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Abstrakt: Cel: okreslenie zwigzku migdzy polimorfizmami gendw HTRAT rs11200638 i ARMS2 rs10490924 a ich wplywem na efekt lecze-
nia doszklistkowymi iniekcjami ranibizumabu i bewacyzumabu u chorych na wysigkowe zwyrodnienie plamki zwigzane z wie-
kiem.

Materiat i metody: badaniami objeto 104 chorych. W ocenie skutecznos$ci leczenia poréwnywano wyjsciowg najlepszg skory-
gowang ostro$¢ wzroku oraz grubo$¢ centralnej siatkéwki w obrazie optycznej koherentnej tomografii z badaniami kontrolnymi
wykonywanymi co miesigc. Brak pozytywnej reakcji na leczenie definiowano jako brak poprawy ostrosci wzroku lub jej pogorsze-
nie o co najmniej 1 linie wg skali Snellena oraz redukcje centralnej grubosci siatkéwki CRT o < 10%. Okres obserwaciji wynosit
6 miesiecy. Grupe kontrolng stanowito 61 0séb, u ktérych wykluczono obecno$é zmian zwyrodnieniowych w plamce. Badania
przeprowadzono za pomocg genotypowania technologig TagMan firmy Applied Biosystems.

Wyniki: w grupie chorych na zwyrodnienie plamki zwigzane z wiekiem najczesciej wystepowat genotyp AA w polimorfizmie
HTRAT rs11200638, ktdry 12-krotnie zwiekszat ryzyko zachorowania w porédwnaniu do ryzyka u oséb bez tego genotypu
(p = 0,0028). Wystepowanie genotypu AA polimorfizmu HTRAT rs11200638 wykazywato tendencje do promowania niekorzyst-
nej reakcji na wyniki leczenia anty-VEGF, ale bez istotno$ci statystycznej. Sposrod 22,11% chorych, u ktérych nie stwierdzono
pozytywnej reakcji na leczenie anty-angiogenne (non-responders), genotyp AA w polimorfizmie genu HTRAT rs12200638 byt
obecny w 59,25% przypadkéw. W przypadku polimorfizmu ARMSZ2 rs10490924 najczesciej u chorych na zwyrodnienie plamki
zwigzane z wiekiem wystepowat genotyp TT, ktdry az 14-krotnie zwiekszat ryzyko zachorowania (p = 0,0000). Zaden z genoty-
pdéw polimorfizmu ARMS2 rs10490924 nie miat wplywu na reakcje na leczenie.

Whioski: wyniki obserwaciji wykazaty, ze polimorfizmy genéw HTRAT rs11200638 i ARMS2 rs10490924 w sposdb istotny
zwigkszaly ryzyko rozwoju zwyrodnienia plamki zwigzanego z wiekiem. Zaden z genatypdw badanych polimorfizméw nie miat
istotnego statystycznie wplywu na odpowied? na leczenie doszklistkowymi iniekcjami czynnika anty-VEGF u chorych na wysigko-
wa posta¢ zwyrodnienia plamki zwigzanego z wiekiem.

Stowa kluczowe:  HTRAT, ARMS2, polimorfizm genowy, zwyrodnienie plamki zwigzane z wiekiem.

Abstract: Aim: To analyze the correlation between HTRAT rs11200638 and ARMS2 rs10490924 gene polymorphisms and the response to
ranibizumab and bevacizumab in patients with age-related macular degeneration.

Material and methods: A hundred and four patients were enrolled. The response to treatment measured as the change of best
corrected visual acuity and central retinal thickness from baseline was assessed at 4-week intervals for 6 months. No response
to anti-VEGF therapy was defined as no improvement or deterioration of best corrected visual acuity > 1 line (Snellen) and re-
duction in central retinal thickness < 10% on optical coherence tomography after the loading phase.

The control group included 61 volunteers without age-related macular degeneration. In all cases, genetic probes (TagMan Ap-
plied Biosystems) were used for testing.

Results: Most patients with age-related macular degeneration had AA genotype of HTRAT rs11200638 polymorphism which
presence increases the risk of age-related macular degeneration 12-fold as compared to patients negative for this genotype
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(p = 0.0028). The AA HTRAZ2 rs11200638 genotype demonstrated a tendency towards worse response to anti-VEGF therapy,
however the difference was not significant. Among 22.11% of non-responders, 59.25% of patients had genotype AA of HTRAT
rs1100638. The genotype TT in ARMS?2 rs10490924 polymorphism was associated with a risk of age-related macular degene-
ration increased 14-fold as compared to individuals negative for this genotype (p = 0.0000). There was no association between
any of the ARMS2 rs10490924 genotypes and the response to anti-VEGF therapy.

Conclusions: The study demonstrated the associations between HTRA7 rs1100628 and ARMSZ rs10490924 polymorphisms
and a significantly increased risk of age-related macular degeneration. There was no association between any of the studied
HTRAT and ARMS2 polymorphism genotypes and the anti-VEGF therapy results.
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Wprowadzenie

Zwyrodnienie plamki zwigzane z wiekiem (ang. Age-related
Macular Degeneration — AMD) jest wiodacg przyczyna utraty wi-
dzenia centralnego u mieszkancéw krajéw wysoko rozwinigtych
(1, 2). Wyniki badan epidemiologicznych wskazuja, ze ta choroba
dotyka 13-29,7% populacji powyzej 55. roku zycia (3). Giéwna
przyczyng utraty widzenia plamkowego jest rozwdj neowasku-
laryzacji naczyniéwkowej (ang. Choroidal Neovascularization —
CNV), ktéra jest charakterystycznym objawem wysiekowej po-
staci tego schorzenia. Chociaz patofizjologia wysiekowej postaci
AMD jest nie do konica poznana, obecnie terapia tego schorzenia
jest ukierunkowana na zahamowanie aktywnosci dziatajacych
proangiogenne czynnikéw, z ktérych najwazniejszg role odgrywa
czynnik wzrostu $rédbfonka naczyniowego (ang. Vascular Endo-
thelial Growth Factor — VEGF) (4). Aktualnie standardem poste-
powania w leczeniu wysigkowej postaci AMD jest terapia poda-
wanymi doszklistkowo przeciwciatami skierowanymi przeciwko
czynnikowi VEGF, do ktérych nalezg ranibizumab, aflibercept oraz
stosowany ,off-label” bewacyzumab (5-7). Wedtug doniesien
miejscowa terapia anty-angiogenna jednak jest nieskuteczna
u 20-35% chorych na AMD (5, 7). W tej grupie pacjentéw okre-
$lanych jako ,non-responders” obserwuje sie stabg odpowiedz
na leczenie lub jej catkowity brak, to wiaze sie z dalszg progresja
choroby i postepujgcg utratg widzenia centralnego (5, 6). Uwaza
sig, ze staba reakcja na leczenie lub jej brak sg uwarunkowane
genetycznie (8-11).

WSsréd wariantéw genowych bardzo silnie zwigzanych z roz-
wojem AMD, obok polimorfizmu genu czynnika H ukfadu dopel-
niacza CFH Y402H (rs1061170), wymienia sie polimorfizmy genu
kodujgcego proteaze serynowgq zalezng od wysokiej temperatu-
ry 1 (ang. High Temperature Requirement A serine peptidase-1 —
HTRAT) i genu wrazliwosci rozwoju makulopatii zwigzanej z wie-
kiem 2 (ang. Age-related Maculopathy Susceptibility-2 — ARMS2)
(12-15). Pierwszy z nich reguluje aktywno$¢ komérkowego oraz
insulino-podobnego czynnika wzrostu-1 (Insulin-growth Factor-1—
IGF-1), drugi koduje biatko, ktérego funkcja nie zostata jeszcze
poznana, po raz pierwszy wykryto je w fozysku, a nastepnie
w komdrkach siatkéwki (16). Istnieja doniesienia wskazujgce
na istotne znaczenie polimorfizméw HTRA7T rs11200638 oraz
ARMS2 rs10490924 jako czynnikéw ryzyka rozwoju AMD, ich
wplyw na kliniczny przebieg i reakcje na leczenie anty-angiogen-
ne natomiast nie jest jednoznaczny (17-19).

Cel
Celem pracy jest okres$lenie zwigzku miedzy polimorfizmami
gendéw HTRAT rs11200638 i ARMS2 rs10490924 a ich wpty-

wem na efekt leczenia doszklistkowymi iniekcjami czynnika
anty-VEGF u chorych na wysiekowa posta¢ AMD.

Materiat i metody

Badaniami objeto 104 chorych leczonych doszklistkowymi
iniekcjami ranibizumabu i bewacyzumabu z powodu wysigko-
wej postaci AMD. We wszystkich przypadkach przeprowadzo-
no wstepne badanie okulistyczne obejmujace ocene najlepszej
skorygowanej ostro$ci wzroku (ang. Best Corrected Visual
Acuity — BCVA), pomiar ci$nienia wewnatrzgatkowego (ang. In-
traocular Pressure — I0P), ocene przedniego odcinka i dna oka,
kolorowg fotografie dna oka (fundus kamera Topcon-TRC-50DX,
Japonia), badanie centralnej grubos$ci siatkéwki (ang. Central
Retinal Thickness — CRT) w optycznej koherentnej tomografii
(ang. Optical Coherence Tomography — OCT) (Topcon 3D OCT
2000, Japonia) oraz angiografie fluoresceinowg (ang. Fluore-
scein Angiography — FA) (Topcon, TRC-50DX/A, Japonia). Ba-
dania kontrolne przeprowadzano co 4 tygodnie i obejmowaty
one wszystkie parametry badania wyj$ciowego z wyjatkiem FA.
Okres obserwacji wynosit 6 miesiecy.

Leczenie doszklistkowymi iniekcjami czynnika anty-VEGF
(ranibizumab 0,5 mg/ 0,05 ml; bewacyzumab 1,25 mg/ 0,5 ml)
obejmowato dwie fazy: faze ,nasycajaca”, podczas ktorej kaz-
dy chory otrzymywat trzy kolejne iniekcje czynnika anty-VEGF
w odstgpach miesigcznych, i faze ,podtrzymujgca”, podczas
ktdrej leczenie byto prowadzone na podstawie wyniku badania
klinicznego pro re nata, j. ,w razie potrzeby”.

Grupe kontrolng stanowito 61 osdb, ktére dobrano pod
wzgledem pici i wieku sposréd oséb operowanych w naszej
klinice z powodu zaémy starczej, u ktérych wykluczono obec-
no$¢ AMD oraz innych schorzen okulistycznych. W przeprowa-
dzonych wywiadach lekarskich, zaréwno w grupie chorych na
AMD, jak i w grupie kontrolnej, nie stwierdzono rodzinnego wy-
stepowania choréb dziedzicznych i nowotworowych.

Protokét badania uzyskat zgode Komisji Bioetycznej UJ (zgo-
da nr 122.6120.214.2016). Od kazdego uczestnika uzyskano
$wiadomg, pisemng zgode na udziat w badaniu oraz pobrano
jednorazowo do oznaczen genetycznych 5,0 ml petnej krwi (Va-
cutainer K3EDTA). Z uzyskanego z tego materiatu DNA zbadano
polimorfizmy HTRAT rs11200638 i ARMS2 rs10490924.

Izolacja DNA

Do petnej krwi dodawano 6-procentowy roztwdr wielko-
czasteczkowego dekstranu (Dexstran T500, Pharmacia) w celu
sedymentacji erytrocytéw. Bogate w leukocyty osocze od-
ciggano i wirowano przez 10 min/ 20000 x g. DNA izolowano
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z osadu leukocytéw metodg Chomczynski i Sacchi (DNAzol
0,4 ml, Applied Biosystems). Ta metoda polega na lizie komo-
rek izotiocjanianianem guanidyny, ktéry dzieki rozbiciu wigzan
wodorowych, powoduje catkowite uwolnienie DNA z komplek-
séw jadrowych z biatkami histonowymi. Po precypitacji DNA
i przemyciu roztworem etanolu DNA byto przechowywane
w temperaturze -20°C w postaci roztworu wodnego.

Genotypowanie metoda reakeji tancuchowej polimerazy

w czasie rzeczywistym

DNA byto amplifikowane w obecno$ci swoistych starterow
oraz sond oligonukleotydowych wyznakowanych barwnikami
fluorescencyjnymi. Podczas reakcji tancuchowej polimerazy
w czasie rzeczywistym (ang. real-time PCR) byta rejestrowana
fluorescencja w dwoch kanatach barwnych odpowiadajgcych
uzytym sondom swoistym dla kazdego z genotypowanych wa-
riantow nukleotydowych. Uzyto komercyjnych zestawéw star-
terow i sond TagMan (TagMan TagMan Genotyping Assays).
Reakcja amplifikacji byta przeprowadzana na ptytkach 96-dotko-
wych w termocyklerze 7900 HT Real-Time PCR System (Applied
Biosystems). Wykorzystano komercyjng mieszanine reakcyjng
zawierajacg roztwory substratéw i polimerazy; TagMan Uni-
versal Genotyping PCR Master Mix, mieszaning oligonukleoty-
dowych starteréw i sond oraz DNA potgczono w objetosciach
zalecanych przez producenta i zgodnie z zaleconym profilem ter-
micznym (TagMan Universal Genotyping PCR Master Mix Proto-
col — Applied Biosystems).

Odczyty genotypéw zbadanych polimorfizméw zostaly do-
konane na podstawie pomiaru intensywnosci fluorescencii

automatycznie, z wykorzystaniem oprogramowania SDS wer-
sja 2.04 (Applied Biosystems).

Analiza statystyczna

W badanych grupach istotno$¢ réznic miedzy czestoscia al-
leli i genotypdw oceniano za pomoca testu Chi2. Analize zwigzku
genotypdw zbadanych polimorfizméw z wystepowaniem AMD
przeprowadzono korzystajac z modelu regresiji logistycznej. Dla
kazdej pary obliczano warto$¢ ilorazu szans (ang. Odds Ratio —
OR) oraz przedziat ufno$ci — PU (95%). Wartosci OR byly na-
stepnie korygowane pod wzgledem potencjalnych czynnikéw
zakidcajacych i podawane jako OR skorygowane. Analize sta-
tystyczng i opracowanie wynikéw przeprowadzono z uzyciem
oprogramowania STATISTICA 10.0. Wartosci p <0,05 uznano
za statystycznie istotne.

Wyniki

W tabeli | przedstawiono szczegétowg charakterystyke gru-
py chorych na AMD oraz grupy kontrolnej (tab. I).

U chorych na AMD zwraca uwage znacznie czesciej wy-
stepujace obcigzenie rodzinne tym schorzeniem niz u badanych
z grupy kontrolnej (p = 0,003). Analizowano zalezno§¢ miedzy
wptywem kilku czynnikdéw takich jak pte¢, wiek, palenie tytoniu,
miejsce zamieszkania i pozytywny wywiad rodzinny w kierun-
ku AMD, ktére potencjalnie zwigkszajg prawdopodobienstwo
rozwoju AMD, a ryzykiem rozwoju tego schorzenia niezaleznie
od badanych polimorfizméw genowych. W naszym materiale
klinicznym pte¢ zefiska, wiek powyzej 60 lat, Srodowisko miej-
skie oraz pozytywny wywiad rodzinny istotnie zwigkszaty ryzyko

Grupa AMD/ AMD group Grupa kontrolna/ Control group
Badana cecha/ Characteristics liczba/ number liczba/ number p
n = 104 n = 61
Pie¢/ Sex 0,0200
kobiety/ females 69 (66,3%) 32(52,5%)
mezczyzni/ males 35(33,7%) 29 (47,5%)
Wiek/ Age 56-90 lat ($r. 71,2 roku) 54-88 lat ($r. 68,4 roku) 0,0232
<60 lat/ < 60 years 12 (11,5%) 14 (23%)
> 60 lat/ > 60 years 92 (88,5%) 47 (77%)
Palenie tytoniu/ Smoking 0,0875
obecnie/ w przesztosci/ current/ former 31(29,8%) 18 (29,5%)
nigdy/ never 73 (70,2%) 43 (70,5%)
Miejsce zamieszkania/ Living environment 0,0172
miasto/ urban 72 (69,2%) 39 (64%)
wie$/ rural 32 (30,8%) 22 (36%)
Wywiad rodzinny/ Family history of AMD 0,0030
pozytywny/ positive 24 (23,1%) 5(8,2%)
negatywny/ negative 80 (76,9%) 56 (91,8%)

Charakterystyka grupy chorych na AMD oraz grupy kontrolnej.
Characteristics of AMD patients and control group.
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wystapienia AMD. Na uwage zastuguje to, ze w badanej grupie
chorych nie wykazano istotnej statystycznie zalezno$ci miedzy
paleniem tytoniu, uwazanym za jeden z najwazniejszych modyfi-
kowalnych czynnikéw ryzyka rozwoju AMD, a wystepowaniem
tego schorzenia (p = 0,0875).

Na rycinie 1. oraz w tabeli Il przedstawiono proporcje oséb
z poszczegolnymi allelami polimorfizmu HTRA7T rs11200638
w grupie AMD oraz w grupie kontrolnej. W grupie AMD naj-
czeéciej wystepujgcym genotypem w polimorfizmie HTRAT
rs11200638 byt genotyp AA. Az w 96,4% przypadkéw stwier-
dzono go w grupie badanej i tylko w 3,6% w grupie kontrolnej.
Najrzadziej natomiast w grupie chorych na AMD wystepowat
genotyp GG, ktérego proporcja wystepowania wynosita 41%
w stosunku do 59% w grupie kontrolnej. Oznacza to, ze oso-
by posiadajace genotyp AA byly bardziej narazone na wysta-
pienie AMD, a ryzyko rozwoju choroby wzrastato u nich ponad

12-krotnie w poréwnaniu z ryzykiem u oséb z genotypem AG
(p = 0,0028). U osdb z genotypem GG natomiast ryzyko zacho-
rowania byto prawie 3 razy mniejsze niz u oséb z genotypem AG
(p = 0,0000) (tab. II).

W przypadku polimorfizmu ARMS2 rs10490924 w grupie
chorych na AMD najczesciej stwierdzanym genotypem byt
genotyp TT, ktérego obecno$¢ wykazano az u 96,7% chorych
na AMD, podczas gdy w grupie kontrolnej wystepowat on
tylko u 3,3% osdb. Z kolei genotyp GG polimorfizmu ARMS2
rs10490924 wystepowat najrzadziej w grupie badanej; byt on
obecny odpowiednio u 41% chorych na AMD i u 59% osdb
z grupy kontrolnej (ryc. 2). Genotyp TT zwiekszat ryzyko zacho-
rowania na AMD 14-krotnie w poréwnaniu z genotypem GT
(p = 0,0021), podczas gdy genotyp GG zmniejszat je 3-krotnie
(p = 0,0000) (tab. I).

W okresie 6-miesigcznej obserwacji u 23 chorych (22,11%)
obserwowano brak pozytywnej odpowiedzi na prowadzone
miejscowe leczenie antyangiogenne. W grupie tych chorych po-
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Ryc. 1. Proporcja oséb z poszczegdlnymi genotypami polimorfizmu  Ryc. 2. Proporcja oséb z poszczegdlnymi genotypami polimorfizmu
HTRAT rs11200638 w grupie chorych na AMD i w grupie ARMS?2 rs 10490924 w grupie chorych na AMD i grupie kon-
kontrolnej. trolnej.
Fig. 1. Percentages of AMD patients and controls with various geno-  Fig, 2. Percentages of AMD patients and controls with various geno-
types of HTRA1 rs11200638 polymorphism. types of ARMS2 rs10490924 polymorphism.
Polimorfizm HTRA1 rs11200638/ HTRA1 rs11200638 polymorphism
Grupa AMD/ Grupa kontrolna/ lloraz szans/ 95% PU/ 95% CI warto$¢ p/
B AMD group Control group odds ratio min max p value
AA 27 (26,0%) 1(1,6%) 12,4615 1,5983 97,1585 0,0028
GG 25 (24,0%) 36 (59,0%) 0,3205 0,1587 0,6474 0,0000
AG 52 (50,0%) 24 (39,3%) grupa odniesienia/ reference group
Ogétem/ Total 104 (100%) 61 (100%)
Tab. Il. Liczba oséb w grupie AMD i grupie kontrolnej z poszczegdlnymi genotypami polimorfizmu HTRA1 rs11200638 oraz wyniki réwnania regres;ji

logistycznej dla poziomu odniesienia, ktérym jest genotyp AG.

Tab. Il. AMD patients and controls with various genotypes of HTRA1 rs11200638 polymorphism and results of logistic regression for the AG geno-

type reference group.

Polimorfizm ARMS2 rs10490924/ rs10490924 polymorphism

0, 0, i
Genotyp/ Genotype (/5-\rll\1/IpDa g/;-\rlc\)/lu[:)/ GEuopri rl;tl)r;trrgtllr;a/ Ilg:ja:jzss;i?:/ — 95% PU/95% CI — w;r\tlglsttl:ep/
1T 29 (27,9%) 1(1,6%) 13,9200 1,7884 108,3485 0,0021
GG 25 (24,0%) 36 (59%) 0,3333 0,1647 0,6747 0,0000
GT 50 (48,1%) 24 (39,3%) grupa odniesienia/ reference group
Ogdtem/ Total 104 (100%) 61 (100%)
Tab. lll. Liczba oséb w grupie AMD i grupie kontrolnej z poszczegdlnymi genotypami polimorfizmu ARMS2 rs10490924 oraz wyniki réwnania regresji

logistycznej dla poziomu odniesienia, ktérym jest genotyp GT.

Tab. Ill. AMD patients and controls with various genotypes of ARMS2 rs10490924 polymorphism and results of logistic regression for the GT geno-

type reference group.
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mimo leczenia nie uzyskano poprawy funkcji leczonego oka, jak
réwniez nie stwierdzono poprawy morfologii dotka w badaniu
OCT. Za brak poprawy funkcji uznawano brak poprawy BCVA
lub jej pogorszenie w stosunku do badania wyj$ciowego o co
najmniej 1 linie wg tablicy Snellena. Parametrami, za pomoca
ktérych oceniano morfologie dotka, byty pomiar CRT oraz ocena
ilo$ci ptynu $rédsiatkdwkowego pod cze$cig neurosensoryczng
siatkéwki oraz pod nabtonkiem barwnikowym siatkdéwki (ang.
Retinal Pigment Epithelium — RPE). Brak efektu leczenia definio-
wano jako brak zmian CRT lub redukcje CRT o mniej niz 50 um,
utrzymuijacy sie obrzek plamki, ptyn pod RPE i pod cze$cig neu-
rosensoryczng siatkdwki. Na podstawie obserwacji postepu le-
czenia w okresie 6 miesiecy prowadzonego badania stwierdzo-
no, ze genotyp AA polimorfizmu HTRAT rs11200638 wykazywat
tendencje do promowania niekorzystnej reakcji na wyniki lecze-
nia anty-VEGF, ale bez istotno$ci statystycznej. Sposrod 22,11%
chorych na AMD, u ktérych nie stwierdzono pozytywnej reakcji
na leczenie antyangiogenne (.non-responders”), genotyp AA
w polimorfizmie genu HTRAT rs12200638 byt obecny u 59,26%
tych pacjentéw. Zaden z genotypéw polimorfizmu ARMS2
rs10490924 nie miat wptywu na wyniki leczenia doszklistkowy-
mi iniekcjami czynnika anty-VEGF.

W badanej grupie chorych nie wykazano istnienia zalezno$ci
miedzy paleniem tytoniu a rozwojem choroby u oséb bedacych
homozygotami AA w polimorfizmie HTRA1 rs12200638 oraz ho-
mozygotami TT polimorfizmie rs10490924 ARMS?2.

Omowienie

Wsréd wielu czynnikéw ryzyka rozwoju AMD, do ktérych
nalezg m.in. wiek, pte¢ zenska, rasa biata, palenie tytoniu,
wysoki poziom cholesterolu, nadcisnienie tetnicze, choroby
uktadu sercowo-naczyniowego, cukrzyca, przewlekie naraze-
nie na dziatanie promieniowania stonecznego oraz dieta uboga
w przeciwutleniacze i luteing, w ostatnim czasie coraz wigk-
szg role przypisuje sie czynnikom genetycznym (1, 3, 17-19).
Obecnie wiadomo, ze zaréwno patogeneza AMD i jej przebieg
kliniczny, jak i odpowiedz na leczenie u chorych na AMD mogg
by¢ modyfikowane jednoczes$nie przez kilka polimorfizméw
genowych, ktérych efekty moga na siebie wzajemnie oddzia-
tywaé (17, 19, 20). Te obserwacje zostaly takze potwierdzone
w naszych weczesniejszych badaniach (21, 22). ldentyfikacja
okreslonych gendéw oraz zbadanie ich promujacego lub protek-
cyjnego wptywu na rozwoj i przebieg kliniczny AMD mogg mieé
istotne znaczenie w prognozowaniu efektu leczenia u chorych
obciagzonych wystepowaniem predysponujacych polimorfizméw
genowych.

Bardzo silny zwiazek z rozwojem AMD wykazuje gen HTRAT
umiejscowiony na chromosomie 10g26.3 (23). Jest on odpo-
wiedzialny za utrzymanie homeostazy zewnatrzkomérkowe;j,
a jego aktywno$¢ jako proteazy zewnatrzkomdrkowej moze
mie¢ wptyw na rozwoj neowaskularyzacji oraz na wzrost i prze-
zycie komorek poprzez hamowanie aktywnos$ci transformu-
jacego czynnika wzrostu (ang. Transforming Growth Factor B
— TGF-B) (24, 25). Znane sg cztery polimorfizmy pojedynczego
nukleotydu genu HTRAT: rs11200638, rs2672598, rs1049331,
rs2293870, ktére — jak wykazaty wyniki badan — s silnie zwia-
zane z rozwojem AMD (26-28). Sposréd nich najistotniejsze
znaczenie ma polimorfizm rs11200638 (26-28). Wysokim ryzy-

kiem rozwoju AMD s3 obcigzone homozygoty AA w polimorfi-
zmie rs11200638 HTRAT, lecz to ryzyko jest jeszcze wigksze,
gdy homozygota AA jest palaczem tytoniu (29). Obecnos$¢ al-
lelu A polimorfizmu HTRA1 rs11200638 jest zwigzana z wyste-
powaniem podwyzszonego stezenia biatka HTRA1 w druzach,
w RPE oraz w CNV. Uwaza sie zatem, ze nadmierna ekspresja
HTRAT moze zmieniaé integralno$¢ btony Brucha i przyspieszaé
rozwdj CNV (30). W naszych badaniach genotyp AA w poli-
morfizmie HTRAT rs11200638 wystepowat u 96,4% chorych na
AMD i tylko u 3,6% osdb z grupy kontrolnej. Chociaz w wigkszo-
§ci publikacji podkresla sie istnienie zalezno$ci miedzy zwigk-
szonym ryzykiem wystapienia choroby u palaczy bedacych
homozygotami AA rs11200638 HTRAT, u naszych chorych nie
stwierdzono takiej zaleznosci (26—29). Deangelis i wsp. poczy-
nili obserwacje podobne do naszych, ktdre takze nie wykazaty,
aby palenie tytoniu byto czynnikiem zwiekszajacym ryzyko za-
chorowania na AMD u os6b bedacych homozygotami AA poli-
morfizmu HTRAT rs11200638 (31).

W pojedynczych pracach opisano istnienie wptywu polimor-
fizmu HTRAT rs11200638 na wyniki leczenia doszklistkowymi
iniekcjami czynnika anty-VEGF. Park i wsp., Dedania i wsp. oraz
Tian i wsp. wykazali, ze wariant genu HTRAT rs11200638 byt
zwigzany z wystapieniem stabej reakcji na leczenie ranibizu-
mabem lub bewacyzumabem u chorych na wysiekowg postaé
AMD, podczas gdy Kloeckener-Gruissem i wsp. nie potwierdzili
takiej zaleznos$ci (17, 20, 32, 33). Podobnie Zhou i wsp. w meta-
analizie obejmujacej 1570 chorych na wysigkowa posta¢ AMD
takze nie wykazali farmakogenetycznego zwigzku miedzy poli-
morfizmem HTRAT rs1120638 a miejscowym leczeniem anty-
angiogennym u chorych na wysigkowa posta¢ AMD (34). Na
podstawie naszych obserwacji postepu leczenia wykazano, ze
polimorfizm HTRAT rs11200638 w genotypie AA nie wykazy-
wat istotnego statystycznie wplywu na wyniki leczenia, ale
jego obecno$¢ byta zwigzana z tendencjg do promowania nieko-
rzystnej reakcji na terapie anty-VEGF. Genotyp AA polimorfizmie
HTRAT rs12200638 byt obecny u 59,26% chorych na AMD,
sposréd 23 (22,11%) wszystkich przebadanych, u ktérych nie
stwierdzono pozytywnej reakcji na leczenie antyangiogenne
(.non-responders”).

Bardzo silny zwigzek z rozwojem AMD wykazuje gen
ARMS2, lokalizowany na ogdt w locus 10q26.13, ktdry znajdu-
je sie w bliskim w sgsiedztwie locus genu HTRA1. Szczegdlnie
polimorfizm rs10490924 ARMS2 wykazuije silny zwigzek z roz-
wojem AMD (35, 36). Wystepowanie genu ARMS2 stwierdzo-
no tylko u wyzszych naczelnych i chociaz jego funkcja nie jest
do konca poznana, sugeruje sig, ze jego aktywno$¢é moze by¢
zwigzana z uktadem dopetniacza. Biatko ARMS2 bowiem akty-
wuje biatko C3b ukfadu dopetniacza, a to z kolei prowadzi do za-
inicjowania zjawiska opsonizacji oraz zjawiska fagocytozy apop-
tycznych i martwiczych komérek (16). Biatko ARMS2 ulega
ekspresji na powierzchni monocytéw oraz na powierzchni ko-
morek mikrogleju komdrek siatkéwki, zwtaszcza w warunkach
stresu oksydacyjnego. U chorych bedacych homozygotami
wariantu genowego ARMS2 rs10490924 stwierdzono niedobdr
biatka ARMS2 na powierzchni monocytéw i komérek mikrogleju
siatkéwki, to wigze sig z zaburzeniem fagocytozy i gromadze-
niem sie biatek i lipidéw w btonie Brucha, bedacych gidwnym
sktadnikiem druz, pierwszego objawu AMD (16). Biatko ARMS2
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zatem bierze udziat w usuwaniu resztkowych produktéw prze-
miany materii z komoérek siatkdwki (16).

Dane z pi$miennictwa wskazuja, ze u homozygot TT w po-
limorfizmie ARMS2 rs10490924 wystepuje 8—39-krotnie zwigk-
szone ryzyko rozwoju rozwoju AMD (19, 35, 36). W naszym ma-
teriale klinicznym obecno$¢ genotypu TT wariantu genowego
ARMS2 rs10490924 zwigkszata ryzyko zachorowania 14-krotnie
w poréwnaniu do ryzyka u oséb bez tego genotypu.

W przypadku obydwu badanych polimorfozméw HTRA1
rs12200638 oraz ARMS2 rs10490924 nie wykazaliSmy zalezno$ci
miedzy wystepowaniem danego wariantu genowego a paleniem
tytoniu, to zostato réwniez potwierdzone obserwacjami, ktdre opi-
sali Fritsche i wsp. (35). W wigkszo$ci publikacji jednak wskaza-
no istnienie zaleznosci miedzy paleniem tytoniu a polimorfizmami
HTRAT rs12200638 i ARMS2 rs10490924 u os6b bedacych homo-
zygotami odpowiednio AA oraz TT (10, 12, 14, 16, 26, 36).

W literaturze przedmiotu znajduje sie niewiele publikacji na
temat wptywu polimorfizmu ARMS2 rs10490924 na wyniki le-
czenia doszklistkowymi iniekcjami czynnika anty-VEGF u chorych
na AMD (17-19). Bardak i wsp. po fazie nasycajgcej leczenia
u chorych z genotypem TT polimorfizmu AMRS2 rs10490924
wykazali szybszg i lepszag reakcje na leczenie niz u chorych z ge-
notypami GG i TG (19). Valverde-Megias i wsp. za$ odnotowali
w okresie 2-letniej obserwacji, ze homozygoty TT sa obarczone
wigkszym ryzykiem nawrotu CNV i wymagajg podania wigkszej
liczby doszklistkowych iniekcji czynnika anty-VEGF w poréwna-
niu do osdb bez tego genotypu (18). Park i wsp. stwierdzili na-
tomiast, ze genotyp GG polimorfizmu ARMS2 rs10490924 ma
korzystny wptyw na regresje ognisk odigczenia RPE i odigczenia
nabtonka pigmentowego (ang. Pigment Epithelim Detachment —
PED) w oczach z polipoidalng waskulopatig naczyniéwkowa (ang.
Polypoidal Choroidal Vasculopathy — PCV), ktéra jest uwazana
za rzadsza posta¢ CNV wtérng do AMD, cze$ciej rozwijajaca sie
u rasy z6ttej niz biatej (17). Wedtug autoréw pozostate warian-
ty genetyczne polimorfizmu ARMS2 rs10490924, TT oraz TG nie
mialy istotnego zwiazku farmakogenetycznego z reakcja na lecze-
nie antyangiogenne (17). Chociaz polimorfizmy najwazniejszych
gendéw zwigzanych ze zwigkszonym ryzykiem rozwoju AMD, ta-
kich jak: ARMS2, HTRAT i CFH, sg powigzane ze zwigkszonym
ryzykiem rozwoju PCV, ta zalezno$¢ jest stabsza niz w przypadku
AMD (37). Hagstrom i wsp. analizujgc kilka wariantéw geno-
wych u 834 chorych na AMD, nie wykazali istotnego wplywu
polimorfizmu ARMS2 rs10490924 na wyniki leczenia doszklistko-
wymi iniekcjami czynnika anty-VEGF u chorych na AMD, réwniez
ta obserwacja jest zgodna z naszymi obserwacjami (38).

Whioski

Whyniki naszych badan wykazaty, ze najwazniejsze polimor-
fizmy genowe wykazujace silny zwiazek z rozwojem AMD, takie
jak HTRAT rs11200638 i ARMSZ2 rs10490924, nie majg istot-
nego wplywu na wyniki leczenia doszklistkowymi iniekcjami
czynnika anty-VEGF. Nie mozna jednak wykluczy¢, ze inne mniej
istotne polimorfizmy genowe o stabszym zwigzku z rozwojem
AMD moga jednak modulujgco wptywaé na wyniki leczenia
tego schorzenia. Poznanie genetycznych markeréw wykazu-
jacych wptyw na wyniki miejscowej terapii anty-angiogennej
i ich identyfikacja moga by¢ pomocne w optymalizacji leczenia
prowadzonego u chorych na wysiekowa posta¢ AMD.

Praca powstata w ramach programu statutowego
Uniwersytetu Jagiellofiskiego Collegium Medicum
nr K/ZDS/006284.
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