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Jaskra stanowi heterogenną grupę neuropatii nerwu wzroko
wego o  różnych uwarunkowaniach genetycznych (3,5,8,10). 
W ostatnich latach zauważa się znaczny postęp w molekularnych 
badaniach genetycznych dotyczących pierwotnej jaskry otwartego 
kąta, pierwotnej jaskry wrodzonej i jaskry skojarzonej z anomaliami 
rozwojowymi (7). Dotychczas zidentyfikowano trzy geny, których 
defekty wydają się odpowiedzialne za występowanie jaskry. Należą 
do nich: gen MYOC (TIGR) kodujący myocylinę, gen OPTB kodujący 
optoneurynę oraz gen CYP1B1, kodujący cytochrom P450 1B1. Gen 
CYP1B1 zlokalizowany jest na krótkim ramieniu chromosomu dru
giego (2p21) i składa się z trzech eksonów, z których pierwszy jest 
eksonem niekodującym. Otwarta rama odczytu rozpoczyna się 
w obrębie eksonu II i obejmuje 1629 pz (9,2,1). Do chwili obecnej 
w obrębie genu CYP1B1 zidentyfikowano 35 różnego rodzaju muta
cji związanych z  występowaniem jaskry oraz 7  polimorfizmów, 
których obecność może mieć wpływ na pojawienie się tego scho
rzenia (9). Wykazano, że istnienie mutacji w genie CYP1B1 u pacjen
tów z  jaskrą wrodzoną związane jest z  wcześniejszym wystąpie

niem objawów klinicznych i że częściej stwierdza się je u osób płci 
żeńskiej (6). W  populacjach zróżnicowanych etnicznie częstość 
występowania mutacji u  pacjentów z  jaskrą wrodzoną wynosi 
20-30%, podczas gdy w populacjach jednorodnych wzrasta ona do 
85% (9). 

Ce­lem pra­cy jest zbadanie sekwencji kodującej eksonu III genu 
CYP1B1 u dzieci chorych na pierwotną jaskrę wrodzoną lub mło
dzieńczą w populacji polskiej. Wybór eksonu III do badań podykto
wany był tym, że większość zidentyfikowanych dotychczas mutacji 
oraz polimorfizmów zlokalizowana została w  obrębie tego frag
mentu genu (9). 

Pa­cjen­ci 
Badania genetyczne przeprowadzono u  72 pacjentów, wśród 

których wyróżniono chorych na pierwotną jaskrę wrodzoną – grupa 
C (n = 19), jaskrę młodzieńczą – grupa J (n = 11) oraz podejrza
nych o  jaskrę – grupa P (n = 42). W grupie C znajdowało się 19 
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Summary:	 Several mutations of CYP1B1 gene, a member of cytochrome P450 gene family, have been associated with 
occurrence of primary congenital glaucoma. The aim of presented work was to investigate CYP1B1 gene exon III 
mutations in 72 unrelated Polish patients with primary congenital glaucoma (C), juvenile glaucoma (J) and juvenile 
glaucoma suspects (P). In one patient we have detected homozygous duplication of 10bp at nucleotide 8046 
resulting in synthesis of truncated protein, first found among the polish population. Furthermore, sequence analysis 
revealed three distinct single nucleotide polymorphisms at nucleotides 8131 (C→G), 8184 (C→T) and 8195 
(A→G,) in examined populations. The haplotypes in homozygous state (C/C/A, C/C/G, and G/T/A) were present in 
52.6% cases. Since it is suggested that the presence of these haplotypes may be linked to mutations in exon II of 
the CYP1B1 gene, we plan to analyze that exon in the future.
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pacjentów, w tym 10 chłopców i 9 dziewcząt. Objawy jaskry wro
dzonej wystąpiły u  tych osób w okresie od urodzenia do 2. roku 
życia. Do grupy J zaliczono 8 dziewcząt i 3 chłopców z jaskrą mło
dzieńczą, która ujawniła się pomiędzy 10. a 18. rokiem życia. Do 
grupy P zakwalifikowano 42 pacjentów podejrzanych o  jaskrę 
z  powodu podwyższenia ciśnienia wewnątrzgałkowego, wyglądu 
tarczy n. II lub bólów oczu i głowy. Było wśród nich 28 dziewcząt 
i 14 chłopców w wieku od 10 do 30 lat. 

Me­to­dy 
Genomowy DNA izolowano z  jednojądrzastych komórek krwi 

obwodowej rutynową metodą ekstrakcji fenolowo-chloroformowej 
poprzedzonej trawieniem białek proteinazą K. Sekwencja kodująca 
eksonu III genu CYP1B1, obejmująca region 7837 – 8494 (GB 
U56438), amplifikowana była metodą PCR z użyciem oligonukleoty
dów Cbe3F i Cbe3R (4). Sekwencjonowanie przeprowadzono, sto
sując automatyczny sekwencjoner ABI Prism 377 (Applied Biosys
tems, USA) z zastosowaniem reakcji terminacji amplifikacji w obec
ności znakowanych fluorochromem dideoksynukleotydów i powyż
szych oligonukleotydów. Analizę fragmentów restrykcyjnych rejonu 
7837-8494 eksonu III przeprowadzono metodą PCR-RFLP (restric
tion fragment length polymorphism) z użyciem endonukleazy Mva 
I. Fragmenty restrykcyjne identyfikowano, stosując elektroforezę 
w  żelu agarozowym z  dodatkiem bromku etydyny. Analizę staty
styczną częstości genotypów i poszczególnych alleli przeprowadzo
no na podstawie testu U Manna-Whitneya lub testu χ2 dla porów
nania dwóch prób niezależnych. Oceny miar statystycznych dokona
no za pomocą programu STATISTICA v 6.0 na platformie Windows. 

Wy­ni­ki 
U pacjentki z pierwotną jaskrą wrodzoną obojga oczu zidenty

fikowano homozygotyczną duplikację 10 par zasad w pozycji 8046 
(8046 dup10pz: TCATGCCACC) (ryc. 1). W  celu stwierdzenia, czy 
powyższa zmiana miała charakter homo- czy heterozygotyczny, 
wykonano analizę PCR-RFLP. Cięcie enzymem Mva I  daje odcinki 
sekwencji DNA o  długości 141 pz, 315 pz, 197 pz w  przypadku 
sekwencji prawidłowej, 141 pz, 325 pz, 197 pz w przypadku homo
zygotycznej duplikacji sekwencji TCA TGC CAC C w pozycji 8046 
genu CYP1B1 oraz 141 pz, 315 pz, 325pz, 197 pz w  przypadku 
heterozygotycznego charakteru zmiany. Powyższa analiza wykaza
ła, że stwierdzona zmiana (8046dup10pz) miała charakter homozy
gotyczny (ryc. 2). 

Analiza regionu 7837-8494 (GB U56438) sekwencji kodującej 
eksonu III genu CYP1B1 wykazała obecność trzech polimorficz
nych zmian pojedynczego nukleotydu (SNP – single nucleotide 
polymorphism) w pozycjach: 8131 (C→G), 8184 (C→T) oraz 8195 
(A→G) (2,1). Transwersja 8131C→G prowadzi do zamiany amino
kwasu leucyny na walinę w pozycji 432 sekwencji białka (L432V), 
natomiast tranzycja 8195A→G prowadzi do wymiany asparaginy 
na serynę w pozycji 453 (N453S). Transwersja 8184C→T powodu
je zmianę kodonu odpowiadającego 449 aminokwasowi (aspara
ginian) w  sekwencji białka, lecz nie prowadzi do podstawienia 
aminokwasu (D449D). Częstości występowania poszczególnych 
polimorfizmów w  przebadanej grupie pacjentów przedstawia 
tabela I. Allele 8131G, 8184T, 8195A występują z nieco większą, 
choć nie istotną statystycznie częstością wśród pacjentów z jaskrą 
wrodzoną. U pacjentów z  jaskrą młodzieńczą obserwuje się ten
dencję odwrotną. Rodzaj oraz liczebność poszczególnych genoty
pów przedstawione zostały w  tabeli II. U  pacjentów z  jaskrą 
przeważa homozygotyczny układ haplotypów, natomiast w grupie 
osób podejrzanych o jaskrę zaznacza się przewaga układu hetero
zygotycznego. 

Dys­ku­sja 
Przeprowadzona przez nas analiza sekwencyjna genu CYP1B1 

została rozpoczęta od zbadania eksonu III, ponieważ do chwili 
obecnej w  rejonie tym zidentyfikowano najwięcej mutacji oraz 
miejsc polimorficznych (9). U  jednej pacjentki z  pierwotną jaskrą 
wrodzoną zidentyfikowaliśmy nieopisaną dotąd w Polsce homozy
gotyczną duplikację 10 par zasad (8046dup10pz). Mutacja ta była 
wcześniej przedstawiona tylko dwukrotnie w  literaturze. Stoilov 
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Ryc. 1.	 Fragment sekwencji (8020 – 8067, GB U564380) eksonu III genu 
CYP1B1, obejmujący rejon duplikacji 10 pz TCA TGC CAC C (zazna
czono w skali szarości). Mutacja 8046 dup10 pz powoduje zmianę 
ramki odczytu, co prowadzi do powstania nieprawidłowej czą
steczki białka. 

Fig. 1.	 Direct sequencing of the 8020-8067 region (GB U564380) of exon 
III of CYP1B1 gene with detected 10 bp duplication of TCA TGC 
CAC C fragment in range of greyness at nucleotide 8046, resulting 
in synthesis of truncated protein. 

Ryc. 2.	 Obraz produktów restrykcyjnych regionu 7837 – 8494 eksonu III 
genu CYP1B1 endonukleazy Mva I u pacjentów z pierwotną jaskrą 
wrodzoną. Linia 3. przedstawia duplikację rejonu 8037-8046 
o wielkości 10 pz u jednej pacjentki. Obecność produktu o wielko
ści 325 pz i brak produktu o wielkości 315 pz jednoznacznie świad
czą, że u badanej pacjentki duplikacja występuje w stanie homo
zygotycznym. Linie 1., 2. i  4. przedstawiają obraz restrykcyjny 
prawidłowej sekwencji. Linia M – znacznik masy. 

Fig. 2.	 PCR-RFLP detection of exon III CYP1B1 10 bp duplication. A frag
ment encompassing region 7837 – 8494 was PCR amplified with 
primers Cbe3F and Cbe3R (4). It was than digested with Mva I to 
detect 8046 dup 10 bp. Restriction fragments were resolved on 2% 
agarose gel by electrophoresis and visualized by ethidium bromide 
staining. The presence of 325 bp fragment indicated 10 bp dupli
cation while 315 bp fragments represent normal genotype. Line 
3 – patients with homozygous duplication; lines 1, 2, 4 – patients 
with normal genotype; M – MW marker. 
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i wsp. (11) stwierdzili obecność tej zmiany u 5 chorych spośród 28 
przebadanych pacjentów z  populacji mieszanej (Turcy, Anglicy 
i Amerykanie). Natomiast Colomb i wsp. (3) zidentyfikowali 2 przy
padki tej duplikacji wśród 15 pacjentów z jaskrą wrodzoną z popu
lacji francuskiej. W sekwencji kodującej eksonu III w grupie pacjen
tów z  pierwotną jaskrą wrodzoną, pierwotną jaskrą młodzieńczą 
oraz osób podejrzanych o  jaskrę nie wykryliśmy obecności zmian 
o charakterze mutacji punktowych. 

W  obrębie przebadanej przez nas sekwencji stwierdziliśmy 
występowanie trzech polimorfizmów: 8131 (C→G, L432V), 8184 
(C→T, D449D) oraz 8195 (A→G, N453S) (GBU56438). Wpływ obec
ności alleli polimorficznych na rozwój jaskry pozostaje dyskusyjny. 
Z jednej strony polimorfizmy te występują również u osób zdrowych 
(4), jednakże wyniki badań przeprowadzonych dla różnych popula

cji wykazują, że u osób z  jaskrą dominuje homozygotyczny układ 
haplotypów. Wykazano ponadto, że nierzadko są one powiązane 
z  wystąpieniem mutacji w  sekwencji kodującej eksonu II genu 
CYP1B1 (2,1). Najczęściej spotykaną zmianą mutacyjną w tym rejo
nie jest G61E (2,1). Wśród przeanalizowanych przez nas przypad
ków haplotypy (C/C/A, C/C/G, G/T/A) występowały u 52,6% przeba
danych pacjentów z jaskrą wrodzoną i u 54,6% z jaskrą młodzień
czą, a  u  pacjentów z  podejrzeniem o  jaskrę częstość haplotypów 
była nieco mniejsza i  wynosiła 45,3%. W  zależności od różnych 
grup etnicznych oraz ich lokalizacji geograficznej obserwuje się 
odmienne wzorce zmian genetycznych w genie CYP1B1, warunku
jących rozwój jaskry (9,4,1,11). W celu sprawdzenia, czy w polskiej 
populacji osób z jaskrą istnieje powiązanie homologicznego układu 
haplotypów w  eksonie III z  występowaniem mutacji w  eksonie II 
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				    Częstość allelu

Pozycjaa	 Allel	 Zmiana 	 Pacjenci	 Pacjenci z jaskrą	 Pacjenci z jaskrą	 Pacjenci z	 Wartość p
		  aminokwasu	 ogółem	 wrodzoną (C)	 młodzieńczą (J)	 podejrzeniem 
	 					      o jaskrę (P)	

8131	 G	 L432V	 0,43	 0,5	 0,32	 0,43	 0,17b 
							       0,46c 
							       0,35d 

8184	 T	 D449D	 0,54	 0,55	 0,32	 0,43	 0,08b 
							       0,20c 
							       0,35d  

8195	 A	 N453S	 0,99	 1	 0,91	 0,99	 0,25b 
							       0,68c 
							       0,21d  

Tab. I.	 Występowanie zmian polimorficznych w poszczególnych grupach pacjentów.
Tab. I.	 Polymorphisms in the exon III of CYP1B1 gene in examined Polish patients with primary congenital glaucoma (C), juvenile glaucoma (J) and juvenile 

glaucoma suspects (P).
a GB U56438
b test niezależności między C a J
c test niezależności między C a P
d test niezależności między J a P

	                            Pacjenci				                       Ekson IIIa

Pacjenci 	 Jaskra	 Jaskra	 Podejrzenie	 L432V	 D449D	 N453S	 Wartość 
ogółem	 wrodzona (C)	 młodzieńcza (J)	 o jaskrę (P)	 8131 C→G	 8184 C→T	 8195 A→G	 Pb

n	 n (%)	 n (%)	 n (%)	

21	 5 (26,3)	 4 (36,4)	 12 (28,6)	 C/C	 C/C	 A/A	 0,98

1	 0 (0,0)	 1 (9,1)	 0 (0,0)	 C/C	 C/C	 G/G	 1,00

1	 0 (0,0)	 0 (0,0)	 1 (2,4)	 C/C	 C/C	 A/G	 1,00

34	 7 (36,8)	 5 (45,4)	 22 (52,4)	 C/G	 C/T	 A/A	 0,33

2	 2 (10,6)	 0 (0,0)	 0 (0,0)	 C/G	 T/T	 A/A	 0,06

13	 5 (26,3)	 1 (9,1)	 7 (16,7)	 G/G	 T/T	 A/A	 0,57

72	 19	  11	 42				  

Tab. II.	 Częstości występowania genotypów w poszczególnych grupach pacjentów.
Tab. II.	 Genotype frequencies among Polish patients with primary congenital glaucoma (C), juvenile glaucoma (J) and juvenile glaucoma suspects (P).
a GB U56438
b test U Manna-Witneya dla dwóch grup niezależnych
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genu CYP1B1, w dalszej części naszych badań planujemy przepro
wadzenie analizy sekwencji kodującej eksonu II. 

Otrzymane w naszej pracy wyniki wskazują obecność odmien
nego niż w innych populacjach typu zmian polimorficznych w obrę
bie eksonu III genu CYP1B1 w badanej populacji polskich pacjen
tów (1,3,4,6,9) i wydają się potwierdzać tezę, że częstość występo
wania mutacji jest niższa w populacjach heterogennych. Jednakże 
aby jednoznacznie określić częstość zmian mutacyjnych i  polimor
ficznych genu CYP1B1 w populacji polskiej oraz ich wpływ na roz
wój pierwotnej jaskry wrodzonej i młodzieńczej, podjęliśmy bada
nia obejmujące analizę pozostałych eksonów genu CYP1B1. 
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