heredograma de la familia cosegregante con la region GLC1B

@ [ ], , . O

ime Ll T8

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

En negro: individuos con diagnéstico de GPAA
En gris: individuos con diagndstico probable de GPAA
“?” pacientes con diagnéstico clinico desconocido

“ % »

Individuo con diagndstico de GPAA no cosegregante con la region GLC1B

13



4. Presiones intraoculares y excavacion de nervio optico en integrantes de la familia

cosegregante con la region GLC1B

2000 2002 2004 2005
Heredograma | Sexo | Edad
P10 Excavacion P10 Excavacion PIO Excavacion PIO |Excavacion

-1 F [ 70 [17117 0.6/0.5 15/17 - 21/21 | 0.7/0.8-0.7 |18/18 -
-2 M | 82 - - - - X121 0.9/0.8 - -
-1 F | 49 |30/06| 0.9/0.50.4 |52/0.5 -0.7 56/03 | 1/0.7-0.6 _ [30/07| 1/0.9
11-2 M | 48 |20/17 0.5/0.3 19/18 0.3/0.3 19/16 | 0.4/0.6-0.5 - -
11-3 F | 46 |18/19] 0.3/0.40.3 | 15/15 0.3/0.3 17/17 0.4/0.5 - -
11-4 M | 45 [20/18 | 0.3/0.40.3 | 19/17 0.3/0.3 21/20 [0.7-0.6/0.6-0.5] - -
11-5 F | 43 |22/22 0.2/0.2 - - 23/23 | 07-06/07-06 - -
11-6 F | 41 |19117 0.5/0.5 - - 15/15 |0.6-0.5/0.6-0.5| - -
117 F | 39 [18/118] 0.6-0.5/0.5 - - 20/20 0.5/0.4 - -
11-8 M | 37 |20/20 0.2/0.2 18/19 0.3/0.4 21/20 [0.6-0.5/0.4-0.5] - -
11-9 F [ 34 - - 16/16 0.1/0.1 17/16 | 0.3/0.4-0.3 - -
11-10 F | 37 - - - - 13/13~| 0.5-0.4/0.4" | - -
11-11 M - - - - - 20/21 0.7/0.6 - -
11-12 M | 28 |14/16 0.1/0.2 - - 17/20 - - -
1113 M [ 26 |17/17 0.3/0.3 16/16 0.4/0.4 17/17 |0.5-0.4/0.50.4| - -
I1-1 M [ 16 | 24/24 0.3/0.3 26/25 0.4/0.4 39/30 | 0.7-0.6/0.5 [17/17| 0.6/0.6
I11-2 M | 25 |30/24 | 0.8-0.7/0.6-0.5 | 30/25 [0.9-0.8/0.8-0.7 | 24/17 [0.9-0.8/0.7-0.6 | 16/16| 0.9/0.8
-3 F | 17 [23118] 0.6/1-0.9 35/28 0.8/0.9 36/22 0.8/0.8 16/22 -
I11-4 M | 18 |20/19 0.5/0.4 - - 16/16 | 0.4/0.5-0.4 - -
115 M [ 15 |19/18 0.4/0.3 - - 16/16 0.4/0.4 - -
I1-6 M | 11 - - - - - - - -
-7 M | 23 |13/11]0.4-0.3/0.4-0.3 | 14/12 0.4/0.4 19/19 0.6/0.6 - -
-8 M | 15 |19/19]0.5-0.4/0.5-0.4 | 17/17 0.4/0.4 - - - -
1119 F | 13 - - - - - - - -
111-10 F | 10 |17/19 0.2/0.3 - - 17/18 0.2/0.2 - -
I1-11 F 7 - - - - 20/18 - - -
I1-12 F [ 19 [1513 0.4/0.2 - - - - - -
11-13 F [ 17 [17/118 0.3/0.3 - - 16/16 0.3/0.4 - -
I1-14 M [ 4 - - - - - - - -
I11-15 M | 12 - - - - 19/18 0.2 - -
I1-16 M | 8 - - - - 19/19 0.2 - -

Fuente: Elaboracién propia

Leyenda: ” ** ” Edad al momento de la primera evaluacién; “X” Ojo perdido; “ — “ Dato

ausente; “ * ” medicion realizada en el 2003.




5. Flujograma de filtros utilizados para obtener las variantes en cada paciente

A~ Se filtran las variantes Paclelnhe -2 Paciente I-2 Pacwl:nte -4 Pacwl.-nne -7
6788 variantes en el 6693 variantes en el 6706 variantes en el 6626 variantes en el
Segun su consecuencia
cromosoma 2 cromosoma 2 cromosoma 2 cromosoma 2
B.- Se filtran las variantes
segun su significancia 538 BGT 55T 554
clinica reportada
C.- Se filtran las variantes
segun el puntaje obtenido 418 454 434 432
en SIFT/Polyohen2
D.- Se filtran las variantes
segun la presencia o 144 162 145 145
ausencia en los individuos
analizados
l T
E.- Se filtran las variantes
cuya frecuencia mundial 29
sea mayor al 1%
5




6. Variantes filtradas del cromosoma 2 en 4 integrantes de la familia con GPAA

Frecuencia Frecuenciade

Posicion Rs Gen HGVS.c HGVS.p SIFT PolyPhen-2 Consecuencia L
de alelo alelo, América
32713706 rs2366894 BIRC6 c.8020A>T p.Thr2674Ser - benigno (0) missense 0.5609 0.6398
62074097 rs12476816 FAMI61A c.218C>T p.Ser73Leu  deletéreo baja confianza (0.02) - missense 0.2161 0.2421
69741753  rs3832159 AAK1 c.1623_1625delACA p.GIn542del - - missense 0.3558 0.4755
107450525*% rs12615112  ST6GAL2 c.1021A>G p.lle341val - benigno (0.03) missense 0.2556 0.1542
113940839* rs4849167 PSD4 ¢.806G>C p.Gly269Ala  tolerado baja confianza (0.06) benigno (0.122) missense - 0.5
118575215  rs1052637 DDX18 c.281C>G p.Thr94Ser  tolerado baja confianza (0.27) benigno (0.006) missense 0.4269 0.3602
120734635 rs3189128 PTPN4 c.2770A>T p.Thr924Ser tolerado baja confianza (1) benigno (0) missense 0.0441 0.0303
130910899 rs765167051 SMPD4 c.2135G>A p.Arg712GIn deletéreo (0) posiblemente dafiino (0.78) missense - -
158390468  rs7594480 ACVRIC c.1444A>G p.lle482Vval deletéreo (0.02) benigno (0.05) missense 0.152 0.1455
159201754  rs4664950 CCDC148 c.251A>G p.GIn84Arg tolerado (0.34) posiblemente dafiino (0.726) missense 0.0254 0.0346
160182302 rs415793 BAZ2B c.6071G>A p.Ser2024Asn - benigno (0.056) missense 0.2506 0.1801
165698547  rs2279982 COBLL1 c.8C>T p.Pro3Leu deletéreo baja confianza (0)  probablemente dafiino (0.996) missense 0.1871 0.1988
167300128 rs143491867 SCN7A c.1685A>G p.Tyr562Cys deletéreo (0.01) probablemente dafiino (0.947) missense 0.0086 0.0461
168099775 rs16853305 XIRP2 c.1873C>G p.Pro625Ala tolerado (0.06) probablemente dafiino (0.961) missense 0.2326 0.1628
170387959 - FASTKD1 €.2230T>A p.Tyr744Asn deletéreo (0) probablemente dafiino (0.987) missense - -
171258059 rs199555443 MYO3B c.2014C>T p.Arg672Trp deletéreo (0) probablemente dafiino (1) missense - -
186658565 rs10490392 FSIP2 €.6969G>T p.Glu2323Asp tolerado (0.08) posiblemente dafiino (0.658) missense 0.5403 0.4928
186671357 rs17826534 FSIP2 c.17591G>A p.Arg5864GIn deletéreo (0.03) benigno (0.001) missense 0.5393 0.4928
201354935  rs3795969 KCTD18 ¢.1169G>C p.Cys390Ser tolerado baja confianza (1) benigno (0) missense 0.3259 0.3905
219508372  rs3770213 ZNF142 c.2867T>A p.Leu956His tolerado (0.17) posiblemente dafiino (0.533) missense 0.1915 0.3271
230450651 rs766669107 DNER c.770G>A p.Ser257Asn tolerado (0.14) posiblemente dafiino (0.702) missense - -
233243981 rs13026692 ALPP C.265A>T p.lle89Leu deletéreo (0.04) benigno (0.001) missense 0.3888 0.4611
Leyenda: “ * 7 Variantes pertenecientes a region GLC1B; En negro: variantes

candidatas



7. Ejemplos de secuenciacion de Sanger de variantes presentadas en tabla 4

Paciente 1-1, gen SMPD4

Paciente 1I-5, gen SMPD4
A B GTG

C CC CTGB68 e6CcCREReTACCATG GETS L CCcCTEGGGELC GEETA C C

c.2135G=A

Paciente -2, gen SCN7A
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c.1685A>G
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Paciente lll-2, gen FASTKD1

Paciente |I-7, gen FASTKD1
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Paciente -1, gen MYO3B

Paciente 1lI-3, gen MY038
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Paciente Ill-2, gen DNER Paciente 11-7, gen DNER
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8. Registro de variante variante ¢.2230T> A (p. Tyr744Asn) en base de datos del NCBI

NM_024622.6(FASTKD1):¢c.2230T>A (p.Tyr744Asn) Cite this record
Interpretation: Pathogenic
Review status: 17 1 72 i no assertion criteria provided
Submissions: 1 (Most recent: Jul 17, 2018)
Last evaluated: Jul 20, 2017
Accession: VCV000548952.1
Variation ID: 548952
Description: single nucleotide variant
Variant details (7]
Aggregate interpretations per condition
Conditions
Interpreted Interpretation Number of Review status Last Variation/condition
condition submissions evaluated record
Gene(s)
Glaucoma 1, open Pathogenic 1 no assertion criteria Jul20, 2017 RCVO00663362.1
angle, B provided

Submitted interpretations and evidence

Interpretation Review status Condition Submitter Supporting
(Last evaluated) (Assertion criteria) (Inheritance) information
(See all)
Pathogenic no assertion criteria Glaucoma 1, open Centro de Genética y Biologia Molecular, Universidad de San Evidence details
(Jul 20,2017} provided angle, B Martin de Porres
Method: case-control [Autosomal dominant Accession: SCVOD0TAEE38.1
inheritance) Submitted: (Jul 17, 2018)

Allele origin: germline




