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Streszczenie

Tytut: ,,Molekularne podstawy rozwoju zwyrodnienia plamki zéttej zwigzanego z wiekiem (AMD)”’

Wstep:

Zwyrodnienie plamki zéttej zwigzane z wiekiem jest choroba postepujaca, o
wieloczynnikowej i nie w petni poznanej etiopatogenezie. Zaréwno sucha, jak i wysiekowa postaé
AMD moze ostatecznie doprowadzi¢ do utraty centralnego pola widzenia. W badaniach genetycznych
upatruje sie szans na poprawe wykrywalnosci, diagnostyki, czy wyboru wilasciwej terapii.

Zatozenia:

1. istniejg rdéznice w ekspresji microRNA w surowicy chorych na suchg lub wysiekowa postaé
AMD.

2. istniejg réznice w ilosci microRNA, wptywajacych na ekspresje gendw odpowiedzialnych za
metabolizm jondw ielaza, w surowicy chorych na hemochromatoze i AMD oraz chorych na AMD bez
hemochromatozy.

3. ekspresja gendw odpowiedzialnych za metabolizm ielaza wplywa na réinice w stezeniu
zelaza i biatek zwigzanych z jego metabolizmem w surowicy chorych z wrodzong hemochromatoze i
AMD oraz chorych z AMD bez hemochromatozy.

4, obecnos¢ miejsc polimorficznych ( polimorfizméw pojedynczych nukleotydéw SNP) w
sekwencji nukleotydowej genéw odpowiedzialnych za przemiany macierzy zewngtrzkomaérkowej
( MMP-2, MMP-7, MMP-9, TIMP-2 ) oraz neowaskularyzacje ( VEGF, VEGFR-2 ) jest skorelowana z
podwyzszonym ryzykiem rozwoju zwyrodnienia plamki z6ttej zwigzanego z wiekiem.

W zwigzku z powyiszym za cel pracy przyjeto:

1. identyfikacje réznic w ekspresji wybranych microRNA w surowicy chorych na suchg lub
wysiekowg posta¢ AMD.

2. oceng ilosci wybranych microRNA o udokumentowanym wplywie na ekspresje genéw
odpowiedzialnych za metabolizm jonéw zelaza ( TF, TFRC, DMT1, FTL, FPN1 ) w surowicy chorych z
hemochromatozg i AMD oraz chorych na AMD bez hemochromatozy.

3. okreslenie wptywu ekspresji wybranych genéw ( TF, TFRC, DMT1, FTL, FPN1) na stezenie
ich produktéw biatkowych i zelaza w surowicy chorych na wrodzong hemochromatoze i AMD,
chorych na AMD bez hemochromatozy.

4, analize czestosci wystepowania poszczegélnych alleli w wybranych polimorfizmach
sekwencji pojedynczych nukleotydéw w genach MMP-2 (-735 C/T), MMP-7 (-181 A/G), MMP-9
(-1702 T/A, -1562 C/T), TIMP-2 (-418 G/C), VEGF (+405 G/C, +936 C/T), VEGFR-2 (+1719 T/A, =271
G/A) wéréd chorych na sucha i wysiekowg posta¢ AMD oraz ich wptywu na wystapienie i progresje
AMD.



Materiat i metody:

W badaniach wzieto udziat 150 chorych z rozpoznang suchg postaciag AMD, 150 chorych z
rozpoznang wysiekowg postaciag AMD, 25 chorych na hemochromatoze i AMD oraz 200 oséb
zdrowych ( bez cech AMD i hemochromatozy ).

Materiatem do badania byta krew zylna w ilosci 2 ml, ktéra zostata rozfrakcjonowana
poprzez wirowanie i wykorzystana do izolowania leukocytéw oraz osocza krwi. Wyizolowane
leukocyty postuzyty do izolacji DNA metoda fenolowa i RNA metodg trizolowa, natomiast osocze do
izolowania microRNA. DNA leukocytow zostato wykorzystanie do badania mutacji punktowych
wystepujacych w wybranych genach metoda SSCP i sekwencjonowania. RNA leukocytéw postuzyto
do badania ekspresji wybranych genéw metoda Real time PCR. Stezenie zelaza w surowicy mierzono
metodami kolorymetrycznymi, natomiast do iloSciowego wykrywania biatek w surowicy ( TF, TFRI,
DMT1, FTL i FPN1 ) wykorzystano specyficzne testy ELISA.

Wyniki:

Wykazano réznice w ekspresji miRNA oraz w czestosci wystepowania polimorfizméw
pojedynczych nukleotydéw wybranych genéw w surowicy chorych w zaleznosci od postaci AMD.

Zaobserwowano zwiekszong ekspresje miR661 i miR3121 w surowicy chorych z suchg
postacig AMD oraz miR4258, miR889 i Let7 u pacjentéw z wysiekowa postacia AMD.

Okreélono miRNA { miR-19a, miR-31, miR-133a, miR-141, miR-145, miR-149, miR-182, miR-
194, miR-758 ) zwigzane z genami odpowiedzialnymi za metabolizm zelaza. Ekspresja miR-31, miR-
141 i miR-182 byta znaczaco wyzsza, podczas gdy miR-133a, miR-145 i miR-149 byta niisza w
surowicy chorych z AMD i hemochromatozg w poréwnaniu do chorych na AMD bez wrodzonej
hemochromatozy.

Osoby posiadajgce genotyp TT genu MMP-9 -1702 T/A oraz CC genu VEGF +936 C/T maja
wieksze ryzyko rozwoju AMD. Heterozygoty TA genu MMP-9 -1702 T/A oraz CT genu MMP-9 -1562
C/T majg zwiekszone ryzyko rozwoju wysiekowej postaci AMD.

Whnioski:

1. istniejg roznice w ekspresji microRNA w surowicy chorych na suchg posta¢ AMD w
poréwnaniu do wysigkowej postaci AMD. Okreslone, specyficzne miRNA moga by¢ potencjalnie
zastosowane do oceny ryzyka wystgpienia suchej lub wysiekowej postaci AMD.

2. istniejg réznice w ekspresji kilku miRNA zwigzanych z genami, ktérych biatka
odpowiedzialne s3 za metabolizm jonéw Zelaza, u chorych z AMD oraz wrodzong hemochromatoza w
poréwnaniu do chorych na AMD bez wrodzonej hemochromatozy. Okreslone, specyficzne miRNA
mogq byé potencjalnie zastosowane w ocenie ryzyka wystapienia AMD u chorych na wrodzong
hemochromatoze.

3. istnieja réznice w czestosci wystepowania wybranych polimorfizméw pojedynczych
nukleotydéw genéw odpowiedzialnych za przemiany macierzy pozakomérkowej i neowaskularyzacje
pomiedzy chorymi na suchg i wysiekowg posta¢ AMD oraz osobami bez zmian zwyrodnieniowych
plamki z6ttej. Analiza obecnosci specyficznych genotypoéw i alleli w miejscach polimorficznych
badanych genéw moze by¢ wykorzystana do okreslenia ryzyka wystapienia suchej lub wysigkowej
postaci AMD.



