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Zło�ono�� aspektów genetycznych w wieloczynnikowych chorobach narz�du 

wzroku - sto�ku rogówki oraz wysokiej krótkowzroczno�ci

Czynno�
 narz�du wzroku polega na rejestrowaniu bod�ców �wietlnych, 

co ma znaczenie dla powstawania wra�e� wzrokowych. Jakiekolwiek zmiany  

w budowie gałki ocznej prowadz� do upo�ledzenia widzenia. Z uwagi na zło�ono�
  

i wieloczynnikowo�
 podło�a zarówno sto�ka rogówki, jak i wysokiej 

krótkowzroczno�ci, przedmiotem bada� niniejszej rozprawy doktorskiej były oba 

wymienione zaburzenia funkcji narz�du wzroku. W przebiegu sto�ka rogówki dochodzi 

do �cie�czenia i uwypuklenia rogówki, z kolei wysoka krótkowzroczno�
 objawia si�

niezdolno�ci� oka do tworzenia prawidłowego obrazu, w której wielko�
 wady 

przekracza –6,0 dioptrii. Choroby te powi�zane s� z wyst�powaniem patologicznych 

zmian w oku, które znacz�co obni�aj� jako�
 widzenia.  

Celem bada� było poznanie czynników genetycznych zaanga�owanych  

w etiologi� sto�ka rogówki i wysokiej krótkowzroczno�ci, a tak�e próba ustalenia 

zwi�zku pomi�dzy tymi czynnikami, a wyst�powaniem fenotypu choroby. Zało�ono, �e 

w patogenezie tych zaburze� bior� udział ró�ne geny, w których równocze�nie 

wyst�puje wiele wariantów sekwencji. Badania z wykorzystaniem technik biologii 

molekularnej przeprowadzono w ekwadorskiej i polskiej grupie pacjentów ze sto�kiem 

rogówki, a tak�e w�ród członków polskich rodzin z wysok� krótkowzroczno�ci�.  

W rodzinie obci��onej sto�kiem rogówki, pochodz�cej z Ekwadoru, wykryto 

now� mutacj� c.2262A>C (Gln754His) w genie DOCK9 oraz trzy warianty sekwencji  

w genach DOCK9, IPO5 i STK24, segreguj�ce w pełni z fenotypem choroby. Ponadto 

w innej rodzinie ekwadorskiej zidentyfikowano substytucj� c.214+242C>T w genie 

IL1RN oraz now� delecj� c.2558+149_2558+203 w genie SLC4A11. Stwierdzono 

istotn� statystycznie wy�sz� cz�sto�
 wyst�powania obu zmian u chorych,  

w porównaniu z osobami zdrowymi. Powy�sze warianty sekwencji, warunkuj�ce 

fenotyp sto�ka rogówki w populacji ekwadorskiej, nie s� powi�zane z wyst�powaniem 

choroby w populacji ogólnej. Analiza genów COL4A2, IL1A, IL1B, PITX1, TGFBI, IL9, 

MBNL1, FARP1, RNF113B, ZIC5 oraz ZIC2 w ekwadorskich rodzinach ze sto�kiem 

rogówki oraz genu IGF-1 w polskich rodzinach z wysok� krótkowzroczno�ci�, nie 

potwierdziła ich udziału w patogenezie chorób w badanych populacjach.  

Uzyskane wyniki potwierdzaj� postawion� w projekcie hipotez�, zakładaj�c�

kompleksowo�
 i udział wielu genów w powstawaniu sto�ka rogówki i wysokiej 

krótkowzroczno�ci. Przeprowadzone badania dostarczyły informacji o nieopisywanych 

dot�d aspektach genetycznych wieloczynnikowych chorób narz�du wzroku.
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Complexity of genetics in multifactorial diseases of human eye – keratoconus and  

high-grade myopia 

The human eye is the sense organ which gathers and focuses light to create  

an image. The aberrations in the structure of the eyeball result in altered refractive 

powers and loss of visual acuity. The object of conducted research were multifactorial 

diseases of the eye - keratoconus, characterized by progressive thinning and protrusion 

of the cornea, and high-grade myopia which may be diagnosed when the refractive error 

exceeds –6.0 D. In both diseases, presence of degenerative changes in the eye structure 

is observed. 

The purpose of this study was to identify genetic factors responsible for 

keratoconus and high-grade myopia development, and to evaluate their role in the 

diseases phenotype. The hypothesis assumes the contribution of different genes and 

mutations in etiology of both keratoconus and high-grade myopia. The study was 

conducted using molecular biology techniques. Ecuadorian multigenerational families 

and Polish patients with keratoconus, and members of Polish high-grade myopia 

families were enrolled in the study. 

The mutation screening of candidate genes identified one mutation c.2262A>C 

(p.Gln754His) in DOCK9 and three sequence variants in DOCK9, IPO5, and STK24

showing 100% segregation with keratoconus phenotype in one large Ecuadorian family. 

In other keratoconus family, the substitution c.214+242C>T in IL1RN and a novel 

deletion c.2558+149_2558+203 in SLC4A11 were identified. These variants were 

observed more frequently in keratoconus patients comparing to healthy individuals and 

the observed differences were statistically significant� However, the obtained results are 

specific to the Ecuadorian families only, and further studies of these sequence variants 

are necessary to be performed in other populations. The molecular analysis of COL4A2, 

IL1A, IL1B, PITX1, TGFBI, IL9, MBNL1, FARP1, RNF113B, ZIC5, and ZIC2  

in keratoconus patients from Ecuador and analysis of IGF-1 in members of Polish 

families with high-grade myopia revealed no significant sequence variants, indicating 

that these genes are not involved in particular disease pathogenesis in studied 

populations.  

The obtained results support the hypothesis that keratoconus and high-grade 

myopia are complex diseases in which accumulation of sequence variants at several 

genes cause the phenotypic effect. The study provided information about previously 

unknown aspects of multifactorial genetic diseases of the eye. 
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Wprowadzenie 

Narz�d wzroku jest organem biologiczno-optycznym, którego czynno�
 polega 

na rejestrowaniu bod�ców �wietlnych docieraj�cych z otoczenia, przekształcanych 

nast�pnie we wra�enie wzrokowe. Ogniskowanie wpadaj�cych do oka promieni 

�wietlnych dokładnie w płaszczy�nie siatkówki, a tym samym powstanie wła�ciwego 

obrazu, warunkowane jest przez prawidłowo zbudowany układ optyczny oka, którego 

cz��ciami składowymi s� rogówka, ciecz wodnista, soczewka oraz ciało szkliste.  

W zwi�zku z powy�szym, wszelkie zmiany parametrów zwi�zanych z rozmiarem, 

kształtem, struktur� i krzywizn� poszczególnych elementów gałki ocznej oraz brak 

zachowania odpowiednich proporcji pomi�dzy nimi, przekładaj� si� na upo�ledzenie 

widzenia [Ka�ski, 1997].  

Przedmiotem bada� w niniejszej rozprawie doktorskiej s� dwa zaburzenia 

funkcji narz�du wzroku - sto�ek rogówki (ang. keratoconus; KTCN) oraz wysoka 

krótkowzroczno�
 (ang. high-grade myopia; HM). 

Sto�ek rogówki jest degeneracyjn� chorob� oka, która manifestuje si�

post�puj�cym �cie�czeniem i sto�kowatym uwypukleniem centralnej lub paracentralnej 

cz��ci rogówki. W wyniku modyfikacji struktury i krzywizny rogówki dochodzi  

do stopniowego upo�ledzenia zdolno�ci załamywania promieni �wietlnych przez 

warstwy rogówki, co pogarsza jako�
 widzenia [Rabinowitz, 1998].  

Sto�ek rogówki rozwija si� u ludzi obojga płci, jednak�e w wi�kszym stopniu 

schorzenie to dotyczy m��czyzn ni� kobiet [Fink i wsp., 2005]. Przyjmuje si�, �e sto�ek 

rogówki wyst�puje w populacji ogólnej z cz�sto�ci� 1:2000, natomiast ró�nice  

w zachorowalno�ci, które obserwuje si� pomi�dzy poszczególnymi populacjami, mog�

wynika
 z niespójnych kryteriów diagnostycznych, trudno�ci w rozpoznaniu wczesnego 

stadium choroby, a tak�e liczebno�ci i etnicznej przynale�no�ci badanych grup 

[Rabinowitz, 1998; Georgiou i wsp., 2004; Gokhale, 2013]. Nie ma dokładnych danych 

epidemiologicznych na temat cz�sto�ci wyst�powania sto�ka rogówki w Polsce, jednak 

szacuje si�, �e choroba ta mo�e dotyczy
 od 7 do 20 tysi�cy Polaków [prof. Jerzy 

Szaflik, dane nieopublikowane]. 

Sto�ek rogówki wyst�puje zazwyczaj obustronnie, a stopie� jego 

zaawansowania w oku lewym i prawym bywa niesymetryczny [Rabinowitz, 1998]. 

Pierwsze symptomy choroby pojawiaj� si� na ogół w drugiej lub trzeciej dekadzie 

�ycia, jednak znane s� przypadki pacjentów, u których sto�ek rogówki rozwin�ł si�  

w znacznie młodszym wieku, warunkuj�c tym samym szybszy post�p zmian 
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degeneracyjnych rogówki [Léoni-Mesplié i wsp., 2012]. Wraz z progresj� choroby, 

modyfikacji ulega struktura istoty wła�ciwej rogówki, przez co staje si� ona cie�sza  

i dochodzi do jej sto�kowatego uwypuklenia. W rogówkach pacjentów mo�na 

zaobserwowa
 równie� szereg innych nieprawidłowo�ci, do których nale��,  

m.in.: zwłóknienia, blizny, linie Vogta, linie złogów �elaza (pier�cienie Fleischera),  

a w ostrym sto�ku - bolesny obrz�k i zm�tnienie, zanikaj�ce w ci�gu kilku tygodni.  

W zaawansowanym stadium choroby wyst�puje ponadto objaw Munsona, polegaj�cy 

na charakterystycznym, v-kształtnym formowaniu powieki dolnej, widocznym w czasie 

spuszczania wzroku [Izdebska i wsp., 2009]. 

W leczeniu sto�ka rogówki przeprowadza si� korekcj� widzenia  

z wykorzystaniem soczewek okularowych oraz mi�kkich lub twardych soczewek 

kontaktowych. U pacjentów mo�na wykonywa
 równie� zabieg sieciowania włókien 

kolagenowych rogówki w obecno�ci ryboflawiny i �wiatła UV-A (ang. cross-linking), 

w rezultacie którego dochodzi do utwardzenia rogówki. Inne zabiegi chirurgiczne 

obejmuj� wszczepianie pier�cieni �ródrogówkowych spłaszczaj�cych uwypuklenie,  

a tak�e przeszczep rogówki, który wykonuje si� a� u 21% pacjentów [Izdebska i wsp., 

2009]. W bezpo�redniej terapii sto�ka rogówki nie stosuje si� �rodków 

farmakologicznych, natomiast w łagodzeniu stanów zapalnych towarzysz�cych 

chorobie, mo�na wykorzysta
 leki z grupy niesteroidowych leków przeciwzapalnych.  

U pacjentów po zabiegach chirurgicznych wprowadza si� leczenie kroplami 

antybiotykowymi oraz steroidowymi [Shimmura-Tomita i wsp., 2013; Fan Gaskin  

i wsp., 2014].  

Wysoka krótkowzroczno�
 polega na niezdolno�ci oka do tworzenia prawidłowo 

zogniskowanego obrazu na siatkówce, co jest zwykle wynikiem wydłu�enia osi oraz 

zmiany kształtu gałki ocznej. W przypadku wysokiej krótkowzroczno�ci, wielko�


wady w dioptriach (D) przekracza –6,0 D i mo�e si�ga
 warto�ci –20,0 D.  

Krótkowzroczno�
 wysoka nazywana jest cz�sto krótkowzroczno�ci�

patologiczn�, poniewa� w jej przebiegu obserwuje si� wyst�powanie licznych zmian 

degeneracyjnych w przednim i tylnym biegunie oka, do których nale��  

m.in.: spłaszczenie rogówki, zaniki siatkówkowo-naczyniówkowe, odwarstwienie 

siatkówki oraz garbiak tylny twardówki [Zejmo i wsp., 2009a]. Ponadto u osób  

z wysok� krótkowzroczno�ci� odnotowano wy�sze ryzyko rozwoju innych patologii  

w obr�bie narz�du wzroku, takich jak przedwczesna za
ma, czy jaskra, co dodatkowo 

wpływa niekorzystnie na funkcj� widzenia [Saw i wsp., 2005; Marcus i wsp., 2011]. 
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Wysoka krótkowzroczno�
 dotyczy zarówno m��czyzn, jak i kobiet. W zale�no�ci  

od regionu geograficznego i przynale�no�ci etnicznej, stanowi od 6 do 33% wszystkich 

przypadków krótkowzroczno�ci, b�d�c jednocze�nie jedn� z głównych przyczyn 

całkowitej utraty wzroku u ludzi [Pan i wsp., 2012]. W Polsce nie przeprowadzono  

do tej pory wielu bada� epidemiologicznych dotycz�cych wysokiej krótkowzroczno�ci, 

wskazano jednak, �e w grupie niedowidz�cych oraz niewidomych pacjentów 26-31% 

dorosłych i 12% dzieci było obarczonych wysok� krótkowzroczno�ci� [Ha�czyc i wsp., 

1981]. W badaniach dzieci w wieku szkolnym, przeprowadzonych na terenie szkół 

Poznania, wysok� krótkowzroczno�
 stwierdzono u 0,06% dzieci [Dalz, 2003]. 

Podstawow� metod� korekcji ostro�ci widzenia u osób obarczonych wysok�

krótkowzroczno�ci� jest stosowanie soczewek okularowych lub kontaktowych  

o ujemnej mocy optycznej, pozwalaj�ce na skupianie promieni �wietlnych dokładnie  

na siatkówce. Spo�ród metod zabiegowych w terapii wykorzystuje si� techniki 

laserowe, dzi�ki którym mo�liwe jest modelowanie centralnej cz��ci rogówki. 

Stosowane s� równie� wszczepy soczewek fakijnych. Leczenie farmakologiczne polega 

głównie na stosowaniu �rodków z grupy antagonistów receptorów muskarynowych, 

zwi�kszaj�cych naczyniówkowo-siatkówkowy przepływ krwi [Zejmo i wsp., 2009b]. 

Zakłada si�, �e podło�e zarówno sto�ka rogówki, jak i wysokiej 

krótkowzroczno�ci jest podobne. Z uwagi na jego zło�ono�
, nie zostało jednak w pełni 

poznane. W zwi�zku z tym, w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej, podj�to badania 

w kierunku wyja�nienia przyczyn obu tych chorób.  

Sugeruje si�, �e rol� w powstawaniu i rozwoju obydwu zaburze� mog�

odgrywa
 determinanty �rodowiskowe. W�ród czynników etiologicznych sto�ka 

rogówki wymienia si� nawykowe pocieranie oczu, noszenie soczewek kontaktowych, 

alergie oraz atopi�, które prowadz� do mikrourazów powierzchni nabłonka rogówki 

[McMonnies, 2009; Romero-Jiménez i wsp., 2010; Bawazeer i wsp., 2000;. Sharma  

i wsp., 2013]. W odpowiedzi na powtarzaj�ce si� uszkodzenia, komórki nabłonka 

rogówki wydzielaj� mediatory zapalenia z grupy cytokin - interleukiny 1  

(IL-1). Uwalnianie interleukin mo�e by
 równie� indukowane przez promieniowanie 

UV, które generuje powstawanie reaktywnych form tlenu, wywołuj�cych w komórkach 

stres oksydacyjny. Poniewa� rogówka jest nieustannie nara�ona na działanie �wiatła 

UV, jest szczególnie podatna na stres oksydacyjny i uszkodzenia wywołane działaniem 

wolnych rodników [Cejka i wsp., 2010; Karolak i wsp., 2012b]. 
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Do czynników �rodowiskowych, zaanga�owanych w etiologi� wysokiej 

krótkowzroczno�ci, zalicza si� czynno�ci wymagaj�ce utrzymywania długotrwałego 

skurczu akomodacji, takie jak czytanie przy sztucznym o�wietleniu, praca przy 

komputerze, czy nasilona praca wzrokowa z bliska. Na rozwój choroby ma tak�e wpływ 

styl �ycia - niska aktywno�
 fizyczna, nieodpowiednie nawyki �ywieniowe (wysoka 

poda� w�glowodanów w okresie rozwojowym) oraz urbanizacja, która poci�ga za sob�

wzrost zanieczyszczenia �rodowiska [Zejmo i wsp., 2009a; Charman, 2011].  

Pomimo niew�tpliwego znaczenia czynników �rodowiskowych w patogenezie 

sto�ka rogówki i wysokiej krótkowzroczno�ci, istnieje wiele przesłanek �wiadcz�cych  

o tym, �e przyczyna omawianych schorze� le�y głównie w zaburzeniach genetycznych. 

Badania rodziców i dzieci - bli�ni�t oraz rodze�stwa - wskazuj� na istnienie 

uwarunkowa� rodzinnych w sto�ku rogówki i wysokiej krótkowzroczno�ci.  

W przypadku obu chorób stwierdzono, �e osoby maj�ce chorych rodziców lub 

rodze�stwo, znacznie cz��ciej same s� obarczone tym zaburzeniem wzroku [Young, 

2007; Nowak i Gajecka, 2011]. Ponadto wykazano wy�sz� zgodno�
 wyst�powania 

sto�ka rogówki i wysokiej krótkowzroczno�ci u bli�ni�t monozygotycznych,  

w porównaniu z bli�ni�tami dizygotycznymi [Bechara i wsp., 1996; Zejmo i wsp., 

2009b]. Odnotowano tak�e współistnienie omawianych zaburze� z ró�nymi zespołami 

genetycznymi, takimi jak zespół Downa, zespół Ehlersa-Danlosa, czy wrodzona �lepota 

Lebera w przypadku sto�ka rogówki [Cullen & Butler 1963; Kuming i Joffe 1977; 

Elder, 1994], a tak�e zespół Marfana, czy zespół Sticklera w przypadku wysokiej 

krótkowzroczno�ci [Zejmo i wsp., 2009a, Baird i wsp., 2010]. W�ród pacjentów  

z pozytywnym wywiadem rodzinnym zarówno w kierunku sto�ka rogówki, jak  

i wysokiej krótkowzroczno�ci, odnotowano wszystkie modele dziedziczenia, przy czym 

najcz��ciej obserwuje si� autosomalny dominuj�cy typ dziedziczenia [Rydzanicz i wsp., 

2011a; Nowak i Gajecka, 2011].  

W poszukiwanie genów warunkuj�cych sto�ek rogówki zaanga�owanych jest 

wiele zespołów. Na podstawie analizy sprz��e� zidentyfikowano dotychczas 

kilkana�cie loci dla sto�ka rogówki w tym 1p36.23-36.21, 2p24, 3p14-q13,  

5q14.3-q21.1, 5q21.2, 5q32-q33, 8q13.1-q21.11, 9q34, 14q11.2, 14q24.3, 15q2.32, 

15q22.33-q24.2, 16q22.3-q23.1, 17p13 oraz 20q12 [Burdon i wsp., 2008; Hutchings  

i wsp. 2005; Brancati i wsp., 2004; Tang i wsp., 2005; Bisceglia i wsp., 2009; Li i wsp., 

2006; Liskova i wsp., 2010; Hughes i wsp., 2003; Tyynismaa i wsp. 2002; Hameed  

i wsp., 2000; Fullerton i wsp., 2002]. Spo�ród wymienionych regionów 
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chromosomowych jedynie locus 5q21.2 zostało zreplikowane w innej ni� badanej 

pierwotnie populacji [Bisceglia i wsp., 2009]. W zidentyfikowanych loci zmapowanych 

jest wiele genów, m.in.: CTSH, CRABP1, IREB2, RASGRF1, COL8A1 i VSX2, które  

ze wzgl�du na lokalizacj� i pełnion� funkcj�, zostały wybrane do dalszych bada�

molekularnych. Analiza sekwencji wspomnianych genów kandydatów nie wykazała 

jednak �adnych mutacji, mog�cych �wiadczy
 o ich roli w powstawaniu sto�ka rogówki 

[Brancati i wsp., 2004, Burdon i wsp., 2008, Liskova i wsp., 2010, Hughes i wsp., 

2003]. Mutacj� w regionie 15q22-q25, sprz��onym ze sto�kiem rogówki, 

zidentyfikowano dopiero w 2011 roku w genie miR-184, w niewielkiej rodzinie  

z Irlandii Północnej [Hughes i wsp., 2011]. Innymi genami, które zaproponowano jako 

znacz�ce dla rozwoju choroby, były geny VSX1 i SOD1, koduj�ce odpowiednio białko 

pełni�ce rol� czynnika transkrypcyjnego i dysmutaz� ponadtlenkow� [Heon i wsp., 

2002; Udar i wsp., 2006]. Sprzeczne doniesienia badaczy, analizuj�cych kolejne grupy 

pacjentów ze sto�kiem rogówki, nie pozwoliły okre�li
 jednoznacznie zwi�zku 

pomi�dzy mutacjami w tych genach a wyst�powaniem choroby [Gajecka i wsp., 2009;

Dash i wsp., 2010; Stabuc-Silih i wsp., 2010]. 

Podobn� sytuacj� obserwuje si� w przypadku wysokiej krótkowzroczno�ci. 

Dotychczas zidentyfikowano blisko 30 loci zwi�zanych z krótkowzroczno�ci�, spo�ród 

których przynajmniej 13 wi�zanych jest z krótkowzroczno�ci� wysok�, m. in.: 18p11.31 

(MYP2), 12q21-q23 (MYP3), 7q36 (MYP4), 17q21-q22 (MYP5), 4q22-q27 (MYP11)  

i Xq23-q25 [Young i wsp. 1998a; Young i wsp. 1998b; Nürnberg i wsp., 2008; Naiglin  

i wsp., 2002; Paluru i wsp., 2003; Zhang i wsp., 2005, Zhang i wsp., 2007]. Lista 

genów, potencjalnie znacz�cych dla rozwoju zarówno rodzinnej, jak i sporadycznej 

formy wysokiej krótkowzroczno�ci, zlokalizowanych w zidentyfikowanych loci, jest 

długa i obejmuje kilkana�cie genów o ró�norodnej funkcji. W�ród genów kandydatów 

wymieniano geny, takie jak TGIF (MYP2), LUM (MYP3) czy COL1A1 (MYP5), 

jednak w kolejnych latach nie udało si� dostarczy
 jednoznacznych dowodów  

na potwierdzenie ich roli w rozwoju schorzenia [Pertile i wsp., 2008; Wang i wsp., 

2009; Inamori i wsp., 2007; Nakanishi i wsp., 2009]. Doniesienia na temat udziału 

innych genów, PAX6 i SOX2, w rozwoju wysokiej krótkowzroczno�ci w niektórych 

populacjach, nie zostały do dzi� bezsprzecznie potwierdzone [Simpson i wsp., 2007; 

Han i wsp., 2009] . 

Wyniki przeprowadzonych bada� wskazuj�, �e czynniki genetyczne odgrywaj�

znacz�c� rol� w etiologii sto�ka rogówki oraz wysokiej krótkowzroczno�ci. Sprzeczne 
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doniesienia dotycz�ce genów i mutacji warunkuj�cych powstawanie oraz rozwój 

omawianych schorze� sprawiaj� jednak, �e istnieje konieczno�
 prowadzenia dalszych 

prac badawczych w dziedzinie genetyki wieloczynnikowych chorób narz�du wzroku. 

Cel bada�

Celem bada�, prowadzonych w ramach przedstawionej rozprawy doktorskiej, 

było poznanie, poprzez analizy molekularne, nowych czynników genetycznych 

uwikłanych w etiologi� sto�ka rogówki i wysokiej krótkowzroczno�ci, a tak�e próba 

ustalenia zwi�zku pomi�dzy tymi czynnikami, a wyst�powaniem fenotypu choroby. 

Punktem wyj�cia realizowanych prac badawczych, dotycz�cych genetycznych 

uwarunkowa� sto�ka rogówki i wysokiej krótkowzroczno�ci, były analizy, które 

doprowadziły do identyfikacji loci 2q13-q14.3, 5q31, 13q32, 13q34 oraz 20p13-p12.2 

sprz��onych ze sto�kiem rogówki w wielopokoleniowych rodzinach z Ekwadoru oraz 

loci 7p12.3-7p11.2, 7p22.1-7p21.1 oraz 12p12.3-12p12.1 w polskiej rodzinie z wysok�

krótkowzroczno�ci� [Gajecka i wsp., 2009, Rydzanicz i wsp., 2011a].  

Hipoteza badawcza 

Na podstawie powy�szych wyników oraz zgromadzonych danych 

literaturowych, zało�ono, �e w patogenezie sto�ka rogówki i wysokiej 

krótkowzroczno�ci uczestnicz� ró�ne geny, w których równocze�nie wyst�puje wiele 

wariantów sekwencji warunkuj�cych fenotyp. 

Materiał i metody 

W ramach przedło�onej rozprawy doktorskiej przeprowadzono badania 

molekularne w ekwadorskich rodzinach ze sto�kiem rogówki, w grupie polskich 

pacjentów ze sporadyczn� form� sto�ka rogówki, a tak�e w�ród członków polskich 

rodzin z wysok� krótkowzroczno�ci�. Materiał do bada� stanowił genomowy DNA 

pozyskany z krwi obwodowej zarówno pacjentów, jak i tych członków rodzin, którzy 

nie przejawiali fenotypu sto�ka rogówki oraz wysokiej krótkowzroczno�ci. Ponadto  

w badaniach wykorzystano linie komórkowe wyprowadzone z rogówek polskich 

pacjentów ze sto�kiem rogówki oraz RNA, równie� pozyskany z rogówek pacjentów  

z Polski. Wszystkie badania zostały zaakceptowane przez Komisj� Bioetyczn� przy 

Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu i prowadzone 

były zgodnie z Deklaracj� Helsi�sk�. 
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W badaniach wykorzystano tradycyjne techniki biologii molekularnej. 

Metodyka obejmuje projektowanie starterów, amplifikacj� i sekwencjonowanie 

wybranych fragmentów genów, analiz� RFLP oraz RT-PCR. W projekcie wykorzystano 

tak�e metody hodowli komórkowych oraz analizy komputerowe in silico z u�yciem 

dost�pnych programów i narz�dzi internetowych. 

Skrótowe omówienie publikacji stanowi�cych podstaw� rozprawy doktorskiej 

Poni�ej przedstawiono skrótowe omówienie opublikowanych prac, b�d�cych 

wynikiem bada� uzyskanych w trakcie realizacji przedło�onej rozprawy doktorskiej. 

Referencje odnosz�ce si� do tych publikacji zostały pogrubione. Poszczególne 

publikacje naukowe uj�to w cz��ci „Publikacje stanowi�ce podstaw� rozprawy 

doktorskiej”. 

Celem pierwszej pracy było okre�lenie roli genu COL4A2 w patogenezie sto�ka 

rogówki w rodzinach ekwadorskich. Gen ten znajduje si� w regionie chromosomowym 

13q34, sprz��onym ze sto�kiem rogówki i koduje ła�cuch �2 kolagenu typu IV, który 

stanowi jeden z elementów budulcowych rogówki [Jun i wsp., 2001].  

We wcze�niejszych badaniach, zwrócono uwag� na korelacj� przebiegu sto�ka rogówki 

z rearan�acj� włókien kolagenowych, zmian� ich �rednicy, a tak�e zwi�kszon�

podatno�ci� kolagenów na działanie enzymów proteolitycznych [Patey i wsp., 1984]. 

Na tej podstawie wnioskowano, �e zmiany w genie COL4A2 na poziomie sekwencji 

mog� wywoływa
 efekt fenotypowy, prowadz�cy do powstania sto�ka rogówki. 

W genie COL4A2 zidentyfikowano 111 wariantów sekwencji, w tym 13, które 

znajdowały si� w regionach koduj�cych. Pi�
 wariantów było zmianami 

niesynonimicznymi - c.574G>T (Val192Phe), c.1550G>A (Arg517Lys), c.2048G>C 

(Gly683Ala), c.2102A>G (Lys701Arg), c.2152C>T (Pro718Ser). Nie zidentyfikowano 

zmian na poziomie sekwencji w regionie promotora wspólnym dla genów COL4A1  

i COL4A2. adna z wykrytych zmian nie okazała si� znacz�ca dla rozwoju choroby  

w badanych rodzinach ze sto�kiem rogówki [Karolak i wsp., 2011]. 

W kolejnej pracy poszukiwano zmian w sekwencji trzech genów PITX1, TGFBI

oraz IL9 zlokalizowanych w regionie chromosomowym 5q31, sprz��onym ze sto�kiem 

rogówki. Badania molekularne wspomnianych genów przeprowadzono w ekwadorskiej 

rodzinie ze sto�kiem rogówki KTCN-011 oraz u pi�ciu pacjentów z delecjami lub 

duplikacjami w regionie chromosomowym 5q31, u których wyst�powały zmiany 

okulistyczne, w tym sto�ek rogówki. W literaturze wskazywano na obni�ony poziom 
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ekspresji genu TGFBI w�ród chorych ze sto�kiem rogówki, a tak�e zwi�zek mutacji  

w tym genie z innymi degeneracyjnymi chorobami rogówki [Zhao i wsp., 2002; Yang  

i wsp., 2010]. Przesłank� do analizy genu IL-9 był jego udział w procesach zapalnych, 

które mog� by
 przyczyn� rozwoju sto�ka rogówki. Sekwencjonowanie genów PITX1, 

TGFBI oraz IL9 doprowadziło do identyfikacji ł�cznie 19 wariantów sekwencji, w tym 

czterech w regionach koduj�cych genów. Losowe wyst�powanie zmian u chorych oraz 

zdrowych członków badanej rodziny, a tak�e brak segregacji tych wariantów  

u pacjentów z delecjami lub duplikacjami w regionie 5q31, wykluczyło rol� genów 

PITX1, TGFBI oraz IL9 w patogenezie sto�ka rogówki [Rosenfeld i wsp., 2011]. 

Celem kolejnej pracy było okre�lenie roli o�miu genów: MBNL1, IPO5, FARP1,

RNF113B, STK24, DOCK9, ZIC5 oraz ZIC2 w rozwoju sto�ka rogówki. Geny  

te zlokalizowane s� w locus 13q32, sprz��onym ze sto�kiem rogówki w pochodz�cej  

z Ekwadoru rodzinie KTCN-014. Zostały wybrane do analizy na podstawie obserwacji, 

które wskazywały na udział tych genów w ró�nicowaniu komórek i odpowiedzi na stres 

oksydacyjny, a wi�c procesów wa�nych w kontek�cie rozwoju sto�ka rogówki.  

W badanych genach zidentyfikowano ł�cznie 92 warianty sekwencji, spo�ród których 

17 nie było dotychczas opisywanych w genetycznych bazach danych i literaturze. 

Wykryto now� mutacj� c.2262A>C w eksonie 20 genu DOCK9 oraz trzy warianty 

sekwencji w genach DOCK9, IPO5 i STK24 (odpowiednio, c.717+43A>G,  

c.2380-134A>C oraz c.1089+29G>C), segreguj�ce w pełni z fenotypem sto�ka rogówki 

w badanej rodzinie z populacji ekwadorskiej. Mutacja c.2262A>C w genie DOCK9, 

prowadz�ca do potencjalnie patogennej substytucji Gln754His na poziomie białka, nie 

wyst�powała w grupie kontrolnej, co wskazuje na prawdopodobny udział genu DOCK9 

w patogenezie i/lub rozwoju sto�ka rogówki w badanej rodzinie z Ekwadoru [Czugala, 

Karolak i wsp. 2012]. Warto jednak zaznaczy
, �e w grupie polskich pacjentów, 

obarczonych sto�kiem rogówki, rozkład tego wariantu sekwencji jest zupełnie 

odmienny, co sugeruje wpływ innych genów na rozwój choroby w populacji polskiej 

[dane własne, nieopublikowane]. W ramach bada� przeprowadzono tak�e analiz�

ekspresji genów DOCK9, IPO5 i STK24 w rogówce ludzkiej, obarczonej sto�kiem 

rogówki oraz w rogówce, pochodz�cej od osoby bez fenotypu choroby. Była  

to pierwsza praca ukazuj�ca ekspresj� genów IPO5 i STK24 w ludzkiej rogówce 

[Czugala, Karolak i wsp. 2012].  

Celem kolejnej pracy było przeprowadzenie analizy genów kandydatów - IL1A, 

IL1B i IL1RN z locus 2q13-q14.3 oraz genu SLC4A11 z locus 20p13-p12.2, 
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sprz��onych ze sto�kiem rogówki w ekwadorskiej rodzinie KTCN-019. W literaturze 

zaproponowano hipotez�, �e zwi�kszenie ilo�ci wydzielania IL-1 przez komórki 

nabłonka rogówki, zwi�ksza równocze�nie ich wra�liwo�
 na działanie IL-1, co mo�e 

prowadzi
 do aktywacji apoptozy keratocytów i rozwoju sto�ka rogówki [Wilson  

i wsp., 1996]. Rol� genów z grupy interleukin zdawały si� potwierdza
 wyniki bada�

asocjacji polimorfizmów w genach IL1A, IL1B i IL1RN ze sto�kiem rogówki, w grupie 

niespokrewnionych osób z populacji korea�skiej, które wykazały, �e dwa polimorfizmy 

w promotorze genu IL1B (−31T>C i −511 C>T ) koreluj� z fenotypem sto�ka rogówki 

w badanej grupie [Kim i wsp., 2008]. Sekwencjonowanie genów IL1A, IL1B, IL1RN 

i SLC4A11, przeprowadzone w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej, wykazało 

obecno�
 ł�cznie 66 wariantów sekwencji, w tym substytucj� c.214+242C>T w genie 

IL1RN oraz now� delecj� 54 nukleotydów w pozycji c.2558+149_2558+203 w genie 

SLC4A11. Zaobserwowano istotnie statystycznie cz�stsze wyst�powanie wspomnianych 

zmian u chorych, w porównaniu z osobami zdrowymi, co sugeruje udział genów IL1RN

oraz SLC4A11 w powstawaniu fenotypu sto�ka rogówki w grupie pacjentów  

z Ekwadoru [Nowak, Karolak i wsp., 2013]. 

Kolejna praca dotyczyła wysokiej krótkowzroczno�ci. Jej celem było okre�lenie 

roli trzech polimorfizmów - rs6214, rs10860860 oraz rs2946834 - w genie IGF-1  

w polskich rodzinach z wysok� krótkowzroczno�ci�, które wcze�niej asocjowane były  

z rozwojem choroby w populacji pochodzenia kaukaskiego [Metlapally i wsp., 2010]. 

W populacji polskiej wykonano genotypowanie z wykorzystaniem techniki PCR-RFLP 

oraz sekwencjonowania. Analiza wykazała brak asocjacji badanych polimorfizmów  

z wysok� krótkowzroczno�ci� w polskich rodzinach, co wskazuje, �e genetyczne 

przyczyny powstawania wysokiej krótkowzroczno�ci mog� ró�nic si� mi�dzy 

populacjami [Rydzanicz i wsp., 2011b]. Ponadto w ramach rozprawy przeprowadzono 

analiz� sekwencji genu GRB10 z locus 7p12.3-7p11.2, sprz��onego z wysok�

krótkowzroczno�ci� w pochodz�cej z Polski rodzinie HM-32. Analiza doprowadziła  

do identyfikacji 21 wariantów w sekwencji genu GRB10. adna ze zmian nie 

korelowała jednak w pełni z fenotypem choroby w badanej rodzinie [badania własne, 

nieopublikowane].  

Ostatnie dwie publikacje, które stanowi� cz��
 niniejszej rozprawy doktorskiej, 

s� pracami przegl�dowymi. S� one podsumowaniem obecnego stanu wiedzy na temat 

wieloczynnikowo�ci sto�ka rogówki, przeprowadzonym na podstawie bada� własnych 

oraz danych pochodz�cych z literatury �wiatowej. W pracach wskazano na znacz�c�
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rol� czynników genetycznych w sto�ku rogówki, które dodatkowo modyfikowane  

s� przez czynniki �rodowiskowe [Karolak i wsp., 2012a; Karolak i wsp., 2012b]

Podsumowanie 

Uzyskane wyniki bada� pozwoliły na poznanie nowych czynników 

genetycznych i potwierdzaj� hipotez� postawion� w niniejszej rozprawie, zakładaj�c�

heterogeniczno�
 i udział wielu genów w powstawaniu zaburze� wzroku - sto�ka 

rogówki i wysokiej krótkowzroczno�ci.  

Podj�te w ramach rozprawy doktorskiej zadania badawcze, wi���ce wiele 

aspektów, dotycz�cych etiologii sto�ka rogówki i wysokiej krótkowzroczno�ci, nie były 

dotychczas prowadzone w przedstawionym zakresie.  

Zarówno sto�ek rogówki, jak i wysoka krótkowzroczno�
 odnosz� si�  

do znacz�cej cz��ci populacji ludzkiej, stanowi�c przez to wa�ny problem zdrowotny  

i ekonomiczny w naszym kraju, a tak�e na �wiecie. Identyfikacja nieznanych dot�d 

przyczyn wspomnianych chorób, mo�e przynie�
 wymierne korzy�ci dla samych 

pacjentów oraz �rodowiska lekarskiego i naukowego. 
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