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Summary:

Purpose: The aim of the study was to identify the mutations of TIGR gene in Polish patients with primary open angle
glaucoma (POAG), and to define the genotype-phenotype correlation, between the type of mutation and the clinical
picture of POAG.

Material and methods: The study included 45 patients with verified and proved diagnosis of POAG. DNA was
isolated from peripheral blood lymphocytes of patients. The PCR amplification of all three exons of TIGR gene was
done for every patient. The screening for the sequence changes in the PCR products of TIGR gene was done using
conformation sensitive gel electrophoresis (CSGE). The probes with identified heteroduplexes were sequenced using
an automatic DNA sequencer.

Results: During amplification of the coding regions of TIGR gene and the promoter sequences and flanking
sequences of introns, 315 PCR products were obtained. The CSGE analysis of these PCR products allowed to detect
60 possible changes of sequence in 28 patients. 34 heteroduplexes were chosen for sequencing, including 29
unique changes and 5 changes representative for repeated, identical heteroduplexes. Direct sequencing allowed to
detect only four different changes in TIGR gene sequence. Three of them: 5'UTR -83G—A (present in 14 patients),
+227 exon 1 G—A, Arg76lys (present in 14 patient) and +311 exon 3 T—C, Tyr347Tyr (present in 4 patients)
were already described in literature as neutral polymorphisms of TIGR gene. Only one change in promoter: 5'UTR
-126T—C (present in 2 patients) was not described in the literature to date. However, because this change doesn't
alter directly the sequence of aminoacids in protein product of TIGR gene, it is very difficult to conclude its
pathogenetic role.

Conclusions: Our studies have shown no TIGR gene changes that can be recognized as causative mutations in
development of POAG. Thus, the definition of any genotype-phenotype correlation was impossible. The study on
the role of the change in promoter sequence that was not yet described, will be continued. Exclusion of TIGR gene
mutations in Polish patients with POAG means that they probably have mutations in other genes, what paves the
way to the studies on other loci that predispose to POAG.
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Wprowadzenie

Jaskra pierwotna otwartego kata (JPOK) zostata uznana przez
WHO za chorobe spofeczng, poniewaz w krajach rozwinietych sta-
nowi gtéwng przyczyne nastepujacej podstepnie i bezbélowo, nie-
odwracalnej $lepoty. Z tego powodu od wielu lat trwajg prace nad
opracowaniem metod, pozwalajgcych na mozliwie najwczesniejsza
identyfikacje 0séb zagrozonych rozwojem jaskry, co pozwolifoby na
wczesne dziatania profilaktyczne. Najwazniejszym czynnikiem ryzy-
ka rozwoju jaskry otwartego kata jest obcigzony wywiad rodzinny.

Dziedziczenie choroby okresla sie zwykle jako wieloczynnikowe,
jednak znane sg liczne rodziny wykazujgce proste dziedziczenie
autosomalne dominujgce. Badania genetyczne prowadzone metodg
analizy sprzezen pozwolity na zmapowanie szesciu loci zwigzanych
z rozwojem jaskry pierwotnej otwartego kata (patrz 6). W 1997
roku Stone i wsp. (11) zidentyfikowali w rejonie 1g21-g31 gen TIGR
kodujacy miocyline i udowodnili, ze mutacje genu TIGR sg odpo-
wiedzialne za rozwoj JPOK, sprzezonej z tym locus, rok pdzniej zas
opisano strukture i wtasciwosci kodowanego przez ten gen biatka
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(9). Stato sie to podstawg do rozpoczecia na catym $wiecie licznych
badan (1,4,5,8,10,13), w tym réwniez tu opisanych, w poszukiwa-
niu mutacji genu TIGR, predysponujacych do rozwoju JPOK.

Cel pracy

Celem pracy byta identyfikacja mutacji w obrebie genu TIGR
u pacjentéw z JPOK w populacji polskiej. Po identyfikacji mutacji
zamiarem autoréw byta préba okre$lenia ewentualnych korelagji
genotypowo-fenotypowych, wskazujgcych na powigzania typu
mutacji z obrazem klinicznym jaskry. Mogtoby to pozwoli¢ na wyko-
rzystanie badan molekularnych w identyfikacji oséb predysponowa-
nych do rozwoju JPOK, co umozliwitoby prowadzenie wczesnej
diagnostyki i profilaktyki zmian jaskrowych, a tym samym pozwoli-
toby unikna¢ nieodwracalnych zmian, nastepujacych zwykle w okre-
sie bezobjawowym choroby.

Pacjenci i metody

Badania objety pacjentéw zidentyfikowanych retrospektywnie
na podstawie historii choréb oraz zgtaszajacych sie na biezaco do
Poradni Jaskrowej przy Katedrze i Klinice Okulistyki Akademii
Medycznej w Poznaniu. U wszystkich pacjentéw postawiono rozpo-
znanie kliniczne JPOK, ktore zostato zweryfikowane i potwierdzone
poprzez wykonanie rutynowego badania okulistycznego, uzupet-
nionego o: 1) powtarzane badania ci$nienia $rédgatkowego meto-
da tonometrii aplanacyjnej Goldmanna, 2) badanie gonioskopowe
kata teczowkowo-rogéwkowego, 3) kilkukrotne badanie pola
widzenia metoda statycznej perymetrii komputerowej perymetrem
Humphreya oraz 4) stereoskopowe badanie tarczy nerwu wzroko-
wego w oftalmoskopii posredniej. Do badan kwalifikowano pacjen-
téw wykazujacych wyjsciowo podwyzszenie cisnienia $rodgatkowe-
go ponad 21 mmHg, stopien 3. lub 4. otwarcia kata wedfug Shaf-
fera we wszystkich kwadrantach, postepujace, jaskrowe ubytki
w polu widzenia oraz typowe dla jaskry zmiany tarczy nerwu
wzrokowego. Stosujac powyzsze kryteria, zidentyfikowano 50

pacjentéw uznanych za majacych potwierdzone klinicznie rozpo-
znanie JPOK. Sposrdd nich 45 oséb z réznych rodzin wyrazito zgode
na udziat w badaniach, w tym 25 mezczyzn i 20 kobiet. Grupa ta
stanowita wéwczas jedng z najwiekszych grup rodzin w Europie,
badanych w kierunku mutacji genu TIGR (np. 2,12).

0d wszystkich pacjentéw zebrano szczegétowy wywiad rodzin-
ny, na ktérego podstawie dokonano wykreslenia i analizy rodowo-
du. W badanej grupie 21 pacjentéw stanowito sporadyczne przy-
padki choroby, u 24 zas jaskra wystepowata réwniez u innych
cztonkéw najblizszej rodziny, tj. u krewnych | i Il stopnia.

Po otrzymaniu zgody na pobranie krwi do badan od kazdego
z pacjentow pobierano 10 ml krwi zylnej z zyty odfokciowej do pro-
béwek z 10% EDTA. DNA genomowe izolowano z limfocytow krwi
obwodowej rutynowa metoda wysalania biafek. Nastepnie dokona-
no pomiaru stezenia otrzymanego roztworu DNA poprzez pomiar
spektrofotometryczny absorpcji roztworu przy dfugosci fali 269 nm
i 320 nm. Stopien odbiafczenia preparatéw DNA okreslono na pod-
stawie stosunku absorbancji A260/A280 (Ultrospect 2000 Spectro-
photometer — Amersham Pharmacia Biotech). Wykonane pomiary
wykazaty dobrg jako$¢ wyizolowanego genomowego DNA.

Dla wszystkich pacjentéw przeprowadzono reakcje PCR wszyst-
kich trzech eksonow genu TIGR (MJ Research PTC-100 Thermal Cycler).
Eksony pierwszy i trzeci zostaty ze wzgledu na swa wielko$¢ zamplifi-
kowane w trzech osobnych reakcjach PCR, ekson za$ drugi —w jednej.
Warunki przeprowadzanych reakgji PCR byty nastepujace: denaturacja
wstepna 95°C, 30 sekund; wigzanie starterow 52-62°C (w zaleznosci
od pary starteréw), 30 sekund; synteza 72°C, 5 minut. Startery
i warunki zastosowane do reakgji PCR przedstawiono w tabeli I.

Jakos¢ uzyskanych produktow PCR sprawdzano, przeprowadza-
jac elektroforeze w 2% zelu agarozowym z bromkiem etydyny pod
napieciem 70 V przez godzinge w obecnosci markera wielkosci (DNA
LadderRuler 100bp — MBI Fermentas).

Badanie przesiewowe w kierunku obecnosci zmian sekwencji
w obrebie uzyskanych produktéw PCR genu TIGR przeprowadzono za

Ekson Starter Sekwencja startera 5'—>3' Produkt PCR Temperatura hybrydyzacji (°C)
Exon Primer Primer's sequence 5'—3' PCR product Hybridization temperature (°C)
1 Ex1P1 AATCTTgCTggCAgCgTg 389 pz 60
1 Ex1P2 AgCTggATTCATTgggAC 389 pz 60
1 Ex1P3 TgCAATgAgCTTCTTCTg 421 pz 58
1 Ex1P4 TCCAACTCTCTgCTTTggg 421 pz 58
1 Ex1P5 CAgTCATCCATAACTTAC 485 pz 56
1 Ex1P6 ATATCACCTgCTgAACTC 485 pz 56
2 Ex2P7 CATAgTCAATCCTTgggC 288 pz 54
2 Ex2P8 GggAACAgAgAgAgAgAg 288 pz 54
3 Ex3P9 ggATTAAgTgTggTgCTgCy 454 pz 62
3 Ex3P10 AATACgggAACTgTCggTgg 454 pz 62
3 Ex3P11 AgAAggAAATCCCTggAg 420 pz 60
3 Ex3P12 CATAAQTgACCATQTTCAAg 420 pz 60
3 Ex3P13 ATTgACTACAACCCCCTG 450 pz 59
3 Ex3P14 GCTTgTggTAACCATGTAAC 450 pz 59
Tab. I. Zestawienie starterow wykorzystanych w reakcjach PCR.
Tab. I.  Primers used in PCR amplification.
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pomocg jednej z odmian analizy heterodupleksow — techniki CSGE
(ang. conformation sensitive gel elctrophoresis), rozdzielajac 40-100
ng produktu PCR, wymieszanego z buforem obcigzajacym do elektro-
forezy CSGE, w 10% zelu poliakrylamidowym do CSGE. Elektroforeze
przeprowadzano w grupach liczacych po dwa lub trzy produkty PCR,
w aparacie pionowym do sekwencjonowania (Model S102001 Sequ-
encing Gel Electrophoresis Apparatus — Life Technologies) w nastepu-
jacych warunkach: 800 V, 5-8 godzin w buforze 0,5 x TTE. Zel wybar-
wiano bromkiem etydyny, a nastepnie uzyskany obraz utrwalano za
pomocg kamery wideo wchodzacej w sktad systemu do dokumentacji
zeli i przechowywano na $rodkach pamieci elektronicznej (Gel Doc™
2000 Documentation System — BIO-RAD).

Po dokonaniu analizy obrazéw CSGE zidentyfikowano prébki
wykazujace obecnos¢ heteroduplekséw, mogacych swiadczyc
o0 zmianie sekwencji analizowanych fragmentéw genu TIGR. Prob-
ki te zostaty poddane sekwencjonowaniu za pomocg automatycz-
nego sekwenatora DNA (Alf Express — Pharmacia Biotech oraz ABI
Prism 3100). W pierwszej kolejnosci sekwencjonowano produkty
PCR generujgce unikalne heterodupleksy. Jesli obserwowano
identyczne heterodupleksy u wigkszej liczby oséb, wowczas do
sekwencjonowania zostaty wybrane tylko jeden lub dwa z nich,
poniewaz uwidaczniajg one takg samg zmiane w sekwencji genu.

Wyniki
Dla kazdego z 45 pacjentow przeprowadzono siedmiokrotnie
reakcje PCR, amplifikujgc poszczegdlne regiony kodujace genu

podwojnym heterodupleksem, wskazujac na istnienie jednoczesnie
dwoch zmian sekwengji u jednego pacjenta. Do sekwencjonowania
zakwalifikowano podwéjny heterodupleks, jedng z pozostatych 13
identycznych zmian (nr 9) i jedng zmiane unikatowg (nr 39). We frag-
mencie drugim eksonu 1. wystgpito 14 identycznych zmian, z ktérych
wybrano do sekwencjonowania dwie (nr 9 i 38). Sekwencjonowano
tez wszystkie trzy unikatowe zmiany we fragmencie trzecim eksonu 1.

W eksonie 2. genu TIGR wykryto osiem heterodupleksow, z kto-
rych wszystkie poddano sekwencjonowaniu.

We fragmencie pierwszym eksonu 3. stwierdzono osiem zmian
(w tym cztery identyczne), z ktorych sekwencjonowano szes¢. Po
sze$¢ zmian wykryto we fragmencie drugim i trzecim eksonu 3.
i wszystkie je sekwencjonowano.

Ogotem wsroéd 45 chorych po przebadaniu produktéw PCR
technikg CSGE zidentyfikowano 60 zmian u 28 chorych. U pacjenta
numer 10 wykryto az szes¢ zmian, u pacjentéw 21, 22 i 39 — cztery,
u pacjentow 9, 13, 34, 36 — trzy, u siedmiu pacjentéw — dwie, u 13
za$ pacjentéw — po jednej. Do sekwencjonowania wybrano 34
heterodupleksy, z czego 29 stanowito zmiany unikatowe, pie¢ zas
byto reprezentantami powtarzajacych sie, identycznych heterodu-
plekséw, stanowigcych prawdopodobnie zmiany neutralne. Wyniki
analizy CSGE przedstawiono zbiorczo w tabeli II.

Sekwencjonowanie dato nastepujace rezultaty. W obrebie frag-
mentu pierwszego eksonu 1. stwierdzono zmiang 5'UTR —83G—A
w prébce nr 9 (reprezentujgcej 13 identycznych zmian) oraz zmiane
5'UTR —126T—C w prébce nr 39 (bedacej zmiang unikatowa).

Region genu TIGR
TIGR gene region

Pacjenci z heterodupleksami
Patients with heteroduplexes

Fragmenty wybrane do sekwencjonowania
Fragments chosen for sequencing

ekson 1./ exon 1

- fragment 1 40, 45

9,10, 13, 16, 17, 21, 22, 30, 33, 36, 37, 38, 39,

13, 39 oraz 9 (jako reprezentant pozostatych
identycznych)

ekson 1./ exon 1
- fragment 2

4,5,9,10, 21, 22, 23, 32, 33, 36, 37, 38, 40, 45

9 i 38 (jako reprezentanci wszystkich - identycznych)

ekson 1./ exon 1 10, 34, 44

- fragment 3

10, 34, 44

ekson 2./ exon 2 7,12,17,19, 25, 27, 30, 31

7,12,17,19, 25, 27, 30, 31

ekson 3./ exon 3 10, 13, 15, 23, 27, 31, 34, 39

- fragment 1

10, 15, 31, 34 oraz 13 i 39 jako reprezentanci
4 pozostatych)

ekson 3./ exon 3 10, 13, 21, 22, 34, 39

- fragment 2

10, 13, 21, 22, 34, 39

ekson 3./ exon 3 9,10, 21, 22, 36, 39

- fragment 3

9,10, 21, 22, 36, 39

Tab. Il. Zestawienie wynikéw analizy CSGE.
Tab. Il. The results of CSGE analysis.

TIGR, a takze poprzedzajace sekwencje promotorowe i sekwencje
flankujgce przylegajacych introndw. tacznie uzyskano 315 produk-
tow PCR. Dobra jakos¢ wszystkich uzyskanych produktow pozwolita
na wigczenie ich do kolejnych badan. Analiza 315 produktéw PCR
technikg CSGE pozwolita wykry¢ liczne zmiany sekwencji.

W eksonie 1. genu TIGR wykryto 32 heterodupleksy. Sposrdd nich
w pierwszym fragmencie eksonu 1. wystgpito 15. Z tej grupy 14 leza-
fo na tej samej wysokosci, co wskazuje, ze zmiana wystepujaca w tym
regionie to neutralny polimorfizm. Jedna ze zmian (prébka nr 13) byfa

Podwéjny heterodupleks (prébka nr 13) reprezentowat dwie powyz-
sze zmiany.

W obrebie fragmentu drugiego eksonu 1. stwierdzono zmiane
+227 ekson 1 G—A, Arg76lys w prébkach 9. i 38. (reprezentuja-
cych 14 identycznych zmian).

W trzech sekwencjonowanych prébkach fragmentu trzeciego
eksonu 1. zmian sekwencji nie wykazano.

Sekwencjonowanie o$miu prébek eksonu 2. réwniez nie wyka-
zato zadnych zmian sekwencji.
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W obrebie fragmentu pierwszego eksonu 3. stwierdzono zmia-
ne +311 ekson 3 T—C, Tyr347Tyr w prébkach 13. i 39. (reprezen-
tujacych 4 identyczne zmiany) oraz brak zmian sekwencji w czterech
pozostatych prébkach.

W szesciu sekwencjonowanych prébkach z fragmentu drugiego
oraz szesciu z fragmentu trzeciego eksonu 3. nie wykazano zadnych
zmian sekwendji.

Zbiorcze wyniki sekwencjonowania przedstawia tabela Ill.

Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze we wszystkich analizo-
wanych prébkach udafo sie potwierdzi¢ metodg sekwencjono-
wania jedynie cztery rdzne zmiany sekwencji, obecne u 34
pacjentow. Trzy z nich: 5'UTR —-83G—A (obecna u 14 pacjen-

Jedynie zmiana w obrebie promotora 5'UTR —126T—C (obecna
u 2 pacjentéw) nie zostata dotgd opisana w pismiennictwie. Tym
niemniej jako zmiana w obrebie sekwencji regulatorowych,
poprzedzajacych ekson 1. nie wptywa ona bezposrednio na
sekwencje aminokwasow w produkcie biatkowym genu. Tym
samym bardzo trudno wnioskowa¢ o jej roli patogenetycznej,
chociaz znane sg doniesienia (np. 3) o wptywie mutacji punkto-
wych w obrebie promotora genu TIGR na ciezko$¢ przebiegu
JPOK. Ewentualne dowiedzenie takiego wptywu obserwowanej
zmiany wymaga jednak przeprowadzenia badan na duzej grupie
kontrolnej oséb zdrowych, aby wykluczy¢ mozliwos¢ jej wyste-
powania w populacji ogdlnej.

Liczba zmian zlrn;?j;{:n;i
Produkt PCR Startery Zmiana sekwengji Nr pacjenta u pacjenta y y .
. . heterodupleksami
PCR product Primers Sequence change Patient No No of changes . .
in a patient Other patients with
P this heteroduplex
ekson 1./ exon 1 Ex1P1 - 8 - kontrola/ control
-fragment 1 Ex1P2
5'UTR -83G—A 9 1 10,16,17,21,22,30,
33,36,37,38,40,45
5'UTR -126T—C 39 1 -
5'UTR -83G—A 13 2 -
5'UTR -126T—C
ekson 1./ exon 1 Ex1P3 - 39 - kontrola/ control
-fragment 2 ExTP4 +227 exon 1 Go>A, 9,38 1 4,5,10,21,22,23,
Arg76Lys 32,33,36,37,40,45
ekson 1./ exon 1 Ex1P5 8 - kontrola/ control
-fragment 3 ExIP6 brak zmian 10, 34, 44 - -
no changes
ekson 2./ exon 2 Ex2P7 brak zmian 7,12, 17,19, - -
Ex2P8 no changes 25, 27, 30, 31
ekson 3./ exon 3 Ex3P9 17 - kontrola/ control
-fragment 1 Bx3P10 +311 ekson 3 TG, 13,39 1 23,27
Tyr347Tyr
brak zmian 10, 15, 31, 34 -
no changes
ekson 3./ exon 3 Ex3P11 8 - kontrola/ control
-fragment 2 Ex3P12 brak zmian 10,13, 21, 22, 34, 39 ; -
no changes
ekson 3./ exon 3 Ex3P13 8 - kontrola/ control
-fragment 3 Bx3P14 brak zmian 9,10, 21, 22, 36, 39 : :
no changes

Tab. III. Wyniki sekwencjonowania produktéw PCR genu TIGR.
Tab. 1. Results of TIGR gene PCR products sequencing.

téw), +227 ekson 1 G—A, Arg76Lys (obecna u 14 pacjentow)
oraz +311 ekson 3 T—C, Tyr347Tyr (obecna u 4 pacjentow)
zostaty wczesniej opisane w pismiennictwie jako znane polimor-
fizmy, obserwowane réwniez u czesci oséb zdrowych (np. 4,5).

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy zostaty wczesniej opu-
blikowane w postaci krétkiego doniesienia (7).
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Whioski

Niestety, nalezy uznac, ze préba identyfikacji mutacji w genie
TIGR u pacjentéw z jaskrg pierwotng otwartego kata nie wykazata
zadnych zmian, ktére jednoznacznie mozna uzna¢ za mutacje przy-
czynowe, prowadzace do rozwoju jaskry. Tym samym niemozliwe jest
okreslenie jakichkolwiek korelacji genotypowo-fenotypowych.

Tym niemniej zespdt realizujgcy niniejsze badania kontynuuje
prace nad rolg nieopisywanej dotad zmiany sekwencji promotora
poprzez analize jej ewentualnego wystepowania w wiekszej grupie
kontrolnej oséb zdrowych. Pomocne w okresleniu roli tej zmiany
sekwencji bedzie rowniez badanie zdrowych cztonkéw rodzin oséb
je wykazujgcych.

Wykluczenie mutacji genu TIGR u pacjentéw z rodzinnie wyste-
pujacy jaskrg oznacza tez, ze najprawdopodobniej posiadajg oni
mutacje w obrebie innych genéw predysponujacych do rozwoju
jaskry. Tym samym materiat biologiczny pacjentéw, zwtaszcza przy-
padkéw rodzinnie wystepujacych, wykorzystany zostanie wkrotce
do kontynuacji badan nad innymi /oci genowymi (patrz 6) predys-
ponujacymi do jaskry pierwotnej otwartego kata.
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