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STRESZCZENIE

Zlozono$¢ aspektow genetycznych w wieloczynnikowych chorobach narzadu

wzroku - stozku rogéwki oraz wysokiej krotkowzrocznosci

Czynno$¢ narzadu wzroku polega na rejestrowaniu bodzcoéw Swietlnych,
co ma znaczenie dla powstawania wrazen wzrokowych. Jakiekolwiek zmiany
w budowie gatki ocznej prowadza do uposledzenia widzenia. Z uwagi na ztozono$¢
1 wieloczynnikowos¢ podloza zaréwno stozka rogowki, jak 1 wysokiej
krotkowzroczno$ci, przedmiotem badan niniejszej rozprawy doktorskiej byly oba
wymienione zaburzenia funkcji narzadu wzroku. W przebiegu stozka rogéwki dochodzi
do $cienczenia 1 uwypuklenia rogéwki, z kolei wysoka krétkowzrocznos¢ objawia sie
niezdolno$cia oka do tworzenia prawidtlowego obrazu, w ktorej wielkos¢ wady
przekracza —6,0 dioptrii. Choroby te powiazane sa z wystegpowaniem patologicznych
zmian w oku, ktore znaczaco obnizaja jako$¢ widzenia.

Celem badan bylo poznanie czynnikéw genetycznych zaangazowanych
w etiologie stozka rogdwki 1 wysokiej krotkowzrocznosci, a takze proba ustalenia
zwiazku pomigdzy tymi czynnikami, a wystgpowaniem fenotypu choroby. Zatozono, ze
w patogenezie tych zaburzen biora udzial rézne geny, w ktorych roéwnoczesnie
wystgpuje wiele wariantow sekwencji. Badania z wykorzystaniem technik biologii
molekularnej przeprowadzono w ekwadorskiej 1 polskiej grupie pacjentow ze stozkiem
rogowki, a takze wsrdd cztonkow polskich rodzin z wysoka krotkowzrocznoscia.

W rodzinie obciazonej stozkiem rogoéwki, pochodzacej z Ekwadoru, wykryto
nowa mutacj¢ ¢.2262A>C (GIn754His) w genie DOCKY9 oraz trzy warianty sekwencji
w genach DOCKY, IPOS5 1 STK24, segregujace w petni z fenotypem choroby. Ponadto
w innej rodzinie ekwadorskiej zidentyfikowano substytucje c.214+242C>T w genie
ILIRN oraz nowa delecjg ¢.2558+149 2558+203 w genie SLC4A11. Stwierdzono
istotng statystycznie wyzsza czgsto§¢ wystgpowania obu zmian u chorych,
w poréwnaniu z osobami zdrowymi. Powyzsze warianty sekwencji, warunkujace
fenotyp stozka rogdwki w populacji ekwadorskiej, nie sa powigzane z wystgpowaniem
choroby w populacji ogolnej. Analiza gendw COL4A2, IL1A, IL1B, PITX1, TGFBI, IL9,
MBNLI, FARPI, RNF113B, ZIC5 oraz ZIC2 w ekwadorskich rodzinach ze stozkiem
rogdwki oraz genu /GF-I w polskich rodzinach z wysoka krétkowzrocznoscia, nie
potwierdzita ich udzialu w patogenezie chorob w badanych populacjach.

Uzyskane wyniki potwierdzaja postawiona w projekcie hipotezg, zakladajaca
kompleksowos$¢ 1 udzial wielu gendw w powstawaniu stozka rogdédwki i wysokiej
krotkowzroczno$ci. Przeprowadzone badania dostarczyly informacji o nieopisywanych

dotad aspektach genetycznych wieloczynnikowych chor6b narzadu wzroku.
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ABSTRACT

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 ¢.2262A>C
(p-GIn754His) in DOCKY9 and three sequence variants in DOCKY, IPOS5, and STK24
showing 100% segregation with keratoconus phenotype in one large Ecuadorian family.
In other keratoconus family, the substitution ¢.214+242C>T in ILIRN and a novel
deletion ¢.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 COL4A42,
IL14, ILIB, PITX1, TGFBI, IL9, MBNLI, FARPI, RNFI113B, ZIC5, and ZIC2
in keratoconus patients from Ecuador and analysis of /GF-I 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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OPIS ZAGADNIEN BADAWCZYCH

Wprowadzenie

Narzad wzroku jest organem biologiczno-optycznym, ktoérego czynno$¢ polega
na rejestrowaniu bodzcow $wietlnych docierajacych z otoczenia, przeksztalcanych
nastgpnie we wrazenie wzrokowe. Ogniskowanie wpadajacych do oka promieni
swietlnych doktadnie w ptaszczyZznie siatkowki, a tym samym powstanie wlasciwego
obrazu, warunkowane jest przez prawidtowo zbudowany uktad optyczny oka, ktorego
czgsciami sktadowymi sa rogdéwka, ciecz wodnista, soczewka oraz cialo szkliste.
W zwiazku z powyzszym, wszelkie zmiany parametrdw zwiazanych z rozmiarem,
ksztattem, struktura i krzywizna poszczegdlnych elementow gatki ocznej oraz brak
zachowania odpowiednich proporcji pomiedzy nimi, przektadaja si¢ na uposledzenie
widzenia [Kanski, 1997].

Przedmiotem badan w niniejszej rozprawie doktorskiej sa dwa zaburzenia
funkcji narzadu wzroku - stozek rogoéwki (ang. keratoconus; KTCN) oraz wysoka
krétkowzrocznos$¢ (ang. high-grade myopia; HM).

Stozek rogdéwki jest degeneracyjna choroba oka, ktora manifestuje si¢
postgpujacym S$cienczeniem i stozkowatym uwypukleniem centralnej lub paracentralne;j
czgsci rogdwki. W wyniku modyfikacji struktury 1 krzywizny rogéwki dochodzi
do stopniowego uposledzenia zdolnosci zalamywania promieni S$wietlnych przez
warstwy rogowki, co pogarsza jako$¢ widzenia [Rabinowitz, 1998].

Stozek rogdéwki rozwija si¢ u ludzi obojga plci, jednakze w wigkszym stopniu
schorzenie to dotyczy mgzczyzn niz kobiet [Fink 1 wsp., 2005]. Przyjmuje sig, ze stozek
rogowki wystegpuje w populacji ogdlnej z czgstoscia 1:2000, natomiast rdznice
w zachorowalnosci, ktore obserwuje si¢ pomig¢dzy poszczegdlnymi populacjami, moga
wynika¢ z niespojnych kryteriow diagnostycznych, trudno$ci w rozpoznaniu wczesnego
stadium choroby, a takze liczebnosci i etnicznej przynalezno$ci badanych grup
[Rabinowitz, 1998; Georgiou i wsp., 2004; Gokhale, 2013]. Nie ma doktadnych danych
epidemiologicznych na temat czgstosci wystgpowania stozka rogéwki w Polsce, jednak
szacuje si¢, ze choroba ta moze dotyczy¢ od 7 do 20 tysiecy Polakow [prof. Jerzy
Szaflik, dane nieopublikowane].

Stozek rogoéwki wystgpuje zazwyczaj obustronnie, a stopien jego
zaawansowania w oku lewym i prawym bywa niesymetryczny [Rabinowitz, 1998].
Pierwsze symptomy choroby pojawiaja si¢ na ogét w drugiej lub trzeciej dekadzie
zycia, jednak znane sa przypadki pacjentow, u ktorych stozek rogdéwki rozwinal sig

w znacznie mlodszym wieku, warunkujac tym samym szybszy post¢p zmian
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degeneracyjnych rogowki [Léoni-Mesplié¢ 1 wsp., 2012]. Wraz z progresja choroby,
modyfikacji ulega struktura istoty wlasciwej rogdwki, przez co staje si¢ ona ciensza
1 dochodzi do jej stozkowatego uwypuklenia. W rogoéwkach pacjentow mozna
zaobserwowa¢ rowniez szereg innych nieprawidlowosci, do ktérych naleza,
m.in.: zwldknienia, blizny, linie Vogta, linie ztogéw zZelaza (pierscienie Fleischera),
a w ostrym stozku - bolesny obrzgk izmgtnienie, zanikajace w ciagu kilku tygodni.
W zaawansowanym stadium choroby wystgpuje ponadto objaw Munsona, polegajacy
na charakterystycznym, v-ksztalttnym formowaniu powieki dolnej, widocznym w czasie
spuszczania wzroku [Izdebska i1 wsp., 2009].

W leczeniu stozka rogoéwki przeprowadza si¢ korekcje widzenia
z wykorzystaniem soczewek okularowych oraz migkkich lub twardych soczewek
kontaktowych. U pacjentow mozna wykonywac réwniez zabieg sieciowania witokien
kolagenowych rogéwki w obecnosci ryboflawiny i §wiatta UV-A (ang. cross-linking),
w rezultacie ktorego dochodzi do utwardzenia rogoéwki. Inne zabiegi chirurgiczne
obejmuja wszczepianie pierscieni Srédrogowkowych splaszczajacych uwypuklenie,
a takze przeszczep rogowki, ktory wykonuje si¢ az u 21% pacjentéw [Izdebska i1 wsp.,
2009]. W bezpo$redniej terapii stozka rogdéwki nie stosuje si¢ Srodkow
farmakologicznych, natomiast w tagodzeniu standéw zapalnych towarzyszacych
chorobie, mozna wykorzysta¢ leki z grupy niesteroidowych lekow przeciwzapalnych.
U pacjentow po zabiegach chirurgicznych wprowadza si¢ leczenie kroplami
antybiotykowymi oraz steroidowymi [Shimmura-Tomita i wsp., 2013; Fan Gaskin
1 wsp., 2014].

Wysoka krotkowzrocznos$¢ polega na niezdolnosci oka do tworzenia prawidtowo
zogniskowanego obrazu na siatkowce, co jest zwykle wynikiem wydluzenia osi oraz
zmiany ksztaltu gatki ocznej. W przypadku wysokiej krotkowzrocznosci, wielkosé
wady w dioptriach (D) przekracza —6,0 D 1 moze sigga¢ wartosci —20,0 D.

Krétkowzroczno$¢ wysoka nazywana jest czgsto krotkowzrocznoscia
patologiczna, poniewaz w jej przebiegu obserwuje si¢ wystgpowanie licznych zmian
degeneracyjnych w przednim 1 tylnym biegunie oka, do ktorych naleza
m.in.: splaszczenie rogéwki, zaniki siatkbwkowo-naczyniowkowe, odwarstwienie
siatkbwki oraz garbiak tylny twardowki [Zejmo i1 wsp., 2009a]. Ponadto u o0sob
z wysoka krotkowzroczno$cia odnotowano wyzsze ryzyko rozwoju innych patologii
w obrgbie narzadu wzroku, takich jak przedwczesna za¢ma, czy jaskra, co dodatkowo

wptywa niekorzystnie na funkcje widzenia [Saw 1 wsp., 2005; Marcus 1 wsp., 2011].
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Wysoka krétkowzroczno$¢ dotyczy zardéwno mezczyzn, jak i kobiet. W zaleznosci
od regionu geograficznego i1 przynaleznosci etnicznej, stanowi od 6 do 33% wszystkich
przypadkow krétkowzrocznosci, bedac jednoczesnie jedna z gltownych przyczyn
catkowitej utraty wzroku u ludzi [Pan 1 wsp., 2012]. W Polsce nie przeprowadzono
do tej pory wielu badan epidemiologicznych dotyczacych wysokiej krotkowzrocznosci,
wskazano jednak, ze w grupie niedowidzacych oraz niewidomych pacjentow 26-31%
dorostych 1 12% dzieci byto obarczonych wysoka krétkowzrocznos$cia [Hanczyc 1 wsp.,
1981]. W badaniach dzieci w wieku szkolnym, przeprowadzonych na terenie szkot
Poznania, wysoka krotkowzroczno$¢ stwierdzono u 0,06% dzieci [Dalz, 2003].

Podstawowa metoda korekcji ostro$ci widzenia u os6b obarczonych wysoka
krétkowzrocznoscia jest stosowanie soczewek okularowych lub kontaktowych
0 ujemnej mocy optycznej, pozwalajace na skupianie promieni $wietlnych doktadnie
na siatkdwce. Sposréd metod zabiegowych w terapii wykorzystuje si¢ techniki
laserowe, dzigki ktorym mozliwe jest modelowanie centralnej czg$ci rogoéwki.
Stosowane sa rowniez wszczepy soczewek fakijnych. Leczenie farmakologiczne polega
gléwnie na stosowaniu $rodkéw z grupy antagonistow receptoroOw muskarynowych,
zwigkszajacych naczyniowkowo-siatkowkowy przeptyw krwi [Zejmo 1 wsp., 2009b].

Zaktada sig, ze podtoze zaré6wno stozka rogoéwki, jak 1 wysokiej
krétkowzrocznosci jest podobne. Z uwagi na jego ztozonos¢, nie zostato jednak w peini
poznane. W zwiazku z tym, w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej, podjgto badania
w kierunku wyjasnienia przyczyn obu tych chordb.

Sugeruje sig, ze role w powstawaniu i rozwoju obydwu zaburzen moga
odgrywa¢ determinanty S$rodowiskowe. Wsréd czynnikow etiologicznych stozka
rogdwki wymienia si¢ nawykowe pocieranie oczu, noszenie soczewek kontaktowych,
alergie oraz atopig, ktore prowadza do mikrourazow powierzchni nabtonka rogowki
[McMonnies, 2009; Romero-Jiménez i wsp., 2010; Bawazeer i wsp., 2000;. Sharma
1 wsp., 2013]. W odpowiedzi na powtarzajace si¢ uszkodzenia, komorki nablonka
rogobwki wydzielaja mediatory =zapalenia z grupy cytokin - interleukiny 1
(IL-1). Uwalnianie interleukin moze by¢ réwniez indukowane przez promieniowanie
UV, ktore generuje powstawanie reaktywnych form tlenu, wywolujacych w komorkach
stres oksydacyjny. Poniewaz rogdéwka jest nieustannie narazona na dzialanie $wiatla
UV, jest szczegblnie podatna na stres oksydacyjny i uszkodzenia wywotlane dziataniem

wolnych rodnikow [Cejka i wsp., 2010; Karolak i wsp., 2012b].
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Do czynnikow Srodowiskowych, zaangazowanych w etiologi¢ wysokiej
krotkowzrocznos$ci, zalicza si¢ czynno$ci wymagajace utrzymywania diugotrwatego
skurczu akomodacji, takie jak czytanie przy sztucznym os$wietleniu, praca przy
komputerze, czy nasilona praca wzrokowa z bliska. Na rozw0j choroby ma takze wplyw
styl zycia - niska aktywno$¢ fizyczna, nieodpowiednie nawyki zywieniowe (wysoka
podaz weglowodanow w okresie rozwojowym) oraz urbanizacja, ktora pociaga za soba
wzrost zanieczyszczenia Srodowiska [Zejmo 1 wsp., 2009a; Charman, 2011].

Pomimo niewatpliwego znaczenia czynnikow $srodowiskowych w patogenezie
stozka rogowki 1 wysokiej krotkowzrocznosci, istnieje wiele przestanek $wiadczacych
o tym, Ze przyczyna omawianych schorzen lezy gldwnie w zaburzeniach genetycznych.
Badania rodzicow 1 dzieci - blizniat oraz rodzenstwa - wskazuja na istnienie
uwarunkowan rodzinnych w stozku rogowki 1 wysokiej krotkowzrocznosci.
W przypadku obu choréb stwierdzono, ze osoby majace chorych rodzicéow lub
rodzenstwo, znacznie czg$ciej same s3 obarczone tym zaburzeniem wzroku [Young,
2007; Nowak 1 Gajecka, 2011]. Ponadto wykazano wyzsza zgodnos$¢ wystepowania
stozka rogowki 1 wysokiej krotkowzrocznosci u blizniat monozygotycznych,
w poréwnaniu z bliznigtami dizygotycznymi [Bechara i wsp., 1996; Zejmo i wsp.,
2009b]. Odnotowano takze wspoétistnienie omawianych zaburzen z r6Zznymi zespotami
genetycznymi, takimi jak zespot Downa, zespot Ehlersa-Danlosa, czy wrodzona $lepota
Lebera w przypadku stozka rogowki [Cullen & Butler 1963; Kuming 1 Joffe 1977;
Elder, 1994], a takze zespdt Marfana, czy zespot Sticklera w przypadku wysokiej
krotkowzrocznosci [Zejmo 1 wsp., 2009a, Baird 1 wsp., 2010]. Wsrdéd pacjentow
z pozytywnym wywiadem rodzinnym zaré6wno w kierunku stozka rogowki, jak
1 wysokiej krotkowzrocznos$ci, odnotowano wszystkie modele dziedziczenia, przy czym
najczesciej obserwuje si¢ autosomalny dominujacy typ dziedziczenia [Rydzanicz i wsp.,
2011a; Nowak i1 Gajecka, 2011].

W poszukiwanie genéw warunkujacych stozek rogowki zaangazowanych jest
wiele zespotdow. Na podstawie analizy sprzezen zidentyfikowano dotychczas
kilkanascie loci dla stozka rogowki w tym 1p36.23-36.21, 2p24, 3pl4-ql3,
5q14.3-q21.1, 5921.2, 5932-q33, 8ql3.1-q21.11, 9q34, 14ql1.2, 14q24.3, 15q2.32,
15922.33-q24.2, 16q22.3-q23.1, 17p13 oraz 20q12 [Burdon i wsp., 2008; Hutchings
1 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
1 wsp., 2000; Fullerton 1 wsp., 2002]. Sposrod wymienionych regionow
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chromosomowych jedynie locus 5q21.2 zostalo zreplikowane w innej niz badanej
pierwotnie populacji [Bisceglia i wsp., 2009]. W zidentyfikowanych /oci zmapowanych
jest wiele gendéw, m.in.: CTSH, CRABPI, IREB2, RASGRF1, COLS8AI 1 VSX2, ktére
ze wzgledu na lokalizacje 1 pelniona funkcjg, zostaty wybrane do dalszych badan
molekularnych. Analiza sekwencji wspomnianych genéw kandydatow nie wykazata
jednak zadnych mutacji, mogacych §wiadczy¢ o ich roli w powstawaniu stozka rogéwki
[Brancati i wsp., 2004, Burdon 1 wsp., 2008, Liskova 1 wsp., 2010, Hughes 1 wsp.,
2003]. Mutacje w regionie 15g22-q25, sprzezonym ze stozkiem rogdwki,
zidentyfikowano dopiero w 2011 roku w genie miR-184, w niewielkiej rodzinie
z Irlandii Péinocnej [Hughes 1 wsp., 2011]. Innymi genami, ktére zaproponowano jako
znaczace dla rozwoju choroby, byly geny VSX17 1 SODI, kodujace odpowiednio biatko
peliace role czynnika transkrypcyjnego 1 dysmutazg ponadtlenkowa [Heon 1 wsp.,
2002; Udar 1 wsp., 2006]. Sprzeczne doniesienia badaczy, analizujacych kolejne grupy
pacjentow ze stozkiem rogowki, nie pozwolity okresli¢ jednoznacznie zwiazku
pomigdzy mutacjami w tych genach a wystgpowaniem choroby [Gajecka 1 wsp., 2009;
Dash 1 wsp., 2010; Stabuc-Silih 1 wsp., 2010].

Podobna sytuacje obserwuje si¢ w przypadku wysokiej krotkowzrocznosci.
Dotychczas zidentyfikowano blisko 30 loci zwiazanych z krotkowzrocznoscia, sposrod
ktorych przynajmniej 13 wiazanych jest z krotkowzrocznoscia wysoka, m. in.: 18p11.31
(MYP2), 12q21-q23 (MYP3), 7936 (MYP4), 17q21-q22 (MYP5), 4q22-q27 (MYP11)
1 Xq23-925 [Young i wsp. 1998a; Young i wsp. 1998b; Niirnberg i wsp., 2008; Naiglin
1 wsp., 2002; Paluru i wsp., 2003; Zhang i wsp., 2005, Zhang i wsp., 2007]. Lista
genow, potencjalnie znaczacych dla rozwoju zarowno rodzinnej, jak 1 sporadycznej
formy wysokiej krétkowzrocznosci, zlokalizowanych w zidentyfikowanych loci, jest
dluga i obejmuje kilkanascie gendw o réznorodnej funkcji. Wéréd genoéw kandydatow
wymieniano geny, takie jak TGIF (MYP2), LUM (MYP3) czy COLIAI (MYP5),
jednak w kolejnych latach nie udato si¢ dostarczy¢ jednoznacznych dowodow
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 udziatu
innych genow, PAX6 1 SOX2, w rozwoju wysokiej krotkowzroczno$ci w niektorych
populacjach, nie zostalty do dzi$§ bezsprzecznie potwierdzone [Simpson 1 wsp., 2007;
Han i wsp., 2009] .

Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja, ze czynniki genetyczne odgrywaja

znaczaca role w etiologii stozka rogowki oraz wysokiej krotkowzroczno$ci. Sprzeczne
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doniesienia dotyczace gendéw 1 mutacji warunkujacych powstawanie oraz rozwoj
omawianych schorzen sprawiaja jednak, Ze istnieje konieczno$¢ prowadzenia dalszych

prac badawczych w dziedzinie genetyki wieloczynnikowych choréb narzadu wzroku.

Cel badan

Celem badan, prowadzonych w ramach przedstawionej rozprawy doktorskiej,
bytlo poznanie, poprzez analizy molekularne, nowych czynnikéw genetycznych
uwiklanych w etiologi¢ stozka rogowki 1 wysokiej krotkowzrocznosci, a takze proba
ustalenia zwiazku pomigdzy tymi czynnikami, a wystgpowaniem fenotypu choroby.

Punktem wyj$cia realizowanych prac badawczych, dotyczacych genetycznych
uwarunkowan stozka rogowki i1 wysokiej krotkowzrocznosci, byly analizy, ktore
doprowadzily do identyfikacji loci 2q13-q14.3, 5q31, 13q32, 13q34 oraz 20p13-p12.2
sprzg¢zonych ze stozkiem rogéwki w wielopokoleniowych rodzinach z Ekwadoru oraz
loci Tp12.3-Tp11.2, 7p22.1-7p21.1 oraz 12p12.3-12p12.1 w polskiej rodzinie z wysoka
krotkowzroczno$cia [ Gajecka i wsp., 2009, Rydzanicz 1 wsp., 2011a].

Hipoteza badawcza

Na podstawie powyzszych wynikow oraz zgromadzonych danych
literaturowych, zatozono, Ze w patogenezie stozka rogdéwki 1 wysokiej
krotkowzroczno$ci uczestnicza rézne geny, w ktoérych rownoczesnie wystgpuje wiele

wariantow sekwencji warunkujacych fenotyp.

Material i metody

W ramach przediozonej rozprawy doktorskiej przeprowadzono badania
molekularne w ekwadorskich rodzinach ze stozkiem rogéwki, w grupie polskich
pacjentdw ze sporadyczna forma stozka rogoéwki, a takze wsrdd czitonkéw polskich
rodzin z wysoka krétkowzrocznoscia. Material do badan stanowil genomowy DNA
pozyskany z krwi obwodowej zardwno pacjentow, jak i tych cztonkéw rodzin, ktorzy
nie przejawiali fenotypu stozka rogowki oraz wysokiej krotkowzroczno$ci. Ponadto
w badaniach wykorzystano linie komoérkowe wyprowadzone z rogoéwek polskich
pacjentdw ze stozkiem rogdéwki oraz RNA, réwniez pozyskany z rogowek pacjentow
z Polski. Wszystkie badania zostaty zaakceptowane przez Komisje Bioetyczna przy
Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu i prowadzone

byty zgodnie z Deklaracja Helsinska.
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W  badaniach wykorzystano tradycyjne techniki biologii molekularne;j.
Metodyka obejmuje projektowanie starterow, amplifikacj¢ 1 sekwencjonowanie
wybranych fragmentow genow, analiz¢ RFLP oraz RT-PCR. W projekcie wykorzystano
takze metody hodowli komorkowych oraz analizy komputerowe in silico z uzyciem

dostepnych programow i narzgdzi internetowych.

Skrotowe omowienie publikacji stanowiacych podstawe rozprawy doktorskiej

Ponizej przedstawiono skrétowe omoéwienie opublikowanych prac, bgdacych
wynikiem badan uzyskanych w trakcie realizacji przedtozonej rozprawy doktorskie;.
Referencje odnoszace si¢ do tych publikacji zostaly pogrubione. Poszczegdlne
publikacje naukowe ujgto w czesci ,,Publikacje stanowiace podstawg rozprawy
doktorskiej™.

Celem pierwszej pracy byto okreslenie roli genu COL4A42 w patogenezie stozka
rogdwki w rodzinach ekwadorskich. Gen ten znajduje si¢ w regionie chromosomowym
13q34, sprzgzonym ze stozkiem rogéwki i koduje tancuch a2 kolagenu typu IV, ktory
stanowi jeden z elementéw budulcowych rogéwki [Jun 1 wsp., 2001].
We wcezesniejszych badaniach, zwrdcono uwage na korelacj¢ przebiegu stozka rogdwki
z rearanzacja wiokien kolagenowych, zmiana ich S$rednicy, a takze zwigkszona
podatno$cia kolagenow na dzialanie enzymoéw proteolitycznych [Patey 1 wsp., 1984].
Na tej podstawie wnioskowano, ze zmiany w genie COL4A42 na poziomie sekwencji
moga wywotywac efekt fenotypowy, prowadzacy do powstania stozka rogowki.

W genie COL4A42 zidentyfikowano 111 wariantow sekwencji, w tym 13, ktore
znajdowaty si¢ w regionach kodujacych. Pig¢ wariantow byto zmianami
niesynonimicznymi - ¢.574G>T (Vall92Phe), ¢.1550G>A (Arg517Lys), ¢.2048G>C
(Gly683Ala), c.2102A>G (Lys701Arg), ¢.2152C>T (Pro718Ser). Nie zidentyfikowano
zmian na poziomie sekwencji w regionie promotora wspdlnym dla genéw COL4AI
i COL4A2. Zadna z wykrytych zmian nie okazata si¢ znaczaca dla rozwoju choroby
w badanych rodzinach ze stozkiem rogowki [Karolak i wsp., 2011].

W kolejnej pracy poszukiwano zmian w sekwencji trzech genow PITX1, TGFBI
oraz IL9 zlokalizowanych w regionie chromosomowym 5q31, sprz¢zonym ze stozkiem
rogéwki. Badania molekularne wspomnianych genoéw przeprowadzono w ekwadorskiej
rodzinie ze stozkiem rogoéwki KTCN-011 oraz u pigciu pacjentow z delecjami lub
duplikacjami w regionie chromosomowym 5q31, u ktéorych wystgpowaty zmiany

okulistyczne, w tym stozek rogéwki. W literaturze wskazywano na obnizony poziom
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ekspresji genu TGFBI wsrod chorych ze stozkiem rogéwki, a takze zwiazek mutacji
w tym genie z innymi degeneracyjnymi chorobami rogéwki [Zhao i wsp., 2002; Yang
1 wsp., 2010]. Przestanka do analizy genu /L-9 byl jego udzial w procesach zapalnych,
ktore moga by¢ przyczyna rozwoju stozka rogowki. Sekwencjonowanie genow PITX],
TGFBI oraz IL9 doprowadzito do identyfikacji facznie 19 wariantow sekwencji, w tym
czterech w regionach kodujacych genow. Losowe wystepowanie zmian u chorych oraz
zdrowych czlonkéw badanej rodziny, a takze brak segregacji tych wariantow
u pacjentow z delecjami lub duplikacjami w regionie 5q31, wykluczyto rolg genow
PITXI1, TGFBI oraz IL9 w patogenezie stozka rogoéwki [Rosenfeld i wsp., 2011].

Celem kolejnej pracy bylo okreslenie roli o$miu genéw: MBNLI, IPOS5, FARPI,
RNF113B, STK24, DOCKY9, ZIC5 oraz ZIC2 w rozwoju stozka rogowki. Geny
te zlokalizowane sa w locus 13932, sprz¢zonym ze stozkiem rogdéwki w pochodzacej
z Ekwadoru rodzinie KTCN-014. Zostaly wybrane do analizy na podstawie obserwacji,
ktére wskazywaty na udziat tych gendw w réznicowaniu komorek i odpowiedzi na stres
oksydacyjny, a wigc procesdéw waznych w kontek$cie rozwoju stozka rogdéwki.
W badanych genach zidentyfikowano tacznie 92 warianty sekwencji, sposrod ktorych
17 nie byto dotychczas opisywanych w genetycznych bazach danych i literaturze.
Wykryto nowa mutacj¢ ¢.2262A>C w eksonie 20 genu DOCK9 oraz trzy warianty
sekwencji w genach DOCK9, [PO5 1 STK24 (odpowiednio, c.717+43A>G,
¢.2380-134A>C oraz c.1089+29G>C), segregujace w peli z fenotypem stozka rogowki
w badanej rodzinie z populacji ekwadorskiej. Mutacja ¢.2262A>C w genie DOCKY,
prowadzaca do potencjalnie patogennej substytucji GIn754His na poziomie biatka, nie
wystgpowata w grupie kontrolnej, co wskazuje na prawdopodobny udziat genu DOCK?9
w patogenezie i/lub rozwoju stozka rogdwki w badanej rodzinie z Ekwadoru [Czugala,
Karolak i wsp. 2012]. Warto jednak zaznaczy¢, ze w grupie polskich pacjentow,
obarczonych stozkiem rogowki, rozklad tego wariantu sekwencji jest zupeinie
odmienny, co sugeruje wplyw innych genéw na rozwdj choroby w populacji polskiej
[dane wtlasne, nicopublikowane]. W ramach badan przeprowadzono takze analizg
ekspresji genow DOCKY9, IPO5 i STK24 w rogowce ludzkiej, obarczonej stozkiem
rogowki oraz w rogowce, pochodzacej od osoby bez fenotypu choroby. Byla
to pierwsza praca ukazujaca ekspresj¢ genow [PO5 1 STK24 w ludzkiej rogéwce
[Czugala, Karolak i wsp. 2012].

Celem kolejnej pracy byto przeprowadzenie analizy gendéw kandydatow - IL1A4,

ILIB 1 ILIRN z locus 2ql3-ql4.3 oraz genu SLC4A11 z locus 20pl13-pl2.2,
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sprzg¢zonych ze stozkiem rogéwki w ekwadorskiej rodzinie KTCN-019. W literaturze
zaproponowano hipotezg, ze zwigkszenie ilo$ci wydzielania IL-1 przez komorki
nablonka rogéwki, zwigksza réwnoczesnie ich wrazliwos¢ na dziatanie IL-1, co moze
prowadzi¢ do aktywacji apoptozy keratocytow 1 rozwoju stozka rogowki [Wilson
1 wsp., 1996]. Rolg gendw z grupy interleukin zdawaly si¢ potwierdza¢ wyniki badan
asocjacji polimorfizméw w genach ILIA, ILIB 1 ILIRN ze stozkiem rogdwki, w grupie
niespokrewnionych 0sob z populacji koreanskiej, ktore wykazaty, ze dwa polimorfizmy
w promotorze genu /LIB (—31T>C 1 =511 C>T ) koreluja z fenotypem stozka rogdwki
w badanej grupie [Kim i wsp., 2008]. Sekwencjonowanie gendéw ILIA, ILIB, ILIRN
1 SLC4A11, przeprowadzone w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej, wykazato
obecnos¢ tacznie 66 wariantow sekwencji, w tym substytucje ¢.214+242C>T w genie
ILIRN oraz nowa delecje 54 nukleotydow w pozycji ¢.2558+149 2558+203 w genie
SLC4A411. Zaobserwowano istotnie statystycznie czgstsze wystgpowanie wspomnianych
zmian u chorych, w por6wnaniu z osobami zdrowymi, co sugeruje udziat genow ILI/RN
oraz SLC4A411 w powstawaniu fenotypu stozka rogowki w grupie pacjentow
z Ekwadoru [Nowak, Karolak i wsp., 2013].

Kolejna praca dotyczyta wysokiej krotkowzrocznosci. Jej celem byto okreslenie
roli trzech polimorfizméw - 156214, rs10860860 oraz rs2946834 - w genie /GF-1
w polskich rodzinach z wysoka krotkowzrocznos$cia, ktore wczesniej asocjowane byty
z rozwojem choroby w populacji pochodzenia kaukaskiego [Metlapally 1 wsp., 2010].
W populacji polskiej wykonano genotypowanie z wykorzystaniem techniki PCR-RFLP
oraz sekwencjonowania. Analiza wykazata brak asocjacji badanych polimorfizmow
z wysoka krotkowzrocznoscia w polskich rodzinach, co wskazuje, ze genetyczne
przyczyny powstawania wysokiej krotkowzrocznosci moga rdznic si¢ migdzy
populacjami [Rydzanicz i wsp., 2011b]. Ponadto w ramach rozprawy przeprowadzono
analiz¢ sekwencji genu GRBI0 z locus 7Tpl2.3-7pl1.2, sprzgzonego z wysoka
krotkowzroczno$cia w pochodzacej z Polski rodzinie HM-32. Analiza doprowadzita
do identyfikacji 21 wariantow w sekwencji genu GRBI(. Zadna ze zmian nie
korelowala jednak w petni z fenotypem choroby w badanej rodzinie [badania wtasne,
nieopublikowane].

Ostatnie dwie publikacje, ktore stanowia cz¢$¢ niniejszej rozprawy doktorskiej,
sa pracami przegladowymi. Sa one podsumowaniem obecnego stanu wiedzy na temat
wieloczynnikowosci stozka rogdwki, przeprowadzonym na podstawie badan wlasnych

oraz danych pochodzacych z literatury §wiatowej. W pracach wskazano na znaczaca
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rolg¢ czynnikéw genetycznych w stozku rogoéwki, ktore dodatkowo modyfikowane

sa przez czynniki srodowiskowe [Karolak i wsp., 2012a; Karolak i wsp., 2012b]

Podsumowanie

Uzyskane wyniki badan pozwolity na poznanie nowych czynnikdéw
genetycznych i1 potwierdzaja hipotez¢ postawiona w niniejszej rozprawie, zaktadajaca
heterogeniczno$¢ 1 udzial wielu genéw w powstawaniu zaburzen wzroku - stozka
rogowki 1 wysokiej krotkowzrocznosci.

Podjete w ramach rozprawy doktorskiej zadania badawcze, wiazace wiele
aspektow, dotyczacych etiologii stozka rogéwki 1 wysokiej krotkowzrocznosci, nie byty
dotychczas prowadzone w przedstawionym zakresie.

Zaréwno stozek rogowki, jak 1 wysoka krotkowzroczno$¢ odnosza sig
do znaczacej czesci populacji ludzkiej, stanowiac przez to wazny problem zdrowotny
1 ekonomiczny w naszym kraju, a takze na $wiecie. Identyfikacja nieznanych dotad
przyczyn wspomnianych chordb, moze przynies¢ wymierne korzysci dla samych

pacjentow oraz Srodowiska lekarskiego 1 naukowego.
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