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Cel: okreslenie zwigzku migdzy polimorfizmami E318D (rs9332739) genu kodujgcego biatko C2, R102G ( rs2230199) genu ko-
dujacego biatko C3 i YA02H (rs1061170) genu czynnika CFH ukiadu dopetniacza a ryzykiem wystapienia zwyrodnienia plamki
zwigzanego z wiekiem oraz ocena ich wptywu na efekt leczenia antyangiogennego.

Materiat i metody: badaniami objeto 106 chorych na zwyrodnienie plamki zwigzane z wiekiem leczonych doszklistkowymi
iniekcjami ranibizumabu i/lub bewacyzumabu. Oceniajac skuteczno$¢ leczenia, poréwnywano wyjsciowa najlepszg skorygowang
ostro$¢ wzroku oraz grubo$¢ centralnej siatkdwki w obrazie badania optycznej koherentnej tomografii z wynikami badan kontrol-
nych wykonywanych co miesigc. Okres obserwacji wynosit 6 miesiecy. Grupe kontrolng stanowito 58 0s6b, u ktérych wykluczo-
no zwyrodnienie plamki zwigzane z wiekiem. Badania przeprowadzono za pomocg sond genetycznych TagMan firmy Applied
Biosystems.

Wyniki: polimorfizmy E318D (C2) oraz R102G (C3) nie wykazaly zwigzku ze zwyrodnieniem plamki zwigzanym z wiekiem. Geno-
typ CC polimorfizmu Y402H (CFH) wystepowat czesciej u chorych na zwyrodnienie plamki zwigzane z wiekiem niz u 0séb z gru-
py kontrolnej [OR=3,09 (1,28-7,49); p=0,0069]. W ostatnim badaniu kontrolnym u chorych na zwyrodnienie plamki zwigzane
z wiekiem, u ktdrych stwierdzono genotyp CC rs1061170 CFH, najlepsza skorygowana ostro$¢ wzroku byta gorsza, a grubo$¢
centralnej siatkdwki wigksza niz u chorych na zwyrodnienie plamki zwigzane z wiekiem, u ktérych nie stwierdzono tego ge-
notypu [OR=7,67 (1,77-33,12), p=0,0052]. Na leczenie nie zareagowato 25,47% chorych (“non-responders”), genotyp CC
polimorfizmu rs1061170 CFH stwierdzono u 51,8% sposrdd nich. U chorych z genotypem TT polimorfizmu rs1061170 CFH osta-
teczna najlepsza skorygowana ostros¢ wzroku byta lepsza, a redukcja grubosci centralnej siatkdwki istotna w poréwnaniu z tymi
samymi parametrami u chorych z genotypem CC rs1061170 CFH [0R=0,31 (0,11-0,84), p=0,0194].

Whioski: wyniki naszych obserwacji wskazuja, ze genotyp CC rs1061170 CFH zwigksza ryzyko wystapienia zwyrodnienia plamki
zwigzanego z wiekiem. Ponadto genotyp CC rs1061170 CFH promuje negatywng odpowiedz na leczenie antyangiogenne, pod-
czas gdy genotyp TT rs1061170 CFH moze zmniejszac¢ ryzyko braku odpowiedzi na leczenie doszklistkowymi iniekcjami czynnika
anty-VEGE

uktad dopetniacza, polimorfizm genowy, zwyrodnienie plamki zwigzane z wiekiem (AMD).

Aim: To analyze the correlation between the E318D rs9332739 polymorphism of the C2 complement factor; R102G rs2230199
polymorphism of the C3 complement factor as well as the Y402H rs1061170 polymorphism of the CFH complement factor
and risk of AMD as well as the response to anti-VEGF therapy.

Material and methods: 106 patients with age-related macular degeneration treated with intravitreal ranibizumab or bevacizu-
mab were enrolled. The response to treatment was assessed at 4 weeks intervals for 6 months and was based on the re-
sults of best corrected visual acuity and central retinal thickness measurements compared to the respective baseline values.
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The control group consisted of 58 healthy volunteers. The testing was performed using genetic probes (TagMan Applied Biosys-

tems) in all cases.

Results: E318D (C2) and R102G (C3) polymorphisms were not associated with age-related macular degeneration. The geno-
type CC of Y402H (CFH) polymorphism was more frequent in patients with age-related macular degeneration as compared to
controls [OR=3.09 (1.28-7.49); p=0.0069]. At the last follow-up, patients with age-related macular degeneration positive for
the CC rs1061170 CFH genotype presented with worse best corrected visual acuity and increased central retinal thickness as
compared to their counterparts negative for this genotype [OR=7.67 (1.77-33.12), p=0.0052]. Among 25.47% of “non-re-
sponders”, the CC rs1061170 CFH genotype was present in 51.8% of cases. In patients with the TT rs1061170 CFH genotype
the final best corrected visual acuity was better and a significant reduction of central retinal thickness was demonstrated in all
those cases, as compared to subjects with the CC rs1061170 CFH genotype [O0R=0.31 (0.11-0.84), p=0.0194].

Conclusions: The study showed that the CC rs1061170 CFH genotype may be associated with the age-related macular degene-
ration. Additionally, the CC rs1061170 CFH genotype may promote a negative response to anti-VEGF treatment, while patients
with the TT rs1061170 CFH genotype showed better functional and structural response to anti-VEGF agents.

Key words:

Wprowadzenie

W krajach rozwinigtych zwyrodnienie plamki zwigzane
z wiekiem (Age-related Macular Degeneration — AMD) stanowi
obecnie najczestszg przyczyne utraty wzroku u oséb powyzej
50. roku zycia (1). Jest to schorzenie o ztozonej etiopatoge-
nezie. Do czynnikdw ryzyka zalicza sie podeszly wiek, palenie
tytoniu, pte¢ zenska, przynalezno$¢ etniczng kaukaska, choroby
sercowo-naczyniowe, cukrzyce, otytos¢, diete bogatg w ttusz-
cze zwierzece i ubogg w antyoksydanty, jasny kolor teczéwek,
stany po operacji zaémy oraz przewlekie narazenie na dziatanie
promieniowania ultrafioletowego (2). Sposréd czynnikéw ryzy-
ka nalezy takze wymieni¢ rodzinne wystepowanie AMD, moze
to $wiadczy¢ o dziedzicznym charakterze tego schorzenia i po-
twierdza zasadno$¢ oraz konieczno$¢ poszukiwania markeréw
genetycznych ryzyka AMD (3, 4). Do tej pory zidentyfikowa-
no wiele polimorfizméw genetycznych o istotnym powiazaniu
z tym schorzeniem (3, 4). Wiadomo, ze m.in. polimorfizmy ge-
néw kodujacych endotelialng syntaze tlenku azotu czy tez biat-
ka regulujgce homeostaze jondw zelaza i kontrolujgce nasilenie
proceséw stresu oksydacyjnego biorg udziat w patomechani-
zmie AMD (5, 6). Wedtug wspoétczesnych pogladéw na patoge-
neze AMD, w ktérg sa zaangazowane nie tylko miejscowe me-
chanizmy zapalne i immunologiczne, ale takze ogdInoustrojowe,
najistotniejsze znaczenie — jak sie wydaje — majg polimorfizmy
gendéw kodujgcych biatka ukfadu dopetniacza (7, 8). O udziale
mechanizméw zapalnych w przebiegu AMD $wiadczy m.in.
obecno$¢ tych biatek w druzach oraz podsiatkéwkowych bto-
nach neowaskularnych u chorych na AMD. Ponadto w surowicy
krwi u chorych na AMD stwierdzono wystepowanie podwyz-
szonych stezen niektérych biatek uktadu dopetniacza — biatek
C2 oraz C3 (9).

Obecnie standardem leczenia wysigkowej postaci AMD sa
doszklistkowe iniekcje czynnika anty-VEGF. Jak potwierdzajg
obserwacje kliniczne, nie u wszystkich chorych terapia anty-
-VEGF jest skuteczna. Okoto 20-35% chorych to tzw. ,non-re-
sponders”, czyli osoby niereagujace na leczenie antyangiogenne
lub reagujace, lecz stabo, u ktérych pomimo leczenia dochodzi
do progresji zmian zwyrodnieniowych w plamce oraz pogorsze-
nia widzenia (10, 11). Dlatego coraz wigksze zainteresowanie
wzbudzajg badania nad poznaniem genetycznych uwarunkowan
tego schorzenia. Poznanie swoistych dla AMD nieprawidiowo-
$ci genetycznych bowiem moze by¢ pomocne w przewidywa-

complement system, genetic polymorphism, age-related macular degeneration (AMD).

niu przebiegu klinicznego choroby i odpowiedzi na zastosowane
leczenie anty-VEGF, a tym samym przydatne do genetycznej in-
dywidualizacji leczenia tego schorzenia.

Wozigwszy pod uwage przedstawione zatozenia, przystapio-
no do badan, ktére mialy na celu analize wystepowania poli-
morfizméw E318D (rs9332739) genu kodujgcego biatko C2,
R102G (rs2230199) genu kodujgcego biatko C3 oraz Y402H
(rs1061170) genu czynnika CFH uktadu dopetniacza i okreslenie,
jaki maja one zwigzek z ryzykiem wystepowania wysigkowej
postaci AMD, oraz wykazanie zalezno$ci migdzy tymi warianta-
mi gendw a odpowiedzig na leczenie doszklistkowymi iniekcja-
mi czynnika anty-VEGF.

Materiat i metody

Badaniami objeto 106 chorych na wysigkowa posta¢ AMD
leczonych w naszej klinice doszklistkowymi iniekcjami ranibi-
zumabu i bewacyzumabu. Wszystkich poddano wstepnemu
badaniu okulistycznemu, ktére obejmowatfo: ocene najlepszej
skorygowanej ostrosci wzroku (Best Corrected Visual Acuity
— BCVA), pomiar cisnienia wewnatrzgatkowego (Intraocular
Pressure — I0P), ocene przedniego odcinka oka i dna oka, ko-
lorowg fotografie dna oka (fundus kamera Topcon-TRC-50DX,
Japonia), pomiar centralnej grubos$ci siatkéwki (Central Retinal
Thickness — CRT) za pomocg optycznej koherentnej tomografii
(Optical Coherence Tomography — OCT) (Topcon 3D OCT 2000,
Japonia) oraz badanie angiografii fluoresceinowej (Fluorescein
Angiography — FA) (Topcon, TRC-50DX/A, Japonia). Co 4 tygo-
dnie przeprowadzano badania kontrolne — wszystkie ww. z wy-
jatkiem FA.

Leczenie doszKlistkowymi iniekcjami czynnika anty-VEGF (rani-
bizumabem 0,5 mg/ 0,05 ml, bewacyzumabem 1,25 mg/ 0,5 ml)
przebiegato dwufazowo: w fazie ,nasycajacej” kazdy chory
otrzymywat trzy kolejne iniekcje czynnika anty-VEGF w odste-
pach miesigcznych, a fazie ,podtrzymujgcej” podstawa doboru
leczenia byt wynik badania klinicznego wg schematu pro re
nata, czyli ,w razie potrzeby”.

Grupa kontrolna liczyta 58 oséb dobranych pod wzgledem
ptci i wieku spos$réd operowanych w naszej klinice z powodu za-
¢my pacjentéw, u ktérych wykluczono obecnos¢ AMD. W wy-
wiadach lekarskich, ktére przeprowadzono zaréwno u chorych
na AMD, jak i u 0séb z grupy kontrolnej, nie stwierdzono rodzin-
nego wystepowania choréb dziedzicznych i nowotworowych.
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Wptyw polimorfizméw Y402H, E318D oraz R102G genéw kodujacych biatka uktadu dopetniacza na wyniki leczenia doszklistkowymi iniekcjami...

Po uzyskaniu zgody Komisji Bioetycznej UJ (KBE-
T/67/B/2013) oraz $wiadomej pisemnej zgody pacjenta na udziat
w badaniu we wszystkich przypadkach pobrano jednorazowo
do oznaczen genetycznych 4-5 ml peinej krwi, w ktérej badano
polimorfizmy: E318D rs9332739 (C2), R102G rs2230199 (C3)
oraz Y402H rs1061170 (CFH).

lzolacja DNA

Krew obwodowg do badarn molekularnych pobierano na anty-
koagulant EDTA. Do petnej krwi dodawano 6-procentowy roztwér
wielkoczasteczkowego dekstranu (Dexstran T500, Pharmacia)
w celu sedymentacji erytrocytéw. Bogate w leukocyty osocze
odciggano i wirowano przez 10 min/ 20000 x g. DNA izolowa-
no z hiatych komérek krwi metodg Chomczynskiego i Sacchiego
(DNAzol, Gibco). Ten odczynnik zawiera roztwor lizujacy — izotiocja-
nian guanidyny, ktéry dzieki rozbiciu wiazan wodorowych powodu-
je catkowite uwolnienie DNA z komplekséw jadrowych z biatkami
histonowymi. Do powstatego po odwirowaniu osadu dodawano
0,4 ml odczynnika DNAzol i wstrzagsano. Po rozpuszczeniu bton
komérkowych leukocytéw DNA precypitowano 95-procentowym
alkoholem etylowym w objetosci 0,2 ml. Nastgpnie wyizolowane
DNA ptukano w 70-procentowym etanolu i suszono w cieplarce
w temperaturze 37°C. Wysuszone DNA zalewano woda redestylo-
wang i w takiej postaci poddawano dalszym badaniom.

Reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym

Wyizolowane w ten sposéb DNA byto amplifikowane i pod-
dawane genotypowaniu metodg reakcji tancuchowej polimerazy
w czasie rzeczywistym (,real-time PCR" — Polymerase Chain
Reaction — PCR). Ta metoda bazuje na klasycznej metodzie po-
limerazowej reakcji tancuchowej i pozwala na monitorowanie
ilosci produktu amplifikacji w kazdym cyklu reakcji, wykorzy-
stujac swoiste pod wzgledem wariantéw sekwencji znakowane
fluorescencyjnie sondy molekularne przytaczajace sie¢ miedzy
parg starterow PCR. W tym przypadku uzyto sond TagMan
(TagManprobes, 5'-nuclease probes). Sg to krétkie oligonukleo-
tydy komplementarne do powielanej sekwencji DNA, zawiera-
jace na koncu 5" barwnik fluorescencyjny, a na koncu 3' cza-
steczke wygaszajaca fluorescencije. Podczas kazdego cyklu PCR
sonda rozpoznaje swoisty region matrycy DNA i wigze sig z nim
miedzy miejscami przylaczenia starteréw. Po zwigzaniu sig
z nimi w procesie elongacji sonda jest degradowana przez poli-
meraze Taq majacg aktywno$¢ 5'-egzonukleazy, w wyniku tego
fluorochrom ulega oddzieleniu, wywotujac emisje fluorescencji.

Reakcja ,real-time PCR” byta przeprowadzana na ptytkach
96-dotkowych w aparacie 7900 HT Real-Time PCR System (Ap-
plied Biosystems). Standardowa mieszanina reakcyjna zawie-
rata roztwory substratéw i polimerazy; TagMan Universal PCR
Master Mix, startery, sondy, wode oraz DNA zgodnie z zalece-
niem producenta (TagMan Universal PCR Master Mix Protocol
— Applied Biosystems). Sondy oraz startery zakupiono w firmie
Applied Biosystems w postaci gotowych do uzycia TagMan
Gene Expression Assay.

Analiza statystyczna

W badanych grupach istotno$¢ réznic miedzy czesto$cig
alleli i genotypéw oceniano za pomocg testu ChiZ. Analize zwigz-
ku genotypéw polimorfizmu z wystepowaniem AMD wykonano

wedfug modelu regresji logistycznej. Dla kazdej pary oblicza-
no warto$¢ ilorazu szans (Odds Ratio — OR) oraz przedziat uf-
nosci (95% PU). Warto$ci OR byty nastepnie korygowane pod
wzgledem potencjalnych czynnikéw zaktécajgcych i podawane
jako OR skorygowane. Do analizy statystycznej i opracowania
wynikéw uzyto oprogramowania STATISTICA 10.0. Wartosci
p <0,05 uznano za statystycznie istotne.

Wyniki

W tabeli | przedstawiono szczegétowa charakterystyke grupy
chorych na AMD oraz grupy kontrolnej. U chorych na AMD zwra-
ca uwage znacznie czes$ciej wystepujace obciazenie rodzinne tym
schorzeniem anizeli u os6b z grupy kontrolnej (p=0,0034). Ana-
lizie poddano wptyw kilku czynnikéw, tj.: ptci, wieku, palenia ty-
toniu, miejsca zamieszkania, pozytywnego wywiadu rodzinnego
w kierunku AMD, ktére potencjalnie zwigkszajg prawdopodobien-
stwo rozwoju AMD, na ryzyko rozwoju tego schorzenia niezalez-
nie od badanych polimorfizméw genowych. W naszym materiale
klinicznym pte¢ zenska, wiek powyzej 60 lat, Srodowisko miejskie
oraz pozytywny wywiad rodzinny istotnie wptywaty na zwigksze-
nie ryzyka wystgpienia AMD — najsilniejsza dodatnig korelacje
stwierdzono dla wieku powyzej 60 lat (p=0,0002) oraz pozytyw-
nego wywiadu rodzinnego (p=0,0023) (tab. Il). Na uwage za-

Grupa AMD/ | Grupa kontrolna/

Badana cecha/ AMD group Control group
Characteristic liczba/ number | liczba/ number
n=106 n=58
Pte¢/ Sex 0,0206
kobiety/ females 70 (66%) 30 (53%)
mezczyzni/ males 36 (34%) 28 (47%)
Wiek/ Age (éfaﬂ?g Irztku) (er:sggf rlgiu) 00232
<60 lat/ < 60 years 13 (12,3%) 11 (18,9%)
> 60 lat/ > 60 years 93 (87,7%) 47 (81,1%)
Paleslit:):(\iflt](;niu/ 0,0896
obecnie/ w przesztosci/ 31 (29%) 15 (25,8%)
current/ former
nigdy/ never 75 (71%) 43 (74,2%)
et
miasto/ urban 74 (69,8%) 36 (62%)
wie$/ rural 32 (30,2%) 22 (38%)
Fa‘rInvi‘I,;v I:?;;:: o mn e
pozytywny/ positive 24 (22,64%) 4 (4%)
negatywny /negative 82 (77,35%) 54 (96%)
Tab.l. Charakterystyka chorych na AMD i 0séb z grupy kontrolne;.

Tab.l. Characteristics of subjects with AMD and a control group.
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Badana cecha/
Characteristics

n=106
Pieé¢/ Sex
kobiety/ females 70 (66%)
mezczyzni/ males 36 (34%)
Wiek/ Age
<60 lat/ < 60 years 13 (12,3%)

> 60 lat/ > 60 years 93 (87,7%)
Palenie tytoniu/ Smoking status

obecnie/ w przesztosci

current/ former il
nigdy/ never 75 (711%)
Miejsce zamieszkania/ Living environment

miasto/ urban 74 (69,8%)

wie$/ rural 32 (30,2%)

Wywiad rodzinny w kierunku AMD/
Family history of AMD

pozytywny/ positive 24 (22,64%)
negatywny/ negative 82 (77,35%)

Tab. II.
Tab. I1.

stuguje fakt, ze w badanej grupie chorych nie wykazano istotnej
statystycznie zalezno$ci miedzy paleniem tytoniu, uwazanym za
jeden z najwazniejszych modyfikowalnych czynnikéw ryzyka roz-
woju AMD, a wystepowaniem tego schorzenia (p=0,0931).

W tabelach Ill, IV i V przedstawiono rozktad genotypéw
i alleli trzech badanych polimorfizméw: E318D rs9332739 (C2),
R102G rs2230199 (C3) oraz Y402H rs1061170 (CFH) oraz
warto$ci otrzymane dla przeprowadzonej analizy ilorazu szans
w grupie chorych na AMD w odniesieniu do grupy kontrolne;.
Miedzy dwiema grupami nie wykazano istotnych statystycz-
nie réznic w rozkfadzie genotypdéw i alleli dla polimorfizmdw
E318D rs9332739 (C2) i R102G rs2230199 (C3) (tab. 1l i 1V).
Natomiast w przypadku polimorfizmu Y402H rs1061170 (CFH)

Grupa AMD/ AMD group | Grupa kontrolna/ Control group
Liczba/ number

liczba/ number OR (95% PU) p
e (p<0,05)
0,0216
30 (53%) 2,16 (1,11-4,19)
28 (47%) 0,46 (0,24-0,90)
0,0002
11 (18,9%) 0,18 (0,24-0,90)
47 (81,1%) 5,51 (2,20-13,80)
0,0931
15 (25,8%) 0,50 (0,23-1,13)
43 (74,2%) 1,98 (0,89-4,44)
0,0191
36 (62%) 2,33 (1,14-4,76)
22 (38%) 0,43 (0,21-0,87)
0,0023
4 (4%) 8,44 (3,56-14,70)
54 (96%) 0,11 (0,19-0,80)

Ryzyko rozwoju AMD zwigzane z picia, wiekiem, paleniem tytoniu, miejscem zamieszkania i obcigzeniem rodzinnym AMD.
Risk of AMD development depending on patient’s sex, age, smoking status, living environment and a family history of AMD.

stwierdzono wystepowanie istotnych réznic w rozktadzie geno-
typéw CC (p=0,0069), TT (p=0,0193) oraz alleli C (p=0,034)
i T (p=0,022) migdzy grupa badang a grupg osdb niechoru-
jacych na AMD. Analiza wykazata, ze genotyp CC oraz allel C
zwigkszajg ryzyko wystapienia wysiekowej postaci AMD (OR
3,04, 95% PU 1,34-9,91; OR 2,35, 95% PU 1,45-5,44), podczas
gdy genotyp TT oraz allel T mogg je zmniejsza¢ (OR 0,42, 95%
PU 0,20-0,89; OR 0,29, 95% PU 0,11-0,78) (tab. V).

Whyniki obserwaciji wskazywaty, ze u 27 chorych (25,47%)
z badanej grupy nie odnotowano pozytywnej reakcji na miej-
scowe leczenie antyangiogenne. U tych chorych pomimo le-
czenia nie uzyskano poprawy zaréwno funkcji leczonego oka,
jak i zobrazowanej badaniem OCT morfologii dotka — za brak

Genotyp/ allel (I-;\:\llllll))a AMD/ | Grupa kontrolna/ | Wskaznik OR nieskorygowany | Wskaznik OR skorygowany
Genotype/ alelle group Control group (95% PU)/ _(95% PU)/ p
n=106 n=58 OR crude (95% PU) OR adjusted (95% PU)
GG 101 (95%) 51 (88%) 0,36 (0,11-1,20) 0,38 (0,16-1,28) 0,1032
gc 5 (5%) 7 (12%) 2,77 (0,83-9,25) 2,86 (0,88-9,30) 0,1032
G 198 (94,3%) 98 (89%) 0,98 (0,28-2,45) 0,98 (0,28-2,45) 0,1340
g 6 (2,85%) 6 (5,45%) 0,5(0,12-1,23) 0,5(0,12-1,23) 0,2240
c 6 (2,85%) 6 (5,45%) 0,5(0,12-1,23) 0,5(0,12-1,23) 0,2240
Tab. lll. Rozkiad genc’)w i alleli polimorfizmu E318D rs9332739 C2 oraz analiza ilorazu szans (Odds Ratio — OR) w grupie chorych na AMD i w grupie
Tab. Ill. E?:ttrri(l))llrjlt?gn of genotypes and alleles of the E318D rs9332739 C2 polymorphism as well as the odds ratio (OR) in a study group and healthy

controls.
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(?:n“oot%';/ IGLTIL (R'Knp; g:'lt\)nu?)/ Control group

n=106 n=58

GG 65 (61%) 40 (69%)

gc 34 (32%) 16 (28%)

cc 7(7%) 2 (3%)

G 130 (61,93%) 78 (70,9%)

g 33(15,7%) 14 (12,7%)

c 47 (22,4%) 16 (1,45%)

Tab. IV. Rozkiad gendw i alleli polimorfizmu R102G rs2230199 C3 oraz analiza ilorazu szans (Odds Ratio — OR) w grupie chorych na AMD i w grupie

kontrolnej.

Grupa kontrolna/ | Wskaznik OR nieskorygowany

Wskaznik OR skorygowany

(95% PU)/ (95% PU)/
OR crude (95% PU) OR adjusted (95% PU)
0,81 (0,4-1,64) 0,72 (0,31-1,54) 0,3080
1,4 (0,71-2,78) 1,8 (0,88-2,85) 0,5951
0,51 (0,23-2,55) 0,58 (0,19-2,95) 0,2862
0,66 (0,32-2,67) 0,68 (0,35-2,69) 0,2242
1,28 (0,98-2,34) 1,30 (0,85-2,38) 0,3641
0,53 (0,23-2,45) 0,68 (0,56-2,86) 0,5428

Tab. IV. Distribution of genotypes and alleles of the R102G rs2230199 C3 polymorphism and odds ratio (OR) in a study group and healthy controls.

Genotyp/ Allel Grupa AMD/ Grupa kontrolna/ | Wskaznik OR nieskorygowany = Wskaznik OR skorygowany
Gonotree/ Allele | AMDgroup  Control group (95% PU)/ (95% PU)/ p
P n=106 n=58 OR crude (95% PU) OR adjusted (95% PU)
e 38 (36%) 9 (15%) 3,04 (1,34-9,91) 3,00 (1,28-7,49) 0,0069
ar 50 (47%) 30 (52%) 0,58 (0,41-1,66) 0,82 (0,41-1,66) 0,5402
11 18 (17%) 19 (33%) 0,42 (0,20-0,89) 0,41 (0,18-0,93) 0,0193
c 87 (82,9%) 37 (67,3%) 2,35 (1,45-5,44) 2,36 (1,34-5,67) 0,0340
T 66 (62,9%) 47 (85,5%) 0,29 (0,11-0,78) 0,35 (0,18-0,97) 0,0220

Tab. V. Rozkiad gendw i alleli polimorfizmu Y402H rs1061170 CFH oraz analiza ilorazu szans (Odds Ratio — OR) w grupie chorych na AMD i w grupie

kontrolnej.

Tab. V. Distribution of genotypes and alleles of the YA02H rs1061170 CFH polymorphism and odds ratio (OR) in a study group and healthy controls.

poprawy funkcji oka uznawano brak poprawy BCVA lub jej po-
gorszenie wzgledem tych parametréw uzyskanych w badaniu
wyjsciowym. Morfologie dotka oceniano pomiarami CRT oraz
ilo$ci ptynu $rédsiatkdwkowego, pod czes$cig neurosensoryczng
siatkéwki oraz pod nabtonkiem barwnikowym siatkéwki (Re-
tinal Pigment Epithelium — RPE). Na rycinie 1. przedstawiono
liczbe chorych, u ktérych stwierdzono redukcje CRT, oraz liczbe

liczba chorych
/Ne of patients

80

70
60
50
M redukcja CRT

40 brak redukcji CRT

30

20 —

kontrola

/ follow-up
Tm-c 2m-c 3m-c 4m-c 5m-c 6m-c

Ryc. 1. Liczba chorych, u ktdrych stwierdzono redukcje centralnej gru-
bosci siatkdwki (Central Retinal Thickness — CRT), oraz liczba
chorych, w oczach ktérych nie odnotowano poprawy morfologii
dotka w obrazie OCT w poszczegélnych badaniach kontrolnych.

Fig. 1. Number of patients with reduction of central retinal thickness
(CRT) and with unchanged CRT in treated eyes during a fol-
low-up period in OCT scans.

chorych, w oczach ktérych nie odnotowano poprawy morfologii
dotka w obrazie OCT w poszczegdlnych badaniach kontrolnych.

Analiza statystyczna wykazata zalezno$¢ miedzy genoty-
pami polimorfizmu rs1061170 a odpowiedzig na zastosowane
leczenie antyangiogenne. Analiza stosunku szansy braku reak-
cji na leczenie u chorych z genotypami CC i TT polimrorfizmu
rs1061170 do szansy braku reakcji na leczenie u chorych bez
tych genotypéw wykazata, ze genotyp CC promuje negatywng
odpowiedz na leczenie antyangiogenne (OR 7,67 95% PU, 1,77—
33,12), podczas gdy genotyp TT moze zmniejsza¢ ryzyko wy-
stapienia stabej odpowiedzi na leczenie doszklistkowymi iniek-
cjami czynnika anty-VEGF (OR 0,31 95% PU, 0,11-0,84 (tab. V).
Jednoczes$nie wykazano, ze u chorych z genotypem CC podano
$rednio o 1,4 iniekcji doszklistkowej wiecej w poréwnaniu do
liczby iniekcji podawanych u oséb bez tego genotypu.

Omowienie

Ostatnie obserwacje wskazujg na istotny wptyw tta gene-
tycznego na wyniki terapii antyoksydantami, fotodynamiczne;
i doszklistkowymi iniekcjami czynnika anty-VEGF u chorych na
wysiekowa posta¢ AMD (12-17). W wigkszosci publikacji pod-
kresla sie znaczenie kilku wariantéw genéw kodujgcych biatka
uktadu dopetniacza, w$rdd ktérych najistotniejsze znaczenie ma
polimorfizm rs1061170 (Y402H) genu kodujacego czynnik CFH
(10, 13, 15, 16, 18, 19).

Czynnik CFH jest istotnym regulatorem aktywacji uktadu do-
petniacza. Jego polimorfizm Y402H (rs1061170) (zamiana tyro-
zyny na histydyne), powodujacy nadreaktywno$¢ drogi alterna-
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tywnej dopetniacza, prowadzi do niszczenia wtasnych komarek,
w tym m.in. komérek RPE (17). Wyniki przeprowadzonych do-
tychczas badan immunohistochemicznych wykazaty, ze pacjenci
bedacy homozygotycznymi nosicielami genotypu CC wykazujg
2,5-raza zwigkszong immunoreaktywno$¢ biatka C reaktywnego
(C Reactive Protein — CRP) w obrebie naczynidwki, btony Bru-
cha i druz (10, 20). Gromadzenie si¢ CRP w przestrzeni pod RPE
jest uwazane za biomarker przewlektego zapalenia toczacego
sie w obrebie kompleksu RPE-naczynidéwka (20). To sugeruje,
ze polimorfizm Y402H zaburza mediowang przez czynnik H funk-
cje CRP, odgrywajac w ten sposéb wazna role w inicjacji lo-
kalnego zapalenia, ktére prowadzi do uszkodzenia komérek RPE
indukowanego aktywacja dopetniacza. Polimorfizm Y402H (rs
1061170) implikuje zmniejszenie roli ochronnej czynnika H lub
jego catkowity brak, czynnika, ktéry jest supresorem aktywacji
alternatywnej drogi zaréwno w osoczu, jak i w tkankach obje-
tych zapaleniem (15). Polimorfizm Y402H wobec wspdfistnienia
$rodowiskowych i osobniczych czynnikédw ryzyka AMD ostabia
aktywno$¢é CFH jako regulatora alternatywnej drogi uktadu do-
pefniacza, zezwalajgc na jego niekontrolowang aktywacje. Do-
chodzi do rozwoju przewlekiego lokalnego odczynu zapalnego
(.para-inflammation”), ktéry zagraza powstaniem zmian zwyrod-
nieniowych w plamce (15, 20).

Whyniki badan epidemiologicznych udowodnity, ze wystapie-
nie polimorfizmu Y402H rs1061170 (CFH) 2—4-krotnie zwigksza
ryzyko rozwoju AMD u heterozygot oraz 3—7-krotnie u homo-
zygot (19). Ponadto osoby z genotypem homozygotycznym CC
wykazujg gorsza reakcje na leczenie doustnymi antyoksydanta-
mi i cynkiem w poréwnaniu do oséb bedacych nosicielami ho-
mozygotycznego genotypu TT (12). Rozbiezne wyniki natomiast
odnotowano w badaniach chorych poddanych terapii fotodyna-
micznej (Photodynamic Therapy — PDT) z uzyciem werteporfi-
ny. Wykazano, ze pacjenci bedacy nosicielami genotypu CC
polimorfizmu rs1061170 (Y402H) gorzej reaguja na PDT (14).
Brantley i wsp. za$ zaobserwowali, ze wyniki leczenia PDT sg
znacznie gorsze u 0séb bedacych homozygotami TT w poréw-
naniu do chorych z genotypem CC (CFH) (13).

Istnienie  réznych zalezno$ci miedzy  polimorfizmem
rs1061170 (Y402H) a odpowiedzia na miejscowe leczenie
antyangiogenne zostato przedstawione w kilku publikacjach
(12-17, 21-25). Brantley i wsp. obserwacja objeli chorych
leczonych doszklistkowymi iniekcjami bewacyzumabu. Wy-
kazali, ze po 6 miesigcach od rozpoczecia leczenia BCVA byta
znacznie gorsza u oséb z genotypem CC Y402H rs1061170
(CFH) w poréwnaniu do BCVA u pacjentéw z genotypami TT
i CT (13). Podobne obserwacje opisali Nischler i wsp. oraz
Imai i wsp. (16, 17). Lee i wsp. natomiast nie wykazali wply-
wu wystepowania réznych genotypéw rs7067170 (CFH) na
ostateczng BCVA u chorych na wysigkowg postaé AMD leczo-
nych doszklistkowymi iniekcjami ranibizumabu. Niemniej jednak
po 9 miesigcach obserwacji autorzy odnotowali, ze chorzy z ge-
notypem CC otrzymali o okofo 1 iniekcje wigcej w poréwnaniu
do liczby iniekcji u chorych z genotypami TT czy CT (15). Mckib-
bin i wsp. wykazali, ze u chorych na wysigkowa posta¢ AMD
leczonych ranibizumabem w okresie 6-miesigcznej obserwacji
wyniki leczenia byly bardziej korzystne u oséb z genotypem
wysokiego ryzyka (CC) dla rozwoju AMD (26). Menghini i wsp.
natomiast wykazali, ze genotyp CT rs7061170 (Y402H) CFH

byt istotnym wskaznikiem pozytywnej odpowiedzi na leczenie
i poprawy BCVA ocenianej po 12 i 24 miesigcach od wigczenia
leczenia ranibizumabem (27). Brak zalezno$ci miedzy genotypa-
mi polimorfizmu rs71061170 (Y402H) CFH a wynikami leczenia
ranibizumabem u chorych na AMD w okresie rocznej obserwa-
cji przedstawili w swojej pracy Yamashiro i wsp. (28). Na uwa-
ge zastuguja takze wyniki badan przeprowadzonych z udziatem
pacjentéw z 43 osrodkéw klinicznych, zostali objeci badaniem
CATT (Comparison of AMD Treatments Trials), u ktérych ozna-
czano polimorfizmy rs7061170 (CFH), rs10490924 (ARMS2),
rs11200638 (HTRA1) oraz rs2230799 (C3). Analiza statystycz-
na nie wykazata u chorych réznic w odpowiedzi na miejscowe
leczenie antyangiogenne, ktére bytyby zalezne od nosicielstwa
genotypu badanego wariantu genowego. Zaden z badanych
genotypéw nie wplywat istotnie na ostateczng ostro§¢ wzroku,
zmiang CRT czy liczbe podanych iniekeji doszklistkowych czyn-
nika anty-VEGF. Podobnie nie wykazano zalezno$ci miedzy liczbg
wystepujacych u jednego chorego genotypéw bedacych czynni-
kami ryzyka rozwoju AMD a ostatecznymi wynikami leczenia. Nie
stwierdzono takze zalezno$ci miedzy allelami/genotypami zagra-
zajacymi powstaniem AMD a odpowiedzig na leczenie niezaleznie
od rodzaju podawanego doszklistkowo leku oraz zastosowanego
schematu leczenia (iniekcje comiesigczne vs pro re nata) (29).

Podobnie jak wigkszo$¢ opublikowanych wynikéw i wyniki
naszych badan wskazuja na istotng zalezno$¢ miedzy polimorfi-
zmem Y402H rs1061170 (CFH), ktéry zwigksza ryzyko wystapie-
nia AMD, a rozwojem tego schorzenia. W okresie 6-miesigcznej
obserwacji u chorych z genotypem CC rs7067170 (CFH) zaob-
serwowali§my istotnie gorsze funkcjonalne oraz anatomiczne
wyniki leczenia doszkistkowymi iniekcjami ranibizumabu i be-
wacyzumabu anizeli u oséb nieposiadajgcych tego genotypu.
U chorych odnotowali$§my gorsza ostateczng BCVA oraz wigk-
szg CRT zobrazowana badaniem OCT. W okresie 6-miesigcznej
obserwacji chorym z tej grupy podano $rednio o 1,4 iniekcji
wiecej anizeli osobom ,negatywnym” dla tego genotypu. Naj-
istotniejsze réznice w odpowiedzi na leczenie (BCVA i CRT)
miedzy chorymi z genotypami CC oraz TT i CT byly zauwazalne
w pierwszym okresie leczenia (faza ,nasycajagca”), kiedy wszy-
scy chorzy otrzymali trzy iniekcje czynnika anty-VEGF w odste-
pach comiesigcznych.

Whyniki naszych obserwaciji wykazaty, ze polimorfizmy £378D
rs9332739 (C2) oraz R102G rs2230799 (C3) nie majg zwigzku
z rozwojem AMD. Wyniki badan przeprowadzonych w Stanach
Zjednoczonych przez Spencera i wsp. wykazaly, ze wariant £378D
genu czynnika C2 petni role protekcyjng wobec rozwoju AMD
w populacji kaukaskiej (30). Wyniki badan przeprowadzonych
w Australii nie potwierdzity tej obserwacji (31). Havvas i wsp.
przeprowadzili badanie z udziatem 120 chorych na AMD, wyniki
ich badania réwniez nie wskazywaty, aby ten polimorfizm miat
istotne implikacje patogenetyczne dla rozwoju AMD w populacji
greckiej (32). Ochronna rola polimorfizmu genetycznego biatka
C2 uktadu dopetniacza nie zostata réwniez potwierdzona w bada-
niach przeprowadzonych w populacji azjatyckiej, w ktorej stwier-
dzono bardzo rzadkie wystepowanie tego wariantu genetycznego
(33). Na ochronny wptyw polimorfizmu R702G rs2230199 (C3)
na rozw6j AMD w populacji azjatyckiej natomiast wskazaty wy-
niki badan Pei i wsp. oraz Yanagisawa i wsp. (34, 35). Ocena
wystepowania polimorfizmu R702G rs2230199 (C3) w populacji
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niemieckiej nie potwierdzita istnienia zwiazku miedzy tym warian-
tem genowym a rozwojem AMD (36). Ten wariant zmienia mo-
bilno$¢ czasteczki C3, ktdra moze przybiera¢ formy szybkg — C3F
— lub wolng — C3S, wykazujgce réznice w wigzaniu si¢ z recep-
torami (34-36). Patofizjologie i molekularny mechanizm dziatania
badanych polimorfizméw przedstawiono szczegétowo w naszej
weczesniejszej publikaciji (37).

Poznanie polimorfizméw genetycznych zagrazajacych roz-
wojem AMD i majacych wplyw na wyniki leczenia wysigkowe;
postaci AMD oraz ich ocena moga by¢ cennymi narzedziami
do wczesnego identyfikowania chorych ,opornych” na terapie
antyangiogenng. Ze wzgledu na duzg rozhiezno$¢ dotychczas
poznanych wynikéw badan klinicznych, ktére wskazujg na zréz-
nicowany wptyw badanych polimorfizméw genowych na roz-
woj AMD oraz na wyniki zastosowanego leczenia w zaleznosci
od badanej grupy chorych, wydaje si¢ wskazane stworzenie
indywidualnego i swoistego dla danej populacji panelu badan
genetycznych.

Niektérzy autorzy podkreslaja, jak istotne znaczenie ma zja-
wisko kumulacji efektéw alleli ryzyka rozwoju AMD w progno-
zowaniu odpowiedzi na leczenie antyangiogenne (24). Dlatego
w celu zwigkszenia prawdopodobiefistwa postawienia wtia-
$ciwej prognozy dotyczacej niepowodzenia terapii anty-VEGF
poszukuje sie kolejnych wariantéw genowych, ktére mogtyby
wplywaé na przebieg kliniczny AMD i jego leczenie. By¢ moze
juz w niedalekiej przysztosci bedg one istotnym elementem dia-
gnostyki chorych na AMD — pomogtoby zaplanowa¢ indywidu-
alng strategie postepowania w tych przypadkach.

Whioski

U chorych z badanej grupy genotyp CC polimorfizmu
rs1061170 CFH (Y402H) zwiegksza ryzyko wystapienia AMD.
Genotyp CC polimorfizmu rs7061170 CFH odpowiada za ne-
gatywna odpowiedz na leczenie antyangiogenne, podczas gdy
genotyp TT moze zmniejszaé ryzyko braku odpowiedzi na lecze-
nie doszklistkowymi iniekcjami czynnika anty-VEGF lub ryzy-
ko, ze odpowiedz ta bedzie staba. Niezaleznie od polimorfizmu
Y402H rs1061170 (CFH) ryzyko zachorowania na AMD zwigk-
szajg: pte¢ zeniska, wiek powyzej 60. roku zycia, Srodowisko
miejskie oraz dodatni wywiad rodzinny.

Woprowadzenie do standardéw diagnostycznych AMD pane-
lu badan genetycznych moze odegra¢ w niedalekiej przysztosci
duza role w procesach indywidualizacji i prognozowania sku-
tecznos$ci prowadzonego leczenia antyangiogennego.

Praca powstata w ramach programu statutowego
nr K/ZDS/003846.
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