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Streszczenie: Dystrofia Sradbfonka rogéwki Fuchsa jest najczesciej wystepujgca genetycznie uwarunkowang chorobg degeneracyjng rogéw-
ki. U polskich pacjentéw stanowi ona gtéwne wskazanie do zabiegdw keratoplastyki warstwowej tylnej. Podloze genetyczne
tej choroby jest ztozone i heterogenne. Dotychczas opisano wiele réznych wariantéw genu TCF4 wysoce predysponujgcych
do dystrofii $rodbtonka rogéwki Fuchsa, w tym najwazniejszym odkryciem ostatnich lat jest stwierdzenie obecnosci w tym genie
ekspansji powtdrzen tréjnukleotydowych CTG18.1. Celem niniejszej pracy jest przedstawienie tego nowego i niezwykle silnego
powigzania genetycznego z dystrofig Srodbtonka rogéwki Fuchsa. Badanie wptywu CTG18.1 na komdrki $rédbtonka moze wyja-
$ni¢ mechanizm molekularny rozwoju tej choroby oraz znaczaco usprawnic jej diagnostyke i terapie.

Stowa kluczowe:  dystrofia Srdblonka rogéwki Fuchsa, TCF4, ekspansja powtarzen tréjnukleotydowych, CTG18.1, DSAEK, TNR.

Summary: Fuchs endothelial corneal dystrophy is the most common genetically determined degenerative disease of the cornea. In Polish pa-
tients the dystrophy is a leading indication for lamellar posterior keratoplasty. The genetic background of Fuchs endothelial corneal
dystrophy is complex and heterogeneous. A number of TCF4 gene variants have been strongly associated with the development
of this disorder with the most important of them being the trinucleotide repeat expansion CTG18.1. The aim of the study is to pre-
sent this novel and extraordinarily strong genetic association with Fuchs endothelial corneal dystrophy. Studies on the impact
of CTG18.1 on corneal endothelial cells may help to explain the molecular mechanism involved in the pathogenesis of the corneal
dystrophy. This could significantly improve diagnostics and therapy of Fuchs endothelial corneal dystrophy patients.

Key words: Fuchs endothelial corneal dystrophy, TCF4, trinucleotide repeat expansion, CTG18.1, DSAEK, TNR.

Dystrofia srodbionka rogowki Fuchsa

Dystrofia $rédbtonka rogéwki Fuchsa (ang. Fuchs Endo-
thelial Corneal Dystrophy — FECD) jest najcze$ciej wystepu-
jaca dziedziczng chorobg degeneracyjng rogéwki. Szacuje sie,
ze dotyka ona 5% osdob powyzej 40. roku zycia (1, 2), a ko-
biety prezentujg objawy nawet trzykrotnie czeSciej niz mez-
czyzni (3). Charakterystyczne zmiany widoczne w rogdwkach
u pacjentéw z FECD obejmujg pogrubienie btony Descemeta % af 3
i powstawanie w niej wyrosli, ktérych obecno$¢ powoduje, LY RO R
ze rogéwke okresla sie pojeciem ,cornea guttata” (ryc. 1.). v 4
Zmiany te s konsekwencjg nadmiernej ilosci i nieprawidiowe- N «'LE
go utozenia kolagenu 8. wydzielanego przez komérki $rédbton- EANORY )
ka rogéwki do przestrzeni zewnatrzkomérkowej tworzgcej ich  Rye. 1. Charakterystyczne dia FECD zmiany typu ,guttae” w retroilumi-
btone podstawng. Nieprawidiowej budowie btony Descemeta nacji w lampie szczelinowej (A) oraz w mikroskopii konfokalnej
towarzyszy zmniejszona liczba komodrek $rodbtonka rogowki "S"O\‘;’;‘;‘r’] Vr‘:qs(tg;““m mniej zaawansowanym (B) i bardziej zaawan-
- W kpnsekwencu tego_ mo?e d9l§C (.10 oprzeku rogéwki (4). Fig. 1. CharacY[eristic for FECD pathological ,guttae” in slit-lamp re-
W zwigzku z pogorszeniem jakosci widzenia spowodowanym troillumination (A) and confocal microscopy in vivo in less (B)
stopniowg utratg przezierno$ci rogéwki w koncowym stadium and more (C) advanced stages.
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choroby FECD jest gtéwnym i coraz czgestszym wskazaniem
do przeszczepienia rogéwki.

Obecnie w przypadku FECD standardowa procedurg jest
przeszczep warstwowy tylny typu DSAEK (ang. Descemet Strip-
ping Automated Endothelial Keratoplasty), w ktdrej ptatek daw-
cy sktada sie z btony Descemeta ze $rédbtonkiem oraz z tylnej
czesci istoty wiasciwej o niewielkiej grubosci (5). Efekty lecze-
nia pacjentéw z FECD za pomoca keratoplastyki endotelialnej
sq bardzo dobre. W poczatkowych etapach rozwoju tej techniki
przezierne przeszczepy stanowity okofo 80% przypadkéw (6),
a wspbtczesnie wyniki sg znacznie lepsze (J. P. Szaflik dane nie-
opublikowane).

Etiologia i klasyfikacja FECD

Chociaz etiologia FECD nie jest do konca poznana, wyniki
licznych badan potwierdzajg istotng role uwarunkowan gene-
tycznych, ktére sg ztozone, heterogenne i mogg cechowac sie
zmienng ekspresjg oraz niepetng penetracjg. Dotychczas zwig-
zek z patogenezg FECD wykazano dla: (i) mutacji w 5 genach,
tj.ZEB1,AGBL1,LOXHD1, SLC4A11, COL8A?2, (ii) 4 réznych obsza-
réw chromosomowych, tj. 5933.1-35.2 (FCD3), 9p22.1-p24.1
(FCD4), 13pter-q12.13 (FCD1) i 18q21.2—q21.32 (FCD2), oraz
(iii) licznych wariantéw genetycznych typu polimorfizmu poje-
dynczego nukleotydu (ang. Single Nucleotide Polymorphism —
SNP) (7-10).

Typowo FECD charakteryzuje sie péznym poczatkiem wy-
stapienia objawdw, zwykle w 5. dekadzie zycia. Mozna tu
wymieni¢ tych pacjentéw, w rodzinach ktdérych choroba dzie-
dziczy sie jak cecha autosomalna dominujgca. Wigkszo$¢ oséb
z FECD jednak stanowia przypadki sporadyczne z negatywnym
wywiadem rodzinnym w kierunku tej choroby. Nalezy zwrdcic¢
uwage, ze dystrofia §rédbfonka rogéwki powodowana mutacja-
mi w genie COL8A2 (kodujgcym fancuch alfa kolagenu 8.) jest
klasyfikowana jako posta¢ FECD o wczesnym poczatku z obja-
wami choroby juz w 1. dekadzie zycia (11). Niektérzy autorzy ze
wzgledu na réznice w morfologii i rozmieszczeniu zmian w ro-
goéwece klasyfikuja jednak te posta¢ FECD jako odrebng jednost-
ke chorobowa (7).

Udziat wariantow genu TCF4 w powstawaniu FECD

W ostatnich latach gen TCF4 (MIM* 602272; 18q21.2), ko-
dujacy czynnik transkrypcyjny E2-2, jest jednym z najwazniej-
szych przedmiotéw badan genetycznych nad podiozem FECD.
W 2010 roku Baratz i wsp. wykazali bardzo silne powigzanie
SNP o numerze rs613872 (NC_000018.10:9.55543071G>T)
w genie TCF4 z wystepowaniem FECD (12). Wyniki tych badan
zostaly potwierdzone w réznych grupach pacjentéw, zwiasz-
cza obejmujacych populacje kaukaskg (13—15). Nasze badania
pokazaty, ze w przypadku populacji polskiej obecnos¢ allelu G
w tej lokalizacji chromosomowej réwniez znaczagco predys-
ponuje do rozwoju FECD. lloraz szans (ang. Odds Ratio — OR)
zwigzany z wystgpieniem FECD u oséb z genotypem GG i GT
(dominujacy model dziedziczenia) wynosit 12,95 (p<0,0001).
Nie znalezli$my jednak réznic w poziomie ekspresji mRNA genu
TCF4 miedzy grupg pacjentéw i grupg kontrolng (16).

W populacjach chinskiej i hinduskiej badania replikacyjne
nie potwierdzity silnego powigzania rs613872 z powstawaniem
FECD. W tych grupach pacjentéw zidentyfikowano inny wazny

wariant genu TCF4 o numerze rs17089887, ktéry wystepowat
znacznie czesciej u pacjentéw z FECD w porédwnaniu do popu-
lacji ogdlnej (17, 18). Oba opisywane warianty genu TCF4 sg
zZlokalizowane gteboko w sekwencjach niekodujacych, dlatego
trudno jest ustali¢ ich ewentualne powiazanie funkcjonalne
z rozwojem FECD.

Najnowszym odkryciem potwierdzajagcym silny zwigzek
TCF4 z FECD jest ekspansja powtdrzen tréjnukleotydowych
CTG (CTG18.1; ang. Trinucleotide Repeats — TNR) zlokalizowa-
na w drugim intronie genu TCF4 (19, 20). Zwigzek CTG18.1
z wystepowaniem FECD potwierdzono w przypadku populacji
kaukaskiej (21, 22), chiniskiej (23) i hinduskiej (18). W populacji
japonskiej ekspansja CTG18.1 jest obecna u okofo 25% pacjen-
téw, sugerujgc udziat réwniez innych czynnikéw genetycznych
w rozwoju FECD w tej grupie (24).

W badanych fibroblastach skéry od oséb z FECD, inaczej
niz u oséb zdrowych, zauwazono niestabilno$¢ ekspansji TNR.
W hodowanych in vitro fibroblastach skéry pobranych od po-
szczegbInych pacjentéw z FECD stwierdzono rézne liczby po-
wtorzen CTG18.1. Takich zmian nie obserwowano w limfocy-
tach krwi obwodowej. Ze wzgledu na ograniczong dostepnos$¢
rogéwek od pacjentéw z FECD stabilno$¢ powtdrzen CTG18.1
w komoérkach rogéwki pozostaje na razie nieznana (25).

Ekspansja powtdrzen trojnukleotydowych i mechanizmy

jej dziatania

Powtdrzenia tréjnukleotydowe stanowig grupe sekwenciji
repetytywnych, ktére wystepuja w genomie cztowieka w licz-
bie okofo 32000. Wystapienie ekspansji TNR wymaga istnienia
dtugiego ciagu powtdrzen w sekwencji DNA. Prawidtowe allele
ulegajg ekspansji (patogennemu wydtuzeniu) dopiero po osia-
gnieciu okreslonej granicznej liczby powtorzen, tzw. progu, kto-
ry rézni sie¢ w zalezno$ci od genu. Ekspansja moze nastgpowac
w trakcie procesu replikacji DNA, naprawy DNA lub rekombina-
cji i jest zwigzana z wiekiem (26).

Ekspansja TNR stanowi podioze genetyczne wielu cigzkich
dziedzicznych choréb neurodegeneracyjnych i nerwowo-mie-
$niowych. Na przykiad, patogenne wydtuzenie ciggu powtdrzen
CGG (powyzej 200) w regionie 5'UTR (ang. Untranslated Re-
gion) genu FMR1 jest charakterystyczne dla zespotu tamliwego
chromosomu X (FraX), ciggu powtérzen GAA (powyzej 50) w in-
tronie genu FXN dla ataksji Friedreicha, ciagu powtérzen CAG
(powyzej 35) w regionie kodujgcym genu HTT dla choroby Hun-
tigtona, a ciggu powtdrzen CTG (powyzej 250) w regionie 3'UTR
genu DMPK w dystrofii miotonicznej typu 1. (27). Zwielokrot-
niona liczba powtérzen w genach powodujgcych ww. choroby,
podobnie jak w genie TCF4 u pacjentdéw z FECD, ma charakter
zmian konstytucyjnych, tzn. jest ona obecna we wszystkich ko-
morkach organizmu. Wiaze sig to z duzym ryzkiem wystgpienia
choroby u potomstwa. Niestabilno$¢ genetyczna obejmujaca
m.in. zmienng liczbe TNR jest réwniez jedng z cech charakte-
rystycznych nowotwordw. Zmiany dfugosci TNR majg w tym
przypadku charakter somatyczny i sa ograniczone do komdrek
nowotworowych (28).

Mechanizm wptywu ekspansji TNR na komorki jest zrézni-
cowany i moze obejmowac: (i) zaburzenie funkcji biatka kodo-
wanego przez gen z ekspansjg TNR, (ii) zmiane ekspresji genu
z ekspansja TNR, jak réwniez (iii) nabycie nowej funkcji przez
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RNA zawierajace ekspansje TNR. Pierwszy mechanizm znajdu-
je odzwierciedlenie w chorobach z wydtuzonym ciggiem CAG
(tzw. choroby poliglutaminowe, np. choroba Huntingtona).
Prawidtowa funkcja biatek, ktére majg wydiuzony fragment
poliglutaminowy, zostaje utracona i zmianie ulegajq liczne szla-
ki komorkowe, znaczaco zaburzajac funkcjonowanie komarki.
Przyktadem drugiego mechanizmu jest FraX, tu na skutek eks-
pansji powtérzen CGG dochodzi do hipermetylacji genu FMR1
i zahamowania jego ekspresji. W przypadku trzeciego mechani-
zmu transkrypty zawierajace zbyt duzg liczbe TNR moga zostaé
btednie rozpoznane przez maszynerie komérkows i zatrzymane
na terenie jadra komdrkowego. Tam moga kolokalizowa¢ z biat-
kami, tworzac mikroskopijne skupiska, tzw. RNA foci (27, 29,
30). Taki mechanizm zostat zidentyfikowany w FECD (25).

CTG18.1 w FECD

Wedtug obecnej wiedzy CTG18.1 jest wariantem genetycz-
nym, ktéry najsilniej predysponuje do rozwoju FECD. Sktonito
to naukowcéw do poszukiwania prawdopodobnego mecha-
nizmu molekularnego taczacego CTG18.1 z patogeneza FECD.
Pierwsze doniesienia na ten temat pokazujg, ze w komdrkach
pacjentéw z FECD dochodzi do sekwestracji biatka MBNL1
(ang. Muscleblind-Like Splicing Regulator 1) w toksycznym
RNA, czyli RNA zawierajgcym TNR (25). Biatko MBNL1 jest
waznym regulatorem alternatywnego sktadania transkryptéw
w komorce. Ograniczona ilo§¢ biatka MBNL1, np. na skutek
opisanej wyzej sekwestracji, moze powodowa¢ zmiane alterna-
tywnego skiadania pre-mRNA i zaburza¢ charakterystyczny dla
danej tkanki profil transkryptéw réznych genéw (31). Zjawisko
to wykazano dla procesu alternatywnego sktadania zaréwno
transkryptéw genu TCF4, jak i ponad 300 innych genéw ma-
jacych silng ekspresje w komérkach $rédbtonka rogdwki. Wy-
niki badan Du i wsp. wskazujg na udziat w patogenezie FECD
szlakéw komorkowych zwigzanych ze zjawiskiem przemiany
nabtonkowo-mezenchymalnej (ang. Endothelial-mesnechymal
Transition — EMT), ktdrej rola w powstawaniu FECD byta juz
weczesniej sugerowana (7, 12, 25).

Skupiska RNA zlokalizowano u pacjentéw z FECD dzigki za-
stosowaniu techniki hybrydyzacji fluorescencyjnej in situ (ang.
Fluorescent In Situ Hybridization — FISH). Byly one bardziej licz-
ne w komérkach srédbtonka rogéwki w poréwnaniu do fibrobla-
stdw skory. Proces ten wydaje si¢ $cisle zwigzany z liczhg TNR
wykrywanych w DNA. Ztogi RNA byly obecne jedynie u tych
pacjentéw z FECD, u ktérych liczha TNR w genie TCF4 znacza-
co odbiegata od wartosci referencyjnej (okofo 20 powtérzen)
i przekraczata 79 powtdrzen (21). Akumulacja RNA w rogéwce
moze by¢ efektem bezposredniego oddziatywania na nig czynni-
kéw Srodowiskowych, takich jak stres oksydacyjny, ktéry moze
powodowac¢ niestabilno$¢ genetyczng i w konsekwencji eks-
pansje TNR. Stres oksydacyjny byt wcze$niej opisywany jako
czynnik odgrywajacy istotng role w patogenezie FECD (32).

Inaczenie diagnostyki genetycznej w FECD

Whyniki badan przeprowadzonych przez Du i wsp. (25) poka-
zujg, ze rola zbyt licznych powtérzen TNR nie jest ograniczona
jedynie do patogenezy choréb neurodegeneracyjnych i nowo-
tworowych. Identyfikacja ekspansji CTG18.1 moze stanowié
wazny element diagnostyki oséb obcigzonych duzym ryzykiem

wystapienia FECD oraz pacjentéw z FECD. Badania na duzej
grupie ponad 500 pacjentéw z FECD pokazaty, ze w przypad-
ku ekspansji monoallelicznej CTG18.1 efekt patogenny jest ob-
serwowany po przekroczeniu 103 powtérzen, a w przypadku
ekspansiji biallelicznej — po przekroczeniu 40 powtérzen. Warto
zauwazy¢, ze zastosowanie ww. kryteriéw pozwolito na przewi-
dzenie wystapienia FECD u osdb, u ktérych wczesniej nie obser-
wowano objawéw choroby (22).

Diagnostyka genetyczna obejmujgca warianty genu TCF4
silnie predysponujgce do rozwoju FECD moze znaczaco wpty-
ng¢ na opieke nad pacjentami. Zaréwno obecnos$¢ ryzykownego
wariantu rs613872, jak i zwigkszona liczba powtdrzen CTG18.1
powinny wskazywa¢ na konieczno$¢ przeprowadzania czest-
szych badan okulistycznych. Wykrycie zaémy u tych pacjentéw
moze byé wskazaniem do wykonania wcze$niejszego zabiegu
jej usuniecia ze wzgledu na duze prawdopodobiefistwo wysta-
pienia objawowej FECD w pézniejszym wieku, a wigze si¢ ona
z podwyzszonym ryzykiem utraty komérek $rédbtonka podczas
operacji wewnatrzgatkowych (33, 34). W przypadkach zaawan-
sowanych postaci FECD ze wspétistniejacg z nig zaéma opera-
cja usunigcia zaémy moze wymagac przeprowadzenia zabiegu
wieloproceduralnego — potaczonego z przeszczepieniem rogéw-
ki, a taki zabieg jest bardziej obcigzajgcy dla chorego.

Publikacja powstata w zwiazku z realizacja projektu
Zintegrowany system narzedzi do diagnostyki i telereha-
hilitacji schorzen narzadéw zmystow (stuchu, wzroku,
mowy, rownowagi, smaku, powonienia) wspétfinanso-
wanego przez Narodowe Centrum Badaii i Rozwoju w ra-
mach Programu STRATEGMED oraz projektu Warszaw-
skiego Uniwersytetu Medycznego 1M15/NM4/2011.
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