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1. WYKAZ SKROTOW STOSOWANYCH W PRACY

Skrot Rozwinigcie w jezyku angielskim Rozwinigcie w jezyku polskim
AL axial length dlugos$¢ osiowa gatki ocznej

AUC area under the curve pole powierzchni pod krzywa ROC
CC corneal curvature krzywizna rogowki

CCR corneal curvature radius promien krzywizny rogodwki
cGMP  cyclic guanosine monophosphate cykliczny guanozynomonofosforan
CP corneal power moc tamiaca rogowki

D dioptre dioptria

DNA deoxyribonucleic acid kwas deoksyrybonukleinowy
dNTP deoxynucleoside triphosphate trifosforan deoksyrybonukleotydu
DMSO  dimethyl sulfoxide dimetylosulfotlenek

ECM extracellular matrix macierz zewnatrzkoméorkowa
EDTA  ethylenediaminetetraacetic acid kwas etylenodiaminotetraoctowy
ES exome sequencing sekwencjonowanie eksomowe
FAK focal adhesion kinase kinaza ogniskowo-adhezyjna

FDR false discovery rate ;5(; (Ziifi;\izagg d(;?rif;[ﬁk wynikow
GWAS  genome-wide association study badania asocjacyjne catego genomu
HM high myopia wysoka krotkowzrocznosé¢

(0) intraocular pressure ci$nienie wewnatrzgatkowe

IPA Ingenuity Pathway Analysis -

MAF minor allele frequency czestos¢ rzadszego allelu

ORF open reading frame otwarta ramka odczytu

PCR polymerase chain reaction fancuchowa reakcja polimerazy
PKG GMP-dependent protein kinase kinaza bialkowa zalezna od GMP
RGC retinal ganglion cells komorki zwojowe siatkdwki

ROC receiver operating characteristic l;g?;g;ﬁg arakterystyczno-operacyjna
SE spherical equivalent ekwiwalent sferyczny

SNP single nucleotide polymorphism E fﬁ(ilr: g)s;‘:izllm pojedynczego

TRIS tris(hydroxymethyl)aminomethane tris(hydroksymetylo)aminometan




2. STRESZCZENIE PRACY W JEZYKU POLSKIM

Wysoka krotkowzrocznos¢ (ang. high myopia, HM) to niezdolno$¢ oka do
tworzenia prawidlowo zogniskowanego obrazu na siatkéwce, charakteryzujaca sig
wielkoscia wady przekraczajaca -6,0 dioptrii oraz wydluzeniem gatki ocznej powyzej
26 mm. Etiologia HM warunkowana jest przez czynniki S$rodowiskowe jak 1
genetyczne. Dotychczas zidentyfikowano liczne loci, geny i1 warianty sekwencji
powiazane z HM w poszczego6lnych populacjach i rodzinach, jednak niewiele wiadomo
o genetycznych 1 epigenetycznych przyczynach powstawania HM w populacji polskie;.

Celem pracy doktorskiej byta identyfikacja nowych czynnikow genetycznych i
epigenetycznych w etiologii HM u polskich pacjentow. Materiatem do badan z
wykorzystaniem technik biologii molekularnej byto DNA z krwi obwodowej cztonkow
polskich rodzin z HM oraz polskich dzieci z HM i bez HM jako grupy kontrolne;j.

W ramach pracy doktorskiej opracowano dane kliniczne cztonkéw polskich
rodzin z HM. Poprzez weryfikacje sekwencjonowaniem metoda Sangera oraz analiza
segregacji wybranych wynikéw sekwencjonowania eksomowego DNA czionkow
siedmiu rodzin z HM zidentyfikowano warianty sekwencji w genie ABCC6 oraz FLRT3
1 SLC35E2B, jako segregujace z fenotypem HM w poszczeg6lnych rodzinach. Analiza
wybranych wariantdow sekwencji nie wykazata segregacji z dlugoscia osiowa gatki
ocznej, ciSnieniem wewnatrzgalkowym 1 krzywizna rogéwki oraz HM w badanych
czterech rodzinach. Na podstawie wynikow analizy calogenomowej metylacji DNA
polskich dzieci z HM 1 dzieci bez HM zidentyfikowano hiper- i hipometylowane
dinukleotydy CpG w regionach okotopromotorowych genéw GSTM1, LCE3C, FARP?
oraz SORBS2, TANCI, ATXNI, ADAM20 oraz kilka wzbogaconych $ciezek
sygnatowych 1 proces6w biochemicznych.

Analizy statystyczne danych klinicznych potwierdzily stuszno$¢ przyjgtego
kryterium podzialu badanych oséb na grupy wedlug wielkosci wady sferycznej i1
dtugosci osiowej gatki ocznej. Warianty w genach ABCC6, FLRT3 1 SLC35E2B moga
warunkowa¢ HM w badanych rodzinach, podczas gdy wielko$¢ parametrow
okulistycznych moze zaleze¢ od innych niz analizowane czynnikdw genetycznych.
Hiper- i hipometylacja DNA moze powodowa¢ wyciszenie/nadekspresje gendw i wraz
ze wzbogaconymi $ciezkami sygnatowymi/procesami odgrywac role w etiologii HM u
badanych dzieci. Przedstawione wyniki potwierdzaja ztozono$¢ podloza genetycznego i

epigenetycznego HM w rodzinach i u dzieci z populacji polskie;.



3. STRESZCZENIE PRACY W JEZYKU ANGIELSKIM

High myopia (HM) is a disorder in which the light entering the eye is not
focused correctly on a retina. It is characterized by a refractive error greater than -6.0
dioptres and axial length exceeding 26.0 mm. HM etiology is caused by environmental
and genetic factors. Numerous loci, candidate genes and sequence variants related to
HM have been identified in specific populations and families, however, little is known
about genetic and epigenetic causes of HM in Polish population.

The aim of the PhD thesis was identification of novel genetic and epigenetic
factors in HM etiology in Polish patients. Experimental procedures with the use of
molecular biology techniques were conducted on DNA extracted from peripheral blood
samples from members of Polish HM families, Polish children with HM, and children
without HM as control group.

As a part of PhD thesis the statistical assessment of clinical data of Polish HM
families’ members was performed. Sequence variants in ABCC6 and FLRT3,
SLC35E2B genes segregating with HM phenotype in specific families were identified
by Sanger sequencing and segregation analyses verification of chosen exome
sequencing results conducted on DNA from HM families. The analyses of selected
sequence variants did not reveal the segregation with axial length, intraocular pressure,
corneal curvature, and HM in studied four families. Based on the genome-wide
methylation results on DNA of Polish HM children and children without HM hyper-
and hypomethylated CpG dinucleotides in promoter regions of GSTMI, LCE3C,
FARP2, and SORBS2, TANCI1, ATXN1, ADAM?20 genes and several enriched molecular
pathways/processes were identified.

Statistical analyses of clinical data confirmed the correctness of dividing the
families’ members into subgroups according to refractive error and axial length criteria.
Variants in ABCC6, FLRT3, and SLC35E2B genes could cause HM in the assessed
families, but other than chosen for evaluation sequence variants could contribute to the
ophthalmological parameters values. DNA hyper- and hypomethylation could
contribute to gene silencing/overexpression and together with the enriched molecular
pathways/processes impact the HM etiology in Polish children. Presented results
confirm the complexity of genetic and epigenetic background of HM in families and

children from Polish population.



4. WSTEP

4.1. Zasada tworzenia obrazu widzianych przedmiotow

Oko jest narzadem zmysthu, ktorego funkcja jest rejestrowanie 1 przeksztatcanie
bodzcow $swietlnych we wrazenia wzrokowe. Za powstawanie obrazu odpowiada kilka
czesci skladowych oka: rogowka, ciecz wodnista, soczewka i ciato szkliste, stanowiace
uktad optyczny oka. Wiazka promieni $wietlnych, po przejsciu przez uktad optyczny
oka, powinna ogniskowac¢ si¢ w ptaszczyznie siatkowki, dajac wyrazny, pomniejszony i
obrocony o 180° obraz (Rycina 1A) [1]. Nieprawidlowa budowa ktoregokolwiek z
elementow uktadu optycznego oka powoduje zaburzenie jako$ci widzenia.

Kroétkowzrocznos$¢ jest wada charakteryzujaca si¢ niezdolnoscia oka do
tworzenia prawidlowego obrazu na skutek ogniskowania zatamanej wiazki promieni
swietlnych przed siatkowka (Rycina 1B) [1]. Przyczynami nieprawidlowego skupiania
si¢ promieni §wietlnych moze by¢ wydtuzenie gatki ocznej lub zbyt duzy wspdlczynnik

zalamywania §wiatta przez uktad optyczny oka [1].

A
soczewka

sia:’tkéwka

soczewka ‘siatkowka

Rycina 1. Schemat tworzenia si¢ obrazu oddalonych obiektoéw w oku prawidtowym (A) i w oku

z krétkowzrocznoscia (B).

Istnieje kilka typow klasyfikacji krotkowzrocznosci, ktore przedstawiono w

Tabeli 1.
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Tabela 1. Typy klasyfikacji krotkowzrocznosci [2]

Typ klasyfikacji Kategorie krotkowzrocznosci

niska (< -3,00 D)
stopien $rednia (-3,0 —-6,0 D)
wysoka (> 6,0 D)

wrodzona (od urodzenia)

milodziencza (< 20 roku zycia)
poczatek choroby

dorostych wezesna (2 — 40 roku zycia)

dorostych pézna (> 40 roku zycia)

prosta (< —6 D, bez zmian patologicznych)
zmierzchowa (wystepuje o zmierzchu)

przebieg kliniczny ~ zwyrodnieniowa (tzw. patologiczna, ze zmianami na dnie oka)
wywolana (farmakologicznie, zmianami poziomu cukru we krwi, zaéma)

pseudokrotkowzrocznosé (spowodowana nadmierna akomodacija oka)

4.2. Charakterystyka kliniczna wysokiej krotkowzrocznosci

Wysoka krotkowzroczno$¢ (ang. high myopia, HM), oprocz wielkosci wady
rownej lub przekraczajacej -6,0 dioptrii (D), charakteryzuje si¢ wydluzeniem gatki
oczne] powyzej 26 mm [2]. Wydluzanie galki ocznej moze prowadzi¢ do
mechanicznego rozciagania 1 Scienczenia siatkowki, naczyniowki oraz twardowki [3.4].
Rozciaganie siatkdwki moze powodowac charakterystyczne dla jaskry uszkodzenia
wiokien nerwowych, a tym samym, nawet przy niskim ci$nieniu wewnatrzgatkowym
(ang. intraocular pressure, I0P), rozw0j samej jaskry [4]. Inne patologiczne zmiany w
przednim odcinku 1 na dnie oka powiazane z wystgpowaniem HM 1 znaczaco
pogarszajace widzenie to splaszczenie rogdéwki, zaéma, zmiany w ciele szklistym,
zwyrodnienia siatkowki obwodowej, odwarstwienie siatkowki, zwyrodnienia plamki
z6ltej, zaniki siatkbwkowo-naczynidwkowe, krotkowzroczne zaniki okototarczowe,
zwezenie naczyn wlosowatych prowadzace do ich niedrozno$ci badz zaniku oraz

garbiak tylny twardowki [4-6].
4.3. Epidemiologia krotkowzrocznosci i wysokiej krotkowzrocznos$ci

Dane epidemiologiczne na temat krdtkowzrocznosci 1 HM sa zrdznicowane i

zaleza w duzym stopniu od pochodzenia etnicznego pacjentdéw. Na podstawie badan
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epidemiologicznych z 2000 roku oszacowano, ze 22,9% (~ 1,4 mld) populacji ludzkiej
jest obarczona krotkowzroczno$cia, a u ok. 2,7% (163 mln) ludzi stwierdzono HM [7].
Przewiduje sig, ze do 2050 roku prawie polowa populacji ludzkiej (49,8%) bedzie miata
krétkowzrocznosé, a 9,8% HM [7].

Wsrdd oséb pochodzenia europejskiego, w przedziale wiekowym pomiedzy 44 a
81 rokiem zycia, 30,6% badanych byto obarczonych krétkowzrocznos$cia, a 2,7% HM
[8]. W populacji polskiej krotkowzroczno$¢ stwierdzono az u 24,1% z 998 badanych
0sob w wieku powyzej 35 roku zycia [9]. W literaturze brakuje doktadnych danych
epidemiologicznych dotyczacych czgstosci wystgpowania HM wsrdd dorostych
Polakow. HM wykryto natomiast wsrod 0,06-0,42% dzieci uczacych si¢ w szkotach
podstawowych 1 $rednich; w Poznaniu odsetek uczniéw z HM stanowit 0,06% [10,11].
Ponadto, HM uznano za glowna przyczyng utraty wzroku az u 11,84% dzieci
zarejestrowanych w Stowarzyszeniu Niewidomych i Stabowidzacych w latach 1979—

1999 [12].
4.4. Czynniki Srodowiskowe warunkujace powstawanie krotkowzrocznosci

Do czynnikéw $Srodowiskowych zwigkszajacych ryzyko powstawania
krotkowzroczno$ci zaliczane sa czynno$ci wymagajace dlugotrwatej akomodacji oka,
takie jak praca z bliska, czytanie, pisanie czy praca przy komputerze [13-15].
Wykazano, ze wraz ze wzrostem iloSci czasu poswigconego na wyzej wymienione
czynnosci wzrasta wielkos¢ krotkowzrocznej wady refrakeji u dzieci w wieku szkolnym
[14,15]. Wyzszy poziom wyksztalcenia zwigzany z wigksza iloScia czasu poswigconego
na naukg¢ z ksiazek czy pracg przy komputerze [16] oraz zwigkszony stopien urbanizacji
[17] takze podwyzszaja ryzyko wystapienia krotkowzrocznosci. Ludzie posiadajacy
wyzsze wyksztalcenie sa czeSciej obarczeni krotkowzrocznoscia niz osoby z
wyksztatceniem podstawowym [16,18]. U dzieci mieszkajacych w duzych miastach
krotkowzroczno$¢ wystgpuje czgsciej niz u tych mieszkajacych na przedmiesciach
miast czy na wsiach [17,19,20].

Ze zdobywaniem wyzszego wyksztalcenia oraz urbanizacja wiaze si¢ takze
zwigkszona ekspozycja na sztuczne o$wietlenie, bedaca kolejnym czynnikiem
podwyzszajacym ryzyko wystapienia HM [21]. Dzieci przebywajace gldwnie w domu
przy sztucznym s$wietle, miaty dluzsze gatki oczne 1 wyzsze ryzyko pojawienia sig
krotkowzrocznosci niz dzieci, ktore spedzaly wigcej czasu na aktywnosci fizycznej na

Swiezym powietrzu w naturalnym o$wietleniu [13,22,23].
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Innym czynnikiem $rodowiskowym warunkujacym rozwoj krétkowzroczno$ci

jest dieta z nadmiernym spozyciem weglowodanow [24].
4.5. Czynniki genetyczne w krotkowzrocznosci

Wyniki badan naukowych potwierdzaja udziat czynnikéw genetycznych w
warunkowaniu krétkowzrocznosci oraz HM. Wsrdd blizniat mono- i1 dizygotycznych
odziedziczalno$¢ krotkowzroczno$ci szacowana byla na poziomie 0,08 — 0,14 [25], a
nawet 0,98 [26], natomiast w populacji ogoélnej wynosi pomiedzy 0,60 a 0,80 [27].
Réznice w wielkosciach odziedziczalno$ci moga wynika¢ ze stosowania odmiennych
technik 1 metod analizy danych oraz zréznicowania pochodzenia etnicznego badanej
populacji. Na odziedziczalno$¢ moga znaczaco wptywaé czynniki srodowiskowe, gdyz
réznorodno$¢ fenotypow zalezna od czynnikdéw genetycznych moze by¢ wysoka w
miejscach, gdzie czynniki $srodowiskowe sa ograniczone, a niska w tych, gdzie wplyw
srodowiska odgrywa gtowna rolg [27].

Guggenheim i1 wsp. na podstawie danych pochodzacych od 31 dunskich rodzin
oszacowali odziedziczalno§¢ HM na 0,65 dla prawego i 0,68 dla lewego oka [28,29]. Z
tych samych danych obliczono wspotczynnik ryzyka wystapienia HM u rodzenstwa
probantow jako réwny 20,0 [28,29]. Natomiast wsrdéd angielskich pacjentow z HM
oszacowano ten wspotczynnik na 4,9 [30]. Ryzyko wystapienia HM u rodzefstwa
pacjentow z HM, ktorych rodzice nie byli obarczeni HM byto nizsze (ok. 6%) niz u

rodzenstwa pacjentow z przynajmniej jednym rodzicem z HM (ok. 14%) [30].
4.5.1. Loci krotkowzrocznosci 1 wysokiej krotkowzrocznosci

Poprzez analizy sprzgzen i badania genow kandydatow zidentyfikowano wiele
loci powiazanych z HM w pojedynczych rodzinach i/lub populacjach. W bazie Online
Mendelian Inheritance in Man (OMIM) jak dotad zamieszczono 25 loci (Tabela 2) [31-
43]. W ostatnich latach wykazano 1 potwierdzono takze asocjacj¢ krotkowzrocznosci 1
HM z locus w 15q14, zarbwno w populacjach rasy kaukaskiej jak i azjatyckiej, ktore
nie zostato wymienione w bazie danych OMIM [44-48]. W wyniku przeprowadzenia
analizy sprzezen w rodzinach polskich, w jednej z badanych rodzin zidentyfikowano
trzy nowe regiony chromosomowe dla HM: 7p22.1-7p21.1, 7p12.3-7p11.2 1 12p12.3—
12p12.1, w ktorych znajdowato si¢ wiele genow, ktére moglyby potencjalnie

warunkowa¢ HM w tej rodzinie [49].
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Tabela 2. Loci krotkowzrocznos$ci 1 wysokiej krétkowzrocznosci (pogrubione) ujete w

bazie Online Mendelian Inheritance in Man

Nazwa locus Lokalizacja Numer OMIM Geny kandydaci
MYPI Xq28 310460

MYP2 18p11.31 160700 TGIF (TGIF1)
MYP3 12921-q23 603221 IGF1, LUM
MYP5 17q21-q22 608474 COLIAI
MYP6 22ql13 608908 SCOo2

MYP7 11p13 609256 PAX6

MYPS 3926 609257 MFNI

MYP9 4q12 609258

MYP10 8p23 609259

MYP11 4q22-q27 609994

MYP12 2q37.1 609995

MYP13 Xq23-q27 300613

MYP14 1p36 610320

MYP15 10g21.1 612717

MYP16 5p15.33-p15.2 612554

MYP17* Tpl5 608367

MYP18 14q22.1-q24.2 255500

MYP19 5pl5.1-p13.3 613969 CTNND2
MYP20 13q12.12 614166

MYP21 1p22 614167 ZNF644
MYP22 4q35 615420 CCDC111
MYP23 4p16 615431 LRPAPI
MYP24 12q13 615946 SLC3945, COL2A1
MYP25 5g31 617238 P4HA?2
MYP26 Xql3 301010 ARR3

*pierwotnie opisany jako MYP4
4.5.2. Geny kandydaci powiazane z wysoka krotkowzrocznoscia

Rozpoznano liczne loci, geny 1 warianty sekwencji powiazane z HM, jednak
byly one charakterystyczne tylko dla badanych populacji, a nawet opisane jako
warunkujace lub mozliwie warunkujace HM w poszczegdlnych rodzinach. Geny
asocjowane w badaniach asocjacyjnych catego genomu (ang. genome-wide association
study, GWAS) lub powiazane z HM w innych analizach zebrano w Tabeli 3, jednakze

zalezno$ci te nie zostaly potwierdzone w innych badaniach prowadzonych w réznych
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populacjach [50-56]. Z powodu braku jednoznacznych dowodéw nie mozna uzna¢ tych

genoéw kandydatow za warunkujace krétkowzrocznos¢ lub HM w populacji ogdlne;.

Tabela 3. Geny kandydaci powiazane z wysoka krotkowzrocznoscia, ze wskazaniem

kodowanych biatek, lokalizacji chromosomowej oraz odniesien literaturowych

Gen Nazwa kodowanego biatka* Lokalizacja Referencja
ARR3 arrestin 3 Xql3.1 [57]
COLIAI collagen type I alpha 1 chain 17q21.33 [58]
COL241 collagen type II alpha 1 chain 12q13.11 [59]
CRYBA4 crystallin beta A4 22ql2.1 [60]
CTNND2 catenin delta 2 5pl5.2 [61-63]
FGF2 fibroblast growth factor 2 4qg28.1 [64]
HGF hepatocyte growth factor 7q21.11 [65-67]
IGF1 insulin like growth factor 1 12q23.2 [68—70]
LRPAPI LDL receptor related protein associated protein 1~ 4p16.3 [71-73]
LUM lumican 12g21.33 [74-76]
MYOC myocilin 1q24.3 [77]
P3H2 prolyl 3-hydroxylase 2 3928 [78-80]
P4HA2 prolyl 4-hydroxylase subunit alpha 2 5q31.1 [81,82]
PAX6 paired box 6 11p13 [83-86]
PRIMPOL primase and DNA directed polymerase 4qg35.1 [87,88]
RASGRE] ?as protein specific guanine nucleotide releasing 15¢25.1 89.90]
actor 1
RPGR retinitis pigmentosa GTPase regulator Xpll.4 [78,91,92]
SCO2 SCO cytochrome c oxidase assembly protein 2 22q13.33 [72,93,94]
SLC39A45 solute carrier family 39 member 5 12q13.3 [72,73,78,95]
TGFBI transforming growth factor beta 1 19q13.2 [96]
TGFB2 transforming growth factor beta 2 1g41 [97-99]
TGIF TGFB induced factor homeobox 1 18p11.31 [100]
UMODLI uromodulin like 1 21q22.3 [101]
ZNF644 zinc finger protein 644 1p22.2 [102,103]

*nazwy biatek zgodne z nomenklaturag z bazy HUGO Gene Nomenclature Committee at the

European Bioinformatics Institute (HGMC)

Metlapally 1 wsp. wykazali zwiazek pomigdzy fenotypem HM a trzema

polimorfizmami pojedynczych nukleotydow (ang. single nucleotide polymorphisms,

15



SNPs) rs6214, rs10860860 i rs2946834 w obregbie genu /IGF1 (OMIM:147440) [69].
Rydzanicz i wsp. nie potwierdzili zwiazku tych trzech SNPs z fenotypem HM i innymi
fenotypami krétkowzrocznosci w rodzinach polskich [104]. Ponadto w badaniach
prowadzonych w innych rodzinach polskich nie potwierdzono, ze heterozygotycznosé¢

wariantéw genu SCO?2 jest powiazana z HM w tych rodzinach [55].

4.5.3. Czynniki genetyczne warunkujace dlugo$¢ osiowa gatki ocznej, ci$nienie

wewnatrzgatkowe i krzywizng rogodwki

Dane literaturowe wskazuja na uwarunkowanie genetyczne wartosci dlugosci
osiowej gatki ocznej (ang. axial length, AL), I0OP 1 krzywizny rogdéwki (ang. corneal
curvature, CC) u 0s6b pochodzenia europejskiego oraz azjatyckiego. SNPs rozpoznane
w analizach GWAS, jako powiazane z AL, IOP i CC u 0séb pochodzenia europejskiego
1 azjatyckiego w innych analizach zaprezentowano w Tabelach 4 — 6. Dotychczas nie

prowadzono badan genetycznych nad AL, IOP 1 CC w rodzinach polskich z HM.

Tabela 4. Polimorfizmy pojedynczego nukleotydu powiazane z wartosciami dlugosci

osiowej gatki ocznej w analizach GWAS i genotypowaniach

Gen (odleglo$¢ powyzej

SNP miejsca inicjacji Kodowane bialko* Lokalizacja Referencje
transkrypcji/ lokalizacja) chromosomowa
Meta-analiza analiz GWAS
1512193446 LAMA?2 (intron) laminin subunit alpha 2 6q22.33 [105]
rs4074961  RSPOI (intron) R-spondin 1 1p34.3 [105]
Sekwencjonowanie SNaPshot
rs4074961  RSPOI (intron) R-spondin 1 1p34.3 [106]
15994767  ZC3HI1B (5,8 kpz) i;ﬁgﬁ; fl%cpl)i;ﬁ)(fgene 1q41 [106]
rs11073058 GJD2 (55 kpz) gap junction protein delta 2 15q14 [106]
Genotypowanie SNP przy uzyciu sond TagMan lub mikromacierzy
rs9811920  CMSSI (intron) Eﬁélgg‘(’;ggi‘)l small subunit 5 1, | [45]
rs12321 ZNRF3 (ekson) zinc and ring finger 3 22ql12.1 [45]
15634990 GJD?2 (38,6 kpz) gap junction protein delta 2 15q14 [45,46]
rs8032019  GJD2 (53 kpz) gap junction protein delta 2 15q14 [45,46]
1s560766 GJD2 (43,7 kpz) gap junction protein delta 2 15q14 [46]

*nazwy biatek zgodne z nomenklaturg z bazy HUGO Gene Nomenclature Committee at the

European Bioinformatics Institute (HGMC)
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Tabela 5. Warianty sekwencji powiazane z warto$ciami ci$nienia wewnatrzgatkowego,

rozpoznane w analizach GWAS lub mikromacierzach eksonowych

Lokalizacj

SNP Gen (lokalizacja) Kodowane biatko* oratizacya Referencje
chromosomowa

Analizy GWAS

. t b d coiled-coil
157555523 TMCOI (intron) Jansmembrane anc core-cott 1 qpa.1 [107,108]
domains 1
. Rh i leotid
1558073046  ARHGEFI2 (intron) 0 guafiine nuceotide 119233 [109]

exchange factor 12

Mikromacierze eksonowe

golgi associated, gamma
rs52809447 GGA3 (ekson) adaptin ear containing, ARF 17g25.1 [110]
binding protein 3
polycystin family receptor for

1s7291444 PKDREJ (ekson) eag jelly

22q13.31 [110]

*nazwy biatek zgodne z nomenklatura z bazy HUGO Gene Nomenclature Committee at the

European Bioinformatics Institute (HGMC)

Tabela 6. Warianty sekwencji powiazane z warto$ciami krzywizny rogéwki,

rozpoznane w analizach GWAS

Gen (odleglo$¢ ponizej

SNP miejsca inicjacji Kodowane bialko* Lokalizacja Referencje
o s chromosomowa
transkrypcji/lokalizacja)
rs2114039 PDGFRA (2,6 kpz) platelet derived growth 4ql12 [111,112]
156554163  PDGFRA (intron) factor receptor alpha 4q12 [113]

*nazwy biatek zgodne z nomenklaturag z bazy HUGO Gene Nomenclature Committee at the

European Bioinformatics Institute (HGMC)

4.6. Czynniki epigenetyczne w krotkowzrocznosci

Metylacja DNA jest procesem epigenetycznym, ktory reguluje ekspresje gendw
bez zmiany sekwencji DNA. Polega na kowalencyjnym przylaczeniu grupy metylowe;j
do zasad azotowych nukleotydow, gléwnie cytozyny w dinukleotydach CpG
(dinukleotyd cytydyna—fosforan—guanozyna), przez metylotransferazy [114,115].
Metylacja cytozyny w wyspach CpG, regionach DNA bogatych w dinukleotydy CpG
zlokalizowanych zazwyczaj w regionach promotorowych genéw, bierze udziat w
regulacji ekspresji gendow [114-116]. Znaczne podwyzZszenie poziomu metylacji
(hipermetylacja), glownie promotora, powoduje wyciszenie genu [115,117].
Hipermetylacja moze prowadzi¢ takze do inhibicji ekspresji niektorych czynnikow

regulatorowych lub genéw supresorowych czy zahamowania aktywno$ci polimerazy
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[117]. Natomiast, znaczne obnizenie poziomu metylacji (hipometylacja) moze
prowadzi¢ do nadekspresji genow. Metylacja odgrywa kluczowa rolg w wielu procesach
zachodzacych w komorce jak inaktywacja chromosomu X czy genomowy odcisk (tzw.
imprinting rodzicielski) [114,117]. Jak dotad ukazato si¢ niewiele prac dotyczacych roli
metylacji w krétkowzrocznosci. Zhou 1 wsp. wykazali, ze sze$¢ dinukleotydow CpG w
promotorze i eksonie 1 (regionie okolopromotorowym) genu Collal byto
hipermetylowanych i poziom mRNA by} znacznie obnizony w twardéwce oka myszy z
krétkowzrocznos$cia, wywotana za pomoca soczewki dyfuzyjnej, w stosunku do oka
kontrolnego [118]. Autorzy sugeruja, ze hipermetylacja dinukleotydow CpG w regionie
okotopromotorowym genu Collal obniza syntezg kolagenu w twardéwkach, co moze
prowadzi¢ do kroétkowzrocznosci [118].

W badaniach Hsi 1 wsp. zmierzono poziom metylacji elementu LINE-1 (ang.
long interspersed nucleotide element 1), aby okresli¢ poziom calogenomowej metylacji
DNA pacjentow z HM [119]. LINE-1 jest dluga rozproszona sekwencja DNA o
dhugosci ok. 6,1 kpz 1 wystgpujaca w genomie w liczbie 3500 kopii pelnej dtugosci.
Poziom metylacji elementu LINE-1 byl znaczaco wyzszy w krwi 220 chinskich
pacjentow z HM niz u 220 os6b bez HM [119]. Prowadzono takze badania na myszach
z krotkowzroczno$cia, wywolana przez zalozenie gogli dyfuzyjnych, w celu
sprawdzenia czy poziom metylacji LINE-1 w leukocytach krwi obwodowej oddaje
poziom metylacji LINE-1 w tkankach oka. Wykryto wysoki poziom metylacji zar6wno
w krwi obwodowej jak 1 siatkéwcee 1 twardowce [119].

W kolejnych badaniach Seow 1 wsp. zidentyfikowali pie¢ dinukleotydow CpG
(cg21880079, cgl14066632, cg03155767, cg17154092, cg26299044) hipometylowanych
u dzieci z krotkowzrocznoscia w poréwnaniu do dzieci bez krotkowzrocznos$ci, ktore
moga by¢ powiazane ze zwigkszonym ryzykiem rozwoju krotkowzrocznosci wczesnej
[120]. Material genetyczny pozyskano z pgpowiny 29 dzieci z krotkowzrocznoscia i
490 dzieci bez krotkowzrocznosci pochodzacych z Chin, Malezji i1 Indii. Badania
okulistyczne w celu stwierdzenia krotkowzrocznosci wykonano, gdy dzieci te
ukonczyty trzeci rok zycia. Dwa dinukleotydy CpG zostaty zidentyfikowane w
regionach miedzygenowych 8p23 oraz 12q23.2, a pozostate trzy w genach FGB,
PQOLCI 1 KRTI2. Wykazano ekspresj¢ POLCI 1 KRT12 w rogowkach, twardowkach, a

takze w embrionalnych tkankach ocznych ludzi i myszy [120].
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4.7. Uzasadnienie podje¢cia tematu rozprawy doktorskiej

Obecnie niewiele wiadomo na temat uwarunkowan genetycznych i
epigenetycznych HM w populacji polskiej jak 1 na §wiecie, co utrudnia wytlumaczenie
mechanizméw  powstawania HM. We  wczesniejszych  badaniach  zespolu
zidentyfikowano trzy nowe loci HM: 7p22.1-7p21.1, 7pl12.3-7pl1.2 i 12pl12.3—
12p12.1, w obrgbie ktérych znajdowato sig wiele gendw [49]. Badano takze zwiazek
trzech SNP rs6214, rs10860860 i1 rs2946834 w obrebie genu /GF z fenotypem HM w
42 rodzinach polskich, jednak nie wykazano zadnej istotnej zaleznosci [104].

Z tych 42 rodzin polskich 20 bylo przedmiotem badan niniejszej rozprawy
doktorskiej. W pracy doktorskiej zatozono opracowanie oraz analiz¢ statystyczna
danych klinicznych cztonkéw badanych rodzin. Brak opracowania stanowit podstawg
do oszacowania zalezno$ci migdzy parametrami okulistycznymi a HM ws$rod
pacjentow.

Nastgpnie przeprowadzono sekwencjonowanie eksomowe (ang. exome
sequencing, ES) w celu identyfikacji wariantow sekwencji warunkujacych HM, co bylo
pierwsza taka analiza w rodzinach polskich w zakresie krétkowzrocznosci. Jak dotad na
swiecie prowadzono podobne badania rodzin rasy azjatyckiej i kaukaskiej [72,121,122].
Technika ES pozwala na poznanie eksomu, czyli sekwencji kodujacych ludzkiego
genomu. Walidacja wynikow ES sekwencjonowaniem metoda Sangera oraz analiza
segregacji byla przedmiotem pracy doktorskie;.

Dane literaturowe wskazuja na uwarunkowanie genetyczne wartosci AL, IOP i
CC u o0s0b pochodzenia europejskiego oraz azjatyckiego, jednak dotychczas nie
prowadzono badan genetycznych nad tymi parametrami okulistycznymi w rodzinach
populacji polskiej z HM. Dlatego w niniejszej pracy podjgto si¢ proby identyfikacji
wariantow sekwencji warunkujacych dane parametry okulistyczne i HM w rodzinach
polskich.

Wykonano takze analize calogenomowej metylacji DNA u polskich dzieci by
poszerzy¢ wiedzg¢ dotyczaca genetycznego podtoza HM o aspekty epigenetyczne [123].
Badanie to réwniez bylo pierwsza taka analiza wykonana w rodzinach populacji
polskiej. W ramach pracy doktorskiej przeprowadzono analiz¢ wynikow
calogenomowej metylacji DNA w celu identyfikacji gendow, Sciezek sygnatowych czy

procesOw zaangazowanych w patogenez¢ HM.
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Nieznaczna ilo$¢ badan prowadzonych w populacji polskiej oraz ograniczona
wiedza dotyczaca HM w Polsce i na §wiecie byty podstawa do podjgcia proby poznania
kolejnych genetycznych i epigenetycznych przyczyn HM u polskich pacjentéw z HM.
Identyfikacja nieznanych jak dotad uwarunkowan HM, moze przynie$s¢ korzysci dla

pacjentow, lekarzy, a takze naukowcoéw pracujacych nad krétkowzrocznoscia.
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5. CEL NAUKOWY PROWADZONYCH BADAN

Celem pracy doktorskiej byta identyfikacja nowych czynnikow genetycznych i
epigenetycznych zaangazowanych w etiologi¢ wysokiej krotkowzrocznosci u polskich

pacjentow.

CELE SZCZEGOLOWE

1. Opracowanie danych klinicznych pozyskanych od cztonkéw polskich rodzin z
dziedziczna wysoka krotkowzrocznoscia, z uwzglednieniem statystyki opisowe;,

testowej 1 analizy korelacji parametrow okulistycznych.

2. Weryfikacja  wybranych  wynikow  sekwencjonowania  eksomowego,
przeprowadzonego na DNA cztonkéw rodzin z wysoka krotkowzrocznos$cia, poprzez

sekwencjonowanie metoda Sangera oraz analizy segregacji.

3. Analiza segregacji wybranych wariantow sekwencji DNA z fenotypem wysokiej
krotkowzrocznosci, a w szczegdlnosci z wartoSciami dhtugosci osiowej gatki ocznej,

ci$nienia wewnatrzgatkowego oraz krzywizny rogowki.

4. Identyfikacja gendw, S$ciezek sygnatlowych 1 proceséw mogacych mieé
znaczenie w etiologii wysokiej krotkowzrocznosci na podstawie wynikOow analizy

catogenomowej metylacji DNA u polskich dzieci z wysoka krétkowzrocznoscia.
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6. MATERIALY

6.1. Pacjenci i material biologiczny

W badaniach wzigly udziat rodziny z populacji polskiej, w ktorych u
przynajmniej dwoéch osob zdiagnozowano wysoka krotkowzrocznosé. Do analizy
fenotypowej (cel szczegdtowy 1) z dostepnych 42 rodzin polskich wybrano 20 (HM-30,
HM-31, HM-32, HM-33, HM-34, HM-37, HM-39, HM-44, HM-49, HM-70, HM-71,
HM-72, HM-73, HM-74, HM-75, HM-76, HM-77, HM-78, HM-80, HM-81), ktore
uprzednio nie stanowily elementu analizy fenotypowej. Natomiast do ES
wyselekcjonowano sze$¢ z wymienionych rodzin (HM-33, HM-76, HM-77, HM-78,
HM-80, HM-81) oraz rodzing HM-14. Rodzina HM-14 zostala uprzednio
przedstawiona w rozprawie doktorskiej lek. med. Agaty Frajdenberg zrealizowanej w
Katedrze Okulistyki i Klinice Okulistycznej Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu w 2008 roku [124] 1 w zwiazku z tym, wykorzystano
jedynie materiat genetyczny w postaci DNA, pozyskany od cztonkéw tej rodziny,
natomiast dane kliniczne nie stanowily elementu analizy fenotypowej. Do analiz
genetycznych powiazanych z AL, IOP 1 CC (cel szczegétowy 3) wybrano rodziny HM-
32, HM-76, HM-78 i HM-80. Natomiast do badan epigenetycznych (cel szczegdtowy 4)
wykorzystano materiat biologiczny pozyskany od 27 polskich dzieci z HM oraz 24
dzieci bez HM stanowiacych grupg kontrolna, ktére nie byly czlonkami wyzej
wymienionych rodzin polskich. Nie dysponowano materialem biologicznym
pochodzacym od rodzicow tych dzieci.

Materiat do badan genetycznych i epigenetycznych, zarowno w przypadku
rodzin jak 1 dzieci, stanowil DNA uprzednio wyizolowany z leukocytow krwi
obwodowe;.

Pacjentéw rekrutowano do badan w trzech polskich instytucjach: Uniwersytecie
Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (dr n. med. Agata Frajdenberg),
Uniwersytecie Medycznym w Biatymstoku (prof. dr hab. n. med. Matgorzata Mrugacz)
oraz w Wojewodzkim Szpitalu w Lesznie (dr n. med. Monika Podfigurna-Musielak).
Badania zostaly zaakceptowane przez Komisj¢ Bioetyczna przy Uniwersytecie
Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu oraz Baylor College of Medicine
w Houston w Stanach Zjednoczonych. Uczestnicy zostali poinformowani o celu i
przebiegu badan oraz dostarczyli pisemna zgode na udziat w badaniach, zgodnie z

Deklaracja Helsinska. Zgody na udzial w badaniu osob niepetnoletnich zostaty
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uzyskane od ich rodzicéw lub prawnych opiekunéw. Z kazdym z dostgpnych cztonkow
rodzin przeprowadzono wywiady, badania okulistyczne oraz sporzadzono rodowody

rodzin.

6.2. Charakterystyka badanych grup

Badani czlonkowie polskich rodzin zostali przypisani przez lekarzy okulistow do
trzech grup badanych. Kryteria wlaczenia pacjenta do grupy pacjentow z HM (HM)
obejmowaty: obustronna osiowa krotkowzroczno$¢ z wada przynajmniej w jednym oku
wynoszaca < -6,0 dioptrii (D), a w drugim oku <-5,0 D, krotkowzroczno$¢ rozpoznana
w wieku ponizej 15 roku zycia oraz obecnos¢ HM u dwoéch lub wigcej pokolen w
rodzinie.

Do grupy cztonkéw rodzin o nieoznaczonym statusie choroby (NA)
kwalifikowano osoby o nieoznaczonym  statusie fenotypowym oraz z
krétkowzrocznos$cia z przedziatu -6,0 D < X < -4,0 D. Do wspomnianej grupy zaliczano
takze dzieci w wieku ponizej 15 roku zycia, ktére nie spetniaty kryteriow grupy osob z
HM oraz osoby, u ktorych krotkowzroczno$¢ zostata rozpoznana w wieku powyzej 15
roku zycia.

Grupa czlonkéw rodzin bez HM (N) obejmowata osoby z niezdiagnozowana
HM 1 rownocze$nie niespelniajace kryteriow pozostatych grup.

Kryterium wilaczenia dzieci z HM do analiz epigenetycznych byta wielko$¢
wady sferycznej réwna lub wyzsza -6,0 D przynajmniej w jednym oku. Grupg kontrolna

stanowity dzieci bez HM.
6.3. Rodowody rodzin polskich wybranych do analizy fenotypowej i genotypowe;j

Ponizej zaprezentowano rodowody rodzin polskich HM-14, HM-33, HM-76,
HM-77, HM-78, HM-80 1 HM-81 zakwalifikowanych do ES (Rycina 2) oraz rodowody
pozostatych rodzin, ktérych dane kliniczne cztonkdéw oraz ich material genetyczny

zostal poddany analizie fenotypowej i genotypowej (Rycina 3).
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Rycina 2. Rodowody rodzin HM-14, HM-33, HM-76, HM-77, HM-78, HM-80 i HM-81
zakwalifikowanych do analizy ES [49]. Czarne symbole oznaczaja osoby z HM; biate

symbolizuja osoby bez HM, a czlonkowie z nieoznaczonym statusem choroby oznaczeni sa

znakiem zapytania.
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Rycina 3. Rodowody pozostalych rodzin, ktoérych czionkowie zostali poddani analizie

fenotypowej i genotypowej [49]. Czarne symbole oznaczaja osoby z HM; biate symbolizuja

osoby bez HM, a czlonkowie z nieoznaczonym statusem choroby oznaczeni sa znakiem

zapytania.

26



6.4. Odczynniki

Podczas analiz laboratoryjnych prowadzonych w ramach realizacji niniejszej

pracy doktorskiej stosowano odczynniki zestawione w Tabeli 7.

Tabela 7. Zestawienie odczynnikow stosowanych w analizach laboratoryjnych

prowadzonych w ramach realizacji pracy doktorskiej

Odczynniki Producent

PCR

Polimeraza DNA Tag Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Tagq bufor z (NH,),SO, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Tagq bufor z KCl Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
MgCl, (25 mM) Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Trifosforan deoksyrybonukleotydu (ANTP
Mix)

Dimetylosulfotlenek (DMSO)

Startery

Woda dejonizowana

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Genomed S.A., Warszawa, Polska

Elektroforeza

Marker wielkosci (GeneRuler DNA Ladder
Mix)

Bufor obciazajacy (6x Loading Dye)
Agaroza

Bromek etydyny
Tris(hydroksymetylo)aminometan (TRIS)
Kwas borowy

Kwas etylenodiaminotetraoctowy (EDTA)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
BioShop Canada Inc., Burlington, ON, Canada
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

BioShop Canada Inc., Burlington, ON, Canada
POCH, Gliwice, Polska

BioShop Canada Inc., Burlington, ON, Canada

Oczyszczanie produktow PCR
Egzonukleaza I (Exo ])
Alkaliczna fosfataza (FastAP™)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Sekwencjonowanie metoda Sangera

Zestaw BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing

BigDye Terminator v3.1 5X bufor
sekwencyjny

Etanol 96%
Kwas etylenodiaminotetraoctowy (EDTA)

Formamid Hi-Di

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

POCH, Gliwice, Polska
BioShop Canada Inc., Burlington, ON, Canada
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
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6.5. Aparatura i oprogramowanie

Podczas analiz laboratoryjnych wykonywanych w ramach realizacji niniejszej

pracy stosowano sprzet laboratoryjny oraz oprogramowanie zestawione w Tabeli 8.

Tabela 8. Zestawienie wazniejszego sprzgtu laboratoryjnego i oprogramowania

Urzadzenie/oprogramowanie Producent

termocykler C1000Touch Thermal Cycler Bio-Rad

aparat do elektroforezy PowerPac Basic Bio-Rad

BioDoc-It Imaging System Ultra-Violet Products

wirowka 5810 R Eppendorf

Sequencher 5.0 GeneCodes Corporation, Ann Arbor, MI, USA

6.6. Bazy danych i narzedzia bioinformatyczne

W ramach realizacji pracy doktorskiej korzystano z nastgpujacych baz danych:
Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/),
HUGO Gene Nomenclature Committee at the European Bioinformatics Institute
(HGMC) (https://www.genenames.org/)
Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) (https://omim.org/)
NHLBI Exome Sequencing Project (http://evs.gs.washington.edu/EVS/)
1000 Genomes Project (http://www.1000genomes.org)
GeneCards: The Human Gene Database (https://www.genecards.org/)
UniProt (https://www.uniprot.org/)
ConsensusPathDB (http://cpdb.molgen.mpg.de/)
Wykorzystywano rowniez ponizsze narzgdzia bioinformatyczne:
phyloP (http://compgen.cshl.edu/phast/)
SIFT (https://sift.bii.a-star.edu.sg/)
Mutation Taster (http://www.mutationtaster.org/)
LRT (http://www.genetics.wustl.edu/jflab/Irt_query.html)
PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/)
Primer3Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi/)
UCSC In-Silico PCR (http://genome-euro.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr)
OligoCalc: Oligonucleotide Properties Calculator
(http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html)
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7. METODY
7.1. Badania podmiotowe i okulistyczne

Rodziny polskie zostaty poddane badaniom podmiotowym przeprowadzonym
przez lekarzy okulistow. Badania obejmowaty wiek rozpoznania wady, stosowana
korekcje wzroku, wspotistniejace 1 przebyte choroby narzadu wzroku i choroby ogolne.
Wykonano nastgpujace badania okulistyczne:

a. badanie ostrosci wzroku do dali i blizy, za pomoca tablic Snellena,

pozwalajace na oceng zdolnosci rozdzielczej siatkowki,

b. obiektywna oceng refrakcji oka z wykorzystaniem autorefraktometru,
pomiar dlugosci gatki ocznej w wymiarze przednio-tylnym,

d. keratometri¢ [pomiar CCR 1 mocy lamiacej rogdwki (ang. corneal power,
CP)],

e. pomiar IOP,

f. ocen¢ widzenia barw za pomoca tablic Ishihary, a dla oséb o znacznie
obnizonej ostro$ci wzroku poprzez prezentacje barw podstawowych:
czerwonej, zielonej 1 niebieskie;j,

g. oceng ustawienia gatek ocznych,

h. oceng przedniego odcinka i dna oka.

Z uzyskanych wynikow obiektywnej oceny refrakcji oka, tj. wielkosci wady
sferycznej, wady cylindrycznej oraz osi, liczono ekwiwalent sferyczny (ang. spherical

equivalent, SE).
7.2. Analiza statystyczna danych klinicznych czlonkéw polskich rodzin

W ramach pracy doktorskiej wykonano analiz¢ statystyczna danych klinicznych
zebranych przez lekarzy okulistéw. W analizie brano pod uwagg takie parametry jak
wiek pacjenta, wada sferyczna, SE, AL, CCR, CP i IOP. Porownywano migdzy soba
trzy badane grupy, pacjentow z HM, cztonkéw rodzin bez HM i cztonkéw rodzin o
nieoznaczonym statusie choroby. Analizowano dane kliniczne czlonkéw 20 polskich
rodzin z dziedziczna HM (HM-30, HM-31, HM-32, HM-33, HM-34, HM-37, HM-39,
HM-44, HM-49, HM-70, HM-71, HM-72, HM-73, HM-74, HM-75, HM-76, HM-77,
HM-78, HM-80, HM-81). Badano 78 0s6b z grupy pacjentow z HM, 102 osoby z grupy

cztonkow rodzin bez HM 1 34 osoby z grupy cztonkdw rodzin o nieoznaczonym statusie
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choroby. Pacjent HM-72-07 zostat wykluczony z analizy ze wzglegdu na
niewystarczajaca ilos¢ danych uzyskanych w trakcie badan okulistycznych. Jedynymi
dostepnymi danymi u pacjenta HM-72-07 byty IOP, ustawienie oczu i widzenie barw.
Natomiast pacjenta HM-39-05 przypisanego poczatkowo przez lekarzy do grupy
cztonkow rodzin bez HM przeniesiono do grupy cztonkéw rodzin o nieoznaczonym
statusie choroby ze wzgledu na niespetnienie kryteriow osoby bez HM.

Testy statystyczne danych klinicznych wykonywano dla oka prawego 1 lewego,
co dalo taczna liczbe 156 obserwacji dla grupy pacjentéw z HM, 204 obserwacje dla
grupy cztonkéw rodzin bez HM 1 68 obserwacji dla grupy czlonkéow rodzin o
nieoznaczonym statusie choroby. Liczba obserwacji rézni si¢ w poszczegdlnych
badaniach ze wzgledu na brak wynikéw dla niektérych cztonkow rodziny.

W celu doboru odpowiedniego testu statystycznego przeprowadzono test
Shapiro-Wilka oraz test Levene’a. Test Shapiro-Wilka stuzy do testowania
podobienstwa rozktadu zmiennych do rozktadu normalnego [125]. W pracy testowano
hipotezg zerowa moéwiaca o tym, ze rozktad zmiennej, tutaj wady sferycznej, SE, AL,
CCR, CP 1 IOP dla oka prawego i1 lewego tacznie w grupach pacjentow z HM,
cztonkéw rodzin bez HM 1 cztonkéw rodzin o nieoznaczonym statusie choroby, jest
zblizony do rozktadu normalnego.

Test Levene’a weryfikuje hipotezg zerowa o réwnosci wariancji w populacjach
[125]. Zastosowano go w celu sprawdzenia réwnosci wariancji pomigdzy grupami
pacjentow z HM, cztonkéw rodzin bez HM 1 cztonkdéw rodzin o nieoznaczonym statusie
choroby pod wzgledem wady sferycznej, SE, AL, CCR, CP 1 IOP dla oka prawego i
lewego tacznie. Spetnienie zalozen o normalnosci rozktadow we wszystkich k
zbiorowo$ciach oraz homogeniczno$¢ wariancji sa wymagane do zastosowania
parametrycznego testu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA), ktory stuzy do
poréwnywania grup niezaleznych, gdy poréwnywane sa wigcej niz dwie grupy [125].
Analizowane w ramach pracy doktorskiej dane nie spetnily kryteriow o normalnosci
rozktadéw oraz homogenicznos$ci wariancji, dlatego stosowano nieparametryczny test
Kruskala-Wallisa, bedacy odpowiednikiem testu ANOVA niewymagajacym spetnienia
tych kryteriow. Test Kruskala-Wallisa, podobnie jak test ANOVA, pozwala na
porownanie ze soba dowolnej liczby grup niezaleznych 1 jest rozszerzeniem testu U
Manna-Whitneya stosowanego do pordwnywania tylko dwoéch grup niezaleznych
migdzy soba [125]. Wynik testu wskazuje czy przynajmniej jedna z grup rozni sig¢ od

pozostatych, natomiast zastosowanie poréwnan wielokrotnych (tzw. testow post hoc)
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stanowiacych dodatkowe testy dla analizy wariancji okresla, ktore grupy roznia sig¢
migdzy soba [125]. Dodatkowo zastosowano test Wilcoxona dla par obserwacji z
korekcja Holma, ktory jest nieparametrycznym testem do porownywania ze soba dwoch

rownolicznych probek dajacych si¢ potaczy¢ w pary [125].

W ramach analizy statystycznej liczono takze wspotczynnik korelacji Pearsona
dla danych dotyczacych poszczegdlnych parametrow: wady sferycznej, SE, AL, CCR,
CP i1 IOP dla oka prawego i lewego tacznie pomigdzy grupami pacjentow z HM,
cztonkow rodzin bez HM 1 czlonkow rodzin o nieoznaczonym statusie choroby.
Wspotczynnik  korelacji  liniowej Pearsona pozwala na oceng sily zwiazku
prostoliniowego migdzy cechami X 1 Y, w ktorym zwigkszenie warto$ci jednej z nich
powoduje proporcjonalne zmiany $rednich wartosci drugiej cechy [125]. Ponizej

przedstawiono zasady interpretacji wynikow wspotczynnika korelacji Pearsona.

rxy = 0 zmienne nie sa skorelowane

0 <rxy <0,1 korelacja nikta

0,1 <rxy < 0,3 korelacja staba

0,3 < rxy < 0,5 korelacja przecigtna

0,5 < rxy < 0,7 korelacja wysoka

0,7 <rxy < 0,9 korelacja bardzo wysoka

0,9 <rxy < 1 korelacja prawie petna

r > 0 korelacja dodatnia — gdy warto$¢ X ros$nie to Y tez
r = 0 brak korelacji — gdy X ro$nie to Y czasem rosnie a czasem maleje

r <0 korelacja ujemna — gdy X rosnie to Y maleje

Wszystkie testy oraz wykresy zalezno$ci pomiedzy parametrami wykonano w

srodowisku R [125].
7.3. Weryfikacja wynikow sekwencjonowania eksomowego

Sekwencjonowanie eksomowe zostalo uprzednio przeprowadzone w Human
Genome Sequencing Center w Baylor College of Medicine (BCM-HGSC) 2z
wykorzystaniem DNA pozyskanego od 17 cztonkow wybranych z siedmiu polskich
rodzin z HM (rodziny HM-14, HM-33, HM-76, HM-77, HM-78, HM-80 i HM-81)
(Tabela 9) 1 platformy Illumina HiSeq 2000 (Illumina, Inc.) z ~90% glebokoscia
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pokrycia [126]. Uzyskane dane byly dopasowywane i mapowane do sekwencji
referencyjnej ludzkiego genomu (GRCh37/hgl9) [127-129].

Tabela 9. Czlonkowie polskich rodzin, ktérzy zostali zakwalifikowani do badania

sekwencjonowaniem eksomowym

Rodzina Pacjent Fenotyp
HM-14-08 HM
HM-14
HM-14-12 HM
HM-33-15 HM
HM-33
HM-33-16 HM
HM-76-11 HM
HM-76
HM-76-12 HM
HM-77-05 HM
HM-77
HM-77-09 HM
HM-78-06 N
HM-78 HM-78-08 HM
HM-78-12 HM
HM-80-04 HM
HM-80 HM-80-10 HM
HM-80-15 HM
HM-81-05 HM
HM-81 HM-81-06 HM
HM-81-08 HM

7.3.1. Analiza wynikdw sekwencjonowan eksomowych 1 wybdr wariantéw do

weryfikacji

W ramach pracy doktorskiej przeprowadzona zostata analiza wynikow
uzyskanych z ES 1 wybdr wariantéw sekwencji do weryfikacji za pomoca
sekwencjonowania metoda Sangera 1 analiz segregacji. Warianty byly filtrowane z
zastosowaniem nastgpujacych kryteriow: obecnos¢ wariantu u osoby z HM 1 jego brak u
osoby bez HM (w przypadku rodziny HM-78); wysoki stopien zakonserwowania
aminokwasu wedtug algorytmu PhyloP; czgsto$¢ rzadszego allelu (ang. minor allele
frequency, MAF) nizsza niz 0,001 w NHLBI Exome Sequencing Project, 1000
Genomes Project 1 w wewngtrznej bazie danych Baylor-Hopkins Center for Mendelian
Genomics (BHCMG); patogennos¢ wariantu wedlug minimum jednego z trzech

algorytmow SIFT, Mutation Taster i PolyPhen-2 [130-133], funkcja genu powiazana z
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funkcjonowaniem narzadu wzroku lub stwierdzona ekspresja w oku.

7.3.2. Projektowanie starteroéw

Startery do tancuchowej reakcji polimerazy (ang. polymerase chain reaction,
PCR) projektowano przy pomocy narzg¢dzia Primer3Plus, a ich specyficznos¢ i
parametry weryfikowano z uzyciem narzedzi UCSC In-Silico PCR oraz OligoCalc:
Oligonucleotide Properties Calculator. Synteza oligonukleotydéw byta przeprowadzona
w firmie Genomed S.A. Dla kazdego wybranego wariantu z wynikow analiz ES
zaprojektowano po jednej parze starterow, ktérych sekwencje przedstawiono w

Zalaczniku 1.

7.3.3. Lancuchowa reakcja polimerazy

DNA amplifikowano w reakcjach PCR z zastosowaniem polimerazy DNA Tagq.
Reakcje PCR prowadzono w objgtosci 10 pl w mieszaninie zawierajacej: 1 ul
genomowego DNA (25-50 ng/ul), po 0,3 ul kazdego ze starteréw oligonukleotydowych
specyficznych dla analizowanych fragmentéw (10 pM/ul), 1 ul Taqg buforu z
(NH4),S04, 0,8 pl MgCl, (25 mM), 0,2 pul ANTP Mix (2,5 mM kazdy), 0,15 pl
polimerazy DNA Tag i 6,25 ul wody dejonizowanej. Reakcje PCR wykonywano w
nastepujacych warunkach: denaturacja wstepna 94°C, 4 min; denaturacja 94°C, 30 s;
wigzanie starterow 59 - 610C, 30 s; synteza 720C, 30 s; 29 cykli; synteza koncowa 720C,
4 min. Optymalizacj¢ warunkoéw reakcji PCR prowadzono w gradiencie temperatur przy

zmiennych stezeniach MgCl, i/lub DMSO.

7.3.4. Rozdziat elektroforetyczny

Wizualizacj¢ produktéw PCR prowadzono poprzez rozdziat elektroforetyczny w
1,2% zelu agarozowym. Produkty PCR mieszano z 1 pl buforu obciazajacego 6x
Loading Dye i 5 pl naktadano na zZel. Jako marker wielko$ci postuzyl GeneRuler DNA
Ladder Mix. Elektroforezg¢ prowadzono przez 35 min w temperaturze pokojowej przy
stalym napieciu 120 V w obecnosci jednokrotnie stgzonego buforu elektroforetycznego
TBE w aparacie do elektroforezy PowerPac Basic. Wyniki wizualizowano przy uzyciu

systemu BioDoc-It Imaging System.
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7.3.5. Sekwencjonowanie metoda Sangera

Produkty PCR inkubowano z enzymami alkaliczna fosfataza (FastAP™) i
egzonukleaza 1 (Exol) wedlug protokolu producenta w celu usunigcia nadmiaru
nieprzytaczonych starterow i trifosforanow dinukleotydow.

Produkty PCR pozyskane z amplifikacji genomowego DNA o0s6b wcze$niej
poddanych analizie ES oraz pozostatych cztonkéw rodzin sekwencjonowano metoda
Sangera w celu potwierdzenia wynikow ES oraz analizy segregacji wybranych
wariantow. PCR sekwencyjny prowadzono z uzyciem zestawu BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit wedlug protokotu producenta oraz z wykorzystaniem tych
samych starterow, ktore zaprojektowano do reakcji PCR.

DNA wytracano za pomoca 2,5 pul 125 mM EDTA 1 30 pl 96% etanolu. Reakcje
inkubowano 15 min w temperaturze pokojowej, nastgpnie wirowano 30 min w 4°C z
predkoscia 3000g z wykorzystaniem wirdwki 5810 R. Po wirowaniu usuwano
supernatant, a osad przemywano 30 pl 70% etanolu wirujac 15 min w 4°C z predkoscia
1600g. Etanol usuwano, osad osuszano i denaturowano 12 pl formamidu Hi-Di.

Rozdziat elektroforetyczny oczyszczonych produktow reakcji PCR sekwencyjny
przeprowadzany byl w firmie Genomed S.A. oraz w Wydzialowej Pracowni
Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu. Wyniki sekwencjonowania

analizowano w programie Sequencher 5.0.

7.4. Analiza znanych polimorfizméw pojedynczego nukleotydu powigzanych z
dlugoscia osiowa galki ocznej, ciSnieniem wewnatrzgalkowym i krzywizng rogowki

u pacjentow z HM

Na podstawie analizy danych literaturowych wybrano SNPs majace potencjalne
znaczenie w warunkowaniu AL, IOP i CC, ktére zestawiono w Tabeli 10. Dodatkowe
informacje na temat wybranych SNP sa zawarte w Tabelach 4 — 6 we Wstgpie niniejszej

rozprawy doktorskiej.
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Tabela 10. Wybrane do analiz polimorfizmy pojedynczego nukleotydu powiazane z

warto$ciami dtugosci osiowej galki ocznej, ciSnienia wewnatrzgatkowego i1 krzywizna

rogowki

SNP Lokalizacja genomowa (GRCh37/hg19)* fl:)l:igz::{::owa
Analiza dlugosci osiowej galki ocznej

rs4074961 intron RSPO1 g.38092723G>A 1p34.3
1$994767 5,8 kpz od ZC3HI1B g.219775432T>C 1g41
rs12193446 intron LAMA?2 g.129820038A>G 6q22.33
rs11073058 55 kpz od GJD2 g.34989626C>A 15q14
r$634990 38,6 kpz od GJD2 g.35006073A>G 15q14
rs9811920 intron CMSS1 g.99844293G>A 3ql2.1
rs12321 ekson ZNRF3 g.29453193G>C 22ql2.1
rs8032019 53 kpz od GJD2 g.34991490T>C 15q14
rs560766 43,7 kpz od GJD2 g.35000942C>T 15q14
Analiza ci$nienia wewnatrzgatkowego

rs7555523 intron TMCO1 g.165718979G>T 1q24.1
rs52809447 ekson GGA3 g.73238508A>G 17925.1
1$7291444 ekson PKDREJ g.46656246A>C g.46656246A>T 22q13.31
rs58073046 intron ARHGEF12 g.120248493A>G 11g23.3
Analiza krzywizny rogéwki

rs2114039 2,6 kpz od PDGFRA 2.55092626T>C 4q12
r$6554163 intron PDGFRA g.55102559T>A 4ql2

*Lokalizacj¢ polimorfizméw pojedynczego nukleotydu podano w stosunku do miejsca inicjacji

transkrypcji genu

Wigkszos¢ wybranych SNPs umiejscowiona jest w sekwencjach intronowych
lub w obrgbie sekwencji niekodujacej w pewnej odlegtosci od gendw, dlatego nie
mogly one zosta¢ pokryte przez ES, ktére pozwala na identyfikacje wariantow tylko w
sekwencjach kodujacych. Z tego wzgledu analizy SNPs powiazanych z AL, IOP i CC
prowadzono niezaleznie od uzyskanych wynikoéw ES. Do badan nad zalezno$cia migdzy
AL, IOP i CC a HM wybrano cztonkéw rodzin HM-32, HM-76, HM-78, HM-80 z HM,
u ktorych stwierdzono wysokie warto$ci odpowiednio AL, IOP i CC oraz cztonkow bez

HM 1 niskimi warto$ciami odpowiednio AL, IOP i CC.
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Sekwencje starterow zaprojektowanych dla wybranych SNPs zestawiono w
Zataczniku 2. Projektowanie starterow, reakcje PCR z oczyszczaniem produktow oraz
sekwencjonowanie metoda Sangera prowadzono wedlug protokotéw przedstawionych

w poprzednich podrozdziatach.

7.5. Analiza calogenomowej metylacji

Analize catogenomowej metylacji przeprowadzono z wykorzystaniem DNA
pozyskanego od 18 dzieci z HM i 18 dzieci bez HM jako grupy kontrolnej. Badanie
wykonano w Department of Obstetrics and Gynecology, Oakland University William
Beaumont School of Medicine, Royal Oak, MI, USA w celu proby wyjasnienia
mechanizmow epigenetycznych odgrywajacych rolg w patofizjologii HM. Szczegotowy
opis procedur zostal przedstawiony w pracy Vishweswaraiah 1 wsp. [123], a
poszczegblne etapy zaprezentowano na Rycinie 4. DNA uprzednio wyizolowany w
Instytucie Genetyki Czlowieka PAN (Gentra Puregene Blood Kit, Qiagen, Hilden,
Germany) zostat poddany konwersji z wykorzystaniem zestawu EZ DNA Methylation-
Direct Kit (Zymo Research, Irvine, CA, USA) wedtug protokotu producenta. Metoda ta
obejmuje traktowanie zmetylowanego DNA wodorosiarczanem IV sodu, ktory
konwertuje niezmetylowane cytozyny w uracyl przy czym zmetylowane cytozyny
pozostaja niezmienione. Analiz¢ calogenomowej metylacji prowadzono z
zastosowaniem macierzy Infinium MethylationEPIC BeadChip (Illumina, Inc., San
Diego, CA, USA) umozliwiajace] analiz¢ poziomu metylacji w 850,000 CpG, a
obrazowanie BeadChips oznakowanych fluorescencyjnie z uzyciem iScan (Illumina,
Inc.). Poprzez kontrolg jakos$ci i1 korekcje sygnalu tla uzyskano stosunek intensywnosci
sygnatow metylowanych 1 niemetylowanych dinukleotydow CpG. Wszystkie dane
zostaly poddane szczegdtowej analizie bioinformatycznej 1 statystycznej. Konwersjg,
analizg calogenomowej metylacji, analiz¢ bioinformatyczna 1 statystyczna wykonano w

Oakland University William Beaumont School of Medicine.
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Izolacja DNA z krwi obwodowej 18 dzieciz HM i 18 dzieci bez HM

Konwersja DNA
Analiza calogenomowej metylacji DNA
Walidacja wynikow poprzez pirosekwencjonowanie

Rycina 4. Etapy postgpowania eksperymentalnego podczas analizy catogenomowej metylacji
DNA. Izolacja DNA z krwi zostata przeprowadzona w Instytucie Genetyki Cztowieka PAN.
Etapy zaznaczone kolorem szarym wykonano we wspolpracy z zespolem prof. Uppala,
natomiast pozostale etapy oznaczone kolorem biatym zostaly zrealizowane w ramach pracy
doktorskiej. TSS200 oznacza lokalizacje 0-200 pz powyzej miejsca inicjacji transkrypcji, a
TSS1500 lokalizacje 200 - 1500 pz powyzej miejsca inicjacji transkrypcji.

Calogenomowa metylacje DNA okres$lano iloSciowo poprzez zastosowanie
pakietu GenomeStudio methylation (Illumina Software). Roznice w metylacji
identyfikowano poprzez poroOwnywanie poziomu metylacji nukleotydow w DNA u
dzieci z HM w odniesieniu do kontroli.

Walidacj¢ wynikdbw w celu potwierdzenia zmian w poziomie metylacji
przeprowadzono poprzez pirosekwencjonowanie. Do walidacji wybrano 48
dinukleotydow CpG z najbardziej istotnymi zmianami hipermetylacji (p<0,00001).
Genomowy DNA zostal poddany konwersji oraz pirosekwencjonowaniu z
zastosowaniem PyroMark Q24 System i1 advanced CpG reagents (Qiagen, Hilden,

Germany).
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W ramach pracy doktorskiej prowadzono analiz¢ wynikow otrzymanych w
analizie catlogenomowej metylacji DNA. Pos$réd otrzymanych dinukleotydow CpG
wybierano spelniajace nastgpujace kryteria: znaczna rdéznica w poziomie metylacji
DNA miedzy dzieemi z HM a kontrolami (hipermetylacja i hipometylacja),
spodziewany odsetek wynikow falszywie dodatnich (ang. false discovery rate,
wspotczynnik FDR) p <0,00001, lokalizacja CpG w genie oraz brak SNP w
dinukleotydzie CpG. Z wyselekcjonowanych dinukleotydéw CpG wskazano te, ktorych
metylacja moze potencjalnie wpltywa¢ na poziom ekspresji genow. Byly to
dinukleotydy CpG o wysokiej roznicy w poziomie metylacji oraz zlokalizowane w
TSS200 (0-200 pz powyzej miejsca inicjacji transkrypcji), S’UTR, eksonie 1 genu lub
TSS1500 (200 - 1500 pz powyzej miejsca inicjacji transkrypcji).

Geny, w ktorych zlokalizowane byty dinukleotydy CpG o najwyzszej réznicy w
poziomie metylacji DNA miedzy dzieémi z HM a kontrolami, wybrano do analizy
nadreprezentacji $ciezek molekularnych w bazie danych ConsensusPathDB-human
server. Wykluczono dinukleotydy CpG bez identyfikatorow mapujacych w
ConsensusPathDB-human server. Z otrzymanych $ciezek sygnalowych i procesow
metabolicznych, poprzez przeglad dostepnej literatury oraz baz danych OMIM,
GeneCards i UniProt, wybrano te, ktére sa powiazane z krotkowzroczno$cia i/lub
wczesniej wskazywane w literaturze jako zwigzane z funkcjonowaniem narzadu

wzroku.

38



8. WYNIKI

8.1. Wyniki badan okulistycznych i podmiotowych u czlonkéw polskich rodzin

W niniejszym rozdziale przedstawiono wyniki badan okulistycznych oraz badan
podmiotowych przeprowadzonych przez lekarzy okulistow z badanymi osobami z 20
polskich rodzin. Przyjeto oznaczenie ,,n” jako liczba 0s6b badanych, a ,,0” jako liczba
obserwacji (dla oka prawego i lewego tacznie). W poszczegdlnych badaniach liczba
badanych os6b z roznych przyczyn moze si¢ rézni¢ np. ze wzgledu na brak lub
nieprawidlowy odczyt danego parametru czy stan po operacji, uniemozliwiajacy

wykonanie danego badania lub dokonanie odczytu.

8.1.1. Fenotypy wystepujace wsrod badanych cztonkow rodzin z HM

Wystgpowanie fenotypow HM, brak HM oraz nieoznaczony status choroby u

badanych o0sob, z podzialem na pte¢, zostat przedstawiony w Tabeli 11.

Tabela 11. Podziat badanych oséb na grupy z uwzglednieniem plci

L. Czlonkowie Czlonkowie rodzin o ]
i Pacjenci z . . . Razem Udzial
Plec¢ HM (n = 78) rodzin bez HM nieoznaczonym statusie (n=214) procentow
(n=102) choroby (n=34) P y
Mezczyzni 34 44 20 98 46%
Kobiety 44 58 14 116 54%

8.1.2. Struktura wieku oséb badanych

Struktur¢ wieku os6b badanych z podzialem na grupy pacjentow z HM,
cztonkow rodzin bez HM oraz cztonkdéw rodzin o nieoznaczonym statusie choroby

ukazuje Tabela 12.
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Tabela 12. Struktura wieku badanych osob

.. ) . Czlonkowie rodzin o
Pacjenci Czlonkowie rodzin . . Razem
nieoznaczonym statusie

ZHM(0=77) berHM@=98) o o (n=209)
(leg)es wiekowy | _gs 7-86 3-74 3-86
Srednia (lata) 38,49 42,04 18,38 36,89
Mediana (lata) 35 42,5 10 35

8.1.3. Charakterystyka pacjentéw pod wzgledem wspotistniejacych lub przebytych

chordb 1 operacji narzadu wzroku oraz choréb ogdlnych

Przebyte przez pacjentdow choroby i operacje narzadu wzroku oraz choroby
ogoblne zestawiono w Tabelach 13-15. Nie uwzgledniono w tabelach pacjentow, ktorzy

nie przebyli Zadnej choroby lub operacji.
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Tabela 13. Wspotistniejace lub przebyte choroby i operacje narzadu wzroku oraz

choroby ogolne rozpoznane w grupie pacjentow z wysoka krotkowzrocznoscia

Choroby i operacje oczu

Pacjent Wiek (przyjmowane leki) Choroby ogolne
HM-30-03 64 operacja usunigcia zaémy w i
prawym oku
HM31-09 53 retinopatia barw’nlkowa, i
makulopatia, zaéma
HM-31-19 21 skleroplastyka oka -
HM-31-20 19 niedowidzenie w dziecinstwie -
HM-32-04 72 i nadci$nienie, choroba niedokrwienna
serca
HM-32-09 59 i choroba niedokrwienna serca, astma,
padaczka
HM-32-45 17 skleroplastyka oka prawego -
HM-32-15 48 - przewlekta obturacyjna choroba ptuc
operacja podwiazania torebki
HM-34-04 30 skroniowej po stronie prawej i -
lewej
podwiazanie torebki
HM-34-05 30 skroniowej po stronie prawej i -
lewej
HM-39-07 55 - nadci$nienie
HM-44-05 66 - nadci$nienie
HM-49-04 65 - nadci$nienie
HM-70-02 85 - nadci$nienie
HM-70-04 62 jaskra (Xalatan) -
HM-72-01 80 - nadci$nienie
HM-73-01 60 - nadci$nienie
HM-74-02 59 - nadci$nienie
HM-75-01 69 - nadci$nienie
HM-75-10 29 jaskra (Arteopic) -
HM-76-03 80 i nadci$nienie, choroba niedokrwienna
serca
HM-77-05 56 - choroba niedokrwienna serca
HM-80-04 76 - choroba niedokrwienna serca
HM-80-05 82 jaskra (Arteoptic) choroba niedokrwienna serca
HM-80-09 63 jaskra (Betoptic) nadci$nienie, choroba niedokrwienna
serca
HM-81-02 74 jaskra (Betoptic S) -
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Tabela 14. Wspétistniejace lub przebyte choroby narzadu wzroku oraz choroby ogolne

w grupie cztonkow rodzin bez wysokiej krotkowzrocznosci

e, ek Chorab Loperace 00 Choranyagn

HM-31-17 27 - nadci$nienie

HM-32-10 57 i nadcisnienie, choroba niedokrwienna
serca

HM-32-22 34 - choroba tarczycy

HM-32-47 17 - rdzeniowy zanik migs$ni

HM-32-24 53 - zwyrodnienie kregostupa

HM-32-71 10 - alergia

HM-32-13 56 i nadci$nienie, choroba niedokrwienna
serca

HM-32-65 32 - nadci$nienie

HM-32-11 57 - astma

HM-32-12 59 - nadci$nienie

HM-32-06 71 - nadcis$nienie, astma
choroba niedokrwienna serca; 3x zawal

HM-33-10 45 - serca; czestoskurcz, niewydolnosé
zastawki mitralnej

HM-33-11 44 - nadci$nienie

HM-70-03 59 - choroba niedokrwienna serca

HM-70-13 61 - nadci$nienie

HM-71-01 62 i E:?lz(i)it,l}i,e;}llie’ zwyrodnienie stawow

HM-71-03 76 i nadciénier}ie, nadc.iénienie tetnicze,
choroba niedokrwienna serca

HM-72-02 72 - choroba niedokrwienna serca

HM-75-02 70 - choroba niedokrwienna serca

HM-76-04 86 i nadci$nienie, choroba niedokrwienna
serca

HM-76-08 54 - choroba niedokrwienna serca

HM-77-06 56 jaskra (Xalatan)

HM-80-06 69 - choroba niedokrwienna serca

HM-80-07 69 i nadci$nienie, choroba niedokrwienna
serca

HM-80-08 69 - choroba niedokrwienna serca

HM-81-04 70 - choroba niedokrwienna serca
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Tabela 15. Wspotistniejace lub przebyte choroby narzadu wzroku oraz choroby ogdlne

u czlonkow rodzin o nieoznaczonym statusie choroby

bO;:l):;a Wiek Choroby i operacje oczu Choroby ogolne
s

HM-39-05 55 - nadci$nienie
HM-71-04 74 - osteoporoza

8.1.4. Charakterystyka przedniego odcinka i dna oka

Wystepujace zaburzenia w przednim odcinku i dnie oka rozpoznane w badanych

grupach przedstawiono w Tabeli 161 17.

Tabela 16. Charakterystyka przedniego odcinka oka u cztonkéw polskich rodzin z

podziatem na badane grupy

Czlonkowie rodzin

Lo Czlonkowie .
Pacjenci z HM . 0 nieoznaczonym
rodzin bez HM .
, . (n=178) - statusie choroby
Czes¢ oka Zmiana (n=102) _
(n=34)
Oko Oko Oko Oko Oko Oko
prawe lewe prawe lewe prawe lewe
oczodot 0 0 0 0 0 0
owicki kepki zotte 0 0 1 1 0 0
P obrzek 1 1 0 0 0 0
keratopatia wirowata 0 0 1 1 0 0
rogowka obwodka starcza 1 1 0 0 0 0
przymglenie w zrgbie 1 1 0 0 0 0
komora 0 0 0 0 0 0
przednia
teczoOwka 0 0 0 0 0 0
poczatkowa za¢ma 1 1 1 1 0 0
za¢ma korowa 1 0 1 0 0 0
za¢ma jadrowa 1 1 0 0 0 0
za¢ma podtorebkowa ) ) 0 0 0 0
tylna
za¢ma biegunowa tylna 0 0 0 0 1 1
zmgetnienie korowe 3 2 2 2 0 0
soczewka nien; ke
zmetnienie poczatkowe 0 1 ) 0 0
kory
zmetnienie jadrowe 0 0 1 1 0 0
zmetnienie pod torebka 1 ) 1 1 0 0
tylna
zmegtnienie punktowe 2 2 0 0 0 0
soczewka opalizujaca 0 0 1 1 1 1
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Tabela 17. Charakterystyka dna oka u cztonkoéw polskich rodzin z podzialem na badane

grupy
. Czlonkowie rodzin
N Czlonkowie .
Pacjenci z HM rodzin bez HM @ ieoznaczonym
Zmiana (n=178) (n=102) statusie choroby
! (n=34)
Oko Oko Oko Oko Oko Oko
prawe lewe prawe lewe prawe lewe
skosnie nachylona 2 1 5 5 0 0
tarcza  peczek naczyn 5 5 7 7 1 1
nerwu Il przesunigty do nosa
W poziomie dna 3 2 8 8 2
krotkowzroczne zaniki 63 63 | 1 3
okototarczowe
neowas.k’ularyzaqa 0 0 0 0 0 0
naczyniowkowa
otwor plamki 0 0 0 0 0 0
zmiany plama Fuchsa 5 5 0 0 0 0
w peknigcia btony 3 3 0 0 0 0
plamce  Brucha
plamka matowa 3 3 14 14 0 0
przegrupowania
barwnika 4 3 0 0 ! !
zaniki s.1,atkowk0w0- 51 50 0 0 0 0
naczyniowkowe
garbiak tylny 19 18 0 0 1 1
zwyrodnienia siatkowki obwodowej 16 15 1 1 1 1
zmiany w ciele szklistym 32 32 2 2 1 1
zwezenie naczyn tetniczych lub 14 14 15 15 ) )

zylnych

8.1.5. Dodatkowe informacje

Informacje dodatkowe dotyczace ustawienia oczu i zaburzenia widzenia barw

zostaly zestawione w Tabeli 18. Jedna z badanych oso6b prawidlowo widziata barwy na

tablicach Ishihary prawym okiem, natomiast lewym rozrézniata tylko barwy

podstawowe ze wzgledu na zaémg utrudniajaca widzenie tablic.
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Tabela 18. Informacje dodatkowe - ustawienie oczu, zaburzenie widzenia barw

Pacjenci Czlonkowie Cronkowie rodzin

Cecha ZHM rodzin bez HM © Mieoznaczonym Razem
statusie choroby

Roéwnolegle 73 100 33 206
Ustawienie  7pie;ne 3 1 0 4
oczu o

ROZbleZI.le . 1 0 0 1

naprzemiennie

Prawidlowe 67 96 30 193

Tablice Ishihary:
Widzenie  nieprawidlowe, barwy

4 1 1 6

barw podstawowe:

prawidlowe

Zaburzenie 2 2 1 5

8.1.6. Dane kliniczne pacjentow oraz czlonkéw wybranych rodzin

Ponizej zaprezentowano dane kliniczne rodzin polskich, ktéorych materiat
genetyczny byl wykorzystany w analizie laboratoryjnej w ramach niniejszej rozprawy

doktorskiej (Tabele 19 - 26).
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Tabela 19. Dane kliniczne cztonkéw rodziny HM-14

Oko prawe Oko lewe
l?;‘;);)f?a Fenotyp Wiek ;)\f[e:a;'(}ilizna g?i(rlla(llryczna 05 ["] SE AL fop CCR - CP gei(}ifizna gf?i(ril?iryczna 0% ["] SE [D] AL lop CCR — CP

o D] [mm] [mmHg] [mm] [D] [ [mm] [mmHg] [mm]  [D]
HM-14-04 NA 65 -4,50 -0,75 bd  -5,00 2535 bd bd bd |-5,25 -0,50 bd  -550 2547 bd bd bd
HM-14-05 HM 52 -13,50  -1,50 bd  -14,2527,98 bd bd bd |-12,50 -0,75 bd  -13,00 28,56 bd bd bd
HM-14-06 N 52 -0,50 -0,50 100 -0,75 22,83 24 7,67 44,00 |-0,50 -0,50 8 -0,75 22,70 25 7,63 44,25
HM-14-07 HM 58 -5,50 -0,25 137  -5,50 26,38 13 7,55 44,75 -6,50 -0,50 121  -6,75 26226 16 7,49 45,00
HM-14-10 HM 44 |-6,75 -0,75 160 -7,00 26,41 18 7,47 45,12 |-8,00 -0,50 67  -825 26,05 15 7,54 44,75
HM-14-11 N 46  |-1,00 -0,75 95 -1,50 24,19 17 7,61 4437 |-1,25 -1,25 93 -2,00 24,42 16 7,61 44,37
HM-14-12 HM 25 -7,00 -0,25 109 -7,00 27,18 10 7,73 43,62 |-7,50 -0,25 32 -750 2721 10 7,71 43,75
HM-14-13 N 20 2,00 -0,25 119 -2,00 24,03 12 8,02 42,12 |-0,75 -0,50 92 -1,00 23,90 13 7,97 42,37
HM-14-14 HM 16  |-6,00 -0,75 92 -6,50 26,64 17 7,29 46,25 |-5,75 -0,75 100 -6,25 26,71 17 7,37 45,75
HM-14-15 NA 14 |-2,50 -1,00 86 -3,00 25,72 12 7,86 43,00 |-4,75 -0,25 111 4,75 25,61 12 7,77 43,37
HM-14-08 HM 58 -6,50 -1,50 100 -7,25 26,60 16 bd 43,05 |bd bd bd bd 26,99 23 bd 42,89

SE - ekwiwalent sferyczny, AL - dtugos$¢ osiowa gatki ocznej [mm], IOP - cisnienie wewnatrzgatkowe [mmHg], CCR - promien krzywizny rogowki [mm],

CP - moc rogowki [D], HM — wysoka krotkowzrocznosé, N — brak HM, NA - nieoznaczony status choroby
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Tabela 20. Dane kliniczne cztonkéw rodziny HM-32

Oko prawe Oko lewe
Osoba .
badana T enOWP Wiek :\f[;'(}ilizna gﬁiirycma 0s[] sg[p] AL 0P CCR - p iy zf]ear(;izna giiiryczna 0s[] sgp] AL 1OP  CCR iy
[mm]  [mmHg] [mm] [mm]  [mmHg] [mm]
(D] (D] (D] (D]

HM-32-04 M 72 |bd bd bd  bd 2706 20  bd  bd 11,00 -2,50 9 -1225 2706 20  bd  bd
HM32-00 M 59 625  -1,00 143 -675 2533 18 7,70 4400 |-425  -1,50 109 -500 2486 18 7,68 44,00
HM32-10 N 57 P50 -0.75 44 325 2234 15 795 4250 PS50 -075 112325 2239 16 801 4225
HM-32-19 M 41 | -850  -125 s4 925 2737 17 bd  bd 125 -125 119 -12,00 2839 16  bd  bd
HM-3220 M 38 | 725 -3,75 148 925 2704 17  bd  bd 825  -075 50 875 2839 18  bd  bd
HM-3221 N 34 025 -0,50 121 0,50 2246 16  bd  bd 025  -1,00 11 0,75 2246 16  bd  bd
HM-3222 N 34 |-125  -025 131 -1,50 2364 15  bd  bd 025  -0,50 76 050 2352 14  bd  bd
HM-3226 M 37 |-1525 225 82 <1650 29,04 16 7,66 4425 |-1475 -1,50 108 -1550 28,83 15 7,67 44,00
HM-3229 N 37 0,75 -1,00 80  -125 2323 16 bd 4400 |-0,75  -025 117 -1,00 2325 14  bd 44,00
HM-3231 M 34 |-2075  -0,75 10 2125 2933 18 754 4475 18,00 -0,75 145 -1850 28,55 18 7,57 44,75
HM-3232 N 31 075 -0,50 148 050 21,63 15 721 47,00 [125  -2,00 160 025 21,66 15 7,19 47,00
HM-3233 M 33 925 -1,50 86 -10,00 2660 15 7,56 4475 |-650  -2,00 108 7,50 2558 14 7,58 44,75
HM-32-44 N 13 1,50 -0,50 § <175 2380 16  bd  bd  |-050  -0,75 159 -1,00 23,79 16  bd  bd
HM-3245 M 17 675 0 0 675 2558 bd 774 4375 1675  -025 179 27,00 2559 bd 7,78 43,50
HM-32-46 N 7 [325 -1 16 250 2168 13 754 4475 00 -125 165 2,50 2133 13 7,53 45,00
HM-32-47 N 17 |bd bd bd  bd 2323 12 bd  bd bd bd bd  bd 2337 12 bd  bd
HM-32-48 NA 10 |-025  -0,50 34 050 2231 14 bd 4525 (075 1,50 41 150 2153 14 bd 4575
HM-32-49 N 075  -1,75 20 025 2271 12 739 4575 0,75 -1,50 157 0 2273 12 738 4575
HM-32-50 N 39 (0,50 -025 114 050 228 16  bd  bd  [050  -025 104 050 2287 15  bd  bd
HM-32-51 NA 9 025 -025 87 025 2328 12 bd  bd 025 0 0 025 2343 12 bd  bd
HM-32-52 NA 13 0,50 0 0 050 2356 12 bd bd  [0,50  -025 153 050 2349 12 bd  bd
HM-32-53 NA 16 [0 20,50 98 025 2355 16 bd bd |0 20,50 60 -025 2349 15  bd  bd
HM-32-15 M 48 | -775  -1,00 109 -825 2553 17  bd  bd  |-450  -0,50 17 475 2389 15  bd  bd
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Oko prawe Oko lewe
Osoba .
badana | cnOtP Wiek :}g(}llizna gﬁﬁryczna 0s[°] sg[p] AL 1OP ~ CCR - (p iy ;ﬁiiizna r}]/?i(lieryczna 0¢[° sg[p] AL 1OP  CCR - p iy
oo [mm]  [mmHg] [mm] oo o [mm]  [mmHg] [mm]

HM-32-54 N 50 0,50  -0,50 179 075 2287 15  bd  bd 025  -025 150 0,50 2287 18  bd  bd
HM-32-55 N 17 050 0 0  -050 2410 12 bd bd 075 0 0  -075 2389 12 bd  bd
HM-32-56 N 8 125  -075 15 1,00 2285 13 bd  bd  [025  -025 bd 025 2294 12 bd  bd
HM-32-23 N 52 k025 0 0 -025 23,02 bd 775 43,50 [0 20,50 9 025 2299 bd 7,78 43,50
HM-32-24 N 53 |00 025 1 125 2246 14 7,72 43,75 |1,00 0 0 1,00 2244 16 774 43,75
HM-32-57 N 48 0,75 -075 89 050 2280 17 790 4275 [0 20,50 100 025 22,92 18 7,76 43,50
HM-32-58 N 29 o 0,50 89 025 2283 14 7,69 4400 0,50 0 0 050 2273 15 774 43,75
HM-32-59 N 27 k175 o 0 <175 2359 17 779 4325 150 025 114 -1,50 2343 15 778 43,50
HM-32-60 N 2% 0,75 0 0 075 2254 14 736 4575 025 050 26 050 22,68 14 742 4550
HM-32-61 N 18 1050  -0,50 132 025 2295 12 7,70 4375 0,50 0,50 49 075 2285 13 776 43,50
HM-32-62 NA 4 [0 0 0 0 bd bd 791 4275 [0 0 0 0 bd bd 792 4275
HM-32-68 N 2% 1075  -6,00 2 375 2396 bd 748 4525 0,75 -6,00 170 3,75 2351 bd 720 47,00
HM-32-70 N 19 P00 -400 171 0 2289 bd 801 4225 [2,50  -5,00 177 0 2358 bd 8,07 42,00
HM-32-14 N 55 11,00 0 0 1,00 21,98 bd 748 4525 0,50 025 69 0,75 2227 bd 7,53 4475
HM-32-71 N 10 075 2,00 102 1,75 22,54 bd 7,65 44,00 0,50 1,50 73 125 2275 bd 739 4575
HM-32-13 N 56 |0 0 0 0 2324 bd 757 4475 025  -0,50 130 0 2323 bd 7,60 44,50
HM-32-72 NA 10 [025 0,50 88 050 23,16 bd 7,87 43,00 025 0,50 8 0,50 2335 bd 7,84 43,00
HM-32-65 N 32 025 0,50 155 0 2261 bd 738 4575 (025  -0,75 23 2025 21,97 bd 729 4625
HM-32-67 N 27 k100 275 174 2,50 23,52 bd 7,77 4350 1,00  -2,50 171 225 2337 bd 7,63 4425
HM-32-11 N 57 |00 0 0 1,00 21,15 bd 839 4025 [1,50  -4,00 3 -050 2543 bd 879 3850
HM-32-12 N 50 |75 0 0 1,75 21,78 bd 7,66 4400 [1,50 0,75 165 2,00 2249 bd 7,74 4350
HM-32-06 N 71 025 1,50 3 1,00 228 bd 7,60 4450 [1,00 1,75 169 2,00 2280 bd 7,66 44,00

SE - ekwiwalent sferyczny, AL - dtugos¢ osiowa galtki ocznej [mm], IOP - ci$nienie wewnatrzgatkowe [mmHg], CCR - promien krzywizny rogéwki [mm],

CP - moc rogéwki [D], HM — wysoka krotkowzroczno$é, N — brak HM, NA - nicoznaczony status choroby, bd — brak danych
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Tabela 21. Dane kliniczne cztonkow rodziny HM-33

Oko prawe Oko lewe
0s0b2 - ponotyp Wick [Wada  Wada 0 AL IOP  CCR Wada  Wada - AL 1OP  CCR
badana Ef)e]ryczna E})fl]lndryczna Os[] SE [D] [mm] [mmHg] [mm] CP [D] E]t;e]ryczna ([:]}Dll]lndryczna Os[] SE[D] [mm] [mmHg] [mm] CP [D]
HM-33-06 N 65 14,25 -0,50 94 4,00 22,32 16 7,65 4425 4,25 -2,00 141 325 2226 16 7,49 4525
HM-33-07 N 59  |1,00 -0,50 83 0,75 22,34 15 7,52 45,00 (1,50 -0,50 148 125 22,06 15 7,49 4525
HM-33-10 N 45 10,25 -0,50 66 -0,50 24,21 16 7,73 43,75 (0,00 -0,75 137  -0,50 24,12 16 7,75 43,75
HM-33-11 N 4 0 -1,50 26 -0,75 22,66 15 bd bd -1,00 -1,00 167 -1,50 23,14 15 bd bd
HM-33-12 N 46 10,50 0 0 0,50 22,36 18 bd bd bd bd bd bd 24,16 18 bd bd
HM-33-14 M 24 |-7,75 -1,00 59 -8,25 27,85 14 7,72 43,75 |-6,75 -1,25 129  -7,50 26,80 15 7,72 43,75
HM-33-15 M 22 9,50 -0,25 93 9,75 27,23 16 7,61 4450 |-8,75 -2,00 125 -9,75 2721 16 7,64 4425
HM-33-16 M -20,50  -0,50 31 -20,75 29,86 16 7,83 4325 |-18,00 -1,25 151 -18,75 29,24 16 7,79 4325
HM-33-17 N 20  |-0,25 -1,00 0 -0,75 23,74 16 bd bd -0,50 -1,00 178  -1,00 23,61 16 bd bd

SE - ekwiwalent sferyczny, AL - dtugo$¢ osiowa galki ocznej [mm], IOP - ci$nienie wewnatrzgatkowe [mmHg], CCR - promien krzywizny rogdwki [mm],

CP - moc rogéwki [D], HM — wysoka krotkowzroczno$¢, N — brak HM, NA - nieoznaczony status choroby, bd — brak danych
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Tabela 22. Dane kliniczne cztonkéw rodziny HM-76

Oko prawe Oko lewe
Osoba .
badana ~ onowP Wiek Z}];(;izna gﬁiirycm O gy AL IOP  CCR oy gea;()i;zna giiiryczna 0s[°] se[p] AL - 1OP  CCR iy

oo o [ [mm]  [mmHg] [mm] orvema o [mm]  [mmHg] [mm]
HM-76:03 M 80 |-650 0 0 650 2601 17 788 4281 650 0 0 650 2595 18 795 4215
HM-76-04 N 86 |-0,50 0 0 -050 2355 18 7,59 4271 050 0 0 050 2401 17 788 4287
HM-76-05 NA 44 |-500 0 0 500 2461 17 780 4387 |-450 0 0 450 2501 16 797 44,55
HM-76-06 N 44 |250 0 0 250 2389 16 7,88 4412 350 0 0 350 2401 16 7,94 43,15
HM-76-07 NA 51  |-400 0 0 400 2411 16 789 4275 |-450 0 0 450 2399 17 787 4287
HM-76-08 N 54 |-200 0 0 200 2315 16 732 42,12 2,00 0 0 200 2401 18 7,11 40,15
HM-76-09 N 47 050 0 0 050 2356 16 789 4111 0,50 0 0 050 2412 15 787 42,12
HM-76-10 N 46 050 0 0 050 2391 16 771 4412 050 0 0 050 2395 17 759 43,18
HM-76-11 M 18 900 0,50 105 875 2611 17 797 4287 |-9,00 0,75 90 -850 2621 18 7,69 4385
HM-76-12 M 20 |-650 025 15 650 2711 16 728 42,18 |-7,00 025 170 7,00 2655 14 744 43,15
HM-76-13 M 20 |-625 0 0 625 2601 16 742 4222 650 0 0 650 2599 18 738 43,18

SE - ekwiwalent sferyczny, AL - dtugo$¢ osiowa gatki ocznej [mm], IOP - cisnienie wewnatrzgatkowe [mmHg], CCR - promien krzywizny rogowki [mm],

CP - moc rogowki [D], HM — wysoka krotkowzrocznosé, N — brak HM, NA - nieoznaczony status choroby
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Tabela 23. Dane kliniczne cztonkdéw rodziny HM-77

Oko prawe Oko lewe
Osoba .
badana Fenotyp Wiek Z}]ei(}lfaczna (\:in(lila(liryczna Oé SE [D] AL lop CCR CP [D] zf]ear(;izna r}]/?i?;ryczna 05[] SE [D] AL lop CCR CP [D]
o N [mm]  [mmHg] [mm] oD [mm]  [mmHg] [mm]
HM-77-05 M 56 -6,50 0 0 -6,50 2555 17 7,66 44,12 5,00 0 0 -5,00 26,01 16 7,74 44,18
HM-77-06 N 56 -4,00 0 0 -400 2385 16 7,63 44,25 3,00 0 0 -3,00 23,92 15 7,51 44,87
HM-77-08 M 28 -6,00 0 0 -6,00 2595 15 7,68 43,87 7,00 0 0 -7,00 26,12 16 7,48 45,12
HM-77-09 M 22 -12,00 0 0 -12,00 27,01 16 8,40 40,12 12,00 0 0 -12,00 27,22 16 8,13 42,85
HM-77-10 M 22 -12,00  -1,00 85 -12,50 27,12 16 8,33 40,50 12,00 -1,00 95 -12,50 26,52 17 8,06 41,87
HM-77-11 N 23 -3,00 0,25 15 -3,00 2395 16 8,42 40,13 }-3,00 0,25 155 -3,00 23,82 18 7,86 42,87

SE - ekwiwalent sferyczny, AL - dtugo$¢ osiowa gatki ocznej [mm], IOP - ci$nienie wewnatrzgatkowe [mmHg], CCR - promien krzywizny rogéwki [mm],

CP - moc rogowki [D], HM — wysoka krotkowzrocznosé, N — brak HM, NA - nieoznaczony status choroby, bd — brak danych
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Tabela 24. Dane kliniczne cztonkéw rodziny HM-78

Oko prawe Oko lewe
Osoba .
badana Fenotyp Wiek :t\‘[ear(}ifizna Z;[/?i(lile(liryczna (gé SE [D] AL Iop CCR CP [D] :Zeic}llizna :;//?icxllilryczna 0$["] SE[D] AL lop CCR CP [D]
o N [mm]  [mmHg] [mm] oD [mm] [mmHg] [mm]
HM-78-06 N 54 0,25 0 0 025 24,11 16 7,51 44,75 0,25 0 0 0,25 24,18 16 7,57 44,62
HM-78-07 M 52 -14,00  -0,25 95 -14,00 28,12 17 7,55 43,28 |-16,00 -0,5 100  -16,25 27,55 17 7,57 4321
HM-78-08 M 57 -13,50 0 0 -13,50 26,95 16 7,70 44,55 |-14,00 0 0 -14,00 27,18 16 7,70 45,11
HM-78-09 N 50 0,75 0 0 0,75 2385 16 8,03 43,11 0,75 0 0 0,75 24,01 16 7,95 4328
HM-78-10 NA 21 -4,00 0 0 -4,00 24,11 16 7,47 4425 |-4,50 0 0 -4,50 24,82 16 7,57 44,62
HM-78-11 M 15 -6,50 0 0 -6,50 2499 15 7,47 45,12 |-7,00 0 0 -7,00 25,11 15 7,57 44,62
HM-78-12 M 26 -10,00 0 0 -10,00 28,05 16 bd bd -11,00 0 0 -11,00 27,57 16 bd bd

SE - ekwiwalent sferyczny, AL - dtugos$¢ osiowa gatki ocznej [mm], IOP - cisnienie wewnatrzgatkowe [mmHg], CCR - promien krzywizny rogowki [mm],

CP - moc rogéwki [D], HM — wysoka krotkowzroczno$é, N — brak HM, NA - nieoznaczony status choroby, bd — brak danych
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Tabela 25. Dane kliniczne cztonkéw rodziny HM-80

Oko prawe Oko lewe
Osoba .
badana ~ enowp Wiek Z’éﬁim :\;?i(ri:(llryczna S gpp) AL IOP  CCR (o iy, :;/earcylfiznag?icrljlryczna 0s[] s AL 1OP  CCR p iy

orvema o [ [mm]  [mmHg] [mm] orvemacy [mm]  [mmHg] [mm]
HM-80-04 M 76 |-1800 0 0 -18,00 28,11 16 7,68 4387 [-1500 0 0 -1500 2835 17 748 4412
HM-80-05 M 8  |2000 0 0 20,00 2855 19 7,68 4387 1650 0 0 -1650 2901 19 748 4512
HM-80-06 N 69 (050 0 0 050 2411 15 807 4175 (050 0 0 050 2385 16 799 4225
HM=80-07 N 69 (025 0 0 025 2355 16 7,52 4487 050 0 0 050 23,11 18 742 4550
HM-80-08 N 69 |050 0 0 -050 2341 17 849 3975 0,50 0 0 050 2382 17 831 40,62
HM-80-09 M 63 |-800 0 0 -800 2682 21 845 40,00 -850 0 0 850 2695 22 829 4075
HM-80-10 M 38  |-1400 0 0 -1400 27,01 16 845 4195 1000 0 0 -1000 2695 17 837 4285
HM=80-11 N 39 025 0 0 -025 2328 15 771 4412 025 0 0 =025 2349 16 71,73 4382
HM=80-12 N 42 (025 0 0 025 2411 16  bd 4412 025 0 0 025 2395 17  bd 4395
HM-80-13 M 21 |-625 0 0 =625 2512 15 7,68 4212 |-650 0 0 650 2572 16 748 43,10
HM-80-14 M 39  |-650 0 0 -650 2585 17 840 4411 |-650 0 0 -650 2601 17 786 4315
HM80-15 M 12 |-750 0 0 -750 2618 16 845 4000 |-650 0 0 -650 2610 17 829 4075

SE - ekwiwalent sferyczny, AL - dtugo$¢ osiowa galki ocznej [mm], IOP - ci$nienie wewnatrzgatkowe [mmHg], CCR - promien krzywizny rogdwki [mm],

CP - moc rogéwki [D], HM — wysoka krotkowzroczno$¢, N — brak HM, NA - nieoznaczony status choroby, bd — brak danych
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Tabela 26. Dane kliniczne cztonkéw rodziny HM-81

Oko prawe Oko lewe
Osoba - 1|Wada Wada Wada Wada
Fenot Wiek
badana P sferyczna cylindryczna O$ ["]SE [D] AL. IOP CCR CP [D]sferyczna cylindryczna O$ ["]SE [D] AL. IOP CCR CP [D]
(D] (D] [mm] [mmHg] [mm] (D] (D] [mm] [mmHg] [mm]
HM-81-02 M 74 |-8,25 0 0 -8,25 26,01 17 7,13 47,37 7,00 0 0 -7,00 26,11 16 7,20 46,87
HM-81-04 N 70 10,50 0 0 0,50 24,02 17 7,67 44,00 2,75 0 0 2,775 23,95 17 7,61 4437
HM-81-05 M 48 7,00 0 0 -7,00 2595 16 7,79 43,37 7,50 0 0 -7,50 26,01 15 7,80 43,25
HM-81-06 M 47 7,00 0,25 155 -7,00 26,11 17 7,98 4225 16,50 0,25 165 -6,50 26,28 17 7,64 44,12
HM-81-07 M 13 6,00 0 0 -6,00 25,89 17 7,71  43)75 6,25 0 0 -6,25 2595 16 7,62 4425
HM-81-08 M 22 13,00 0,50 125 -12,75 27,11 15 7,13 47,37 12,50 -0,75 78  -13,00 27,48 16 7,20 46,87

SE - ekwiwalent sferyczny, AL - dtugos$¢ osiowa gatki ocznej [mm], IOP - cisnienie wewnatrzgatkowe [mmHg], CCR - promien krzywizny rogowki [mm],

CP - moc rogowki [D], HM — wysoka krotkowzrocznosé, N — brak HM, NA - nieoznaczony status choroby
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8.1.7. Dane kliniczne dzieci zakwalifikowanych do badania calogenomowej metylacji

Ponizej prezentowane sa dane kliniczne dzieci z HM wlaczonych do badania calogenomowej metylacji (Tabela 27).

Tabela 27. Dane kliniczne polskich dzieci z wysoka krotkowzrocznos$cia zakwalifikowanych do analizy calogenomowej metylacji

Oko prawe Oko lewe

Pacjent Wiek [lata] |Wada Wada 0s '] Ekwiwalent |Wada Wada 0s '] Ekwiwalent |Inne choroby oka
sferyczna [D] cylindryczna [D] sferyczny [D] |sferyczna [D] cylindryczna [D] sferyczny [D]

HMC-01 4 -11,50 1,50 132 -10,75 -13,0 +2,0 118 -12,00 stan po operacji zeza

HMC-11 10 -6,75 1,00 90 -6,25 -7,50 1,50 80 -6,75

HMC-16 11 -6,25 - - -6,25 -5,5 - - -5,50

HMC-17 11 -9,5 0,75 5 -9,25 -9,25 - - -9,25

HMC-19 10 -5,50 - - -5,50 -6,25 - - -6,25

HMC-20 11 -7,00 4,00 9  -5,00 -5,75 4,50 90 -3,50 rozwarstwienie

siatkowki

HMC-23 13 -10,25 1,50 90 -9,50 -10,50 1,50 90 -9,75

HMC-24 13 -7,5 - - -7,50 -7 - - -7,00

HMC-26 5 -7,00 1,50 5 -6,25 -10,00 1,50 175 -9,25

HMC-27 12 -7,00 - - -7,00 -7 - - -7,00

HMC-28 13 -6,00 - - -6,00 -6,5 - - -6,50

HMC-29 13 -2,75 - - -2,75 -6,50 0,75 110 -6,25

HMC-30 9 -15,00 4,25 175 -13,00 -14,00 2,50 5 -12,75

HMC-32 12 -9,25 - - -9,25 -8,5 - - -8,50

HMC-33 9 -6,50 - - -6,50 -6,5 - - -6,50

HMC-41 9 -10,00 1,00 170 9,50 -8,25 2,25 30 7,25 retinopatia wezesniakow

obu oczu
HMC-43 9 -10,0 3,0 170 -8,50 -1,75 2,75 10 -6,50
HMC-44 13 -6,50 - - -6,50 -8,5 - - -8,50
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U dzieci stwierdzono wadg refrakcji z HM w przedziale -6,0 D — -15,0 D
(Srednia -8,25 D), a AL w przedziale 26,22 — 27,85 mm ($rednia 26,22 mm) (Tabela
27). U dzieci bez HM stanowiacych grupe¢ kontrolng AL miescito si¢ w przedziale 22,42
— 24,11 mm (Srednia 22,55 mm). Badania okulistyczne u dzieci nie wykazaty zmian w
przednim odcinku oka, w tym w rogoéwce 1 soczewce. Do analizy calogenomowe;j

metylacji wybranych zostato 18 dzieci z HM i 18 kontroli.

8.2. Wyniki analiz statystycznych danych klinicznych
8.2.1. Wyniki statystyki opisowe;j

W ramach realizacji pracy doktorskiej wykonano statystyke opisowa dla
parametréw okulistycznych: ostrosci wzroku, wielkos$ci wady sferycznej, SE, AL, IOP,
CCR i CP w poszczegdlnych badanych grupach pacjentow z HM, cztonkéw rodzin bez
HM i cztonkéw rodzin o nieoznaczonym statusie choroby dla oka prawego i lewego
oraz dla obojga oczu facznie (Tabele 28 - 34). Oko prawe jednego z pacjentow z HM
zostalo poddane operacji usunigcia zaémy 1 cechuje si¢ pooperacyjnym brakiem
soczewki, stad wynik -0,25 przy wartosci maksymalnej wady sferycznej i SE (Tabela
29130).

Tabela 28. Wyniki statystyki opisowej dla ostrosci wzroku do dali z korekcja cztonkow

polskich rodzin

OKO PRAWE OKO LEWE OKO PRAWE I LEWE
Grupa
badana HM N NA HM N NA HM N NA

(n=76) (m=101) (m=32) @=78) (@=100) (n=31) (@=78) (=101) (n=32)
Minimum 0,02 0,20 0,50 0,02 0,20 0,83 0,02 0,20 0,50
Maksimum 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Mediana 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Srednia 0,83 0,96 0,98 0,81 0,96 0,99 0,82 0,96 0,98
[SD] [£0,26] [+0,11]  [£0,09] [+0,29] [0,12] [+0,03] [x0,27]  [£0,12] [%0,07]

HM — grupa pacjentow z HM, N — grupa czltonkéw rodzin bez HM, NA — grupa cztonkow

rodzin o nieoznaczonym statusie choroby
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Tabela 29. Wyniki statystyki opisowej dla wartosci wady sferycznej cztonkéw polskich

rodzin

OKO PRAWE OKO LEWE OKO PRAWE I LEWE
Grupa
badana HM N NA HM N NA HM N NA

(m=77) (m=101) (n=34) (M=78) (n=100) (n=34) (n=78) (n=101) (n=34)

Minimum -20,75  -4,00 -5,00 -21,00 -3,50 -6,00 -21,00  -4,00 -6,00

Maksimu

m -0,25% 425 0,75 -425%% 425 0,75 -0,25% 425 0,75
Mediana  -7,50 0 0,25 -7.38 0 025 <750 0 -0,25
Srednia 9,06  -0,13  -126 9,12 0,11 -131 909  -0,12  -1,28
[SD] [£4,25] [+1,43] [#2,03] [£3.94] [£1,45] [£2,15] [#4,09] [£1.43] [F2,07]

HM - grupa pacjentoéw z HM, N — grupa czlonkéw rodzin bez HM, NA — grupa czlonkéw
rodzin o nieoznaczonym statusie choroby
*warto$¢ wady sferycznej oka pacjenta z HM poddanego operacji usunigcia za¢my

**wartos¢ wady sferycznej osoby zakwalifikowanej przez lekarza do pacjentéw z HM

Tabela 30. Wyniki statystyki opisowej dla wartosci ekwiwalentu sferycznego cztonkow

polskich rodzin

OKO PRAWE OKO LEWE OKO PRAWE I LEWE
Grupa

badana gy N NA HM N NA HM N NA
(1=76) (n=101) (n=34) (n=77) (n=100) (n=34) (@=77) (=101) (n=34)

Minimum -21,25 -4,00 -5,00 -21,00 3,75 -6,00 -21,25 -4,00 -6,00

Maksimum -2,25% 4,00 0,50 4775%% 325 1,50 225% 4,00 1,50
Mediana  -7,50 0 025  -7,50 025 025  -7,50  -0,25  -0,25
Srednia  -9,22 -027  -135 925 028  -138 924 027  -136
[SD] [£4,20] [£1,46] [£2,00] [£3,94] [£1,46] [+2,22] [£4,06] [+1,45] [£2,09]

HM - grupa pacjentow z HM, N — grupa cztonkdéw rodzin bez HM, NA — grupa cztonkow
rodzin o nieoznaczonym statusie choroby
*warto$¢ ekwiwalentu sferycznego oka pacjenta z HM poddanego operacji usunigcia zaémy

**warto$¢ ekwiwalentu sferycznego osoby zakwalifikowanej przez lekarza do pacjentow z HM
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Tabela 31. Wyniki statystyki opisowej dla wartosci dlugosci osiowej gatki ocznej

cztonkéw polskich rodzin

c OKO PRAWE OKO LEWE OKO PRAWE I LEWE
rupa

badana gy N NA HM N NA HM N NA
(n=78) (n=102) (n=30) (n=78) (n=102) (n=30) (n=78) (n=102) (n=30)

Minimum 23,39 21,15 21,90 23,42 21,33 21,53 23,39 21,15 21,53
Maksimum 31,02 25,58 24,92 31,58 25,56 25,12 31,58 25,58 25,12

Mediana 26,15 23,41 23,54 26,30 23,50 23,45 26,27 23,47 23,48

Srednia 26,62 23,31 2358 26,61 2340 2357 26,62 2335 23,57
[SD] [£1,50] [£0,76] [£0,70] [£148] [£0,76] [+0,86] [+1,48] [+0,76] [£0,78]

HM - grupa pacjentoéw z HM, N — grupa cztonkéw rodzin bez HM, NA — grupa czlonkéw

rodzin o nieoznaczonym statusie choroby

Tabela 32. Wyniki statystyki opisowej dla ci$nienia wewnatrzgatkowego cztonkow

polskich rodzin

OKO PRAWE OKO LEWE OKO PRAWE I LEWE
Grupa
badana HM N NA HM N NA HM N NA

m=77) (m=91) (n=28) m=77) (m=91) (n=28) m=77) (m=91) (n=28)
Minimum 11,00 12,00 12,00 10,00 12,00 12,00 10,00 12,00 12,00
Maksimum 21,00 18,00 22,00 22,00 18,00 22,00 22,00 18,00 22,00
Mediana 16,00 16,00 16,00 16,00 16,00 16,00 16,00 16,00 16,00
Srednia 16,23 15,49 15,37 16,29 15,72 15,78 16,26 15,6 15,57
[SD] [£1,69] [£1,38] [£2,05]  [£1,85] [£1,53] [£2,24]  [£1,77] [£1,46] [+2,14]

HM - grupa pacjentéw z HM, N — grupa cztonkéw rodzin bez HM, NA — grupa czlonkéw

rodzin o nieoznaczonym statusie choroby
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Tabela 33. Wyniki statystyki opisowej dla promienia krzywizny rogéwki czionkéw

polskich rodzin

OKO PRAWE OKO LEWE OKO PRAWE I LEWE
Grupa
badana  gv N NA HM N NA HM N NA

(n=65) (n=82) (n=24) (n=65) (n=82) (n=24) (n=65) (n=82) (n=24)
Minimum 7,08 7,12 7,07 720 7,07 7,38 7,08 7,07 7,07
Maksimum 8,45 849 8,77 841 879 841 845 879 877
Mediana 7,67 7,70 7,68 7,64 172 7,63 7,67 7,71 7,67
Srednia 772195 7,66 7,68 7,71 7,68 7,70 71,73 7,67
[SD] [£0,31] [+0,28] [+0,34]  [+0,27] [£0,29] [+0,24]  [+0,29] [%0,29] [+0,29]

HM - grupa pacjentoéw z HM, N — grupa cztonkéw rodzin bez HM, NA — grupa czlonkéw

rodzin o nieoznaczonym statusie choroby

Tabela 34. Wyniki statystyki opisowej dla mocy tamiacej rogéwki cztonkéw polskich

rodzin
OKO PRAWE OKO LEWE OKO PRAWE I LEWE
Grupa
badana  gp N NA HM N NA HM N NA
(n=64) (n=84) (n=25) (n=64) (n=84) (n=25) (n=64) (n=84) (n=25)
Minimum 40,00 39,75 38,50 40,12 38,50 40,12 40,00 38,50 38,50
Maksimum 47,75 47,00 45,62 47,00 47,00 45,75 4775 47,00 45,75
Mediana 43,94 43,84 44,00 44,05 43,69 43,75 44,00 43,75 43,84
Srednia 4368 43,51 43,54 4388 43,62 43,64 4378 4357 43,59
[SD] [£1,58] [*£1,44] [+1,51] [£1,40] [£1,48] [*1,25] [£1,49] [*£1,46] [+1,38]

HM - grupa pacjentéw z HM, N — grupa cztonkéw rodzin bez HM, NA — grupa czlonkéw

rodzin o nieoznaczonym statusie choroby
8.2.2. Wyniki statystyki testowej

Wykonano statystyke testowa dla wady sferycznej, SE, AL, IOP, CCR 1 CP. W
kolejnych  podrozdzialach przedstawiono wyniki testow statystycznych dla

poszczegblnych parametrow okulistycznych.

8.2.2.1. Ostros¢ wzroku

Z powodu otrzymania istotnych wynikow testu Shapiro-Wilka i testu Levene’a

odrzucono hipotezg zerowa o podobienstwie rozktadu ostro$ci wzroku oka prawego i
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lewego do rozkladu normalnego oraz o jednakowos$ci wariancji w badanych grupach
pacjentow z HM, cztonkéw rodzin bez HM i cztonkoéw rodzin o nieoznaczonym statusie
choroby. Na podstawie wynikow testow przyjeto, ze rozktad ostro$ci wzroku nie jest
zblizony do rozkladu normalnego oraz ze wariancje pomigdzy badanymi grupami
réznia si¢, czyli nie sa homogeniczne. Niespetnienie kryteriow niezbednych do
zastosowania testu ANOVA bylo podstawa do zastosowania testu Kruskala-Wallisa.
Dla pozostatym badanych parametrow okulistycznych réwniez nie zostaty spelnione
wyzej wymienione kryteria lub tylko jedno z nich, dlatego zdecydowano o stosowaniu
testu Kruskala-Wallisa dla wszystkich parametrow. Wynik testu Kruskala-Wallisa dla
ostrosci wzroku wykazal, ze przynajmniej jedna z grup rozni si¢ od pozostatych
(Kruskal-Wallis chi-squared = 60,363, df = 2, p = 7,804x10™%). Test post hoc wskazat,
ze ostro$¢ wzroku grupy pacjentéw z HM rozni si¢ istotnie od pozostatych grup,
natomiast warto$ci parametru dla grupy cztonkow rodzin bez HM i cztonkéw rodzin o
nieoznaczonym statusie choroby nie réznia si¢ migdzy soba (wartos¢ krytyczna =
60,36315, Df = 2, P Chisq =7,804x10™"*, t-Student = 1,965697, Alfa = 0,05). Test
Wilcoxona dla par obserwacji z korekcja Holma takze potwierdzit istotno$¢ tych rdznic

(Tabela 35).

8.2.2.2. Wada sferyczna [D]

Istotne wyniki testu Shapiro-Wilka 1 testu Levene’a wskazaty, ze rozktad
wielko$ci wady sferycznej nie jest zblizony do rozkladu normalnego oraz ze wariancje
migdzy badanymi grupami nie sa homogeniczne. Wynik testu Kruskala-Wallisa dla
wady sferycznej potwierdzil, ze przynajmniej jedna z grup roézni si¢ od pozostatych
(Kruskal-Wallis chi-squared = 294,44, df = 2, p < 2,2x10°). Test post hoc wykazat
istotne roznice pomigdzy grupami pacjentow z HM, czlonkéw rodzin bez HM i
cztonkoéw rodzin o nieoznaczonym statusie choroby (warto$¢ krytyczna = 294,4429, Df
= 2, P Chisq = 0, t-Student = 1,965615, Alfa = 0,05), a test Wilcoxona dla par

obserwacji z korekcja Holma takze potwierdzit istotno$¢ tych rdznic (Tabela 35).
8.2.2.3. Ekwiwalent sferyczny [D]

Otrzymano istotne wyniki testu Shapiro-Wilka oraz testu Levene’a co pozwolito
na odrzucenie hipotezy zerowej o podobienstwie rozktadu SE oka prawego i1 lewego do

rozktadu normalnego oraz o jednakowos$ci wariancji w badanych grupach pacjentéw z
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HM, cztonkéw rodzin bez HM i czlonkéw rodzin o nieoznaczonym statusie choroby.
Test Kruskala-Wallisa wykazal, ze przynajmniej jedna z grup r6zni si¢ od pozostatych
(Kruskal-Wallis chi-squared = 293,35, df = 2, p < 2,2x107'°). Test post hoc wskazal na
istotne réznice pomigdzy grupami pacjentow z HM, cztonkéw rodzin bez HM i
cztonkoéw rodzin o nieoznaczonym statusie choroby (warto$¢ krytyczna =293,3508, Df
= 2, P Chisq = 0, t-Student = 1,965642, Alfa = 0,05), a test Wilcoxona dla par

obserwacji z korekcja Holma potwierdzit istotno$c¢ tych réznic (Tabela 35).
8.2.2.4. Dlugos¢ osiowa galtki ocznej [mm]

Ze wzgledu na istotne wyniki testu Shapiro-Wilka 1 testu Levene’a odrzucono
hipotezg zerowa o podobienstwie rozktadu AL oka prawego i lewego do rozkladu
normalnego oraz o jednakowo$ci wariancji w badanych grupach pacjentéw z HM,
cztonkéw rodzin bez HM 1 czlonkéw rodzin o nieoznaczonym statusie choroby. Test
Kruskala-Wallisa potwierdzil, ze przynajmniej jedna z grup rézni si¢ od pozostalych
(Kruskal-Wallis chi-squared = 274,52, df = 2, p- < 2,2x107°), a test post hoc wykazat
istotne réznice pomiedzy badanymi grupami (warto$¢ krytyczna = 274,5194, Df =2, P
Chisq = 0, t-Student = 1,965669, Alfa = 0,05). Test Wilcoxona dla par obserwacji z

korekcja Holma potwierdzit istotno$¢ tych réznic (Tabela 35).
8.2.2.5. Cisnienie wewnatrzgatkowe [mmHg]

Dla IOP otrzymano istotny wynik testu Shapiro-Wilka co wskazuje na to, ze
rozktad wielkosci IOP nie jest zblizony do rozktadu normalnego. Natomiast wynik testu
Levene’a wykazal, ze nie ma podstaw do odrzucenia hipotezy zerowej mowiacej o
jednakowosci wariancji w badanych grupach. Przyjmuje sig, ze wariancja zmiennej
zaleznej w grupach pacjentow z HM, czlonkéw rodzin bez HM 1 cztonkow rodzin o
nieoznaczonym statusie choroby jest jednakowa, czyli wariancje sa homogeniczne.
Wynik testu Kruskala-Wallisa potwierdzil, ze przynajmniej jedna z grup rozni si¢ od
pozostatych (Kruskal-Wallis chi-squared = 18,877, df = 2, p = 7,96X10'05). Test post
hoc wykazal, ze grupa pacjentow z HM rdzni si¢ istotnie od pozostatych grup, a grupy
cztonkow rodzin bez HM 1 cztonkéw rodzin o nieoznaczonym statusie choroby nie
roznia si¢ istotnie migdzy soba (wartos¢ krytyczna = 18,87688, Df = 2, P Chisq =
7,960455X10'05, t-Student = 1,966113, Alfa = 0,05). Test Wilcoxona dla par obserwacji

z korekcja Holma potwierdzit istotno$¢ roznic pomigdzy grupa pacjentow z HM a
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pozostatymi grupami (Tabela 35).

8.2.2.6. Promien krzywizny rogéwki (CCR)[mm]

Dla CCR, podobnie jak w przypadku IOP, otrzymano istotny wynik testu
Shapiro-Wilka oraz nieistotny wynik testu Levene’a wskazujacy na jednakowo$¢
wariancji w grupach pacjentdow z HM, cztonkéw rodzin bez HM i cztonkéw rodzin o
nieoznaczonym statusie choroby. Nieistotny wynik testu Kruskala-Wallisa dowidodt
rownos$ci $srednich danych grup, czyli tego, ze grupy nie rdznia si¢ miedzy soba
(Kruskal-Wallis chi-squared = 2,7268, df = 2, p = 0,2558). Test post hoc (wartos¢
krytyczna = 2,726783, Df = 2, P Chisq = 0,2557917, t-Student = 1,966986, Alpha =
0,05) oraz test Wilcoxona potwierdzity brak istotnych réznic pomigdzy grupami (Tabela

35).

8.2.2.7. Moc tamiaca rogowki (CP)[D]

Dla CP réwniez otrzymano istotny wynik testu Shapiro-Wilka oraz nieistotny
wynik testu Levene’a méwiacy o jednakowosci wariancji w grupach pacjentow z HM,
cztonkéw rodzin bez HM i czlonkowie rodzin o nieoznaczonym statusie choroby.
Nieistotny wynik testu Kruskala-Wallisa dowiddt braku rdéznic pomigdzy grupami
(Kruskal-Wallis chi-squared = 1,538, df = 2, p = 0,4635). Test post hoc (wartos¢
krytyczna = 1,53797, Df = 2, P Chisq = 0,4634832, t-Student = 1,966904, Alpha = 0,05)

oraz test Wilcoxona potwierdzity brak istotnych réznic pomigdzy grupami (Tabela 35).

8.2.2.8. Podsumowanie r6znic pomi¢dzy badanymi grupami pacjentéw z HM, cztonkow

rodzin bez HM 1 cztonkéw rodzin o nieoznaczonym statusie choroby

W  Tabeli 35 przedstawiono wuzyskana istotno$¢ roznic w analizach
poréwnawczych pomiedzy grupami pacjentow z HM, cztonkéw rodzin bez HM 1
cztonkdéw rodzin o nieoznaczonym statusie choroby pod wzgledem wady sferyczne;,
SE, AL, IOP, CCR i CP. Roznice istotne statystycznie migdzy grupa pacjentow z HM a
grupa cztonkoéw rodzin bez HM oraz migdzy pacjentami z HM a cztonkami rodzin o
nieoznaczonym statusie choroby uzyskano dla wady sferycznej, SE, AL i1 IOP.
Natomiast istotne roznice migdzy grupa czlonkdéw rodzin bez HM a cztonkami rodzin o

nieoznaczonym statusie choroby wykazano tylko dla wady sferycznej i SE.
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Tabela 35. Podsumowanie roéznic pomigdzy grupami pacjentow z HM, czlonkow
rodzin bez HM 1 cztonkéw rodzin o nieoznaczonym statusie choroby pod wzgledem

WS, SE, AL, IOP, CCR 1 CP

Poréwnywane grupy WS SE AL 10P CCR Cp

HM - N <2x10™"° |<2x10™® |<2x107'% |0,00012 |0,53 0,71
HM - NA <2x10™"° | <2x10™® [<2x107® |0,00973 0,56 0,93
N-NA 0,0018 |0,0046 |0,084 0,77136 0,36 0,93

HM - grupa pacjentéw z HM, N — grupa cztonkéw rodzin bez HM, NA — grupa cztonkéw
rodzin o nieoznaczonym statusie choroby, WS — wada sferyczna, SE - ekwiwalent sferyczny,
AL - dlugos$¢ osiowa galtki ocznej, IOP - cisnienie wewnatrzgatkowe, CCR - promien krzywizny
rogowki, CP - moc tamiaca rogoéwki. Rdznice istotne statystycznie oznaczono wypetniajac pola

szarym kolorem.

8.2.3. Zalezno$ci pomig¢dzy badanymi parametrami okulistycznymi

W ramach realizacji niniejszej rozprawy doktorskiej korelowano ze soba wartosci
wady sferycznej, SE, AL, IOP, CCR i CP pomigdzy grupami pacjentow z HM,
cztonkow rodzin bez HM i1 cztonkdéw rodzin o nieoznaczonym statusie choroby. Wyniki
korelacji przedstawiono w Tabeli 36 oraz na Rycinach 5 - 8.

Korelacja bardzo wysoka pomigdzy CP a CCR w grupach pacjentow z HM i
cztonkow rodzin bez HM wynika z liniowe] zalezno$ci tych dwoch parametrow. We
wszystkich grupach stwierdzono korelacje wysoka pomigdzy AL a wada sferyczna,
gdzie wraz ze wzrostem wady sferycznej ro$nie AL (Rycina 5). Natomiast warto$ci
wady sferycznej sa stabo skorelowane ze wzrostem IOP w grupie cztonkéw rodzin bez
HM, wysoko w grupie cztonkéw rodzin o nieoznaczonym statusie choroby, a w grupie
pacjentow z HM badana zalezno$¢ nie osiagngta istotnoSci statystycznej mimo
widocznej zalezno$ci (Rycina 6). Zalezno$¢ migdzy wada sferyczna a CCR nie

osiagngta istotnosci statystycznej w zadnej z grup (Rycina 7).
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Tabela 36. Wyniki korelacji pomigdzy wada sferyczna, ekwiwalentem sferycznym, dlugos$cia osiowa gatki ocznej, ci$nieniem

wewnatrzgatkowym, promieniem krzywizny rogéwki i moca tamiaca rogdwki

Pacjenci z HM (N = 156)

Czlonkowie rodzin bez HM (N = 204)

Czlonkowie rodzin o nieoznaczonym statusie
choroby (N = 68)

AL 10P CCR cP AL 10P CCR CP AL 0P CCR cp
ws | 077p< 014 p= 0,12 0,04 f1572 . -0,19 -0,14 0,21 ff;‘g 9 g’j ;1 o 00l 0,27
22x10" 008242  p=0,159  p=0,6153 f;l ois  p=0,009203  p=0,0665  p=0,006442 1;1 008 P=0.3% p=0,972  p=0,05332
s | 077p< 01l 0,11 0.03 -%533 0,15 0,15 0.18 '256;‘5 = %’g Ll o 001 20,29
22x10" p=0,196  p=0,2007  p=0,7313 f;l ol p=004676  p=0,06202  p=0,01656 1;1 08 P=/o3s p=0,9219 | p=0,04367
AL ] 0,01 0,15 0,15 ) 0,29p=630 0,34 p=1,05 -0,43 p=5.27 0,24 0,22 -0,07
p=0,9128 p=0,07938 p=0,08791 x10 x10 x10% p=0,0864  p=0,1403  p=0,6301
[P ) ) 0,18 0,2 ) ) 0,07 -0,19 ] ) -0,30 0,17
p=0,04292  p=0,02465 p=0,3814 | p=0,0186 p=0,06407  p=0,2908
-0,79 p< -0,79 p< -0,44
CCR - - 221076 - - - 221076 - - - p=0,001723

WS — wada sferyczna, SE - ekwiwalent sferyczny, AL - dlugos¢ osiowa gatki ocznej, IOP - ci$nienie wewnatrzgatkowe, CCR - promien krzywizny rogowki,

CP - moc tamigca rogowki. Roznice istotne statystycznie oznaczono wypetiajac pola szarym kolorem.
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Zaleznos¢ miedzy wada sferyczng a dlugoscia osiowa galki ocznej -
pacjenci z HM
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Rycina 5. Wykresy zaleznosci migdzy wielkoscia wady sferycznej a dtugoscia osiowa gatki
ocznej w grupach pacjentow z HM (A), cztonkow rodzin bez HM (B) i cztonkéw rodzin o

nieoznaczonym statusie choroby (C).
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Zaleznos$¢ migdzy wada sferyczng a ciSnieniem wewnatrzgatkowym -

pacjenci z HM
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Rycina 6. Wykresy zalezno$ci migdzy wielkoscia wady sferycznej a ci$nieniem
wewnatrzgatkowym w grupach pacjentow z HM (A), cztonkéw rodzin bez HM (B) i cztonkow

rodzin o nieoznaczonym statusie choroby (C).
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Zaleznos$¢ miedzy wada sferyczng a promieniem krzywizny rogowki
- pacjenci z HM
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Rycina 7. Wykresy zaleznosci migdzy wielko$cia wady sferycznej a promieniem krzywizny
rogdwki w grupach pacjentéw z HM (A), cztonkdéw rodzin bez HM (B) i cztonkdéw rodzino

nieoznaczonym statusie choroby (C).
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Zaleznos¢ miedzy wada sferycznga a mocg tamiaca rogowki - pacjenci z
HM
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Rycina 8. Wykresy zalezno$ci migdzy wielko$cia wady sferycznej a moca tamiaca rogoéwki w
grupach pacjentow z HM (A), czlonkéw rodzin bez HM (B) i czlonkéw rodzin o

nieoznaczonym statusie choroby (C).
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8.2.3.1. Korelacje parametrow okulistycznych przeprowadzone tacznie dla pacjentow ze

wszystkich grup badanych

Korelacje pomigdzy poszczegdlnymi parametrami okulistycznymi bez podziatu
pacjentOw na grupy prezentowane sa w Tabeli 37.

Wiyniki korelacji dla wszystkich pacjentow lacznie wskazuja na bardzo wysoka
zaleznos¢ miedzy wada sferyczna 1 SE a AL oraz staba zalezno$¢ tych trzech
parametrow z IOP. CCR i1 CP sa bardzo wysoko skorelowane ze wzgledu na

wspomniang wczesniej wzajemna zaleznos¢.

Tabela 37. Korelacje pomigdzy parametrami okulistycznymi bez podziatu pacjentéw na

grupy
AL 10P CCR CcP
ws 0,91 0,25 -0,03 -0,03
p<22x10"¢ p=75417x10" p=0,5772 p=0,5901
SE 0,91 0,23 -0,03 -0,04
p<22x10"¢ p=3,724x10° p=0,6154 p=0,485
L 0,22 0,11 -0,09
p=1,392x107 p = 0,04842 p=0,1036
(o 0,05 -0,12
p=0,4075 p=10,03464
CCR -0,74
p<22x107"°

WS — wada sferyczna, SE - ekwiwalent sferyczny, AL - dlugo$¢ osiowa galki ocznej, IOP -
ci$nienie wewnatrzgatkowe, CCR - promien krzywizny rogoéwki, CP - moc tamiaca rogowki.

Réznice istotne statystycznie oznaczono wypetniajac pola szarym kolorem.

8.2.3.2. Korelacje parametrow okulistycznych z wiekiem

W Tabeli 38 zaprezentowano wartosci korelacji parametrow okulistycznych (dla
obu oczu tacznie) z wiekiem. Widoczna jest staba zalezno$¢ pomigdzy wada sferyczna,
SE, AL, IOP a wiekiem w grupie pacjentow z HM, natomiast w grupie cztonkoéw rodzin
0 nieoznaczonym statusie choroby te korelacje sa znacznie wyzsze. W grupie cztonkow

rodzin bez HM tylko SE i IOP sa skorelowane z wiekiem. Wszystkie wyniki dotyczace
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korelacji z wiekiem osiagnetly istotnos$¢ statystyczna, gdy pod uwage brano og6t
badanych oséb bez podzialu na grupy. Najwyzsze wartosci korelacji zauwazalne sa

migdzy wada sferyczna, SE, AL, CCR a wiekiem (Rycina 9).

Tabela 38. Zaleznosci wady sferycznej, ekwiwalentu sferycznego, dlugosci osiowej
galki ocznej, ci$nienia wewnatrzgatkowego, promienia krzywizny rogéwki, mocy

famiacej rogdwki z wiekiem

Wiek

Parametr Pacjenci z HM Czlonkowie rodzin niS(Z)lz(:;lzg(v)vrie Il;log'c%;:lu(s)ie Razem (wszyscy

(0=154) bez HM (0=196) chorobyy(o= 68) badani) (0=418)
WS -0,23 p=0,004315 0,13 p=0,06685 -0,80 p=4,60x10"° 0,85 p<2,2x107'°
SE -0,20 p=0,01508 0,19 p=0,007136 -0,80 p=3,53x10"°  -0,83 p<2,2x107°
AL 0,16 p=0,04207 0,02 p=0,8153 0,60 p=3,90x10” 0,83 p<2,2x107"°
10P 0,29 p=0,000238 0,38 p=1,90 x107’ 0,37 p=0,006413 0,47 p<2,2x107"°
CCR -0,06 p= 0,499 0,03 p=0,706 0,10 p=0,4974 0,82 p<2,2x107"°
CP 0,12 p=0,1739 -0,09 p=0,239 0,23 p=0,1101 0,18 p=0,0004617

WS — wada sferyczna, SE - ekwiwalent sferyczny, AL - dlugo$¢ osiowa galki ocznej, IOP -

ci$nienie wewnatrzgatkowe, CCR - promien krzywizny rogoéwki, CP - moc tamiaca rogowki.

Kolorem zaznaczono korelacje istotne statystycznie.
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Wada sferyczna [D]

Zaleznos¢ migdzy wiekiem a wada sferyczna
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Ekwiwalent sferyczny [D]
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100
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Zalezno$¢ miedzy wiekiem a ciSnieniem wewnatrzgalkowym
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Rycina 9. Wykresy ilustrujace korelacje pomigdzy wiekiem a poszczegdlnymi parametrami dla

obu oczu tacznie bez podziatu badanych na grupy.
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8.3. Weryfikacja wynikow sekwencjonowania eksomowego

ES zostalo przeprowadzone z wykorzystaniem DNA pochodzacego od 17
cztonkow z siedmiu polskich rodzin z HM (rodziny HM-14, HM-33, HM-76, HM-77,
HM-78, HM-80 i HM-81).

8.3.1. Analiza bioinformatyczna wynikow sekwencjonowania eksomowego

Zidentyfikowano 110 wariantow sekwencji obecnych u dwoch cztonkow z HM
(HM-78-08 and HM-78-12) i jednoczesnie nieobecnych u cztonka bez HM (HM-78-06)
w rodzinie HM-78. Analizy bioinformatyczne wynikéw ES dla rodziny HM-78
zawezity listg¢ wariantow do o$miu, ¢.592G>A w AEBP1 (OMIM:602981), ¢.2518C>T
w BCAN (OMIM:600347), c.1642G>C w FLRT3 (OMIM:604808), c¢.783G>T w MCLI
(OMIM:159552), c.482G>A w PDE6B (OMIM:180072), c.1553-4A>G w PGAPI
(OMIM:611655), ¢.938C>T w SLC35E2B (Entrez Gene:728661), c.97G>C w ZNF692
(OMIM:617758), ktore nastgpnie poddano dalszej analizie eksperymentalnej (Tabela
39).

8.3.2. Weryfikacja wynikéw sekwencjonowania eksomowego

Analizy sekwencjonowania metoda Sangera potwierdzity obecnos¢ wybranych
wariantow u cztonkow HM-78-08 1 HM-78-12, a analiza segregacji przeprowadzona u
pozostatych cztonkéw rodziny HM-78 wykazata segregacje wariantow c.1642G>C w
genie FLRT3 (GRCh37/hgl9, RefSeq NM 198391) 1 c.938C>T w genie SLC35SE2B
(GRCh37/hgl19, RefSeq NM 001110781) z fenotypem HM (Tabela 39, Rycina 10).
Warianty byly takze obecne u czlonka HM-78-10, u ktorego stwierdzono
krotkowzroczno$¢ srednia z -4,00 D dla oka prawego 1 -4,50 D dla oka lewego.
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Tabela 39. Warianty wybrane do analizy segregacji w rodzinie HM-78 i ich mozliwy wptyw na strukture i funkcje biatek

Gen Numer dostepu Pozycja* ((;I;/:f** esp54007 1000° Zmiana Zmiana phylopDB Mutation PolyPhen- SNP Segregacja
04) (x10-04) genomes nukleotydu aminokwasu Taster
AEBPI NM_001129 chr7:2.44146483G>A 2,68 0 0 c.592G>A  p.Glyl98Arg 0,461 D B rs777560888 nie
BCAN NM_021948 chrl:g.156628415C>T 6,71 1,54 0 ¢.2518C>T p.Leu840Phe 2,705 D D 1s200282065 nie
FLRT3 NM_198391 chr20:2.14306511C>G 2,68 0 0 ¢.1642G>C p.Val548Leu 2,718 D B n/a tak
MCLI NM_ 182763 chrl:g.150549873C>A 2,68 0 0 c.783G>T  p.Trp261Cys 2,537 D D n/a nie
PDEGB NM_ 000283 chr4:g.628479G>A 2,68 0 0 c.482G>A  p.Serl61Asn 1,944 D P 1s574098823 nie
PGAPI NM_ 024989 chr2:g.197737754T>C 2,68 0 0 c.1553-4A>G 0 n/a n/a rs747122565 nie
SLC35E2B NM_001110781 chrl:2.1599808G>A 4,03 0 0 ¢.938C>T  p.Thr313Met 2,518 D D rs778277949 tak
ZNF692 NM_001193328 chrl:g.249152412C>G 2,68 0,79 0 ¢.97G>C p.Gly33Arg 1,233 D D rs144108516 nie

D = patogenny; P = prawdopodobnie patogenny; B = tagodny

Pogrubiona czcionka zaznaczono warianty segregujace z fenotypem HM w badanej rodzinie.

*Human Genome Browser — hg19 assembly (GRCh37).

**Centers for Mendelian Genomics, Baylor College of Medicine (MAF na podstawie ~5000 eksomow).

"Exome Variant Server, NHLBI GO Exome Sequencing Project (ESP). Seattle. WA; opublikowane ESP6500SI-V2.

1000 Genome phase 1, dane genotypowania 1094 0sob, opublikowane w maju 2011.
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Trl 12 I:3 T4

II:1 o2 II:3 II:4 II:5

HM-78-06 HM-78-07 HOM-78-08 HM-78-09
FLRT3 c.1642G>C sG 3C 5C GG
SLC35E2B c.938C>T cC cC

CT CT
: 'Y

ar:1 1r:2 1r:3 II:4
HM-78-10 HM-78-11 HM-78-12

FLRT3 ¢.1642G>C GC GC GC

SLC35E2B ¢.938C>T CT CT CT
Rycina 10. Rodowdd rodziny HM-78 i wynik analizy segregacji wariantow w genach FLRT3
(c.1642G>C) i SLC35E2B (¢.938C>T). Czarne symbole oznaczaja status HM; biate symbolizuja
fenotyp bez HM, a cztonek rodziny z nieoznaczonym statusem choroby oznaczony jest znakiem
zapytania. Podkreslone numery prob DNA wskazuja na cztonkéw rodziny, ktorzy byli

zakwalifikowani do analiz ES.

W ramach realizacji pracy doktorskiej wykazano, ze warianty w genach
c.1642G>C w FLRT3 1 c.938C>T w SLC35E2B sa specyficzne tylko dla rodziny 78 1
nie segreguja z fenotypem HM w pozostatych 35 analizowanych rodzinach polskich
(Zatacznik 3). Z 35 rodzin 14 bylo przedmiotem analizy fenotypowej niniejsze]
rozprawy doktorskiej. Analiza fenotypowa pozostatych 21 rodzin zostata przedstawiona
w doktoracie lek. med. Agaty Frajdenberg [124].

Celem dalszej weryfikacji wynikow ES dokonano selekcji wariantow sekwencji
dla rodzin HM-33 1 HM-81 wedtug kryteriow wymienionych w rozdziale Metody. W
ramach pracy doktorskiej przeprowadzona zostata analiza segregacji wariantow
znajdujacych si¢ w genach, ktéore mogltyby by¢ powiazane z krétkowzrocznoscia,
innymi zaburzeniami wzroku lub narzadem wzroku na podstawie funkcji genu, jego
ekspresji 1 doniesien literaturowych (Tabela 40). Warianty sekwencji wybrane dla
rodziny HM-33 byly uprzednio weryfikowane w pracy magisterskiej mgr E. Slezak
(Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, 2016 rok), jednak obecne analizy

prowadzano niezaleznie od wynikdw pracy magisterskie;j.
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Tabela 40. Warianty sekwencji DNA wybrane po analizie ES do weryfikacji i analiz
segregacji w rodzinach HM-33 i HM-81

Rodzina Gen Kodowane biatko* ai)lﬁ)alﬁf)zs‘(c)ﬁ owa Wariant sekwencji
actin binding LIM protein family ekson 19 ¢c.1682G>A
ABLIM2 member 2 4p16.1 p-R561H
anaphase promoting complex subunit ekson 8 ¢.794T>G
ANAPCI 2ql13 V265G
ankyrin repeat and MYND domain ekson 3 ¢.203A>T
ANKMY2 containing 2 7p21.1 p.H68L
family with sequence similarity 160 ekson 11 ¢.2417A>G
FAMI16041 member Al 49313 p-D806G
interferon induced protein with ekson 1 ¢.1153G>A
IFITIB tetratricopeptide repeats 1B 10g23.31 p-G385S
internexin neuronal intermediate ekson 1 ¢.799G>A
HM-33 N4 filament protein alpha 10g24.33 p.E267K
) . ekson 43 ¢.7035G>A
LRPIB LDL receptor related protein 1B 2q22.1-q22.2 p.M23451
PRPF38B  pre-MRNA processing factor 38B 1pl13.3 Ie)ksszzl%c.l322G>A
ral GTPase activating protein non- ekson 9 ¢.1258T>C
RALGAPB catalytic beta subunit 20q11.23 p.S420P
. L ekson 5 ¢.557G>A
ST14 suppression of tumorigenicity 14 11924.3 p.RI186H
zine finger CCCH-type containing ekson 9 ¢.1049G>T
ZC3HI3 13 13q14.13 p.R350L
. . ekson 2 ¢.221T>G
ZNF446 zinc finger protein 446 19q13.43 p.F74C
. ekson 7 ¢.566T>G
ATATI alpha tubulin acetyltransferase 1 6p21.33 p.F189C
CFHR?2 complement factor H related 2 1q31.3 ekson 3 ¢.430+1G>A
o . ekson 2 ¢.298C>T
DUT deoxyuridine triphosphatase 15g21.1 p.P100S
ELAVL4 ~ ELAV like RNA binding protein4  1p33 gké‘;‘(‘)f c.148G>A
interleukin 1 receptor accessory ekson 11 ¢.1607G>C
ILIRAP protein 3928 p-G536A
1L36B interleukin 36, beta 2ql4.1 ekson 5 ¢.391+2T>C
HM-81 PGS] phosphatidylglycerophosphate 174253 ekson 8 ¢.1513G>A
synthase | 42 p.V505M
. . ekson 4 ¢.328A>C
PSATI phosphoserine aminotransferase 1 9q21.2 p.K110Q
Rab9 effector protein with Kelch ekson 4 ¢.256C>T
RABEPK motifs 9933.3 p.R86W
. ekson 9 c.908A>G
SEMA3C semaphorin 3C 7q21.11 p.D303G
signal induced proliferation ekson 1 ¢.205C>T
SIPAIL2 associated 1 like 2 1q42.2 p.P69S
. . ekson 11
SLC6A419 solute carrier family 6 member 19 5pl15.33

c.1701+1G>A

*nazwy biatek zgodne z nomenklatura z bazy HUGO Gene Nomenclature Committee at the

European Bioinformatics Institute (HGMC)
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8.3.2.1. Wyniki analiz segregacji w rodzinie HM-33

Wystgpowanie wybranych wariantéw sekwencji zostalo potwierdzone u
pacjentow zakwalifikowanych do analizy ES, HM-33-15 i HM-33-16. Jednakze jeden z
uzyskanych wynikow sekwencjonowania metoda Sangera nie zgadzal si¢ z wynikiem
ES. Wariant ¢.1049G>T w genie ZC3HI3 u HM-33-16 wedlug wynikow ES miat
charakter heterozygotyczny, natomiast sekwencjonowanie Sangera wskazalo na
homozygotyczna zmiang ¢.1049G>T (Tabela 41). Jest to niezgodne z dziedziczeniem,
poniewaz tylko u jednego z rodzicéw, HM-33-10, wykryto zmiang heterozygotyczna
c.1049G>T. Podejrzewa si¢ wystapienie u dziecka delecji w tym regionie co
tlhumaczytoby obecnos$¢ sygnatu wylacznie dla tyminy na chromatogramie.

Wykazano, ze wybrane warianty nie segreguja zgodnie z fenotypem HM u

pozostatych cztonkdéw rodzin (Tabela 41).

8.3.2.2. Wyniki analiz segregacji w rodzinie HM-81

Wystgpowanie wariantow sekwencji zostalo potwierdzone u pacjentow
zakwalifikowanych do ES — HM-81-06 i HM-81-08 (Tabela 42). Zgodnie z wynikami
ES u badanego pacjenta HM-81-05 nie wykryto analizowanych wariantow sekwencji.
Warianty ¢.430+1G>A w CFHR2 oraz c.298C>T w DUT segregowaly zgodnie z
fenotypem HM tylko u cztonkéw rodziny od strony matki HM-81-06. U pacjentow
HM-81-02 1 HM-81-05 nie wykryto zmian w tych pozycjach w genach. Pozostate

warianty nie segreguja zgodnie z fenotypem HM.
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Tabela 41. Wyniki analizy segregacji w rodzinie HM-33

PRPF38B ANAPC1 LRPIB ABLIM2? FAMI160A ANKMY2 IFITIB INA ST14 ZC3H13 ZNF446 RALGAPB
Numer ¢.1322G>A ¢.794T>G ¢.7035G>A ¢.1682G>A ¢.2417A>G ¢.203A>T ¢.1153G>A ¢.799G>A ¢.557G>A ¢.1049G>T ¢.221T>G ¢.1258T>C
. Fenotyp
pacjenta 2q22.1-

1p13.3 2ql3 q22.2 4plé6.1 4q31.3 Tp21.1 10g23.31 1092433 11243  13ql4.13 19q13.43 20ql11.23
HM-33-10 N GG TG GG GA AA AA GA GA GG GT TT TC
HM-33-11 N AA TT GA GG AG AT GG GG GA GG TG TT
HM-33-15 HM GA TG GA GA AG AT GA GA GA GT TG TC
HM-33-16 HM GA TG GA GA AG AT GA GA GA TT* TG TC
HM-33-06 N GA bd GA bd bd bd bd bd bd GG bd bd
HM-33-07 N GA bd GA bd bd bd bd bd bd GG bd bd
HM-33-14 HM bd bd bd bd bd bd bd bd bd GG bd bd

*wynik sekwencjonowania metoda Sangera (TT) niezgodny z wynikiem sekwencjonowania eksomowego (GT)
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Tabela 42. Wyniki analizy segregacji w rodzinie HM-81

Nu-mer Fenotyp ATATI CFHR?2 DUT ELAVL4 ILIRAP PGS1 PSATI RABEPK SEMA3C SIPAIL2 SLC6AI19 IL36B
pacjenta ¢.566T>G ¢.430+1G>A ¢.298C>T ¢.148G>A ¢.1607G>Cc.1513G>A ¢.328A>C ¢.256C>T ¢.908A>G ¢.205C>T ¢.1701+1G>Ac.391+2T>C
HM-81-02 HM TT GG CcC GG GG GG AA CcC AA CcC GG TC
HM-81-04 N TG GG CC GG GC GA AC CT AG CT GA TT
HM-81-05 HM TT GG CC GG GG GG AA CC AA CC GG TC
HM-81-06 HM TG GA CT GA GC GA AC CT AG CT GA TT
HM-81-07 HM TT GA CT GG GG GG AC CT AA cC GG TC
HM-81-08 HM TG GA CT GA GC GA AC CT AG CT GA TC
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8.3.3. Dodatkowa analiza bioinformatyczna wynikéw sekwencjonowania eksomowego

W  ramach pracy doktorskiej przeprowadzono dodatkowa analize
bioinformatyczna wynikow ES w celu wyszukania innych wariantdow sekwencji
potencjalnie powiazanych z wystegpowaniem HM w badanych rodzinach, zgodnie z
dodatkowym protokolem analizy bioinformatycznej. Analizowano wyniki dla
wszystkich siedmiu rodzin zakwalifikowanych do ES z zastosowaniem kryteriow
filtrowania wymienionych w rozdziale Metodyka z ta zmiana, ze selekcjonowano
warianty okre$lone jako patogenne wedlug minimum trzech z czterech algorytmow
SIFT, Mutation Taster, LRT i PolyPhen-2 zamiast jednego z trzech. Analizowano
wyniki ES dla wszystkich siedmiu rodzin, ktére byly zakwalifikowane do ES - HM-14,
HM-33, HM-76, HM-77, HM-78, HM-80 1 HM-81. Do analizy segregacji wybrano

warianty sekwencji prezentowane w Tabeli 43.
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Tabela 43. Warianty sekwencji wybrane z nowej analizy bioinformatycznej odczytow
sekwencjonowania eksomowego do weryfikacji i analizy segregacji w rodzinach HM-

14, HM-33, HM-76, HM-77, HM-78, HM-80 i HM-81

Rodzina Gen Kodowane biatko* Lokalizacja  Wariant sekwencji
. ekson 11 ¢.883G>C
HM-14 SNTG2 syntrophin gamma 2 2p25.3 p.D295H
. . ekson 7 ¢.754G>A
CPTIB carnitine palmitoyltransferase 1B 22q13.33 p.V252M
. . . ekson 16 ¢.2312C>T
KDR kinase insert domain receptor 4ql1-ql2 p.T77IM
protein kinase AMP-activated catalytic ekson 4 ¢.352C>T
HM-33  PRKAAZ( bunit alpha 2 Ip31 p.R118W
. . ekson 12 ¢.1013T>C
SLC28A41 solute carrier family 28 member 1 15925.3 p.V338A
. ekson 1 ¢.279G>T
WDR36 WD repeat domain 36 5q22.1 p.KO3N
. . L ekson 63 c.11383A>G
HM-76 MACF1 microtubule-actin crosslinking factor I 1p32-p31 p.K3795E
ATP binding cassette subfamily C ekson 26 ¢.3704G>A
ABCCE ember 6 16p13.1 p.R1235Q
. ekson 4 ¢.928G>A
HM-77 PANXI pannexin | 11921 p.E310K
. ekson 4 ¢.562A>G
PRDM1 PR/SET domain 1 6921 p.KI88E
. ekson 7 ¢.725T>G
HM-78 MYO74 myosin VIIA 11q13.5 p.V242G
ILK integrin linked kinase 11pl15.4 ckson 3 ¢ 157T>A
p-L53M
HM-80 ekson 14 ¢.1750C>A
LAMB?2 laminin subunit beta 2 3p21 p.R584S
ATP binding cassette subfamily A ekson 43 ¢.5773C>T
ABCAL e vber 1 9311 p.R1925W
. ekson 2 ¢.181G>T
CRYGD  crystallin gamma D 2q33.3 p.G61C
GRB7 growth factor receptor-bound protein 7 17q12 ;kli(;l‘; (5 T28G=A
HM-81 . )
hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase ekson 9 ¢.700G>A
HSD17B14 14 19q13.33 p.E234K
nuclear prelamin A recognition factor ekson 10 c.1112G>A
CIA03 like 16p13.3 p.R37IH
NEIL2 nei like DNA glycosylase 2 8p23.1 ekson 3 ¢.77G>=C

p.G26A
*nazwy bialek zgodne z nomenklatura z bazy HUGO Gene Nomenclature Committee at the

European Bioinformatics Institute (HGMC)
8.3.4. Weryfikacja wybranych wynikow sekwencjonowania eksomowego
8.3.4.1. Wyniki analiz segregacji w rodzinie HM-14

Wykonano analiz¢ segregacji wariantu ¢.883G>C w genie SNTG2 w rodzinie
HM-14, jednak wariant nie segregowatl zgodnie z fenotypem HM u pozostatych
cztonkoéw badanej rodziny (Rycina 11).
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Rycina 11. Rodowodd rodziny HM-14 i wynik analizy segregacji wariantu w genie SNT7G2

(c.883G>C). Czarne symbole oznaczaja status HM; biate symbolizuja osoby bez HM, a
cztonkowie z nieoznaczonym statusem choroby oznaczeni sa znakiem zapytania. Podkreslone

numery prob DNA wskazuja na cztonkoéw rodziny, ktorzy byli zakwalifikowani do analiz ES.

8.3.4.2. Wyniki analiz segregacji w rodzinie HM-33

Nie wykazano segregacji wariantow w genach PRKAA2 (¢.352C>T), SLC2841
(c.1013T>C), CPTIB (c.754G>A), WDR36 (c.279G>T) i KDR (c.2312C>T) z
fenotypem HM w rodzinie HM-33 (Tabela 44), natomiast potwierdzono wyniki ES u
pacjentoéw HM-33-15 1 HM-33-16.

Tabela 44. Wyniki sekwencjonowan dla cztonkéw rodziny HM-33

Nu.mer Fenotyp PRKAA2  SLC28A1 CPTIB WDR36 KDR

pacjenta ¢352C>T  ¢1013T>C  ¢.754G>A  ¢.279G>T  ¢.2312C>T
HM-33-10 N cC TC GA GT CC
HM-33-11 N CT TT GG GG CT
HM-33-15 HM CT TC GA GT CT
HM-33-16 HM CT TC GA GT CT
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8.3.4.3. Wyniki analiz segregacji w rodzinie HM-76

Wariant sekwencji w genie MACF (c.11383A>G) wybrany dla rodziny HM-76

nie segregowat z fenotypem HM u pozostalych cztonkéw rodzin (Tabela 45).

Tabela 45. Wyniki sekwencjonowan dla cztonkdéw rodziny HM-76

Numer pacjenta Fenotyp MACFI ¢c.11383A>G
HM-76-11 HM AG
HM-76-12 HM AG
HM-76-05 NA AG
HM-76-06 N AA
HM-76-03 HM AA
HM-76-04 N AA
HM-76-07 NA AA
HM-76-08 N AA
HM-76-09 N AA
HM-76-10 N AA
HM-76-13 HM AA

8.3.4.4. Analiza segregacji w rodzinie HM-77

Z trzech wariantow sekwencji wybranych dla rodziny HM-77 wariant
c.3704G>A w genie ABCC6 segregowat z fenotypem HM (Rycina 12, Tabela 46).
Warianty w genach PANXI (c.928G>A) 1 PRDM1 (c.562A>G) nie segregowaly z HM
w tej rodzinie (Tabela 46).

Tabela 46. Wyniki sekwencjonowan dla cztonkow rodziny HM-77

Numer pacjenta Fenotyp ABCC6 PANXI PRDMT
¢.3704G>A c.928G>A ¢.562A>G
HM-77-05 HM GA GA AG
HM-77-09 HM GA GA AG
HM-77-06 N GG GG AA
HM-77-11 N GG GG AG
HM-77-08 HM GA GG AA
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v A

I:1 |2 1:3 |:4
11:1 1:2 1:3
HM-77-05 HM-77-06
c.3704G>A w ABCCE GA GG
1 2 13 ;4 s 16
HM-77-08 HM-77-09 HM-77-11
c.3704G>A w ABCCE GA GA GG .

11
Rycina 12. Rodowdd rodziny HM-77 1 wynik analizy segregacji wariantu w genie ABCC6

(c.3704G>A). Czarne symbole oznaczaja status HM; a biale symbolizuja osoby bez HM.
Podkreslone numery prob DNA wskazuja na cztonkow rodziny, ktorzy byli zakwalifikowani do

analizy ES.

Wariant ¢.3704G>A w genie ABCC6 segregujacy zgodnie z fenotypem HM w
rodzinie HM-77 weryfikowano za pomoca sekwencjonowania metoda Sangera w
pozostatych 35 rodzinach polskich jakimi dysponowano. Obecno$¢ wariantu
sprawdzano u tych samych pacjentow, u ktorych uprzednio weryfikowano warianty
c.1642G>C w genie FLRT3 1 c.938C>T w genie SLC3S5E2B. Nie wykryto

analizowanego wariantu u zadnego z badanych cztonkéw (Zatacznik 3).

8.3.4.5. Analiza segregacji w rodzinie HM-78

Wariant ¢.725T>G w genie MYO7A4 nie segregowal z fenotypem HM u
pozostatych cztonkéw rodziny HM-78 (Tabela 47).
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Tabela 47. Wyniki sekwencjonowan dla cztonkéw rodziny HM-78

Numer pacjenta Fenotyp MYO7A4 ¢.725T>G
HM-78-08 HM TG
HM-78-12 HM TG
HM-78-11 HM TT
HM-78-06 N TT
HM-78-10 NA TG
HM-78-07 HM TG

8.3.4.6. Analiza segregacji w rodzinie HM-80

Warianty sekwencji w genach /LK (c.157T>A) 1 LAMB2 (c.1750C>A) nie
segregowaty z fenotypem HM u pozostatych cztonkow rodziny HM-80 (Tabela 48).

Tabela 48. Wyniki sekwencjonowan dla cztonkéw rodziny HM-80

Numer pacjenta Fenotyp ILK ¢ 157T>A LAMB? ¢.1750C>A
HM-80-04 HM TA CA
HM-80-10 HM TA CA
HM-80-06 N TA CA
HM-80-15 HM TT CC
HM-80-05 HM TT CC

8.3.4.7. Analiza segregacji w rodzinie HM-81

Potwierdzono wyniki analiz ES u pacjentow HM-81-06 i HM-81-08. Nie
wykryto analizowanych wariantow sekwencji u pacjenta HM-81-05 co bylo zgodne z

wynikami ES (Tabela 49).
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Tabela 49. Wyniki sekwencjonowan dla cztonkéw rodziny HM-81

Nu.mer Fenotyp CRYGD NEIL2 CIAO3 ABCAlI HSDI17B14 GRB7
pacjenta ¢.181G>T ¢.77G>C ¢.1112G>A ¢.5773C>T ¢.700G>A ¢.728G>A
HM-81-06 HM GT GC GA CT GA GA
HM-81-04 N GT GC GG CT GG GG
HM-81-05 HM GG GG GG CC GG GG
HM-81-08 HM GT GC GA CT GA GA

8.4. Wyniki analizy wariantow sekwencji powiazanych z dlugoscia osiowa galki

ocznej, ciSnieniem wewnatrzgalkowym i krzywizna rogowki u pacjentow z HM
8.4.1. Analizy polimorfizmow zwiazanych z dlugoscia osiowa gatki ocznej

Do analizy wybrano cztery osoby z grupy pacjentow z HM z gatkami ocznymi o
dlugosci w zakresie 25,95 — 29,33 mm oraz cztery osoby z grupy cztonkow rodzin bez
HM z gatkami ocznymi o dlugosci w zakresie 21,78 — 24,82 mm jako kontrole z rodzin
HM-32, HM-76, HM-78 1 HM-80. W rodzinie HM-78 jeden pacjent z gatkami ocznymi
o dlugosci 24,99 mm 1 25,11 mm zostat zakwalifikowany przez lekarza do pacjentéw z
HM 1 z powodu ograniczonego dostgpu do materiatu innych cztonkéw rodziny zostat
wybrany do opisywanej analizy. Podobnie wybrano tylko dwie osoby bez HM i jedna z
nieoznaczonym statusem choroby, poniewaz nie dysponowano materiatem od wigkszej
ilosci cztonkéw z danym fenotypem. W celu analizy segregacji wybranych SNPs z
fenotypem HM 1 wysokimi wartosciami AL w badanych rodzinach prowadzono
sekwencjonowania metoda Sangera. Wyniki sekwencjonowan przedstawiono w
Zalaczniku 4. Warianty znajdujace si¢ w sasiedztwie badanych SNPs rowniez poddano
analizie.

Ze wzgledu na wykrycie SNP 1512193446 w genie LAMA?2 tylko u jednej z 16
badanych 0so6b z rodzin HM-32 1 HM-80 i1 tym samym brak segregacji tego SNP z
fenotypem HM zdecydowano, ze wariant rs12193446 nie bedzie analizowany w
pozostatych rodzinach. U wszystkich badanych, zaréwno os6b z HM jak i bez HM,
wykryto zmiany heterozygotyczne lub homozygotyczne g.219775432T>C (1rs994767) w
poblizu genu ZC3HIIB. W lokalizacjach SNP 1rs4074961 g.38092723G>A
(c.94+2517G>A) w RSPOI oraz g.29453193G>C (c.*3583G>C, rs12321) w ZNRF3

zidentyfikowano zmiany heterozygotyczne i homozygotyczne, ale bez zauwazalnego
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trendu segregacji z fenotypem HM i wysokimi warto§ciami AL. W genie CMSS! tylko
u trzech oséb, dwoch z HM i jednej bez HM, wykryto zmiang heterozygotyczna
2.99844293G>A (c.10+10451G>A, rs9811920). U badanych HM-80-04, HM-80-10 i
HM-76-10 nie zidentyfikowano zmian w lokalizacjach wariantow 1s11073058,
1$634990, rs8032019, rs560766 w poblizu genu GJD2 i w sekwencjach flankujacych te
warianty, natomiast wykryto je u wszystkich pozostatych badanych os6b z HM jak i bez
HM.

8.4.2. Analiza polimorfizmoéw zwiazanych z ciSnieniem wewnatrzgatkowym

Do analizy SNP asocjowanych z IOP wybrano po czterech pacjentow z HM, u
ktérych stwierdzono IOP w zakresie 17 — 22 mmHg oraz po cztery osoby z grupy bez
HM z IOP w zakresie 12 — 17 mmHg z rodzin HM-32 i HM-80. Wyniki
sekwencjonowan zaprezentowano w Zalaczniku 5. U wszystkich 16 badanych osob
(osiem z HM/wysokim IOP oraz osiem bez HM/niskim IOP) z rodziny HM-32 1 HM-80
zidentyfikowano zmiang homozygotyczna c¢.476+2360G>T (rs7555523) w genie
TMCOI. Pozostale SNPs, rs58073046, rs52809447 1 1rs7291444, roéwniez nie
segregowaly z fenotypem HM i wysokim IOP. W regionach okalajacych badane SNPs

nie wykryto zadnych innych wariantow.
8.4.3. Analizy polimorfizmow zwiazanych z krzywizna rogowki

Do analizy SNP asocjowanych z CC wlaczono po trzech/czterech pacjentow z
HM z CCR w zakresie 7,66 — 8,45 mm oraz czlonkéw rodzin bez HM z CCR w
zakresie 7,38 — 7,73 mm z rodzin HM-32 i HM-80. W rodzinie HM-80 wszyscy
pacjenci z HM maja CCR powyzej 8,0, natomiast w rodzinie HM-32 ponizej 8,0, stad
otrzymano taka rozpigtos¢ wartosci CCR u pacjentow z HM. W poblizu genu PDGFRA
w jednej probie DNA pochodzacej od pacjenta z HM 1 jednej probie DNA cztonka
rodziny bez HM wykryto zmiang heterozygotyczna g.55092626T>C (rs2114039) oraz u
innego pacjenta z HM zmian¢ homozygotyczna (Zalacznik 6). Badane SNPs nie
segregowaly z fenotypem HM i wysokimi warto$ciami CC.

Analizy segregacji nie wykazaty istotnych relacji pomigdzy SNPs a badanymi
cechami fenotypowymi, AL, IOP 1 CC.
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8.5. Wyniki analiz calogenomowej metylacji DNA
8.5.1. Wyniki analiz hipermetylacji DNA

W ramach pracy doktorskiej prowadzono analizy hipermetylacji DNA u dzieci z
HM w poréwnaniu do dzieci bez HM na podstawie uzyskanych odczytow analizy
catogenomowej metylacji DNA. Dokonano selekcji dinukleotydow CpG, ktorych
poziom metylacji byt znacznie wyzszy u dzieci z HM niz u dzieci bez HM z istotnoscia
statystyczna réwna lub wyzsza 0,00001. Wybierano tylko dinukleotydy zlokalizowane
w regionie okolopromotorowym lub w obrgbie sekwencji kodujacej genu. W celu
uniknigcia potencjalnych czynnikéw, ktére moglyby zafalszowaé odczyt poziomu
metylacji, odrzucano dinukleotydy CpG, w ktorych znajdowaty si¢ SNP (wedlug bazy
danych dbSNP) [134]. Zidentyfikowano 182 hipermetylowanych dinukleotydow CpG z
ponad 15% rdznica w poziomie metylacji, w tym 35 z ponad 20%, migdzy dzie¢mi z
HM a dzie¢mi bez HM. W Tabeli 50 przedstawiono 35 dinukleotydéw CpG z ponad
20% réznica w poziomie metylacji.

Z dinukleotydow CpG zestawionych w Tabeli 50 wybrano te, ktére sa
zlokalizowane w 5’UTR, eksonie 1, TSS200 lub TSS1500 i zebrano je w Tabeli 51.
Jako, ze sa to regiony okotopromotorowe hipermetylacja dinukleotydow CpG moze
wptywaé¢ na wyciszenie gendw. Dinukleotydy CpG zlokalizowane w regionach
okotopromotorowych PPPIRIS, TRAPPCII, XRCC2, OXAIL i FARP2? sa takze
powiazane z promotorami tych genow. Dodatkowo dinukleotydy CpG w regionach
okotopromotorowych genow GSTMI, XRCC2, GLI3, FARP2 sa zlokalizowane w
wyspach CpG.

Zidentyfikowano takze inne dinukleotydy CpG w obrgbie regionu
okolopromotorowego gendw GSTMI, LCE3C, FARP2 o podwyzszonym poziomie
metylacji 0 10,34 - 18,68% (GSTM1I), 11 - 14,21% (LCE3C) 17,07 - 11,35% (FARP2) u
dzieci z HM w pordéwnaniu do dzieci bez HM. W regionie okotopromotorowym genu
MICAL3 oraz FARP2, zidentyfikowano takze po jednym hipometylowanym
dinukleotydzie CpG z poziomem metylacji wyzszym o 11,86% (MICAL3) i 19,10%
(FARP2) u dzieci bez HM w pordéwnaniu do dzieci z HM.
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Tabela 50. Dinukleotydy CpG z najwyzsza r6znica w poziomie hipermetylacji (min. 20% r6znicy) u dzieci z HM w poréwnaniu do kontroli

Krotno$¢ Poziom metylacji DNA u Poziom metylacji DNA Réznica w

TargetID Chromosom  Gen FDRp zmian dzieci z HM [%]* u dzieci bez HM [%]* poziomie metylacji Lokalizacja w genie
¢g02907150 14 PCNX1 6,13x10™* 2,06 63,13 30,66 32,47 3'UTR

cg11552078 19 TIMM50 4,76 x10* 2,31 47,45 20,52 26,92 Sekwencja kodujaca
cgl7174466 2 SPATS2L 8,55 x10™ 1,46 84,01 57,49 26,53 Sekwencja kodujaca
24506221 1 GSTM1 7,37 x10%7 2,37 43,30 18,26 25,04 TSS200
cg06139856 14 PCNX1 8,9 x10™% 1,91 52,14 27,23 24,91 Sekwencja kodujaca
cg08522473 3 TAGLN3 1,56 x10™*° 1,67 61,28 36,78 24,51 Sekwencja kodujaca
cgl2633154 RNF39 1,72 x10™ 2,24 44,18 19,74 24,44 Sekwencja kodujaca
¢g00084271 1 ATP144 3,53 x10% 1,44 78,41 54,50 23,92 5'UTR

220904336 14 DEGS?2 5,34 x10% 1,50 70,73 47,12 23,61 Sekwencja kodujaca
cgl0487770 5 RAB3C 925 x10% 281 36,07 12,86 23,21 Sekwencja kodujaca
cgl4351440 X MCF2 928 x10* 1,79 52,57 29,36 23,21 TSS1500
cg13401893 6 RNF39 9,95 x10* 2,19 42,66 19,50 23,16 Sekwencja kodujaca
cg05367846 22 MICAL3 1,64 x10™% 2,16 42,42 19,63 22,79 TSS200
cg10978274 1 LCE3C 2,07 x10% 1,45 72,75 50,14 22,61 TSS1500
cg09148704 6 TULP4 2,46 x10% 1,72 53,55 31,07 22,48 Sekwencja kodujaca
cg15825171 3 ADAMTS9  2,75x10% 1,58 61,09 38,69 22,39 Sekwencja kodujaca
cg06249604 6 RNF39 3,56 x10% 2,57 36,35 14,15 22,20 Sekwencja kodujaca
223903723 6 PPPIRIS 6,21 x10™* 1,68 54,01 32,24 21,77 5'UTR

cg05364170 7 DENND24  8,8x10% 1,47 67,13 45,62 21,51 Sekwencja kodujaca
cg21127184 4 TRAPPCII  1,07x10* 2,07 41,24 19,88 21,35 5'UTR

cg14868764 11 ARHGAP20 1,07 x10™* 1,61 56,48 35,13 21,35 TSS200
¢g18330031 5 KCNN2 1,95 x10* 1,55 58,78 37,90 20,88 Sekwencja kodujaca
cg05898482 7 XRCC2 2,75x10* 2,41 35,28 14,67 20,61 5'UTR

¢g15613905 5 Mcc 3,41 x10™ 1,40 71,24 50,80 20,44 Sekwencja kodujaca
cgl6140565 3 FHIT 3,44x10* 1,68 50,67 30,23 20,44 Sekwencja kodujaca
cg07761822 4 RBPJ 3,46 x10™* 339 28,99 8,56 20,43 5'UTR
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Krotno$¢ Poziom metylacji DNA u Poziom metylacji DNA Roznica w L. .
TargetID Chromosom  Gen FDRp zZmian dzieci z HMy[%;* u dzieci bez);IMJ [%]* poziomie metylacji Lokalizacja w genie
25726664 7 GLI3 3,5x10% 3,67 28,08 7,66 20,42 TSS1500
cg06498495 4 GPR78 3,67x10% 1,47 63,93 43,54 20,38 Sekwencja kodujaca
cg02154924 15 LOXLI 3,88 x10™* 1,33 82,14 61,80 20,34 Sekwencja kodujaca
cg00956039 6 ANKRD6 4,51 x10™ 1,50 61,03 40,81 20,22 Sekwencja kodujaca
cg05146416 14 OXAIL 4,63 x10* 6,74 23,72 3,52 20,20 TSS200
cg15378253 2 FARP2 53x10™ 4,53 25,79 5,70 20,09 TSS200
cg26278987 4 C4orf50 531 x10™* 1,43 67,16 47,07 20,09 3'UTR
cgl1821302 22 CELSRI 5,58 x10* 1,27 93,40 73,35 20,05 Sekwencja kodujaca
cg08919780 7 CDK13 5,71 x10™ 1,34 79,19 59,16 20,03 Sekwencja kodujaca

FDR - false discovery rate, TSS200 — 0-200 pz powyzej miejsca inicjacji transkrypcji, TSS1500 — 200 - 1500 pz powyzej miejsca inicjacji transkrypcji

*procentowe poziomy metylacji DNA u dzieci z HM i dzieci bez HM sa wartosciami §rednimi
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Tabela 51. Dinukleotydy CpG, ktoérych hipermetylacja moze wptywaé na wyciszenie gendéw u dzieci z HM

Poziom Poziom Roznica Lokalizacja w
TargetID Chromosom Gen FDR p Kr?tnosc met)‘flagjl DNA m(?tyl‘acjl DNAu w o Lokal}zaqa stosunku do Funkcje
zmian u dzieciz HM  dzieci bez HM poziomie Ww genie Wyspy CnG regulatorowe
[Yo]* [Yo]* metylacji yspy &-p

cg24506221 1 GSTMI 7,37x10% 2,37 43,30 18,26 25,04 TSS200 Wyspa Niesklasyfikowany
rodzaj komorki

cg00084271 1 ATPIA4  3,53x10% 144 78,41 54,50 23,92 S'UTR

cg05367846 22 MICAL3  1,64x10% 2,16 42,42 19,63 22,79 TSS200 S Shore Niesklasyfikowany

cgl0978274 1 LCE3C 2,07x10% 1,45 72,75 50,14 22,61 TSS1500

cg23903723 6 PPPIRIS  621x10% 1,68 54,01 32,24 21,77 S'UTR S Shore Zwiazany z
promotorem

cg21127184 4 TRAPPCII 1,07 x10* 2,07 41,24 19,88 21,35 SUTR S Shore Zwiazany z
promotorem

cgl4868764 11 ARHGAP20 1,07 x10* 1,61 56,48 35,13 21,35 TSS200 S Shore Niesklasyfikowany

g05898482 7 XRCC2 2,75x10% 2,41 35,28 14,67 20,61 S'UTR Wyspa CpG ~~ 2Viazany z
promotorem

cg25726664 7 GLI3 3,5x10™ 3,67 28,08 7,66 20,42 TSS1500 Wyspa CpG

cg05146416 14 OXAIL 4,63 x10* 6,74 23,72 3,52 20,20 TSS200 N Shore Zwiazany 2
promotorem

cgl5378253 2 FARP2 53x10™ 4,53 25,79 5,70 20,09 TSS200 Wyspa CpG ~ 2Viazany z
promotorem

FDR - false discovery rate, TSS200 — 0—200 pz powyzej miejsca inicjacji transkrypcji, TSS1500 — 200 - 1500 pz powyzej miejsca inicjacji transkrypcji, Shore

—region do 2 kpz od wyspy CpG, S i N Shore - region do 2 kpz powyzej i ponizej wyspy CpG

*procentowe poziomy metylacji DNA u dzieci z HM i dzieci bez HM sa wartosciami §rednimi
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Pozostate dinukleotydy CpG w regionach okolopromotorowych genéw ATP1A4,
PPPIRIS8, TRAPPCI11, ARHGAP20, XRCC2, GLI3, OXAIL zostaty zidentyfikowane
jako izolowane CpG ze zmienionym poziomem metylacji. Dinukleotydy znajdujace si¢
w poblizu byly zmetylowane u dzieci z HM na poziomie zblizonym do wynikow
uzyskanych u dzieci bez HM lub nie spehliaty przyjetych kryteriow selekcji
(wspotczynnik FDR p <0,00001, brak SNP w dinukleotydzie CpG).

Do analizy nadreprezentacji $ciezek molekularnych/proceséw, wykonanej w
bazie danych ConsensusPathDB-human server wybrano geny, w ktorych zlokalizowane
byly hipermetylowane dinukleotydy CpG o roznicy w poziomie metylacji DNA
wyzszej niz 12% u dzieci z HM w poréwnaniu do dzieci bez HM. Wybrano warto$¢ 12
%, gdyz przy wyzszej warto$ci progu i tym samym mniejszej ilosci badanych genow
nie otrzymano istotnych wynikéw. Analizie poddano 441 gendéw, z ktorych 386
posiadato identyfikatory mapujace. Jako punkt odcigcia na liscie wzbogaconych $ciezek
sygnatowych ustalono warto$¢ p = 0,01, przy udziale w danym szlaku przynajmniej
pigciu z analizowanych gendéw. Dzigki analizie nadreprezentacji hipermetylowanych
genéw wskazano wzbogacone S$ciezki/procesy, ktore sa potencjalnie powiazane z

krétkowzrocznos$cia i/lub okiem (Tabela 52).

Tabela 52. Wzbogacone $ciezki sygnalowe/procesy biochemiczne zwiazane z
krotkowzrocznoscia i/lub okiem, bedace wynikiem analizy nadreprezentacji
hipermetylowanych genéw w S$ciezkach molekularnych w  bazie danych
ConsensusPathDB-human server (punkt odcigcia p = 0,01 przy udziale przynajmniej

pigciu genow z zadanej listy)

Liczb .
Proces 1cz’ A p Geny Zrodlo
genow

ABHD?2, SLC2A44, SLC26A42,
CCNDI, TGFBR3, ALOX5AP,
16 (5,1%)  0,000413 DNAJC7, TXNRDI, JUN, IRS2,
NCOA2, GSTMS5, GSTM1,
SLC39A49, SLC6A415, SLC2414

Meta-$ciezka receptorow
jadrowych

Wikipathwa
ys

MCF2, COL4A46, COL4A2, GPCH4,

Sciezk I
Sciezka sygnatowa 9(73%)  0,000649 COL2A1, RAPIA, COL4A5, RAFI, INOH

Integryny ACAN
- FOX04, CUXI, RAF1, I0GAP]
h 0 > > >
f OrdObZ Z-quzaniz 13 (5,2%)  0,00104 CCNC, FGF2, RAP1A4, TNKS, Reactome
ransdukeja sygnatu UBAS52, RBPJ, IRS2, NCOR2, SHH
Seiosk lowa cGMP ITPRI. ADRAIB, NFATCS3,
PE‘E}Z asyenaiowa CuME- 10(6,1%)  0,00122  PRKCE, RAFI, NPPB, EDNRB, ~ KEGG

PPP3CC, IRS2, ATP1A44
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Liczba

Proces , Geny Zrédlo
genow

Sciezka sygnatowa CCNDI, CCNC, RBPJ, UBAS52,

NOTCH " 867%) 00021 ep Bars mirsac, Ncorz  Reactome
NFATC3, CCNDI, JUN, GP(4,

Sciezka sygnatowa Wnt 9 (6,1%) 0,00225 WNT5A, SKP1, TCF7L2, PPP3CC, KEGG
LRPS5

Scieska sygnalowa CCNDI, ITPRI, JUN, NFATC3,

oksytocyny 9 (5,9%) 0,0027 RAF1, OXT, PPP3CC, CD38, KEGG
MAP2K5

Szlak odpowiedzi na CCNDI, HMGBI, TCF7L2, JUN, ~ Wikipathwa

uszkodzenia DNA (DDR) 7 (6,4%) 0,00533 P73 B)CL6 WN)T5A ’ ’ g5

(zalezny od kinazy ATM) ’ ’

Przekazywanie sygnatu

przez kinazg ogniskowo- 5(8,1%) 0,00672 JUN, CCNDI, ASAPI, RAFI, PID

. RAPIA

adhezyjna
RAFI, TRPCI, DPYSL5, SEMA4C,

Naprowadzanie aksondw 9 (5,1%) 0,00679 NFATC3, SHH, WNT5A, PPP3CC, KEGG
ROBOI1

Sie¢ jadrowego receptora CCNDI, GREBI, NCOA2, JUN,

estrogenowego alfa > (7.8%) 0,00768 NCOR2 PID

Regulacja biatka 5(78%)  0,0768 JUN, CCNDI, RAF1, ELF1, E2F3 PID

retinoblastoma
ITPRI1, ADRAIB, HRHI, EDNRB,

Sciezka sygnalowa wapnia 9 (4,9%) 0,00961 CCKBR, P2RX7, PPP3CC, CD38, KEGG

TNNC2

8.5.2. Wyniki analiz hipometylacji DNA

Na podstawie odczytow analizy calogenomowej metylacji DNA uzyskanych dla

dzieci z HM 1 dzieci bez HM, dokonano selekcji dinukleotydow CpG zlokalizowanych

w rejonie promotorowym lub w obrgbie sekwencji kodujacej genu, ktorych poziom

metylacji byt znacznie nizszy u dzieci z HM w poréwnaniu do dzieci bez HM (p >

0,00001). W wyniku selekcji otrzymano 275 hipometylowanych dinukleotydéw CpG z

ponad 15% rdéznica w poziomie metylacji migdzy dzie¢mi z HM a dzie¢mi bez HM,

wliczajac 53 dinukleotydy z ponad 20% rdéznica. W Tabeli 53 przedstawiono

dinukleotydy CpG z ponad 20% réznica migdzy dzie¢mi z HM a dzie¢mi bez HM.
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Tabela 53. Dinukleotydy CpG z najwyzsza r6znica w poziomie hipometylacji (min. 20% réznicy) u dzieci z HM w odniesieniu do kontroli

Krotno$¢ Poziom metylacji DNA u Poziom metylacji DNA

Réznica w poziomie

TargetID Chromosom Gen FDR p Zmian dzieci z HM [%]* u dzieci bez HM [%]*  metylacji Lokalizacja w genie
cg02054572 4 LINC01088  2,21x107 0,64 52,41 81,48 -29,08 Sekwencja kodujaca
cgl7651890 8 RIMS? 1,02x10% 0,63 46,37 73,83 -27,46 Sekwencja kodujaca
cgl5349655 5 EPB41L44  995x10% 0,68 58,98 86,40 27,42 Sekwencja kodujaca
cg09701422 14 ADAM20  747x10% 0,70 62,63 89,47 26,83 TSS1500

cg27494055 5 PCDHAIO  526x10% 0,54 30,58 56,71 26,13 TSS1500

cgl0162971 2 GRHLI 519x10% 0,64 46,36 72,46 26,10 Sekwencja kodujaca
cgl8093771 10 ADARB2 4,82 x10% 0,69 57,92 83,87 25,95 Sekwencja kodujaca
cg06281409 5 FBXO038 4,58 x10 0,71 62,61 88,46 25,85 Sekwencja kodujaca
cgl3953630 4 OCIADI 4,47 x10% 0,67 52,96 78,76 25,80 Sekwencja kodujaca
cg26700469 16 WWOX 421x10% 0,69 56,06 81,74 25,68 Sekwencja kodujaca
cg26069044 11 NRGN 3,97 x10% 0,67 50,90 76,46 25,56 Sekwencja kodujaca
cg25543264 7 COBL 3,57x10% 0,60 37,26 62,61 25,35 Sekwencja kodujaca
cg19976037 17 CCDC57 3,30x10% 0,65 47,61 72,81 25,20 Sekwencja kodujaca
cg15049439 19 INSR 2,94 x10% 0,68 54,14 79,10 24,97 Sekwencja kodujaca
cg02766704 7 CTTNBP2 2,57x10% 0,67 49,71 74,41 -24.70 Sekwencja kodujaca
cg25010006 8 PAGI 2,42x10% 0,72 61,72 86,30 24,58 TSS1500

cgl8731202 2 TGFA 221x10% 0,66 48,32 72,72 24,41 Sekwencja kodujaca
cgl4197110 4 CEP44 1,94x10% 0,72 62,06 86,21 24,15 3'UTR

cg24017056 15 ZFANDG 1,72x10% 0,71 58,97 82,89 23,92 5'UTR

cgl3432799 5 SNX2 1,69 x10% 0,73 65,32 89,20 23,88 Sekwencja kodujaca
cg23836814 11 AGBL?2 1,33x10% 0,66 44,71 68,12 23,42 3'UTR

cg02137496 11 DLG2 1,30x10%* 0,72 60,92 84,30 23,37 Sekwencja kodujaca
cg07736012 3 MEDI2L 1,27x10% 0,74 67,67 90,99 23,33 Sekwencja kodujaca
cg08913233 10 VTI1A 1,10x10% 0,75 67,63 90,68 23,05 Sekwencja kodujaca
cg27078890 11 ETSI 1,06 x10% 0,74 64,87 87,87 22,99 TSS200

cgl0025778 7 CCDCI46 9,61 x10% 0,73 62,85 85,65 22,80 Sekwencja kodujaca
cgl5039162 13 ABHDI3 9,49x10% 0,73 61,76 84,54 22,78 5'UTR
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Krotno$¢ Poziom metylacji DNA u Poziom metylacji DNA

Réznica w poziomie

TargetID Chromosom Gen FDR p Zmian dzieci z HM [%]* u dzieci bez HM [%]*  metylacji Lokalizacja w genie
cgl9518093 8 SBSPON 8,99 x10% 0,75 67,27 89,95 22,67 TSS1500

cg21494160 18 PTPRM 7,78 x10%° 0,75 66,17 88,57 -22.40 Sekwencja kodujaca
cg21610839 3 UBE2EI 6,90 x10% 0,66 43,05 65,23 22,17 Sekwencja kodujaca
cg27374674 17 GAS7 6,84 x10% 0,72 55,99 78,15 22,16 Sekwencja kodujaca
cg27262015 4 SORBS?2 6,53 x10% 0,74 63,95 86,02 22,07 TSS200

cgl2836825 3 LMOD3 4,92x10% 0,75 65,25 86,79 21,54 TSS1500

cg24562221 1 CACYBP 4,78 x10% 0,73 59,08 80,57 21,48 Sekwencja kodujaca
cgl5357273 3 CCDC50 4,73x10% 0,74 62,26 83,73 21,47 Sekwencja kodujaca
cg25885356 21 RUNXI 4,47x10% 0,71 51,60 72,96 21,36 Sekwencja kodujaca
cg11683966 1 SLC2543P1 441x10% 0,70 49,48 70,81 21,34 TSS200

cg18556587 2 TANCI 4,05x10% 0,72 53,38 74,55 21,18 5'UTR

cg21047322 6 AKAPI2 3,86x10% 0,70 49,04 70,13 21,09 Sekwencja kodujaca
226393261 6 ATXNI 3,82x10% 0,67 4326 64,33 21,07 5'UTR

cgl5144397 3 SPATAI6  3,76x10% 0,74 59,73 80,77 21,04 Sekwencja kodujaca
cgl1755269 21 CRYZLI 3,74x10% 0,75 64,54 85,57 21,03 Sekwencja kodujaca
cg00571519 7 SRPK?2 3,65x10% 0,75 63,91 84,90 -20,99 Sekwencja kodujaca
cg06965941 X SH3KBPI ~ 325x10% 0,72 54,19 74,96 20,77 Sekwencja kodujaca
cg21685655 7 PON2 3,14x10% 0,77 68,36 89,06 20,71 3'UTR

cg09925682 19 NFIC 3,07x10% 0,74 58,31 78,98 20,67 Sekwencja kodujaca
cg19032370 1 EVI5 3,05x10% 0,76 64,63 85,28 20,65 Sekwencja kodujaca
cg21537492 8 SNTBI 3,00x10% 0,77 70,39 91,02 20,63 Sekwencja kodujaca
cgl4540736 18 ZNF516 2,71x10% 0,71 50,78 71,21 20,44 Sekwencja kodujaca
cg07418777 10 CCDC3 2,61 x10% 0,73 54,25 74,62 20,37 Sekwencja kodujaca
¢g05939089 14 ARMH4 2,32x10% 0,73 55,23 75,39 20,16 Sekwencja kodujaca
cg05740739 2 ORG6B3 225x10% 0,74 55,92 76,02 20,10 TSS1500

cgl7721001 8 UBR5 2,14x10% 0,73 54,66 74,67 20,01 Sekwencja kodujaca

FDR - false discovery rate, TSS200 — 0-200 pz powyzej miejsca inicjacji transkrypcji, TSS1500 — 200 - 1500 pz powyzej miejsca inicjacji transkrypcji

*procentowe poziomy metylacji u dzieci z HM i dzieci bez HM sa warto$ciami srednimi
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Z dinukleotydow CpG z najwyzsza roznica w poziomie hipometylacji (min. 20%
réznicy) wybrano dinukleotydy zlokalizowane w regionach okolopromotorowych
genow (5’UTR, TSS200 lub TSS1500), ktérych hipometylacja moze wplywaé na
nadekspresje tych genow (Tabela 54). Dinukleotyd CpG zlokalizowany w rejonie
5°UTR ABHDI3 jest takze powiazany z promotorem tego genu. Zaden z
przedstawionych w tabeli dinukleotydow CpG nie jest zlokalizowany w wyspie CpG,
natomiast kilka z nich jest usytuowanych w S Shore lub N Shore, czyli regionach do 2
kpz powyzej lub ponizej wyspy CpG.

W obrgbie regionu okotopromotorowego genu SORBS2, TANCI, ATXNI i
ADAM?20 zidentyfikowano takze inne dinukleotydy CpG o obnizonym poziomie
metylacji 0 6,09 — 7,29% (PAGI), 5,74 — 13,02% (SORBS?2), 5,84 — 8,84% (TANCI) i
5,00 — 10,79% (ATXNI), 5,07% (ADAM20), 5,24% (SLC2543P1) u dzieci z HM w
porownaniu do dzieci bez HM.

W regionie okolopromotorowym genu PCDHAI10, PAGI1, ABHD13 i SBSPON
poza dinukleotydami CpG o obnizonym poziomie metylacji wykryto takze
dinukleotydy CpG o podwyzszonym poziomie metylacji o 7,17% (PCDHA10), 7,07%
(PAGI)113,63% (SBSPON) u dzieci z HM w odniesieniu do dzieci bez HM. Pozostale
dinukleotydy CpG w regionach okotopromotorowych genéw ZFANDG, ETSI, LMOD3,
OR6B3 zostaly zidentyfikowane jako izolowane CpG ze zmienionym poziomem
metylacji. Poziom metylacji dinukleotydow CpG znajdujacych si¢ w poblizu byl na
zblizonym poziomie u dzieci z HM 1 dzieci bez HM (<5% zmiany poziomu metylacji,
brak istotnosci) lub dinukleotydy nie spetniaty przyjetych kryteriow selekcji.

Geny, w ktérych zlokalizowane byly hipometylowane dinukleotydy CpG z
réznica w poziomie metylacji DNA migdzy dzie¢mi z HM a kontrolami wyzsza niz
14%, wlaczono do analizy nadreprezentacji $ciezek w bazie danych ConsensusPathDB-
human server. Wybrano warto$¢ 14 %, gdyz przy wyzszej wartosci progu badano zbyt
niewiele gendéw do otrzymania istotnych wynikéw analizy. Tym samym liczba
analizowanych hipometylowanych gendéw byla zblizona do ilo$ci hipermetylowanych
gendw poddanych analizie. Analizowano 406 gendéw, z ktérych to 370 posiadato
identyfikatory mapujace. Jako punkt odcigcia dla listy wzbogaconych $ciezek ustalono
warto$¢ p = 0,01 przy udziale w danym szlaku przynajmniej pigciu z analizowanych
gendw. Dzigki analizie wskazano nadreprezentacj¢ genow w kilku $ciezkach/procesach,

ktore sa potencjalnie powiazane z krotkowzrocznos$cia i/lub okiem (Tabela 55).
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Tabela 54. Hipometylowane dinukleotydy CpG potencjalnie wptywajace na nadekspresje genéw u dzieci z HM

Krotnosé Poziom . Poziom m.ety.lacji R(')i.nicz‘l w Lokalizacja Lokalizacja w Funkcje
TargetID Chromosom Gen FDR p Zmian mefty!acjl DNA u DNA u dzieci bez poziomie genie stosunku do regulatorowe
dzieci z HM [%] HM [%] metylacji wyspy CpG
cg09701422 14 ADAM20  7.47x10%° 0,70 62,63 89,47 -26,83 TSS1500
cg27494055 5 PCDHAI0  526x107* 0,54 30,58 56,71 -26,13 TSS1500 N Shore
cg25010006 8 PAGI 2,42x10% 0,72 61,72 86,30 -24,58 TSS1500 S Shore
cg24017056 15 ZFANDG6 1,72 x10% 0,71 58,97 82,89 -23,92 S'UTR
cg27078890 11 ETS1 1,06 x10%* 0,74 64,87 87,87 -22,99 TSS200
cgl5039162 13 ABHDI3  9,49x10% 0,73 61,76 84,54 22,78 SUTR S Shore rz)rvgﬁf)?gfefn
cgl9518093 8 SBSPON 8,99 x10% 0,75 67,27 89,95 -22,67 TSS1500 S Shore
cg27262015 4 SORBS?2 6,53 x10% 0,74 63,95 86,02 -22,07 TSS200
cgl12836825 3 LMOD3 4,92x10% 0,75 65,25 86,79 -21,54 TSS1500
cgl1683966 1 SLC2543P1 4,41x10% 0,70 49,48 70,81 -21,34 TSS200 S Shore
cgl18556587 2 TANCI 4,05x10% 0,72 53,38 74,55 -21,18 S'UTR
€g26393261 6 ATXNI 3,82x107% 0,67 43,26 64,33 -21,07 5'UTR
cg05740739 2 ORO6B3 2,25x107% 0,74 55,92 76,02 -20,10 TSS1500

FDR - false discovery rate, HM — wysoka krotkowzrocznos$¢, TSS200 — 0-200 pz powyzej miejsca inicjacji transkrypcji, TSS1500 — 200 - 1500 pz powyzej

miejsca inicjacji transkrypcji, Shore — region do 2 kpz od wyspy CpG, S i N Shore - region do 2 kpz powyzej 1 ponizej wyspy CpG

*procentowe poziomy metylacji DNA u dzieci z HM i dzieci bez HM sa warto$ciami $rednimi
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Tabela 55. Wzbogacone $ciezki sygnalowe/procesy biochemiczne zwiazane z
krotkowzrocznoscia  i/lub  okiem otrzymane w  analizie nadreprezentacji
hipometylowanych genéw w  S$ciezkach molekularnych w  bazie danych
ConsensusPathDB-human server (p = 0,01 przy udziale przynajmniej pigciu gendéw z

zadanej w analizie listy)

Proces Liczba p Geny Zrédlo

genow
UGTIA4, UGTIA3, UGTIAI

8(29,6%)  1,47x10"™  UGTIAS, UGTIA7, UGTIA6,  KEGG
UGTIAS5, UGTIAY

Metabolizm askorbinianu i
kwasu aldarowego

UGTI144, CYP27C1, UGTIAIO,
UGTIAS8, UGTIA7, UGTIA6,
UGTI145, DHRS4L2, UGTIA9,
UGTIA3

Metabolizm retinolu 10 (14,9%) 2,65 x10" KEGG

UGTI144, UGTIA3, UGTIA6,

Biosynteza hormon6w 9(15,0%)  1,02x10% UGTIA10, UGTIA9, UGTIAS, KEGG

steroidowych UGTIA7, UGTIAS5, COMT

Sciezka kwasu o 06 UGTIA4, UGTIA3, UGTIAILO,
walproinowego 6@8.6%)  18xI0" yGrias UGTIAG, UGTIA9 ~ PhermGKB
Sciezka metabolizmu o 06 UGTIA4, UGTI1A3, UGTIA9Y,

estrogenéw 5(33,3%)  4,42x10 UGTIAS, COMT PharmGKB

UGTI1A44, UGTIAIO, UGTIAS,
9(11,4%)  1,06x10%°  UGTIA7, UGTIA6, UGTIA5, KEGG
UGTIAY, UGTIA3, DPYD

Metabolizm lekéw — inne
enzymy

UGTI144, UGTIAI10, UGTIAS,
UGTI147, UGTI1A6, UGTIAS,
UGTIA9, UGTIA3, COMT,
N6AMTI

Faza II — koniugacja

0 -05
zwiazkow chemicznych 10 (8,9%) 3,01 x10

Reactome

UGTI144, UGTIAI10, UGTIAS,

Metabolizm Iekow przy ¢ 1} 400y 323410%  UGTIA7 UGTIAG, UGTIAS,  KEGG

udziale cytochromu P450 UGTIA9, UGTIA3

Metabolizm UGT144, UGT1A10, UGT1AS,
ksenobiotykow — przy 8 (10.8%) 4,85x10"°  UGTIA7, UGTIA6, UGTIAS, KEGG
udziale cytochromu P450 UGTIA9, UGTIA3

UGTI144, UGTIA10, UGTIAS,
UGTIA47, UGTIA6, UGTIAS,
UGTI149, UGTIA3, COMT,
N6AMTI, CYP27C1, PAOX

Utlenianie biologiczne 12 (5,3%) 0,000728 Reactome

UGTIA4, UGTIAIO,
7 (8,0%) 0,000896 UGTIA7, UGTIA6, UGTIAS, EHMN
UGTIA49, UGTIA43

Biosynteza i metabolizm
estrogendéw i androgendow

UGTI144, UGTIAILO,
Metasciezka UGTI1A47, UGTIA6, UGTIAS,

, .

biotransformaci faza 13 11 10 (>4%0) 000182 y0r 49 UGTIA3, ComT, Wikipathways
CYP27C1, CYP27Al

Sciezka sygnatowa 6 (7.7%) 0.00262 INSR, PPP2R2B, AKT3, INOH

insuliny PRKAG2, EIF4G3, FKBPIA

UGTI144, UGTIAIL0,
Metabolizm tyrozyny 7 (6,5%) 0,00313 UGTIA47, UGTI1A6, UGTIAS, EHMN
UGTIA49, UGTIA3

) UGTI144, UGTIA7, UGTI1A6,
Sciezka NRF2 8 (5,6%) 0,00386 UGTIA9, UGTIA3, ABCCS, Wikipathways
TGFA, SLC39414

Regulacja transportu i
absorpcji IGF przez biatka 7 (5,6%) 0,00725
wigzace IGF (IGFBPs)

TNC, PCSK9, CP, FBNI,

STC2, IGFBPI, ALB Reactome
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Powyzsze analizy hiper- 1 hipometylowanych dinukleotydow CpG wykonywano
niezaleznie od analiz Vishweswaraiah 1 wsp. Wyniki calogenomowej metylacji DNA
analizowano z zastosowaniem kilku kryteriow selekcji  dinukleotydow CpG
pokrywajacych si¢ z kryteriami stosowanymi przez Vishweswaraiah 1 wsp.
(wspotczynnik FDR p <0,00001, brak SNP w dinukleotydzie CpG oraz obecnos¢
dinukleotydu w rejonie promotorowym lub sekwencji kodujacej genu) [123], jednak
pozostate kryteria réznity si¢ migdzy soba. Vishweswaraiah 1 wsp. analizowali
wytacznie dinukleotydy CpG z przynajmniej dwukrotnie wigksza zmiana poziomu
metylacji u dzieci z HM w poréwnaniu do kontroli, tym samym ograniczano si¢
wylacznie do analizy hipermetylacji. Jednoczes$nie nie uwzgledniano wielkosci rdéznicy
w poziomie metylacji. Wykluczano takze dinukleotydy CpG, w sasiedztwie ktorych w
odlegtosci do 10 pz wystgpowaty SNP. Punktem odcigcia byla rowniez warto$¢ pola
powierzchni (ang. area under the curve, AUC) pod krzywa charakterystyczno-
operacyjna odbiornika (ang. receiver operating characteristicc ROC) réwna badz
wyzsza niz 0,75. Krzywe ROC ilustruja jako$¢ klasyfikacji poprzez zaleznos¢
wskaznikow TPR (ang. true positive rate) 1 FPR (ang. false positive rate). Natomiast,
warto$¢ AUC odnosi si¢ do analogicznego pola dla modelu idealnego. Parametr AUC
pozwala oceni¢ jakie jest prawdopodobienstwo, ze badany model predykcyjny, losowy
element klasy pozytywnej oceni wyzej od losowego elementu klasy negatywne;.
Pozadane jest uzyskanie jak najwyzszej warto$ci tego wskaznika, gdyz wartos¢ 1,0
wskazuje na klasyfikator idealny, wartos¢ 0,5 na klasyfikator losowy, a warto$¢ ponizej

0,5 na klasyfikator nieprawidtowy [135].
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9. DYSKUSJA

Badanie przyczyn powstawania wysokiej krotkowzrocznos$ci jest utrudnione z
powodu wieloczynnikowej etiologii tej choroby tj. rownoczesnego udzialu czynnikow
srodowiskowych 1 ztozonego podtoza genetycznego. Dotychczas zidentyfikowano wiele
loci, gendw kandydatow 1 wariantow sekwencji u pacjentow z HM, jednak byty one
charakterystyczne tylko dla poszczegdlnych populacji i/lub konkretnych rodzin.
Wczesniejsze badania, w ktorych zidentyfikowano trzy nowe loci HM: 7p22.1-7p21.1,
Tp12.3—7p11.2 1 12p12.3—12p12.1 [49] oraz wykazano brak zalezno$ci pomiedzy SNPs
156214, rs10860860 i 152946834 w obrgbie genu /GFI powiazanych z HM w populacji
kaukaskiej [69], a fenotypem HM w 42 rodzinach polskich [104], dostarczyty zaledwie
kilku informacji na temat uwarunkowan genetycznych HM w Polsce.

Celem niniejszej pracy doktorskiej, prowadzonej w ramach kontynuacji badan
nad HM, byta identyfikacja kolejnych czynnikow genetycznych i epigenetycznych
zaangazowanych w etiologie HM u polskich pacjentow. Niekompletna wiedza na temat
genetycznych i epigenetycznych przyczyn powstawania HM w populacji polskiej, jak i

na §wiecie byly uzasadnieniem podjecia powyzszego tematu.

Zaleinosci miedzy parametrami okulistycznymi a wysokq krotkowzrocznosciq u

polskich pacjentow

Aby odpowiedzie¢ na pytanie jakie dane kliniczne okulistyczne pacjentow z
wysoka krotkowzrocznos$cia koreluja ze soba, badania wykonywane w ramach realizacji
rozprawy doktorskiej rozpoczeto od opracowania danych klinicznych pozyskanych od
cztonkéw polskich rodzin z dziedziczna HM.

W grupie pacjentéw z HM, wspotistniejace choroby oczu, takie jak przymglenie
w zrgbie rogoéwki, zaéma, zmgtnienie soczewki, zmiany w ciele szklistym,
zwyrodnienia siatkowki, retinopatia barwnikowa, makulopatia, zaniki siatkéwkowo-
naczyniowkowe, krotkowzroczne zaniki okototarczowe, jaskra 1 garbiak tylny
wystgpowaty znaczaco czg¢sciej niz w podgrupach cztonkow rodzin bez HM i cztonkow
rodzin o nieoznaczonym statusie choroby. Uzyskane wyniki zgodne sa z danymi
literaturowymi, w ktérych wskazuje si¢ na podwyzszone ryzyko wystgpowania choréb
wspottowarzyszacych u pacjentoéw z HM [4,6,136].

Srednia wielko$¢ wady sferycznej u pacjentow z HM wynosita -9,06 D (-0,25 — -
20,75 D) dla oka prawego 1 -9,12 D (-4,25 — -21,00 D) dla oka lewego. Wartos¢ -0,25 D

100



zostala zmierzona u pacjenta po operacji zaémy w jednym oku, przed ktéra miat
znacznie wigksza wadg wzroku. Przyjetym kryterium wlaczenia pacjentow do grupy z
HM byta wielkos¢ wady wigksza niz -6,0 D w jednym i -5,0 D w drugim oku. Obecnie
w badaniach na catym §wiecie przyjmowane sa rézne kryteria diagnozowania HM. W
niektorych przypadkach za HM uznawano wadg wigksza niz -5,0 D, natomiast w innych
dopiero wielkos¢ wady przekraczajaca -8,0 D klasyfikowana byta jako HM [13]. Brak
ogolnie przyjetej definicji HM moze prowadzi¢ do rozbieznosci wynikéw pomigdzy
badaniami, ale nadal dyskutuje sig¢, ktéra definicja jest prawidtowa [137,138].
Organizacje takie jak American Academy of Ophthalmology, American Optometric
Association Tub American Association for Pediatric Ophthalmology and Strabismus
definiuja wysoka krotkowzroczno$¢ jako wade powyzej — 6.0 D [2].

Wartosci dtugosci osiowej gatki ocznej u pacjentow z HM miedcity si¢ w
przedziale 23,39 — 31,58 mm, co wskazuje na wydluzenie gatek ocznych w tej grupie w
porownaniu do osob zakwalifikowanych do grupy bez HM (dlugo$¢ osiowa gatki
ocznej w przedziale 21,15 — 25,58 mm) i grupy cztonkdéw rodzin o nieoznaczonym
statusie choroby (dlugo$¢ osiowa gatki ocznej w przedziale 21,53 — 25,12 mm).
Stwierdzono wysoka korelacje pomigdzy dlugoscia osiowa galki ocznej a wielkos$cia
wady sferycznej, co potwierdza zwiazek migdzy wada refrakcji a wydluzaniem gatki
0czZne;j.

Srednie ci$nienie wewnatrzgatkowe dla oka prawego i lewego oszacowano na
16,26 mmHg u pacjentow z HM, 15,60 mmHg u cztonkoéw rodzin bez HM 1 15,57
mmHg u czlonkdéw rodzin o nieoznaczonym statusie choroby. Analiza statystyczna
wykazala, Ze ci$nienie wewnatrzgatkowe jest wyzsze u os6b z HM niz u oséb bez HM
w badanych 20 rodzinach polskich, jednak wielko$¢ wady sferycznej byla stabo
skorelowana z ci$nieniem wewnatrzgatkowym. Joseph 1 wsp. wykazali korelacjg
migdzy ci$nieniem wewnatrzgatkowym a HM oraz krotkowzroczno$cia srednig [139].
Natomiast Lee 1 wsp. zaprzeczaja asocjacji cis$nienia wewnatrzgatkowego 1 wady
refrakcji, krotkowzrocznosci czy HM [140]. Ponadto HM 1 wysokie cis$nienie
wewnatrzgatkowe stanowia ryzyko wystapienia jaskry u badanych pacjentow [141].

W przypadku promienia krzywizny rogoéwki 1 mocy lamiacej rogéwki nie
wykazano istotnych réznic miedzy badanymi grupami, a zalezno$¢ migdzy wada
sferyczna a promieniem krzywizny rogowki nie osiagngla istotno$ci statystyczne;.
Czg$¢ danych literaturowych wskazuje na brak zalezno$ci migdzy promieniem

krzywizny rogéwki a krotkowzroczno$cia [142,143]. Natomiast w innych wykazano
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zalezno§¢ migdzy dluzszym promieniem krzywizny rogéwki a rzadszym
wystgpowaniem HM oraz dluzszymi gatkami ocznymi [144].

Srednia wieku w grupie pacjentow z HM (38 lat) byta zblizona do $redniej
wieku w grupie cztonkow rodzin bez HM (42 lata). Korelacja parametréw
okulistycznych wraz z rosnacym wiekiem u tacznie wszystkich oséb badanych, bez
podziatu na grupy, osiagneta istotno$¢ statystyczna. Najwyzsze wartosci wspotczynnika
korelacji z wiekiem zaobserwowano dla wady sferycznej, ekwiwalentu sferycznego,
dtugosci osiowej gatki ocznej 1 promienia krzywizny rogowki. Nie wszystkie zaleznosci
parametréw okulistycznych z wiekiem z uwzglednieniem podziatu badanych na grupy
osiagnety istotnos¢ statystyczna, co moze byé spowodowane zbyt matla liczebno$cia
poréwnywanych grup. Wyniki uzyskane dla wszystkich badanych osob tacznie, bez
podziatu na grupy, sa bardziej wiarygodne oraz lepiej obrazuja zalezno$¢ parametrow
okulistycznych z wiekiem. Wedlug danych literaturowych wraz z wiekiem ro$nie
wielko$¢ wady sferycznej [145,146]. Wedlug Hyman i wsp. wiek jest asocjowany z
wydhuzaniem galek ocznych [145], natomiast Richdale i wsp. wnioskuja o braku tego
powiazania [147].

Podsumowujac podrozdziat, potwierdzono zwiazek wady sferycznej i dtugosci
osiowej gatki ocznej, wyzsze ci$nienie wewnatrzgatkowe u pacjentdéw z HM niz u oséb
bez HM oraz staba korelacje¢ migdzy cisnieniem wewnatrzgatkowym a wielko$cia wady
sferycznej. Wykazano silna zalezno$¢ miedzy wiekiem a wada sferyczna,
ekwiwalentem sferycznym, dlugoscia osiowa gatki ocznej 1 promieniem krzywizny

rogowki.

Warianty sekwencji segregujqce z wysokq krotkowzrocznosciq w badanych rodzinach

polskich

W celu sprawdzenia czy w rodzinach polskich dziedziczenie wysokiej
krétkowzrocznosci jest powiazane z wystgpowaniem wariantow sekwencji w czesci
kodujacej genomu wykonano ES DNA cztonkéw polskich rodzin, ktore byto pierwsza
taka analiza przeprowadzona w rodzinach polskich z dziedziczng HM. Z wynikéw ES
wybrano warianty sekwencji do weryfikacji sekwencjonowaniem metoda Sangera i
analiza segregacji. Wsrdd tych wariantow jedynie warianty c.1642G>C w FLRT3 1
¢.938C>T w SLC35E2B segregowaty z fenotypem HM w rodzinie HM-78, co sugeruje,

ze dane warianty moga potencjalnie warunkowa¢ fenotyp HM w rodzinie HM-78. W
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ramach realizacji pracy doktorskiej sprawdzono segregacj¢ obu wariantow z fenotypem
HM w innych 35 polskich rodzinach. Nie zidentyfikowano wariantéw w genach
SLC39A45 1 FLRT3 w poddanych badaniu rodzinach, co wskazuje na warunkowanie HM
w tych rodzinach przez inne warianty i1 ztozono$¢ podtoza genetycznego tego
schorzenia.

Gen SLC35E2B (ang. solute carrier family 35 member E2B) koduje biatko E3B
z 35 rodziny biatek transportowych substancji rozpuszczonych. Gen zlokalizowany jest
w chromosomie 1 w lokalizacji 1p36.33 w bardzo bliskiej odleglosci od locus
krétkowzroczno$ci MYP14 [148]. Wedhug baz danych GeneCards i The Human Protein
Atlas SLC35E2B ulega ekspresji w siatkdwce, sercu, skorze, jadrach i1 nerkach.
Substytucja ¢.938C>T w eksonie 8 genu SLC35E2B prowadzi do zmiany aminokwasu
w pozycji 313 z wysoko zakonserwowanej treoniny na metioning. Wariant jest rzadki,
potencjalnie patogenny i raportowany w bazie dbSNP jako rs778277949. Na podstawie
danych mozna sugerowac¢ powiazanie identyfikowanego wariantu sekwencji z HM w
rodzinie HM-78. Warto nadmieni¢, Zze warianty innego genu kodujacego biatko A5 z 39
rodziny bialek transportowych substancji rozpuszczonych, SLC3945, byty asocjowane z
autosomalna dominujaca HM w populacji chinskiej [72,73,95]. SLC3945 jest
zlokalizowany w locus krétkowzrocznosci MYP24.

Gen FLRT3 (ang. fibronectin leucine rich transmembrane protein) jest
zlokalizowany w chromosomie 20 w pozycji 20p12.1. i koduje bogate w fibronektyng 1
leucyng¢ biatko transbtonowe. Warianty genu warunkuja wystapienie hipogonadyzmu
hipogonadotropowego 21 (OMIM:615271), ale u zadnego z cztonkéw rodziny HM-78
nie zdiagnozowano tej choroby. FLRT3 ulega ekspresji w wielu tkankach, m. in. w
ptucach, nerkach, kosciach, watrobie, sercu i tozysku [149]. Firt3 ulega takze ekspresji
u myszy w embrionalnych tkankach, z ktérych rozwija si¢ warstwa nerwowa siatkdwki
oraz nabtonek powieki [150]. Funkcja biatka nie jest znana, jednak na podstawie jego
struktury sugeruje si¢, ze FLRT3 moze dziata¢ niezaleznie od komorki jako komdrkowa
czasteczka adhezyjna lub jako receptor sygnatowy [149,151-154]. Prawdopodobne jest,
ze jako receptor membranowy, znajdujacy si¢ na powierzchni komorki, FLRT3 bierze
udziat w rozwoju uktadu nerwowego 1 regeneracji obwodowego uktadu nerwowego po
uszkodzeniach nerwow [155]. Badania wykazaly, Zze inhibicja ekspresji FLRT3 moze
hamowac¢ $ciezke sygnalowa FGF [151,156]. Substytucja c.1642G>C prowadzi do
zmiany aminokwasu w pozycji 548 z wysoko zakonserwowanej waliny na leucyng.

Zidentyfikowana zmiana jest rzadka, potencjalnie patogenna i nie jest raportowana w
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bazie dbSNP. Wariant ¢.1642G>C moze mie¢ potencjalne znaczenie w warunkowaniu
HM w rodzinie HM-78.

W ramach niniejszej rozprawy doktorskiej przeprowadzono ponowna analize
wynikow ES z zastosowaniem zmodyfikowanych kryteriow filtrowania, co umozliwito
wybranie dodatkowych wariantow sekwencji do weryfikacji. Zastosowanie kombinacji
metod ES, sekwencjonowania Sangera i analizy segregacji pozwolito na zawgzenie listy
wariantow potencjalnie powiazanych z HM. Segregacj¢ wariantu z fenotypem HM
wykazano tylko w rodzinie HM-77 dla wariantu ¢.3704G>A w genie ABCC6. Gen
ABCC6 (ang. ATP binding casette subfamily C member 6) koduje biatko 6 z podrodziny
C biatek wiazacych ATP, czyli rodziny transporteréw ABC. Gen jest zlokalizowany w
chromosomie 16 w pozycji 16p13.1 1 ulega ekspresji gtownie w nerkach i watrobie.
Mutacje ABCC6  warunkuja  chorobg pseudoxanthoma elasticum (PXE)
charakteryzujaca si¢ zwapnieniem elastycznych tkanek w organizmie i ich fragmentacja
[157]. Hesse i wsp. wykazali zalezno§¢ migdzy mutacjami tego genu a objawami PXE
w oku, tj. smugami naczyniopodobnymi w btonie Brusch’a oraz peau d’arange, czyli
dotkami w btonie Brusch’a [158]. Substytucja w eksonie 26 ¢.3704G>A prowadzi do
zmiany z wysoko zakonserwowanej argininy na glutaming i jest potencjalnie patogenna.
Wariant sekwencji jest raportowany w dbSNP jako rs138700741. Wariantu w genie
ABCC6 nie zidentyfikowano w pozostatych 35 polskich rodzinach. Udzial omawianych
wariantéw sekwencji w warunkowaniu HM w rodzinach HM-78 1 HM-77 wymaga
poparcia badaniami funkcjonalnymi.

Za pomoca techniki ES identyfikowanych jest wiele wariantéw sekwencji dla
krotkowzrocznosci i HM, jednak uzyskane wyniki bardzo rzadko sa replikowane w
niezaleznych badaniach eksperymentalnych, prowadzonych w innych niz oryginalne
grupach pacjentow czy populacjach. W badaniach prowadzonych wsrdd pacjentow i
rodzin chinskich z HM identyfikowano warianty sekwencji w genach SLC39A435,
LEPRELI (P3H2), P4HA2, ARR3, PRIMPOL (CCDCI11), ADAMTSI1S, CSMDI,
RPGR, SLC3945, ABCA4, CEP290, HSPG2, PCDHIS5, SAG, SEMA4A4, USH2A,
LRPAPI, ZNF644, SCO2 i LOXL3, TNFRSF21] jako powiazane z fenotypem HM
[57,72,78,79,82,88,95,159—-161]. U pacjentow z HM identyfikowano takze warianty w
genach: COL2A1, COLI11Al, PRPH2, FBNI, GNATI, OPAl, PAX2, GUCY2D,
TSPANI12, CACNAIF, RPGR, GRM6, CACNAIF, FAMI61A4, wedlug bazy danych
Retinal Information Network odpowiedzialnych za dystrofie siatkowki i zespoly

ogolnoustrojowe, ktorych jednym z objawow jest HM [91,92,122]. W kaukaskiej
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rodzinie z HM wykryto takze inny wariant w P4HA2, a warianty w RBP3 w dwoch
rodzinach z HM o nieznanym pochodzeniu etnicznym [81,162].

Wyniki ES analizowane w rozprawie doktorskiej zostaty porownane z wynikami
ES dostgpnymi w danych literaturowych. W genach RBP3, OPNILW, ARR3, FBNI,
GNATI, CACNAIF, CSMDI, ADAMTSIS, ABCA4, HSPG2 i USH24
[57,78,92,122,162], zidentyfikowano warianty, jednak z powodu niespetnienia
ustalonych kryteriow (obecno$¢ wariantu u osoby z HM 1 jego brak u osoby bez HM;
wysoki stopien zakonserwowania aminokwasu; czesto$¢ rzadszego allelu nizsza niz
0,001 w bazach danych; patogenno$¢ wariantu) nie zostalty wybrane do weryfikacji.
Pozostate warianty sekwencji w genach identyfikowanych przez ES w doniesieniach
literaturowych (LEPRELI, PRIMPOL, LRPAPI, ZNF644, SLC3945, SCO2, P4HA2,
LOXL3, COL2A41, COLI11AI, PRPH2, OPAIl, PAX2, GUCY2D, TSPANI12, RPGR,
CEP290, PCDH15, SAG, SEMA4A, and TNFRSF21) [72,78,79,81,82,88,92,95,159,161]
nie zostaty wykryte przez ES.

Nie wykryto takze wariantéw w pozostatych znanych genach kandydatach dla
krotkowzrocznosci 1 HM przedstawionych w Tabeli 3, w tym w IGF1, co potwierdza
wyniki Rydzanicz i wsp. [104]. Z tych genow wykryto jedynie warianty w TGFBI1, ale
ich czgstos$¢ wystgpowania w populacji byta zbyt wysoka, by zostaty poddane analizie.
Nie zidentyfikowano takze wariantow w zadnym z gendéw powiazanych z centralng
gruboscia rogowki i chorobami oka, w tym COLIAI [163], COLIA2 [163], COL8A2
[164], FNDC3B [165], ZNF469 [166-171], FOXOI [168], PRDMS5 [165], COL5A1
[166,167,169,172,173], COL542 [172], ktore byly przedmiotem dyskusji w pracy
przegladowej autora niniejszej rozprawy doktorskiej [174].

Podsumowujac dyskusje wynikow weryfikacji sekwencjonowania eksomowego,
wariant ¢.3704G>A w genie ABCC6, oraz warianty ¢.1642G>C w FLRT3 1¢.938C>T w
SLC35E2B, rozpoznane odpowiednio w rodzinie HM-77 oraz w rodzinie HM-78,

potencjalnie warunkuja fenotyp HM w tych rodzinach.

Warianty sekwencji a dtugosé¢ osiowa gatki ocznej, cisnienie wewngqtrzgatkowe oraz

krzywizna rogowki w HM

Badania nad AL, IOP i CC w polskich rodzinach byty rozszerzeniem tematu
identyfikacji czynnikéw genetycznych zaangazowanych w HM. Sprawdzono czy

wystgpowanie wariantow sekwencji moze mie¢ zwiazek z wielko$cia wybranych
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parametréw okulistycznych w HM.

AL jest wysoce dziedziczna, a jej odziedziczalno$¢ miesci si¢ w granicach 0,67
— 0,94 [175-177]. Stwierdzona wysoka korelacja pomigdzy AL a wada sferyczna moze
wskazywaé na wspolne elementy podtoza genetycznego pomigdzy tymi parametrami.
W doniesieniach literaturowych warianty rs4074961 (RSPOI), 1s994767 (w poblizu
ZC3HI11B), 1s12193446 (LAMA?2), rs11073058 (w poblizu GJD2), rs634990 (w poblizu
GJD2), 19811920 (CMSSI (C3orf26)), rs12321 (ZNRF3), rs8032019 (w poblizu
GJD2) 115560766 (w poblizu G.JD?2) byty asocjowane z AL i/lub HM [45,46,105,106].
Analizowane SNPs oraz rs524952 znajdujace si¢ w poblizu genu GJD2 sa
zlokalizowane w locus 15q14 asocjowanym z HM [45,48,178]. W badaniach w pracy
doktorskiej nie wykazano segregacji wymienionych SNPs z HM 1/lub dtugoscia gatki
ocznej w rodzinach polskich.

Nie wykazano takze zwiazku pomigdzy wystgpowaniem SNPs rs7555523
(TMCOI), 152809447 (GGA3), 1s7291444 (PKDREJ) i 1s58073046 (ARHGEF12),
asocjowanych w literaturze z IOP [107,109,110] oraz rs2114039 (w poblizu PDGFRA) i
156554163 (PDGFRA), asocjowanych z CC [111-113], a wielkoscia IOP 1 CC u
badanych polskich pacjentow z HM.

Podsumowujac, analizowane warianty sekwencji nie warunkuja AL, IOP i CC
oraz HM w badanych polskich rodzinach. Wartos$ci tych parametrow moga zaleze¢ od
innych czynnikow genetycznych. Byty to pierwsze analizy genetyczne AL, IOP i CC w
rodzinach polskich z HM.

Identyfikacja genow i sciezek sygnatowych majqcych znaczenie w etiologii wysokiej

krotkowzrocznosci

Aby oceni¢ czy rdznice w poziomie metylacji genéw moga odgrywac rolg w
patogenezie wysokiej krotkowzroczno$ci przeprowadzono analizg¢ calogenomowe;j
metylacji DNA u 18 polskich dzieci z HM 1 18 dzieci nieobarczonych HM. W ramach
realizacji rozprawy doktorskiej analizowano wyniki z podzialem na analizy
hipermetylacji i hipometylacji genéow u dzieci z HM, w poréwnaniu do grupy

kontrolne;.
Hipermetylacja w wysokiej krotkowzrocznosci

Zidentyfikowano 182 hipermetylowanych dinukleotydow CpG z ponad 15%
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r6éznica, w tym 35 z ponad 20% roznica, w poziomie metylacji uzyskanym dla dzieci z
HM oraz dzieci bez HM. Wsérdéd 35 dinukleotydow CpG z ponad 20% roéznica,
hipermetylowane dinukleotydy CpG zlokalizowane w 5’UTR, TSS200, TSS1500 i/lub
w wyspie CpG GSTMI1, ATPI1A4, MICAL3, LCE3C, PPPIRIS, TRAPPCII,
ARHGAP20, XRCC2, GLI3, OXAIL, FARP2 moga mie¢ potencjalny wpltyw na
wyciszenie tych gendw. W obrgbie regionu okolopromotorowego gendw GSTMI,
LCE3C, FARP?2 zidentyfikowano rowniez inne dinukleotydy CpG o podwyzszonym
poziomie metylacji u dzieci z HM w poréwnaniu do dzieci bez HM. Jednakze,
pozostate dinukleotydy CpG w regionach okotopromotorowych genow ATPIA4,
PPPIRIS8, TRAPPCI11, ARHGAP20, XRCC2, GLI3, OXAIL sa tylko izolowanymi CpG
ze zmienionym poziomem metylacji co podwaza hipotezg o ich potencjalnym wptywie
na zmiany ekspresji genu.

Wedhug danych literaturowych funkcje GSTM1 (glutathione S-transferase mu 1,
OMIM:138350) sa zwiazane z prawidlowym funkcjonowaniem oka [179]. GSTMI
nalezy do nadrodziny S-transferaz glutationowych (gluthatione-S-transferases), do
ktorych zalicza si¢ osiem klas/izoform. Wszystkie biora udzial w detoksykacji
reaktywnych form elektrofilowych réznych zwiazkow, ale rdznia si¢ specyficzno$cia
substratowa. GSTM1 tacznie z izoforma GSTPI jest zaangazowana przede wszystkim
w deaktywacje wielopierScieniowych weglowodoréw aromatycznych i akrylamidu.
Hunter 1 wsp. wykazali, Ze poziom mRNA 1 biatka genu GSTM byl obnizony w liniach
komoérkowych RPE/naczyniowki wyprowadzonych z siatkbwki pacjentow z
zwyrodnieniem plamki zo6lte; w porownaniu do linii kontrolnych [179]. Jednoczesnie
wykryto znaczna hipermetylacj¢ promotora genu w komorkach pacjentow z
zwyrodnieniem w odniesieniu do linii kontrolnych [179]. Obecnie brak jakichkolwiek
doniesien o roli tego genu w krotkowzrocznosci. ¢g24506221 zlokalizowany w TSS200
genu GSTM1 1 w wyspie CpG jest hipermetylowany u dzieci z HM z 25% rdznica w
poziomie metylacji w porownaniu do kontroli. Na podstawie wynikow 1 informacji z
literatury mozna sugerowac, ze hipermetylacja promotora GSTM moze mie¢ wpltyw na
zmiang ekspresji, jednak brak wystarczajacych dowoddéw na wnioskowanie o roli tego
genu w HM u badanych polskich dzieci.

Poré6wnano wyniki calogenomowej analizy metylacji z wynikami
opublikowanych artykutéw naukowych poruszajacych zagadnienie metylacji w
krétkowzroczno$ci. Zhou 1 wsp. sugeruja, ze hipermetylacja promotora/eksonu 1 genu

Collal moze hamowac¢ syntez¢ kolagenu w twardéwce 1 tym samym prowadzi¢ do
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rozwoju krotkowzroczno$ci u myszy. Przypuszczenie zostato oparte na badaniach, w
ktérych wykazano, ze promotor i ekson 1 genu Collal byly hipermetylowane oraz
poziom mRNA w twardowce byt obnizony w oczach myszy ze sztucznie wywolana
krétkowzrocznoscia w porownaniu do oka zdrowego. W wynikach pracy doktorskiej
tylko jeden dinukleotyd CpG w tym genie byl zmetylowany na poziomie o 10,5%
wyzszym u kontroli niz u dzieci z HM, jednakze zlokalizowany jest w obrgbie
sekwencji kodujacej genu, a nie w rejonie okotopromotorowym, takze na tej podstawie
nie mozna wnioskowaé¢ o jego zaangazowaniu w HM u polskich dzieci. Pozostale
identyfikowane dinukleotydy CpG osiagnegly zbyt niska réznicg w poziomie metylacji.
Gen COLIAI byt wielokrotnie analizowany pod katem zaangazowania w patogeneze¢
krotkowzrocznos$ci, jednak publikowane wyniki nie sa spojne, a przewazaja artykuty
zaprzeczajace powiazaniu z krotkowzrocznos$cia [50,58,59,180-182].

Podczas analizy 386 hipermetylowanych gendéw w bazie danych
ConsensusPathDB-human server wykryto wzbogacenie w kilku $ciezkach
molekularnych/procesach metabolicznych, ktore wedtug doniesien literaturowych moga
by¢ powiazane z krotkowzroczno$cia i/lub okiem. Sa to meta-Sciezka receptorow
jadrowych, $ciezka sygnatowa integryny, choroby zwiazane z transdukcja sygnatu,
sciezki sygnalowe cGMP-PKG, NOTCH, Wnt i oksytocyny, szlak odpowiedzi na
uszkodzenia DNA (zalezny od kinazy ATM), przekazywanie sygnalu przez kinaz¢
ogniskowo-adhezyjna, naprowadzanie aksonoéw, sie¢ jadrowego receptora
estrogenowego alfa, regulacja bialka retinoblastoma oraz $ciezka sygnalowa wapnia.
Ponizej opisano wymienione $ciezki molekularne.

Wedlug analizy nadreprezentacji $ciezek molekularnych GSTMI  jest
zaangazowany w meta-$ciezce receptorOw jadrowych, ktéore maja zdolno$¢ do
bezposredniego przytaczania do DNA i tym samym regulacji ekspresji réznych genow.
Receptory te biora takze udziat w rozwoju oraz prawidlowym funkcjonowaniu
poszczegbdlnych warstw siatkowki 1 fotoreceptoréw [183—186]. Warto nadmienié, ze w
HM wystepuja zmiany w strukturze siatkowki zwiazane z rozciaganiem gatki ocznej, co
moze sugerowaé powiazanie meta-$ciezki receptoréw jadrowych z HM.

Kolageny 1 integryny wiazace kolagen sa najwazniejszymi skladnikami
macierzy zewnatrzkomorkowej (ang. extracellular matrix, ECM). Integryny jako
receptory komodrkowe sa odpowiedzialne za przytwierdzanie komoérek do ECM w
miejscach zwanych ogniskami adhezji oraz biora udziat w remodelowaniu twardoéwki

[187—190]. Zaburzenia S$ciezki sygnalowej integryny moglyby by¢ przyczyna HM u
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badanych polskich dzieci, poniewaz ze wzgledu na swoja funkcj¢ proponuje si¢ je jako
potencjalny cel terapeutyczny w leczeniu krotkowzrocznosci [187]. Vecino i wsp.
analizowali aktywnos$¢ integryn w ECM w komoérkach zwojowych siatkéwki (ang.
retinal ganglion cells, RGC) poprzez fosforylacj¢ kinazy ogniskowo-adhezyjnej (ang.
focal adhesion kinase, FAK), ktéra posredniczy w $ciezkach sygnatowych integryn
[191], reguluje stymulacj¢ transformacji i migracji komorek RPE oraz angiogenezg i
neowaskularyzacje siatkowki [192,193]. Podczas rozwoju komorki RGC sa
naprowadzane przez specjalne czasteczki [194], a Mei 1 wsp. wykryli wzbogacenie
miRNA w $ciezce zwiazane] z naprowadzaniem aksonéw u myszy z wywolana
krotkowzrocznoscia [195]. Warto nadmieni¢, ze Flitcroft 1 wsp. réwniez
zidentyfikowali $ciezk¢ molekularna zwiazana z naprowadzaniem aksonow oraz
ogniskami adhezji jako potencjalnie zaangazowane w rozwdj krotkowzrocznosci [196].
Powyzsze doniesienia potwierdzaja potencjalny udziat Sciezki sygnatowej integryn oraz
zwiazanych z przekazywaniem sygnatu przez kinaz¢ ogniskowo-adhezyjng i
naprowadzaniem aksondéw w patogenezie HM u polskich dzieci.

Receptor oksytocyny ulega ekspresji w komoérkach RPE, a oksytocyna moze
indukowa¢ wzrost stezenia jonow wapniowych co mozna powiaza¢ z komunikacja
migdzy czopkami a komoérkami RPE [197]. Natomiast $ciezka sygnatowa wapnia bierze
udziat w utrzymaniu homeostazy i uruchamianiu $ciezki apoptozy w zdrowych i
uszkodzonych komorkach. Zaburzona §ciezka sygnatowa wapnia moze by¢ czynnikiem
ryzyka degeneracji komorek RGC w neuropatii nerwu wzrokowego [198].

Zaburzenia S$ciezki sygnatowej cyklicznego guanozynomonofosforanu (ang.
cyclic guanosine monophosphate, cGMP) moga przyczynia¢ si¢ do rozwoju
krotkowzrocznosci [199-201]. Natomiast $ciezka sygnalowa cGMP-PKG, kinazy
biatkowej zaleznej od GMP (ang. GMP-dependent protein kinase, PKG), zachodzi w
siatkbwce co moze wskazywa¢ na jej udzial w prawidlowym rozwoju lub
funkcjonowaniu tej tkanki [202,203]. Na podstawie powyzszych doniesien
literaturowych mozna wnioskowac¢ o roli $ciezki sygnalowej cGMP-PKG w patogenezie
HM w badanej grupie polskich dzieci.

Sciezka sygnatowa Notch reguluje proliferacje, roznicowanie i $mieré komorek
[204], takze rozwdj kazdego typu komorek siatkowki, roznicowanie komorek
nabtonkowych rogéwki 1 spojowki, tempo retinogenezy i moze wplywaé na utrzymanie
prawidtowego fenotypu $luzu na powierzchni oka [205-209]. Sciezka sygnatowa

Wnt/B-kateniny bierze udzial w regulacji ekspresji kolagenu typu I poprzez TGF-f1 w
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fibroblastach twardowki §winek morskich ze sztucznie wywolana krotkowzroczno$cia
co sugeruje zaangazowanie S$ciezki w remodelowanie twardowki podczas rozwoju
krétkowzrocznosci [210]. Ma i1 wsp. rowniez sugeruja udziat Sciezki sygnatowej Wnt2b
W patogenezie sztucznie wywotanej krotkowzrocznosci u myszy [211]. Obie $ciezki,
Notch 1 Wnt/B-kateniny, sa zaangazowane w wiele procesow dotyczacych
prawidtowego funkcjonowania oka, wigc moglyby wptywaé na patogenez¢ HM u
polskich dzieci.

Odpowiedz na uszkodzenia DNA jest niezbedna dla rozwoju, utrzymania i
prawidtowego funkcjonowania centralnego uktadu nerwowego, a biatko ATM (ataxia
telangiectasia mutated) jest odpowiedzialne za szybka indukcje odpowiedzi
komorkowej na uszkodzenia obu nici DNA [212]. Okreslono profil ekspresji genu ATM
1 biatka w oku cztowieka z r6znica w lokalizacji formy aktywnej i nieaktywnej ATM w
komorkach fotoreceptorow co moze wskazywaé na jego zaangazowanie w ochronie
przed stresem oksydacyjnym oraz utrzymaniu prawidtowej struktury i funkcji komorek
oka [212,213].

Podsumowujac,  hipermetylacja  dinukleotydow CpG  w  rejonach
okolopromotorowych genow GSTMI, LCE3C, FARP2 moze powodowa¢ ich
wyciszenie u dzieci z HM. Z tych genow GSTMI jest powiazany z prawidlowym
funkcjonowaniem oka, wigc mogtby wptywaé na patogenez¢ HM w badanej grupie
dzieci. Kazda z opisanych $ciezek molekularnych jest rowniez zwigzana z
prawidlowym funkcjonowaniem oka, a jakiekolwiek zaburzenia moga prowadzi¢ do
jego dysfunkcji lub rozwoju chordb. Na podstawie otrzymanych wynikow oraz
pojawiajacych si¢ doniesien mozna sugerowa¢ udzial zidentyfikowanych
wzbogaconych $ciezek w patogenezie krotkowzroczno$ci u badanych polskich dzieci.
Niemniej jednak, dla potwierdzenia roli identyfikowanych genow i $ciezek w HM,

wymagane jest przeprowadzenie badan funkcjonalnych.

Hipometylacja DNA w wysokiej krotkowzrocznosci

W analizie otrzymano 275 hipometylowanych dinukleotydow CpG z ponad 15%
roéznica, w tym 53 z ponad 20% roznica, w poziomie metylacji miedzy dzie¢mi z HM a
dzie¢mi bez HM. Wsrod dinukleotydéow CpG z ponad 20% rdéznica w poziomie
metylacji 13 bylo zlokalizowanych w 5’UTR, TSS200 lub TSS1500 genow ADAM?20,
PCDHA10, PAGI, ZFAND6, ETSI, ABHDI3, SBSPON, SORBS2, LMOD3,
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SLC25A3P1, TANCI, ATXNI, OR6B3. Ze wzgledu na lokalizacj¢ hipometylacja
dinukleotydow CpG mogtaby powodowaé nadekspresje tych genéw u badanych dzieci.
W obrebie regionu okotopromotorowego genu SORBS2, TANCI1, ATXNI i ADAM20
zidentyfikowano takze inne dinukleotydy CpG o obnizonym poziomie metylacji u
dzieci z HM w poréwnaniu do dzieci bez HM. Pozostale dinukleotydy CpG w
regionach okotopromotorowych gendéw ZFANDG6, ETSI, LMOD3, OR6B3 sa tylko
izolowanymi CpG ze zmienionym poziomem metylacji co raczej zaprzecza ich
potencjalnemu wplywowi na zmiany ekspresji genu.

Seow 1 wsp. zidentyfikowali pi¢¢ dinukleotydow CpG (cg21880079,
cgl14066632, cg03155767, cgl7154092, cg26299044), ktérych hipometylacja moze
zwigksza¢ ryzyko rozwoju krotkowzroczno$ci wezesnej u singapurskich dzieci [120].
Wyniki z publikacji zostaly poréwnane z wynikami pracy doktorskiej. Wszystkie
dinukleotydy identyfikowane przez Seow i wsp. byly zmetylowane z nieistotna
statystycznie roznica (0,2 — 2,5%) w poréwnaniu do grupy kontrolnej dzieci bez HM i
tym samym nie podlegaly dalszym analizom w ramach pracy doktorskiej. Ponadto
dinukleotydy te nie sa zlokalizowane w rejonie okotopromotorowym 1 stad trudno
sugerowaé o wptywie ich metylacji na ekspresj¢ genow.

Nastegpnie, w bazie danych ConsensusPathDB-human server analizowano 370
hipometylowanych genéw 1 wykryto wzbogacenie w kilku $ciezkach molekularnych,
ktore wedtug danych literaturowych moga by¢ powiazane z krotkowzrocznoscia i/lub
okiem. Do wspomnianych $ciezek naleza metabolizm askorbinianu 1 kwasu aldarowego
oraz retinolu, biosynteza hormonow steroidowych, $ciezka kwasu walproinowego,
Sciezka metabolizmu estrogendéw, faza II — koniugacja zwiazkéw chemicznych,
metasciezka biotransformacji faza I i II, metabolizm lekéw przy udziale cytochromu
P450 oraz innych enzymow, metabolizm ksenobiotykdw przy udziale cytochromu
P450, utlenianie biologiczne, biosynteza i metabolizm estrogendw 1 androgendw,
sciezka sygnalowa insuliny, $ciezka sygnalowa NRF2, regulacja transportu i absorpcji
IGF przez biatka wiazace IGF (IGFBPs). W wigkszo$¢ $ciezek zaangazowane sa geny z
rodziny UGTI, kodujace UDP-glukuronylotransferazy (ang. uridine 5'-diphospho-
glucuronosyltransferase). UDP-glukuronylotransferazy sa gltownymi katalizatorami
reakcji przemiany substancji endo- 1 egzogennych do form rozpuszczalnych w wodzie
w fazie II biotransformacji [214]. W analizie nadreprezentacji $ciezek zidentyfikowano
Sciezki dotyczace biotransformacji, fazg II — koniugacj¢ zwiazkoéw chemicznych i

metasciezke biotransformacji fazy 11 Il, oraz $ciezki dotyczace metabolizmu lekow oraz
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ksenobiotykow (z udziatem cytochromu P450 lub innych enzymoéw). Obie fazy
biotransformacji przebiegaja réwniez w roznych strukturach oka i odgrywaja istotna
role w metabolizmie ksenobiotykow i1 lekéw okulistycznych [215,216]. Aktywnos¢
metaboliczna fazy I, fazy przygotowujacej zwiazki do fazy II, podczas ktorej gtownymi
enzymami sg bialka z rodziny cytochroméw P-450 [214], jest najwyzsza w strukturach
ocznych graniczacych z naczyniami krwiono$nymi blony naczyniowej oka [217].
Biatka cytochromu P450 sa zlokalizowane np. w siatkdwce, by neutralizowa¢ toksyny,
ktore przedostaja si¢ przez barierg krew-siatkowka [215]. Enzymy cytochromu P450 sa
odpowiedzialne takze za reakcje szlaku biosyntezy i metabolizmu hormonow
steroidowych [218]. W analizie nadreprezentacji $ciezek molekularnych
zidentyfikowano kilka $ciezek dotyczacych wtasnie tych procesow. Pojawiaja sig
doniesienia sugerujace udzial hormonéw steroidowych, a w szczegdlnosci estrogenow,
w rozwoju choréb oka takich jak schorzenia siatkéwki [219,220]. Gong i wsp. wykazali
zwiazek migdzy zmianami poziomu estrogenu podczas cyklu menstruacyjnego a
parametrami oka i jakoscia widzenia u kobiet w wieku nastoletnim [221]. Receptor
estrogenu ulega ekspresji w blonie naczyniowej w oczach z HM [222], a Zoe 1 wsp.
sugeruja, ze poziom testosteronu koreluje z HM [223]. Na podstawie doniesien
literaturowych mozna wnioskowac, ze geny kodujace UDP-glukuronylotransferazy oraz
sciezki sygnalowe dotyczace biotransformacji fazy I i II, biosyntezy i metabolizmu
hormonoéw steroidowych, w ktorych biora udzial, moglyby odgrywa¢ rolg w
patogenezie HM u badanych polskich dzieci.

W analizie zidentyfikowano takze szlak metabolizmu retinolu, pochodne;j
witaminy A, ktéry wchodzi w sklad rodopsyny utrzymujacej wrazliwo$¢ precikow
siatkdbwki oka na przy¢mione $wiatlo [224]. Niedobor witaminy A moze prowadzi¢ do
pojawienia sig takich objawdw ocznych jak §lepota zmierzchowa (tzw. ,,kurza §lepota”),
spowodowana zahamowaniem regeneracji rodopsyny, oraz kseroftalmia, czyli
nadmierne wysychanie rogéwki 1 spojowki oka mogace przy duzych niedoborach
prowadzi¢ do $lepoty [224]. Zaburzenia tego szlaku moga wptywaé na pogorszenie
jakosci widzenia po zmierzchu u badanych polskich dzieci, ale raczej nie sa zwiazane z
patogeneza HM.

Sciezka sygnalowa zwiazana z insuling odgrywa role w metabolizmie
weglowodanéw, lipidow 1 biatek, kontroli cyklu komoérkowego oraz proliferacji i
réznicowaniu komorek, transporcie czasteczek, syntezie tlenku azotu oraz transkrypcji

genow [225]. Receptor insuliny w wigkszosci tkanek aktywuje dwie gloéwne Sciezki
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sygnatowe, $ciezke PI3K-Akt, ktéra odgrywa kluczowa rol¢ m. in. w metabolizmie,
wzro$cie 1 proliferacji komoérek oraz kaskade MAPK [226]. Penha i wsp. sugeruja, ze
insulina stymuluje $ciezk¢ PI3K-Akt podczas rozwoju wad wzroku — zaréwno
krétkowzrocznosci  jak 1 dalekowzrocznosci, natomiast podczas rozwoju
krotkowzrocznosci nie stymuluje Sciezki MAPK [226]. W innych badaniach wskazano,
ze zmiany w $ciezce MAPK moga by¢ powiazane z mechanizmami zachodzacymi
podczas rozciagania pod wplywem sity mechanicznej komorek Miillera siatkowki
[227]. Wykryto takze wysoki poziom ekspresji MAPK, PI3K i TGF- B w tkankach
twardowki eksponowanych na $wiatto czerwone [228]. Ponadto, insulina wstrzykiwana
do ciata szklistego powoduje rozwdj krotkowzrocznosci u drobiu [226]. Liu i wsp.
wykazali asocjacj¢ SNPs w genach $ciezki sygnalowej insuliny (gen receptora insuliny
INSR 1 region INS-IGF2) z HM u 1244 pacjentow populacji chinskiej oraz brak
asocjacji miedzy SNPs genow IGFBPI i IGF2R a HM [229]. Biatka wiazace IGF
(IGFBPs) reguluja transport i absorpcj¢ IGF1 i IGF2 (insulin like growth factors I and
II). Biatko IGFBP-3 moze by¢ regulatorem $ciezki sygnalowej insuliny/TNF-a [230].
mRNA genoéw IGF1, IGFIR 1 IGFBP od 2 do 6 ulega ekspresji w r6znych tkankach oka
[231,232]. Jak juz bylo to wspomniane wykazano zwiazek migdzy krétkowzrocznoscia
a SNPs genu /IGF'1 [69,70,233], ktory jednak nie zostal potwierdzony w innych pracach
[104,234,235]. Sztucznie wywotana krotkowzroczno$¢ u §winek morskich prowadzita
do wzrostu poziomu ekspresji /IGF'I 1 IGF2 w twardowce/siatkowce [236,237]. Pacjenci
z retinopatia cukrzycowa, czyli powiklaniem cukrzycy powodujacym uszkodzenie
naczyn krwiono$nych siatkdwki, maja podwyzszony poziom IGF1 i IGF2 oraz IGFBPs
[238]. IGFBP-3 hamuje a TNF-a indukuje apoptozg¢ komorek siatkowki, a brak $ciezki
sygnatowej IGFBP-3 prowadzi do zmian w neuronach obserwowanych w retinopatii
cukrzycowej [239]. Natomiast, czynnik transkrypcyjny NRF2 (nuclear factor, erythroid
2 like 2, NFE2L2) bierze udzial w S$ciezkach sygnatowych, ktéorych zaburzone
funkcjonowanie w siatkowkach pacjentéw z cukrzyca prowadzi do rozwoju retinopatii
cukrzycowej [240]. Terapie polegajace na aktywacji NRF2, ktéra chroni przed stresem
oksydacyjnym, moga by¢ potencjalnym s$rodkiem prewencyjnym dla retinopatii
cukrzycowej, innych schorzen siatkowki, a takze odgrywac¢ wazna rolg¢ w patogenezie
krétkowzrocznosci [240-244] u badanych polskich dzieci.

Przedstawione $ciezki molekularne sa zaangazowane w warunkowanie
prawidlowego funkcjonowania oka, a ich zaburzenia moga prowadzi¢ do jego

dysfunkcji lub rozwoju choréb. Mozna sugerowac o potencjalnym udziale tych $ciezek
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oraz hiper- 1 hipometylowanych genéw w patogenezie krotkowzrocznosci u badanych
polskich dzieci, jednak wymagane jest uzyskanie dalszych dowodow za pomoca badan
funkcjonalnych. Zmiana poziomu metylacii DNA moze by¢ wynikiem dziatania
czynnikéw srodowiskowych [245] 1 z tego wzgledu rozpoznana juz i potwierdzona w
badaniach rola elementow S$rodowiskowych w etiologii HM wskazuje na wplyw
metylacji DNA na patogeneze¢ HM [246]. W zwiazku z powyzszym, analiza poziomu
metylacji wybranych genéw moze by¢ jednym z narzedzi do badania interakcji miedzy

genami a srodowiskiem w HM.

Podsumowanie

Opracowanie danych klinicznych cztonkéw polskich rodzin pozwolito na
sprawdzenie  zalezno$ci migdzy  warto$ciami  poszczegdlnych  parametréw
okulistycznych a fenotypem badanych grup pacjentow z HM, cztonkéw rodzin bez HM
1 czlonkdéw rodzin o nieoznaczonym statusie choroby. Wielko$¢ wady sferycznej u
cztonkéw polskich rodzin zwigkszata si¢ wraz z dlugoscia osiowa gatki ocznej, co
wskazuje na nadmierng dlugos¢ gatki ocznej jako przyczyne krotkowzrocznosci i tym
samym potwierdza stlusznos$¢ przyjetego kryterium podziatu badanych oséb na grupy
wedtug wielkos$ci wady sferycznej i dlugo$ci osiowej gatki oczne;.

Warianty sekwencji w genach ABCC6, FLRT3 oraz SLC35E2B moga
warunkowac¢ fenotyp HM w rodzinach z HM, w ktorych zostaty rozpoznane, jednak by
potwierdzi¢ patogenno$¢ wariantdw wymagane sa dalsze analizy funkcjonalne. Wyniki
wskazuja, ze HM w pozostaltych badanych rodzinach polskich zalezy od innych
czynnikow genetycznych niz analizowane warianty.

Podobnie, w  kwestii  dlugosci  osiowej galki ocznej, ci$nienia
wewnatrzgatkowego oraz krzywizny rogéwki inne niz analizowane warianty sekwencji
moga warunkowac wielkos$ci tych parametrow wsrdd badanych pacjentoéw z HM.

Podsumowujac kwestie metylacji DNA, hipermetylowane dinukleotydy CpG
zlokalizowane w regionie okotopromotorowych gendw GSTMI, LCE3C, FARP2 oraz
hipometylowane w SORBS2, TANCI, ATXNI i ADAM20 moga powodowaé
wyciszenie/nadekspresj¢ tych gendw i tym samym potencjalnie wptywaé na patogenezg
HM u polskich dzieci. Nadreprezentacja hipermetylowanych 1 hipometylowanych
genow w  identyfikowanych  §$ciezkach  molekularnych  zwiazanych  z

krotkowzrocznoscia lub okiem wskazuje na mozliwe spowodowane zmianami metylacji
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DNA zaburzenia tych $ciezek w HM u badanych dzieci.

Wiadome jest, ze w przypadku zaburzen wielogenowych i wieloczynnikowych
uzyskanie silnego dowodu na zaangazowanie genu czy wariantu sekwencji jest bardzo
trudne [247]. Jednoczes$nie doniesien na temat udziatu genow, wariantow sekwencji lub
sciezek molekularnych, ktore nie sa poparte silnymi dowodami, nie nalezy ignorowac,
gdyz moga si¢ okaza¢ przydatne w przyszlych badaniach [247]. Ponadto, wyniki
uzyskane w ramach realizacji pracy doktorskiej odnosza si¢ tylko do populacji polskiej 1
w zwiazku z r6znicami etnicznymi moga wystepowac rozbieznosci pomigedzy rdéznymi
populacjami, dlatego otrzymanych wynikow nie mozna generalizowaé. Jednoczesnie
identyfikacja w pracy r6znych wariantow sekwencji (jako czynnikow genetycznych),
oraz hiper- i hipometylacja dinukleotydow CpG w promotorach genéw (jako elementow
epigenetycznych), a takze brak powiazania migdzy nimi, potwierdza ztozono$¢ podtoza

genetycznego i epigenetycznego wysokiej krotkowzrocznosci u polskich pacjentow.
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10. WNIOSKI

1. Wyniki opracowania danych klinicznych potwierdzity stuszno$¢ przyjetego
kryterium podzialu badanych oséb na grupy wedlug wielko$ci wady sferycznej i
dhugosci osiowej gatki oczne;.

2. Rozpoznane warianty sekwencji: ¢.3704G>A w ABCC6, 1642G>C w FLRT3 i
¢.938C>T w SLC35E2B moga warunkowac¢ fenotyp wysokiej krotkowzrocznosci w
rodzinach, w ktorych zostaly zidentyfikowane. Otrzymane wyniki potwierdzaja, ze
rodzinnie wystgpujaca wysoka krotkowzrocznos¢ moze mie¢ zréznicowane podtoze
genetyczne w poszczegolnych rodzinach.

3. Brak segregacji analizowanych wariantow sekwencji z fenotypem wysokiej
krotkowzroczno$ci  oraz  dlugoscia  gatek  ocznych, wysokim  ci$nieniem
wewnatrzgatkowym lub duzym promieniem krzywizny rogéwki moze wskazywac na
powiazanie innych wariantow niz te zbadane z danymi parametrami okulistycznymi u
pacjentow z wysoka krotkowzroczno$cia.

4. Hipermetylowane lub hipometylowane dinukleotydy CpG, zlokalizowane w
regionach okotopromotorowych genéw GSTMI, LCE3C, FARP2 oraz SORBS2,
TANCI, ATXNI i ADAM?20 moga mie¢ wplyw na wyciszenie/nadekspresje tych gendw i
bra¢ wudzial w patogenezie wysokiej krotkowzrocznosci u polskich dzieci.
Zidentyfikowane wzbogacone $ciezki sygnatlowe/procesy biochemiczne moga rowniez

odgrywac role w etiologii wysokiej krotkowzrocznosci.

Otrzymane wyniki potwierdzaja ztozono$¢ podtoza genetycznego wysokiej
krétkowzrocznosci. W ramach realizacji celow szczegotowych zidentyfikowano nowe
czynniki genetyczne i epigenetyczne potencjalnie zaangazowane w etiologi¢ wysokiej
krotkowzrocznosci u polskich pacjentéw i tym samym zrealizowano zatozenia celu
gléwnego pracy doktorskiej. Nalezy jednak pamigtac, ze dane otrzymane dla polskich

rodzin 1 polskich dzieci moga si¢ r6zni¢ w innych populacjach i/lub populacji ogolne;.
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14. ZALACZNIKI

Zalacznik 1. Startery stosowane w reakcjach PCR 1 w sekwencjonowaniu metoda

Sangera, podczas weryfikacji wynikow sekwencjonowania eksomowego

Rodzina Gen

Lokalizacja Wariant sekwencji

Sekwencje starterow

AGAGCGTGGCTGATGACTTC
HM-14 SNTG2 2253 Lioon 1l e883G2C
p- CAAAGCCCTCCTGAGAATGA
Ekson 19 c.1682G>A CAGGTGCAGACGCAAGTATG
ABLIM2  4pl6.1 RS61H
P GGGAACATCACCACATCGTT
Ekson 8 ¢.794T>G TTTGTGCTCTCTTTGGCTTG
ANAPCI ~ 2q13 V265G
P GAACGTCCTGACCTCAAGTG
Ekson 3 ¢ 203AST GGAAGATCAAAGTGTGGAAGCA
ANKMY2  7p21.1 HESL
p- GCTCTGTCATGGCAACTGTT
Ekson 7 ¢ 754G>A CCCAGGCTGCAGAAATACC
CPTIB 22q13.33 V25IM
P CGGTCTCCACTCTCCTCATC
Ekson 11 ¢.2417A>G AGTGTCCCCATCAACAACGG
FAMI16041 4q31.3 DS06G
P ACCTGTGAATGGGGTGCTTT
Ekson 1 c.1153G>A TGACCTGGCTGAAACGTATG
IFITIB 10923.31 G385S
P AAGGAGGCTGACACTTTCCA
Ekson | c.799G>A ATCGAGAAGGTGCATCAGC
INA 10q24.33 E267K
HM-33 P ATCTGCCTCTCCAAGGACTC
Ekson 16 c.2312C>T CGGGTGTGTAACTGTTGTCCT
KDR 4qll-ql2 T771M
p- ACAGTCCAAGCCCTTTTCCT
2q22.1-  Ekson 43 c.7035G>A GCTTGGTATTGCCATGTTTC
LRP1B 222 M23451
q=s p- GGACACAAACACAGAGGATCA
Ekson 4 ¢.350C>T CTGCTTAGCGACAAAGACAAAC
PRKAA2  1p31 RLISW
P CCTTTCTGAACAACCCTGGA
Ekson 6 ¢.1322G>A AGGCATAGAAGTCGCAGTCG
PRPF38B 1pl13.3 SA41N
p- ACTTTGGCTCCTTCGACGAT
CCGGGCTGTTACTGTGAATAA
RALGAPB 20q11.23 EI‘SSA‘O;O% c.1258T>C
P AGTCATGCTGCTGTCTCTGTTT
Ekson 12 c.1013T>C GGCAATGCTGAGGTTCAGA
SLC2841  15q25.3 V338A
p- AAGATCTGAGGGCTGCTCTG
ST14 11q24.3 Ekson 5 ¢.557G>A TGGGGTGGAAAGAGGGATGA
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Rodzina Gen

Lokalizacja Wariant sekwencji

Sekwencje starterow

p.R186H

Ekson 1 ¢.279G>T

GCGGGCACGATACTTACTGT
GTGAGCTCTGGAGGGAGAACT

WDR36 5q22.1
p-K93N AGGACTGCAAGTGCCAAATC
Ekson 9 c.1049G>T CCTTTGGCTAGAAATGAAGCTC
ZC3HI3  13ql4.13 R3SOL
p- ATTGGAGAGCGATGTCTTGG
TAGGCCCATCTTGACGATTC
INF446  19q13.43 El;s;’fé ¢.221T>G
p- AACAGTTGCCCAGGGTCAT
TGGCAGTGGGAACCTGTAAT
HM-76  MACFI  1p32p3l  Liooh 03 c-1I383AZG
p. CAATGGCTGGAGAGGGTAAC
Ekson 26 ¢.3704G>A GCCGTCAGAATGGAATCAGT
ABCC6 16p13.1 R1235
p. Q GTGACCTGCTTTCCTCAAGC
GGGATCCTGAGAAACGACAG
HM-77 PANXI  1lq2l Elg;’i‘&wm%
p- AAACCCTACCTTGGAGCTCTG
Ekson 4 ¢.562A5G GGGAGCTTTGGGTCTGACTT
PRDMI  6q21 KISSE
P CCTTGCATACGCAGCATGT
Ekson 3 c.1642G>C CCCTCAATCGAGAGCAAGAG
FLRT3 20p12.1 VSASL
P TGCCAGCTTCTGCATAGTCA
ACGGAGAGCACAAAGCTGAT
HM-78  MYO74  11q13.5 E1$§227G°'725T>G
p- GGAACTAGCCTGGGATGATG
Ekson 8§ ¢.938C>T TTTTCAGGGCTGTCCTCAGT
SLC35E2B  1p36.33 T313M
p- CTGCATAGCCACACTCATCC
. o154 Ekson 3 c.157T>A AGAAACCAGGGGAAGAGCAC
p-L53M CCCTCATGGCATGTATGTGA
HM-80
Ekson 14 ¢.1750C>A TGTGGGTGGACACGTCTATG
LAMB? 3p21 R84S
P AGAGGTTCAGCCCCAGATTAG
Ekson 43 c.5773C>T AACGCAGACCAAGGCTCTT
ABCAI 9g31.1 R1925W
P GGTCCCTCTCTTCTCGATGA
Ekson 7 ¢.566T>G ATGCTGCAGTGAGCTGTGAT
ATATI 6p21.33 F180C
P CCCCGTGGCATCTAGAGTAA
HM-81
GGACAAACACATCTGGAAGGTG
CFHR?2 1931.3 Ekson 3 ¢.430+1G>A
CTGGGAGGTGCCATCATTTA
Ekson 2 ¢.181G>T TGTGAGACCTCGCCTTGTC
CRYGD  2q33.3 Ge1C
P GCTTATGTGGGGAGCAAACT
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Rodzina Gen

Lokalizacja Wariant sekwencji

Sekwencje starterow

DUT

ELAVL4

GRB7

HSDI17B14

ILIRAP

IL36B

CIA03

NEIL2

PGS1

PSATI

RABEPK

SEMA3C

SIPAIL2

SLC6A19

15¢21.1 E-I;SIO(;IOZS ¢.298C>T
1p33 11;3'132312 c.148G>A
17q12 5.1(155)237(3 c.728G>A
19q13.33 EES;;& ¢.700G>A
3g28 1})3_1(5(5)13161 ¢.1607G>C
2ql4.1 Ekson 5 ¢.3914+2T>C
1op13:3 }cz.lislolnzé}(lA:p.RmH
8p23.1 Ekégrg 2 ¢.77G>C
17¢25.3 5.12;2358 1vc{:.1513(3>A
9¢21.2 11)31;2(1)? ;Qc.328A>c
9¢33.3 Eﬁgg \; ¢.256C>T
7921.11 5};;;339(}0.908 A>G
1q42.2 E§:£g10205C>T
5p15.33 Ekson 11 ¢.1701+1G>A

TCCGAGAAGGGCTTCAAAC
GCAGTCTTTGCCCAAATCTC
CCCAGTCTCTTGCTCCATCT
CTCCCCAGCAGTACCAATCT
GCGAGAAATGCATGTGGAG
GGCTGGTACCCTCAAGACCT
CCAGGTAGAAGTGGGGTTCA
GGGCAGAAGGACTCGTCTAA
CGCCTCCTGGTTGTTCTAAG
GTTGCCTGAGGAAGCAGAATAG
TTGGGTCTTGCAATGGGTAC
CGTGTTGGAGGTGGCTAGTT
CGTTCTTGTCCTTCCCTCTG
CAGCCTATGGGAGAGCAGAC
GGCCATGCTTGCTCTTAAAG
TTCTGGCTGAGACACGTGAG
TAGATTGCAGCAGCGTGTG
CTCCCCTAGTGCAGAGAAAGAA
GCACTTGGTAGAGCATCACTTG
AGCTAGTACAGCCACCCAATCT
GGCTACCTTCAACCCAATCA
TGGCTACTTACCAGGATTCAGG
GACAACTGATGTGCAGAAGTGG
ACCCCCAAACACACACATTC
CCAAGGCAGTCACAAGAAGAG
GGGGGAATGGACAAAGATG
CGGGTAGCAGAACGTACAGAA
TTTCCCCTACCTCCCAACTC
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Zaljcznik 2. Startery do tancuchowej reakcji polimerazy i sekwencjonowania metoda

Sangera zastosowane w analizie SNP powiazanych z dtugoscia osiowa gatki ocznej,

ci$nieniem wewnatrzgatkowym i krzywizna rogowki

Gen Lokalizacja ~ SNP Sekwencja startera
GCCTGGCCTCTCGATAAGA
RSPOI 1p34.3 rs4074961
CATTCCCGAACTGGATTGAC
. TTGCTCCCAAGGTTTCTGTC
5,8 kb POV 1441 1s994767
ZC3H11B GTGTCCATGTTGCTGGTGTT
CCCAAGACCCACCAAAAGA
LAMA? 6q22.33 rs12193446
CTTGAAGGCGTCCTCATCTC
oy GAAAGACCTGGAAAGGCTGA
gg;powyze] 15q14 rs11073058
GAGCACCTGACCAAAAGCAT
o GGAGGCTGCAGAAAGTCTGT
38,6 é‘b POWYZE] 15q14 15634990
GJD GCTCTGGAAACTGGATGTGAG
53 kb powyzej TGGCACCAAAAGTCTTAGACAA
Do 15q14 18032019
TCAGGATTTTGTCAACCAAGTG
o CTGGACTTGGATGTGGTGTG
43,7 é‘b POWYZE] 15q14 1560766
GJD GGAGGATGGTGTCTGCAACT
ATTCCTGCACAATCCCTCAG
CMSS1 3q12.1 159811920
CCTCACTCAACCCTCCAGTTT
CTTCTGTCCCACTGCTCACA
ZNRF3 22q12.1 rs12321
AGTGGACCCCTAGGCTCAAT
CTGGCCAGGATGTACTCTGTTT
TMCO1 1q24.1 157555523
CCTGGTTAAGATCCACTGCCTA
GGCCAACAAGCTCATCAAGT
GGA3 17925.1 1552809447
ATGGGCATCAGGGTTACAAG
TGAGCAGTGTTCCTGGTCTG
PKDREJ 22q13.31 157291444
CGAAGATGCTGGTCCATTTC
AGTACAGTGGCGCAAACACA
ARHGEFI2 11q23.3 rs58073046
GCCATTCACACCCACTACAA
L GGTGGGAGAAGGAGCAGTTAG
2,6 kb ponizej 419 rs2114039
PDGIRA GGACCAGGCCACCATATGTA
CACCTGCCTGAGAGTCAACA
PDGFRA 4q12 16554163

CAAGCCATCAGGAAGGAAGA
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Zalacznik 3. Wyniki analizy wariantow ¢.1642G>C w genie FLRT3, ¢.938C>T w genie
SLC35E2B 1¢.3704G>A w genie ABCC6 w pozostatych 35 rodzinach polskich

Numer pacjenta  Fenotyp FLRT3 SLC35E2B ABCC6
c.1642G>C c.938C>T c.3704G>A
HM-31-09 HM GG CC GG
HM-31-19 HM GG CC GG
HM-02-07 HM GG CC GG
HM-01-10 HM GG CC GG
HM-02-14 HM GG CC GG
HM-01-07 HM GG CC GG
HM-03-07 HM GG CC GG
HM-06-06 HM GG CC GG
HM-06-11 HM GG CC GG
HM-08-15 HM GG CC GG
HM-08-07 HM GG CC GG
HM-10-07 HM GG CC GG
HM-03-11 HM GG CC GG
HM-05-14 HM GG CC GG
HM-13-03 HM GG CC GG
HM-13-10 HM GG CC GG
HM-16-10 HM GG CC GG
HM-16-16 HM GG CC GG
HM-09-09 HM GG CC GG
HM-10-12 HM GG CC GG
HM-11-04 HM GG CC GG
HM-11-01 HM GG CC GG
HM-12-03 HM GG CC GG
HM-12-11 HM GG CC GG
HM-09-11 HM GG CC GG
HM-32-09 HM GG CC GG
HM-30-03 HM GG CC GG
HM-34-04 HM GG CC GG
HM-30-05 HM GG CC GG
HM-32-26 HM GG CC GG
HM-34-05 HM GG CC GG
HM-05-11 HM GG CC GG
HM-21-07 HM GG CC GG
HM-21-02 HM GG CC GG
HM-23-03 HM GG CC GG
HM-23-07 HM GG CC GG
HM-24-04 HM GG CC GG
HM-24-08 HM GG CC GG
HM-26-11 HM GG CC GG
HM-26-15 HM GG CC GG

HM-37-11 HM GG CC GG
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. FLRT3 SLC35E2B ABCC6
Numer pacjenta  Fenotyp

c.1642G>C c.938C>T c.3704G>A
HM-39-11 HM GG CC GG
HM-37-06 HM GG CC GG
HM-70-04 HM GG CC GG
HM-70-08 HM GG CC GG
HM-71-08 HM GG CC GG
HM-72-09 HM GG CC GG
HM-72-20 HM GG CC GG
HM-73-05 HM GG CC GG
HM-73-01 HM GG CC GG
HM-74-04 HM GG CC GG
HM-74-06 HM GG CC GG
HM-71-12 HM GG CC GG
HM-75-01 HM GG CC GG
HM-75-13 HM GG CC GG
HM-43-08 HM GT CC GG
HM-43-13 HM GG CC GG
HM-39-07 HM GG CC GG
HM-44-09 HM GG CC GG
HM-44-05 HM GG CC GG
HM-45-14 HM GG CC GG
HM-46-05 HM GG CC GG
HM-45-16 HM GG CC GG
HM-46-08 HM GG CC GG
HM-48-09 HM GG CC GG
HM-48-05 HM GG CC GG
HM-49-07 HM GG CC GG
HM-49-04 HM GG CC GG
HM-50-16 HM GG CC GG
HM-50-07 HM GG CC GG
HM-51-15 HM GG CC GG

HM-51-23 HM GG CC GG
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Zaljycznik 4A. Wyniki analizy sekwencji obejmujacych polimorfizmy pojedynczych nukleotydow powiazanych z dtugoscia osiowa galki ocznej
w rodzinach HM-32, HM-76, HM- 78 1 HM-80. Sprawdzano takze warianty wystepujace w sasiedztwie analizowanych polimorfizmow
pojedynczych nukleotydow

LAMA2 ZC3HI11B RSPO1 ZNRF3 CMSS1
Rodzina Numer pacjenta Fenotyp | rs12193446 | rs994767 rs368636163rs182573424g.219775277g.219775164rs1393691| rs4074961 | rs12321 | rs9811920
A>G T>C C>T A>G T>C A>G C>A G>A G>C G>A
HM-32-26 HM AA TC CT AG TC AG CA GA cC GG
HM-32-31 HM AA TC CT AG TC AG CC GG CC GG
HM-32-19 HM AA TC CT AA TC AG CA GG GC GG
HM.32 HM-32-20 HM AG TC CT AG TC AG CA GG GC GG
HM-32-56 N AA CcC CT AA TC AG CA GG GG GG
HM-32-14 N AA CC CT AG TC AG CA GA GC GG
HM-32-12 N AA TC CT AA TC AG CcC GA GC GG
HM-32-06 N AA TC CT AA TC AG CA GA GC GG
HM-80-06 N AA CcC CT AG TC AG CA AA GG GG
HM-80-09 HM AA TC CT AA TC AG CA GA GC GA
HM-80-04 HM AA CC CT AA TC AG CA GA cC GG
HM-80-10 HM AA CC CT AA TC AG CA GA GC GG
HM-80 HM-80-08 N AA CcC CT AA TC AG CA GG GC GG
HM-80-05 HM AA CC CT AG TC AG CA GG GC GA
HM-80-12 N AA TC CT AA TC AG CA GA cC GA
HM-80-11 N AA CC CT AA TC AG CA AA GG GG
HM-78-11 HM - TC CT AA TC AG CA GG GC GG
HM-78-06 N - TC CT AA TC AG CcC GG GC GG
HM-78 HM-78-09 N - CcC CT AA TC AG CA GG GC GG
HM-78-10 NA - TC CT AA TC AG CA GG GC GG
HM-78-12 HM - TC CT AA TC AG CA GG GC GG
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LAMA2 ZC3HI11B RSPO1 ZNRF3 CMSS1

Rodzina Numer pacjenta Fenotyp | rs12193446 | rs994767 rs368636163rs182573424g.2197752772.219775164rs1393691| rs4074961 | rs12321 | rs9811920
A>G T>C C>T A>G T>C A>G C>A G>A G>C G>A
HM-78-07 HM - TC CT AA TC AG CA GG GC GG
HM-78-08 HM - TC CT AA TC AG CA GG GC GG
HM-76-11 HM - TC CT AA TC AG CA AA GG GG
HM-76-13 HM - TC CT AA TC AG CA GG GC GG
HM-76-08 N - CC CT AA TC AG CA GG GC GG
HM.76 HM-76-10 N - TC CT AA TC AG CcC GG GG GG
HM-76-09 N - CC CT AA TC AG CA GG CC GG
HM-76-03 HM - CcC CT AA TC AG CA GA GC GG
HM-76-12 HM - TC CT AA TC AG CA AA GG GG
HM-76-04 N - TC CT AA TC AG CA GG cC GG

HM — wysoka krotkowzrocznosé¢, N — brak wysokiej krotkowzrocznosci, NA — nicoznaczony status choroby
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Zalacznik 4B. Wyniki sekwencjonowan sekwencji obejmujacych polimorfizmy pojedynczych nukleotydéw powiazane z dlugoscia osiowa gatki
ocznej w rodzinach HM-32, HM-76, HM- 78 1 HM-80. Sprawdzano takze warianty wystgpujace w sasiedztwie analizowanych polimorfizméw

pojedynczych nukleotydow

GJD2 1 GJD2 11 GJD2 111 GJD2 IV
Rodzina pNaijlf:a Fenotyp |rs11073060rs11073059 rs11073058 |rs11856445 rs634990 rs524952| rs8032019 rs8031887)rs78481629rs12442965 rs560766
G>T A>T C>A C>T A>G A>T T>C A>G A>G C>T C>T
HM-32-26 HM GG AA CC CC AG AT TT AA AA cC cC
HM-32-31 HM GT AT CA CC GG TT TC AG AA CC CT
HM-32-19 HM GT AT CA CT GG TT TT AG AG CT CT
HM.32 HM-32-20 HM TT TT AA CT GG TT TC GG AG CT TT
HM-32-56 N GT AT CA CT AG AT TC AG AA CC CT
HM-32-14 N GT AT CA TT GG TT TC AG AA CC CT
HM-32-12 N GT AT CA TT GG TT TC AG AA cC CT
HM-32-06 N GT AT CA CT GG TT TC AG AA CC CT
HM-80-06 N GT AT CA CC AG AT TT AG AG CT CT
HM-80-09 HM GT AT CA CC AG AT TC AG AA CC CT
HM-80-04 HM GG AA CC CC AA AA TT AA AA CC CC
HM.80 HM-80-10 HM GG AA CC CC AA AA TT AA AA CC CC
HM-80-08 N TT TT AA CcC GG TT CcC GG AA cC TT
HM-80-05 HM GT AT CA CC AG TT TT AG AG CT CT
HM-80-12 N GT AT CA CC AG TT TC AG AA cC CT
HM-80-11 N TT TT AA CT GG TT TC GG AG CT TT
HM-78-11 HM TT TT AA CT GG TT CC GG AA CcC TT
HM-78-06 N TT TT AA TT GG TT CC GG AA CcC TT
HM-78  HM-78-09 N GT AT CA CT AG AT TC AG AA CC CT
HM-78-10 NA TT TT AA CT GG TT TC GG AG CT TT
HM-78-12 HM TT TT AA CT GG TT CC GG AA CcC TT
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GJD21 GJD2 11 GJD2 111 GJD2 1V
Rodzina pl:lljr:s:‘a Fenotyp |rs11073060rs11073059 rs11073058 [rs11856445 rs634990 rs524952| rs8032019 rs8031887rs78481629rs12442965 rs560766
G>T A>T C>A C>T A>G A>T T>C A>G A>G C>T C>T
HM-78-07 HM TT TT AA CC GG TT TC GG AG CT TT
HM-78-08 HM GT AT CA CT AG AT TC AG AA CcC CT
HM-76-11 HM TT TT AA CC GG TT CC GG AA cC TT
HM-76-13 HM GT AT CA CC AG AT TC AG AA CC CT
HM-76-08 N TT TT AA CcC GG TT CcC GG AA cC TT
HM.76 HM-76-10 N GG AA CC CC AA AA TT AA AA CC CC
HM-76-09 N GT AT CA CcC AG AT TC AG AA CC CT
HM-76-03 HM TT TT AA CC GG TT CC GG AA CC TT
HM-76-12 HM TT TT AA CC GG TT CC GG AA cC TT
HM-76-04 N GT AT CA CC AG AT TC AG AA CC CT

HM — wysoka krotkowzrocznos$¢, N — brak wysokiej krotkowzrocznosci, NA — nieoznaczony status choroby
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Zalacznik 5. Wyniki sekwencjonowan wariantow 157555523, rs58073046, 1s52809447 1 1s7291444 powiazanych z ci$nieniem
wewnatrzgatkowym w rodzinach HM-32 i HM-80

TMCO1 ARHGEF12 GGA3 PKDREJ
Rodzina Numer pacjenta Fenotyp rs7555523 rs58073046 rs52809447 rs7§21(;l44
G>T A>G A>G AST
HM-32-09 HM TT AA AA AA
HM-32-46 N TT AA AA AA
HM-32-49 N TT AA AA AA
HM.32 HM-32-31 HM TT AA AA AA
HM-32-20 HM TT AA AA AA
HM-32-04 HM TT AA AA AA
HM-32-55 N TT AA AA AA
HM-32-56 N TT AA AA AA
HM-80-06 N TT AA AA AA
HM-80-09 HM TT AA AA AA
HM-80-04 HM TT AA AA AA
HM.80 HM-80-08 N TT AA AA AA
HM-80-14 HM TT AA AA AA
HM-80-05 HM TT AG AA AA
HM-80-12 N TT AA AA AA
HM-80-11 N TT AG AA AA

HM — wysoka krotkowzroczno$¢, N — brak wysokiej krotkowzrocznosci
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Zalgcznik 6. Wyniki sekwencjonowan wariantéw 1s2114039 1 rs6554163 powiazanych z krzywizng rogdwki w rodzinach HM-32 i HM-80

. . PDGFRA PDGFRA
Rodzina Numer pacjenta Fenotyp
rs2114039 T>C rs6554163 T>A
HM-32-09 HM TT TT
HM-32-49 N TT TT
HM-32-46 N TT TT
HM-32
HM-32-26 HM TT TT
HM-32-45 HM TT TT
HM-32-14 N TT TT
HM-80-09 HM TT TT
HM-80-15 HM TC TT
HM-80-10 HM TT TT
HM-80
HM-80-07 N CC TT
HM-80-14 HM TT TT
HM-80-11 N TC TT

HM - wysoka krotkowzrocznos¢, N — brak wysokiej krotkowzrocznosci
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Finansowanie badan:

Czesc niniejszych badan zostata zrealizowana z wykorzystaniem srodkow Ministerstwa
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego na finansowanie prac badawczych lub rozwojowych,
majacych na celu rozwoj mtodych naukowcow oraz uczestnikow studiow doktoranckich
w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN. Tytut projektu: ,,Weryfikacja wynikow

sekwencjonowania catego egzomu oraz analiza segregacji wybranych wariantow

sekwencji w wysokiej krotkowzrocznosci w rodzinach polskich”, kierownik projektu:
mgr inz. Joanna Swierkowska, nr projektu: 27/GM/2017.

Autorka otrzymata stypendium doktoranckie Srodowiskowego Studium Doktoranckiego
Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w latach 2014-2020 na realizacje badan
i przygotowanie rozprawy doktorskiej.





