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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 Il
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 Il of
the CYP1B1 gene, we plan to analyze that exon in the future.
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Jaskra stanowi heterogenng grupe neuropatii nerwu wzroko-
wego o roznych uwarunkowaniach genetycznych (3,5,8,10).
W ostatnich latach zauwaza sie znaczny postep w molekularnych
badaniach genetycznych dotyczacych pierwotnej jaskry otwartego
kata, pierwotnej jaskry wrodzonej i jaskry skojarzonej z anomaliami
rozwojowymi (7). Dotychczas zidentyfikowano trzy geny, ktorych
defekty wydajq sie odpowiedzialne za wystepowanie jaskry. Nalezg
do nich: gen MYOC (TIGR) kodujacy myocyling, gen OPTB koduijacy
optoneuryne oraz gen CYP1B1, kodujgcy cytochrom P450 1B1. Gen
CYP1B1 zlokalizowany jest na krétkim ramieniu chromosomu dru-
giego (2p21) i skiada sie z trzech eksonow, z ktérych pierwszy jest
eksonem niekodujacym. Otwarta rama odczytu rozpoczyna sie
w obrebie eksonu Il i obejmuje 1629 pz (9,2,1). Do chwili obecnej
w obrebie genu CYP1B1 zidentyfikowano 35 réznego rodzaju muta-
qji zwigzanych z wystepowaniem jaskry oraz 7 polimorfizmow,
ktorych obecno$¢ moze mie¢ wptyw na pojawienie sie tego scho-
rzenia (9). Wykazano, ze istnienie mutacji w genie CYP1B1 u pacjen-
tow z jaskrg wrodzong zwigzane jest z wczedniejszym wystgpie-

primary congenital glaucoma, juvenile glaucoma, mutations screening, CYP1B1 gene.

niem objawéw klinicznych i Ze czesciej stwierdza sie je u oséb ptci
zenskiej (6). W populacjach zréznicowanych etnicznie czestosé
wystepowania mutacji u pacjentdw z jaskrg wrodzong wynosi
20-30%, podczas gdy w populacjach jednorodnych wzrasta ona do
85% (9).

Celem pracy jest zbadanie sekwencji kodujacej eksonu Il genu
CYP1B1 u dzieci chorych na pierwotng jaskre wrodzong lub mfo-
dzieficza w populacji polskiej. Wybér eksonu Il do badan podykto-
wany byt tym, ze wiekszo$¢ zidentyfikowanych dotychczas mutagji
oraz polimorfizméw zlokalizowana zostata w obrebie tego frag-
mentu genu (9).

Pacjenci

Badania genetyczne przeprowadzono u 72 pacjentéw, wsréd
ktérych wyrdzniono chorych na pierwotna jaskre wrodzong — grupa
C (n = 19), jaskre mtodziencza — grupa J (n = 11) oraz podejrza-
nych o jaskre — grupa P (n = 42). W grupie C znajdowafo sie 19
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pacjentéw, w tym 10 chtopcéw i 9 dziewczat. Objawy jaskry wro-
dzonej wystapity u tych oséb w okresie od urodzenia do 2. roku
zycia. Do grupy J zaliczono 8 dziewczat i 3 chfopcéw z jaskrg mfto-
dziencza, ktéra ujawnita sie pomiedzy 10. a 18. rokiem zycia. Do
grupy P zakwalifikowano 42 pacjentéw podejrzanych o jaskre
z powodu podwyzszenia ci$nienia wewnatrzgatkowego, wygladu
tarczy n. Il lub boléw oczu i gtowy. Byto wsrdd nich 28 dziewczat
i 14 chtopcéw w wieku od 10 do 30 lat.

Metody

Genomowy DNA izolowano z jednojadrzastych komérek krwi
obwodowej rutynowa metodg ekstrakgji fenolowo-chloroformowej
poprzedzonej trawieniem biatek proteinazg K. Sekwencja kodujaca
eksonu Il genu CYP1B1, obejmujaca region 7837 — 8494 (GB
U56438), amplifikowana byta metodg PCR z uzyciem oligonukleoty-
déw Che3F i Cbe3R (4). Sekwencjonowanie przeprowadzono, sto-
sujac automatyczny sekwencjoner ABI Prism 377 (Applied Biosys-
tems, USA) z zastosowaniem reakgji terminacji amplifikacji w obec-
nosci znakowanych fluorochromem dideoksynukleotydéw i powyz-
szych oligonukleotydéw. Analize fragmentéw restrykcyjnych rejonu
7837-8494 eksonu Il przeprowadzono metodg PCR-RFLP (restric-
tion fragment length polymorphism) z uzyciem endonukleazy Mva
I. Fragmenty restrykcyjne identyfikowano, stosujgc elektroforeze
w zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny. Analize staty-
styczng czestosci genotypow i poszczegélnych alleli przeprowadzo-
no na podstawie testu U Manna-Whitneya lub testu %2 dla poréw-
nania dwoch prob niezaleznych. Oceny miar statystycznych dokona-
no za pomocg programu STATISTICA v 6.0 na platformie Windows.

Wyniki

U pacjentki z pierwotng jaskra wrodzong obojga oczu zidenty-
fikowano homozygotyczna duplikacje 10 par zasad w pozycji 8046
(8046 dup10pz: TCATGCCACC) (ryc. 1). W celu stwierdzenia, czy
powyzsza zmiana miafa charakter homo- czy heterozygotyczny,
wykonano analize PCR-RFLP. Cigcie enzymem Mva | daje odcinki
sekwencji DNA o dtugosci 141 pz, 315 pz, 197 pz w przypadku
sekwencji prawidtowej, 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. Powyzsza analiza wykaza-
fa, ze stwierdzona zmiana (8046dup10pz) miata charakter homozy-
gotyczny (ryc. 2).
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Ryc. 1. Fragment sekwencji (8020 — 8067, GB U564380) eksonu IIl genu

CYP1B1, obejmujacy rejon duplikacji 10 pz TCA TGC CAC C (zazna-

czono w skali szarosci). Mutacja 8046 dup10 pz powoduje zmiane

ramki odczytu, co prowadzi do powstania nieprawidtowe] cza-

steczki biatka.

Fig. 1. Direct sequencing of the 8020-8067 region (GB U564380) of exon
Il 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 produktdw restrykcyjnych regionu 7837 — 8494 eksonu Il
genu CYP1B1 endonukleazy Mva | u pacjentéw z pierwotng jaskrg
wrodzong. Linia 3. przedstawia duplikacje rejonu 8037-8046
o wielkosci 10 pz u jednej pacjentki. Obecnos¢ produktu o wielko-
$ci 325 pz i brak produktu o wielkosci 315 pz jednoznacznie $wiad-
z3, ze u badanej pacjentki duplikacja wystepuje w stanie homo-
zygotycznym. Linie 1., 2. i 4. przedstawiajg obraz restrykcyjny
prawidtowej sekwengji. Linia M — znacznik masy.

PCR-RFLP detection of exon Il CYP1B1 10 bp duplication. A frag-
ment encompassing region 7837 — 8494 was PCR amplified with
primers Che3F and Cbe3R (4). It was than digested with Mva | 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.

Fig. 2.

Analiza regionu 7837-8494 (GB U56438) sekwencji kodujacej
eksonu Il genu CYP1B1 wykazata obecnos¢ 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 walinge w pozycji 432 sekwencji biatka (L432V),
natomiast tranzycja 8195A—G prowadzi do wymiany asparaginy
na seryne w pozycji 453 (N453S). Transwersja 8184C—T powodu-
je zmiane kodonu odpowiadajacego 449 aminokwasowi (aspara-
ginian) w sekwencji biatka, lecz nie prowadzi do podstawienia
aminokwasu (D449D). Czestosci wystepowania poszczegdlnych
polimorfizméw w przebadanej grupie pacjentéw przedstawia
tabela I. Allele 8131G, 8184T, 8195A wystepujg z nieco wiekszg,
cho¢ nie istotng statystycznie czestoscig wsrdd pacjentéw z jaskra
wrodzona. U pacjentéw z jaskra mtodzieficza obserwuje sie ten-
dencje odwrotna. Rodzaj oraz liczebnos$¢ poszczegélnych genoty-
poéw przedstawione zostaty w tabeli Il. U pacjentéw z jaskrg
przewaza homozygotyczny uktad haplotypéw, natomiast w grupie
0s0b podejrzanych o jaskre zaznacza sie przewaga uktadu hetero-
zygotycznego.

Dyskusja

Przeprowadzona przez nas analiza sekwencyjna genu CYP1B1
zostafa rozpoczeta od zbadania eksonu lll, poniewaz do chwili
obecnej w rejonie tym zidentyfikowano najwiecej mutacji oraz
miejsc polimorficznych (9). U jednej pacjentki z pierwotng jaskra
wrodzona zidentyfikowali$my nieopisang dotad w Polsce homozy-
gotyczng duplikacje 10 par zasad (8046dup10pz). Mutacja ta byta
wezedniej przedstawiona tylko dwukrotnie w literaturze. Stoilov
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Analiza sekwencji kodujacej eksonu Il genu CYP1B1 w polskiej populacji pacjentéw chorych na jaskre wrodzong i mfodzienczg

Czestosc allelu
Pozycja? Allel Zmiana Pacjenci Pacjenci z jaskrg | Pacjenci z jaskrg Pacjenci z Wartos¢ p
aminokwasu ogodtem wrodzong (C) miodziencza (J) podejrzeniem
o jaskre (P)

8131 G L432v 0,43 0,5 0,32 0,43 0,17b
0,46¢
0,35d

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

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

Tab. I. Wystepowanie zmian polimorficznych w poszczegélnych grupach pacjentow.

Tab. 1.
glaucoma suspects (P).

a GB U56438

b test niezaleznosci miedzy C a J

C test niezaleznosci miedzy Ca P

d test niezaleznosci miedzy J a P

Polymorphisms in the exon IIl of CYP1B1 gene in examined Polish patients with primary congenital glaucoma (C), juvenile glaucoma (J) and juvenile

Pacjenci Ekson llI2
Pacjenci Jaskra Jaskra Podejrzenie L432v D449D N453S Wartosc
ogétem wrodzona (C) mtodziencza (J) o jaskre (P) 8131 C—>G 8184 (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) qcC qc G/G 1,00
1 0(0,0) 0(0,0) 1(2,4) qcC qc AG 1,00
34 7 (36,8) 5 (45,4) 22 (52,4) C/G T A/A 0,33
2 2(10,6) 0(0,0) 0(0,0) C/G i A/A 0,06
13 5(26,3) 1(9,1) 7(16,7) G/G i A/A 0,57
72 19 " 42

Tab. Il. Czestosci wystepowania genotypdw w poszczegdlnych grupach pacjentéw.
Tab. Il. 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 dwach grup niezaleznych

i wsp. (11) stwierdzili obecno$c¢ tej zmiany u 5 chorych sposrod 28
przebadanych pacjentéw z populacji mieszanej (Turcy, Anglicy
i Amerykanie). Natomiast Colomb i wsp. (3) zidentyfikowali 2 przy-
padki tej duplikacji wsréd 15 pacjentéw z jaskrg wrodzong z popu-
lacji francuskiej. W sekwencji kodujacej eksonu Ill w grupie pacjen-
tow z pierwotng jaskra wrodzong, pierwotng jaskra miodziencza
oraz 0s6b podejrzanych o jaskre nie wykrylismy obecnosci zmian
o charakterze mutacji punktowych.

W obrebie przebadanej przez nas sekwencji stwierdzilismy
wystepowanie trzech polimorfizméw: 8131 (C—G, L432V), 8184
(C—T, D449D) oraz 8195 (A—G, N453S) (GBU56438). Wptyw obec-
nosci alleli polimorficznych na rozwéj jaskry pozostaje dyskusyjny.
Z jednej strony polimorfizmy te wystepuja réwniez u 0séb zdrowych
(4), jednakze wyniki badan przeprowadzonych dla réznych popula-

qji wykazuja, ze u 0s6b z jaskrg dominuje homozygotyczny uktad
haplotypéw. Wykazano ponadto, ze nierzadko sg one powigzane
z wystapieniem mutacji w sekwencji kodujacej eksonu Il genu
CYP1B1 (2,1). Najczesciej spotykang zmiang mutacyjng w tym rejo-
nie jest G61E (2,1). Wéréd przeanalizowanych przez nas przypad-
kéw haplotypy (C/C/A, C/C/G, G/T/A) wystepowaty u 52,6% przeba-
danych pacjentéw z jaskrg wrodzona i u 54,6% z jaskra mfodzien-
€z3, a u pacjentéw z podejrzeniem o jaskre czestos¢ haplotypow
byta nieco mniejsza i wynosita 45,3%. W zaleznosci od réznych
grup etnicznych oraz ich lokalizacji geograficznej obserwuje sie
odmienne wzorce zmian genetycznych w genie CYP1B1, warunku-
jacych rozwdj jaskry (9,4,1,11). W celu sprawdzenia, czy w polskiej
populacji 0séb z jaskra istnieje powigzanie homologicznego uktadu
haplotypow w eksonie 1ll z wystepowaniem mutacji w eksonie II
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genu CYP1B1, w dalszej czgsci naszych badan planujemy przepro-
wadzenie analizy sekwencji kodujacej eksonu II.

Otrzymane w naszej pracy wyniki wskazujg obecno$¢ odmien-
nego niz w innych populacjach typu zmian polimorficznych w obre-
bie eksonu Ill genu CYP1B1 w badanej populacji polskich pacjen-
tow (1,3,4,6,9) i wydaja sie potwierdzac teze, ze czestos¢ wystepo-
wania mutacji jest nizsza w populacjach heterogennych. Jednakze
aby jednoznacznie okresli¢ czestos¢ zmian mutacyjnych i polimor-
ficznych genu CYP1B1 w populacji polskiej oraz ich wptyw na roz-
woj pierwotnej jaskry wrodzonej i miodzienczej, podjelismy bada-
nia obejmujace analize pozostatych eksonéw genu CYP1B1.
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