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Streszczenie: Stozek rogéwki (Keratoconus, KC) — obustronna niezapalna choroba oczu charaktery-
zujaca sie Scieficzeniem, znieksztalceniem i uwypukleniem przedniej czedci rogéwki, co prowadzi do
pogorszenia ostro$ci widzenia, astygmatyzmu, w najciezszych przypadkach — do utraty wzroku. KC
to choroba o zlozonej etiologii, z silnym udzialem czynnikéw genetycznych. Badania majace na celu
scharakteryzowanie podtoza genetycznego stozka rogéwki trwaja juz ponad 100 lat. Jak do tej pory
naukowcom nie udato sie zidentyfikowa¢ markeréw genetycznych choroby — przydatnych we wczesnej
diagnostyce i leczeniu. Niniejsza praca ukazuje historyczny aspekt badan genetycznych nad stozkiem
rogéwki.

Summary: Keratoconus (KC) is a bilateral non-inflammatory eye disease characterized by thinning,
distortion and protrusion of anterior cornea that leads to deterioration of visual acuity, astigmatism, and
in the most extreme cases —loss of vision. KC is a complex condition with strong evidence of genetic fac-
tors associated with the disease. Genetic aetiology of keratoconus has been investigated for more than
100 years. So far, scientists have failed to identify genetic markers of keratoconus — useful in the early
diagnosis and treatment. This article focuses on the history of genetic research on keratoconus.

Slowa kluczowe: historia okulistyki, genetyka, markery genetyczne, stozek rogéwki
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Wprowadzenie

Choroby oczu maja czesto zlozona etiologie ze znaczacym udziatem czynnikéw
genetycznych [Bechara 1996]. Znalezienie marker6w genetycznych oraz okreslenie
modelu dziedziczenia ma kluczowe znaczenie dla wczesnej diagnostyki i doboru
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optymalnego leczenia [Bechara 1996]. Stozek rogéwki (keratoconus, KC, OMIM 14830)
jest choroba stosunkowo rzadka, jednak jego leczenie jest dtugotrwate i czesto koniczy
sie operacyjnie. Przyczyny zachorowania na KC obejmuja czynniki genetyczne oraz
wplyw Srodowiska. Zainteresowanie genetycznym podtozem choroby rozpoczeto sie
okoto sto lat temu. Wraz z rozwojem technik biologii molekularnej oraz uzyskaniem
w 2003 r. informacji na temat sekwencji ludzkiego genomu stato sie mozliwe szcze-
gotowe okreslenie genotypu mogacego predysponowac do zachorowania na KC. Ni-
niejsza praca ukazuje historyczny aspekt badan nad dziedzicznoscia stozka rogéwki
oraz prébuje wskaza¢ najnowsze techniki biologii molekularnej, zastosowane w celu
identyfikacji genetycznego podtoza choroby.

Opis choroby i etiologia

Stozek rogéwki (keratoconus, z gr. kerato — rogéwka, conus — stozek) jest niezapal-
na choroba rogéwki charakteryzujaca sie obustronnym, asymetrycznym uwypukle-
niem i pogrubieniem przedniej czeSci rogéwki przy jednoczesnym Scieficzeniu jej
brzegéw [Bisceglia 2009, Burdon 2013]. Efektem tych zmian jest pogorszenie ostro-
$ci widzenia, astygmatyzm, w najciezszych przypadkach — utrata wzroku [Brancati
2004, Burdon 2008]. Choroba ma progresywny charakter, jest jedna z najczestszych
dystrofii rogéwki oraz najczestsza przyczyna transplantacji rogéwki [Burdon 2013,
Czugala 2012, Dash 2010]. W réwnym stopniu dotyka kobiety i mezczyzn [Branca-
ti 2004]. Iloé¢ odnotowanych przypadkéw zachorowan w ciagu roku waha sie po-
miedzy 1,3-25 na 100,000 w zalezno$ci od pochodzenia etnicznego [Brancati 2004,
Burdon 2008]. Stozek rogéwki wystepuje czesciej u Azjatéw niz u reprezentantéow
rasy kaukaskiej [Brancati 2004]. Choroba ta czesto wspétistnieje z innymi chorobami
i z zespotami genetycznymi: z zespotem Downa, Turnera, Bardeta-Biedla, Ehlersa-
-Danlosa, zespotem paznokieé-rzepka, nerwiakowiékniakowatoscia, Xeroderma Pig-
mentosa, wrodzona $lepota Lebera, retinopatia barwnikowa, kolagenoza [Falls, Allen
1969].

Stozek rogéwki jest choroba wieloczynnikowa, o ztozonej etiologii. Do zachoro-
wania na keratoconus predysponuja zaréwno czynniki genetyczne, jak i Srodowisko-
we: noszenie gazoszczelnych soczewek kontaktowych, nawykowe tarcie oczu, aler-
gie [Brancati 2004]. Przypadki rodzinnego keratoconus stanowia 6-8% zachorowan
[Brancati 2004]. W wiekszosci przypadkéw rodzinnego stozka rogéwki obowiazuje
autosomalny dominujacy model dziedziczenia z ograniczona penetracja [Fullerton
2000].

Za podlozem genetycznym rozwoju stozka rogéwki przemawiaja nastepuja-
ce czynniki: wspétistnienie z zespotami genetycznymi, wysoka zgodnoé¢ fenotypu
wérdd blizniat monozygotycznych w poréwnaniu z bliznietami dwuzygotycznymi
oraz wystepowanie rodzinnych przypadkéw choroby [Brancati 2004, Burdon 2008].
Pomimo dowodéw na istnienie genetycznych przyczyn stozka rogéwki, jak do tej
pory nie udato sie znalez¢é marker6w genetycznych, przydatnych w diagnostyce i le-
czeniu tego schorzenia [Brancati 2004].
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Historia badan nad stozkiem rogéwki. Poszukiwanie genetycznego
podloza choroby

Stozek rogéwki zostal po raz pierwszy opisany i scharakteryzowany jako odreb-
na jednostka chorobowa w r. 1854 przez brytyjskiego lekarza Johna Nottinghama
[Gajecka 2009]. Jednakze juz 150 lat weze$niej, w 1736 r., angielski lekarz, chirurg i pio-
nier okulistyki — Benedykt Dudell, w zataczniku do jednej ze swoich naukowych roz-
praw opisal przypadek 14-letniego chtopca z ,uwydatniona rogéwka w obu oczach,
przypominajaca wyraznie widoczny tepy stozek” [Gajecka 2009]. 30 lat pdzniej ko-
lejny brytyjski okulista, chirurg John Taylor (1703-1772), na podstawie wtasnych ob-
serwacji dokonat pierwszej precyzyjnej charakterystyki stozka rogéwki, ktéry nazwat
,ochlodes”. Okreslit keratoconus jako chorobe, w ktérej ,rogéwka choé utrzymuje
swoja przejrzystos¢, ulega uwypukleniu w postac stozka ze Scietym, tepym wierz-
chotkiem, ktérego podstawa obejmuje caty obwdd rogéwki” [Gajecka 2009]. W 1801 r.
Scarpa opisat przypadek 36-letniej kobiety, u ktérej wystepowato pogorszenie widze-
nia, natomiast rogéwka, cho¢ zachowywata swoja przejrzystoé¢, miata postac stozka,
ktérego ,,czubek z taka sita odbijat przypadkowe Swiatlo, ze wygladat jak $wiecacy
punkt” [Gajecka 2009]. W 1817 r. opisano po raz pierwszy zakonczone sukcesem dwa
przypadki chirurgicznego usuniecia stozka rogéwki [Gajecka 2009]. W 1830 r. Mac-
Kenzie jako przyczyne zachorowania na keratoconus podat: , zaburzenia w prawidto-
wym funkgonowaniu naczyn krwiono$nych odzywiajacych sama rogéwke”[Gajecka
2009].

Historia badan nad dziedzicznoscia stozka siega lat dwudziestych ubiegtego wie-
ku. Pierwsze obserwagcje dotyczace genetycznego podioza choroby dotyczyty rodzin-
nego stozka rogéwki [Gasset, Houde 1977, Gasset, Hinson Grias 1978]. Na poczatku
XX w. Stihli, Hoeve, Woltz opisali przypadki keratoconus w 2-3 pokoleniach jednej ro-
dziny. W opinii Woltz stozek rogéwki rozwijat sie wskutek wystepowania rodzinnych
predyspozydji. [Gasset, Houde 1977]. W 1925 r. Clausen jako przyczyne genetycznego
keratoconus wskazat czynnik recesywny lub kilka czynnikéw wystepujacych na réz-
nych chromosomach [Gasset, Hinson, Grias 1978]. Zachecano do wstrzymywania sie
od reprodukgji te osoby, u ktérych podejrzewano posta¢ genetyczna stozka (choroba
pojawita sie w wywiadzie rodzinnym) [Gasset, Hinson, Grias 1978].

W celu wyjaénienia mechanizmu dziedzicznoéci KC, w 1977 r. Gasset podjat pré-
be znalezienia korelacji pomiedzy jednogenowym, mendlowskim dziedziczeniem
gorzkiego smaku wywotanego przez fenylotiomocznik (PTC), a stozkiem rogéwki.
W grupie 50 chorych na KC, ktérym podano PTC nie znaleziono réznic w odczuwa-
niu smaku gorzkiego w poréwnaniu z populacja zdrowych ochotnikéw [Grzybowski,
McGhee 2013]. Rok p6zniej, Gasset i inni zbadali grupy krwi u 69 chorych, jednak nie
znaleziono przewagi zadnej z grup krwi w poréwnaniu z 1465 zdrowymi ochotnikami
[Guan 2012]. W tym samym czasie Hallermann, Wilson przeanalizowali 304 kliniczne
przypadki KC. U o0s6b, u ktérych choroba mogta mie¢ charakter dziedziczny (stozek
pojawil sie w wywiadzie rodzinnym w kilku pokoleniach wstecz) zaobserwowano
wspotistnienie KC z syndromami genetycznymi oraz wystepowanie réznych od-
mian choroby: od fagodnych po ekstremalne [Hallermann, Wilson 1977]. Postawiono
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hipoteze o wieloczynnikowym modelu dziedziczenia KC [Hallermann, Wilson 1977].
W latach osiemdziesiatych i dziewiec¢dziesiatych ubieglego wieku przeprowadzono
badania blizniat monozygotycznych (MZ), u ktérych wystepowat keratoconus [Heon
2002].

Kohortowe badania poréwnawcze blizniat monozygotycznych oraz dwuzygotycz-
nych daja mozliwo$¢ oceny udziatu czynnikéw genetycznych oraz Srodowiskowych
w rozwoju choroby.

W badaniach nad keratoconus wykazano nizszy poziom zgodnosci fenotypu zmie-
nionego u blizniat dwuzygotycznych w poréwnaniu z monozygotycznym.[Brancati
2004, Burdon 2008, Hughes 2003]. Ponadto u blizniat monozygotycznych choroba roz-
poczynata sie wczeéniej i miata ciezszy przebieg [Burdon 2008]. Badania nad bliznie-
tami potwierdzily silny udzial czynnika genetycznego w rozwoju stozka rogéwki.

Rodzinna posta¢ stozka rogéwki w 90% jest dziedziczona w modelu autosomal-
nym dominujacym ze zredukowana penetracja [Brancati 2004, Hutchings 2005, Thala-
inen 1986, Jeyabalan 2013]. W r. 2000 Wang i Rabinowitz przeprowadzili analize segre-
gacyjna u 95 rodzin, w ktérych stwierdzono wystepowanie keratoconus. Okazato sie,
ze czynnik genetyczny odgrywal giéwna role w rozwoju KC. Zaproponowali autoso-
malny recesywny model dziedziczenia [Karolak, Kuliniska, Nowak 2011].

W latach dziewiecdziesiatych oraz na poczatku XXI w. rozpoczeto poszukiwania
genu — markera odpowiedzialnego za rozwéj choroby [Dash 2010]. Z zastosowaniem
metod genotypowania oraz analizy sprzezenn naukowcy zlokalizowali sze$¢ loci na
réznych chromosomach, ktére mialy zwiazek z choroba [Dash 2010]: 16q22.3-q23.1
(KTCN2; MIM 608932), 3p14-q13 (KTCN3; MIM 608586), 2p24 (KTCN4; MIM 609271),
5q14.3-q21.1, 15q23-q24 oraz 20q12 [Fullerton 2000, Kulifiska 2009, Lin 2012, Macklin
1927, Nielsen 2003, Nowak 2011, Rabinowitz 1992, Stabuc-Silih 2010]. W 2008 r. pol-
scy naukowcy (Gajecka i in.) z Instytutu Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu scha-
rakteryzowali nowe locus — 13q32 — sprzezone z KC w populagji rodzin z Ekwadoru
[Tang 2005]. W obrebie kazdego locus (o diugosci czasem kilku milionéw par zasad)
poszukiwano zmian w sekwencji pojedynczych genéw. W tym celu, z zastosowaniem
standardowej metody sekwencjonowania DNA Sangera, u 0os6b chorych na KC oraz
zdrowych cztonkéw ich rodzin okredlano sekwencje genéw mogacych warunkowac
rozwdj choroby [Dash 2010]. Nastepnie prébowano okresli¢ czesto$¢ zmian sekwen-
cji DNA u chorych w poréwnaniu ze zdrowymi cztonkami ich rodzin. Tylko zmiana
sekwencji DNA wystepujaca u 0s6b chorych, natomiast nieobecna u zdrowych czton-
kéw rodziny mogta by¢ uznana za zmiane wywotujaca chorobe. W 2002 roku wska-
zano na gen VSX1 (Visual system homeobox gene 1) zlokalizowany w locus 20q12,
mogacy by¢ przyczyna KC [T6rok, Redway 1927]. Jednak badania prowadzone w in-
nych osrodkach na chorych z réznych grup etnicznych nie potwierdzity tych donie-
sien [Tuft 2012, Tyynismaa, Sistonen, Tuupanen 2002]. Z kolei w 2008 r. wskazywano
na gen SOD1 (Superoxide Dismutase 1) jako kandydata w etiologii KC [Udar, Atilano,
Brown 2006]. Podobnie jak w przypadku VSX1 — badania na wigkszej grupie chorych
nie potwierdzity zwiazku SOD1 (21g22.11) z rozwojem stozka rogéwki [Tang 2005].
Kolejne geny - kandydaci, w ktérych zidentyfikowano polimorfizmy zmieniajace se-
kwengje biatka lub mutacje genetyczne segregujace z fenotypem zmienionym choro-
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bowo to: DOCK 9 (locus 13q32) oraz TGFp [Vazarini, Basu 2013, Verma, Das, Srini-
vasan 2013]. Jednak udziat jak i rola w/w genéw w etiologii stozka jest niepoznana
i wymaga dalszych wyjasnien.

W 2003 r. dzieki zastosowaniu techniki mikromacierzy (Gene-Chip) firmy Affyme-
trix, mozliwe stalo sie¢ poréwnanie profilu ekspresji 5600 genéw w rogédwce zdrowej
i chorobowo zmienionej. U 11 0s6b z keratoconus 47 genéw ulegato zwiekszonej eks-
presji, za$ 9 wykazywalo ekspresje obnizona w poréwaniu ze zdrowa tkanka. Wyniki
badar mikromacierzy zwalidowano przy uzyciu metody Real — Time PCR; w przy-
padku niektérych genéw obserwowano réwniez wzrost produkgcji biatka (keratyna 6
i 13, met. immunohistochemiczna) [Wang 2000].

Poszukiwania pojedynczego genu-markera stozka rogéwki nie przyniosty zamie-
rzonego rezultatu. W zadnym z genéw kandydat6éw nie znaleziono mutacji mogacych
by¢ bezposrednia przyczyna zachorowania na KC [Dash 2010, 37]. W 2009 r. po raz ko-
lejny postawiono hipoteze o wielogenowym dziedziczeniu stozka rogéwki. Z powo-
du braku danych na temat mutacji mogacych by¢ przyczyna choroby zaproponowano
inny mechanizm dziedziczenia KC. Prawdopodobnie, fenotyp zmieniony rozwija sie
na skutek nagromadzenia polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (SNP) lub dtuz-
szych odcinkéw DNA w genach w obrebie loci sprzezonych z choroba [Dash 2010].
Trudnodci w znalezieniu markeréw genetycznych choroby wiaza sie réwniez z fak-
tem silnego wptywu czynnikéw $rodowiskowych na rozwdj choroby [Dash 2010]. Jak
wspomniano, keratoconus to choroba o ztozonej etiologii, w ktérej oprécz czynnikéw
genetycznych bardzo duze znaczenie maja czynniki Srodowiskowe. Pomimo ujawnie-
nia mutacji w niektérych genach, nie udato sie potwierdzi¢ zwiazku z keratoconus na
wiekszej grupie chorych, co wskazuje na genetyczna niejednorodnosé stozka [Bechara
1996, Brancati 2004]. R6zne mutacje w obrebie jednego locus moga powodowac rozwdj
choroby, jak réwniez rézne zmiany w obrebie wielu loci moga dawac fenotyp zmienio-
ny [Brancati 2004]. Model dziedziczenia autosomalny dominujacy ze zredukowana
penetracja zakltada wystepowanie genotypu zmienionego, przy jednoczesnym braku
rozwoju fenotypu zmienionego [Brancati 2004]. Efekt ten jest spowodowany oddzia-
tywaniem dodatkowych czynnikéw Srodowiskowych lub genetycznych [Brancati
2004]. Zdarza sie, ze rozwdj choroby nastepuje wytacznie w wyniku oddziatywania
czynnikéw Srodowiskowych, a osoba chora nie ma zadnych predyspozycji genetycz-
nych [Brancati 2004]. Na podstawie aktualnie dostepnych danych sugeruje sie, ze ke-
ratoconus jest choroba wywotywana przez zmiany w wielu réznych regionach chro-
mosoméw, przy jednoczesnym wspétudziale czynnikéw srodowiskowych.

W latach 2010-2013 , dzieki rozwojowi technik: Genome-Wide Association Study
(GWAS) oraz Next Generation Sequencing (NGS ) mozliwe stato sie poszukiwanie
polimorfizméw oraz mutacji w calym genomie (whole genome sequencing) oséb
chorych na keratoconus, bez wskazywania na konkretne loci chromosomowe sprze-
zone z KC. Znalezienie asocjacji pomiedzy zmiana w sekwencji DNA, a fenotypem
chorobowym daje mozliwos¢ profilaktyki, wczesnej diagnozy oraz doboru wtasciwe-
go leczenia. Kolejnym krokiem sa badania funkcjonalne w tym: sekwencjonowanie
egzomu (wylacznie fragmentéw kodujacych genéw) oraz transkryptomu rogéwki
0s6b chorych. Dzieki badaniom funkcjonalnym mozliwe jest poznanie mechanizmu
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rozwoju choroby, poznanie biatek uczestniczacych w patogenezie keratoconus, a tak-
ze oznaczenie komérkowych szlakéw sygnalizacyjnych kluczowych dla progresji KC.

Podsumowanie

Jak do tej pory znalezienie przyczyn genetycznych rozwoju stozka rogéwki, po-
mimo zastosowania najnowocze$niejszych technik sekwencjonowania genomu, nie
przyniosto zamierzonych efektéw. Stozek rogéwki jest choroba ztozona, o wieloczyn-
nikowej etiologii i wielogenowym, niemendlowskim modelu dziedziczenia. Nie udaje
sie znalez¢ jednego, uniwersalnego markera genetycznego keratoconus przydatnego
w diagnostyce choroby. Wspétczesna medycyna, idaca w kierunku spersonalizowa-
nego leczenia, zaktada indywidualistyczne podejscie do chorego. Dzieki najnowszym
technikom sekwencjonowania genomu, mozliwe jest okrelenie genotypu u kazdego
chorego - przydatne w diagnostyce oraz podjeciu najoptymalniejszego leczenia. Nie-
odzowne wydaje sie, obok badan genetycznych, wlaczenie badan funkcjonalnych ba-
zujacych na najnowszych osiagnieciach transkryptomiki i proteomiki w celu lepszego
poznania molekularnych mechanizméw choroby. Dzieki kompleksowemu podejsciu,
w przyszloéci bedzie mozliwa wczesna diagnostyka oraz niechirurgiczne leczenie
stozka rogowki.
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