Streszczenie

Zwiazek zmiennoS$ci genéw naprawy DNA przez wycinanie zasad z wystepowaniem

stozka rogéwki i dystrofii sSrodblonka rogowki Fuchsa

Stozek rogowki (KC, ang. keratoconus) jest choroba, Kktora cechuja zmiany
w strukturze rogoéwki prowadzace do rozwoju astygmatyzmu, krotkowzroczno$ci |
znacznego uposledzenia jakosci widzenia.

Dystrofia $rodbtonka rogowki Fuchsa (FECD, ang. Fuchs endothelial corneal
dystrophy) jest powoli postepujacg chorobg 0czu, wystepujaca w tylnej czgsci rogdwki.
Choroba prowadzi do zmetnienia rogéwki i utraty ostro$ci widzenia.

KC i FECD naleza do schorzen o zlozonej etiologii. Wysokie obcigzenie rodzinne
tych choréb, badania nad wystepowaniem KC i FECD wsrod bliznigt oraz analizy
genetyczne i genomiczne, wskazuja na udziat czynnikéw genetycznych w rozwoju tych
zaburzen. Szereg badan sugeruje takze, ze stres oksydacyjny jest istotnym elementem
patogenezy obydwu choréb. Stata ekspozycja na promieniowanie stoneczne, w tym UV,
skutkuje indukcjg reaktywnych form tlenu (ROS). W komorce funkcjonujg mechanizmy
ochronne, ktore bronig ja przed powstaniem uszkodzen oksydacyjnych oraz naprawiajg
powstale juz uszkodzenia. W rogéwkach oséb z KC i FECD stwierdzono defekty ochrony
antyoksydacyjnej. Wykryto takze, ze rogowki osob z KC i FECD charakteryzuje wyzszy
poziom uszkodzen DNA. Stres oksydacyjny i zwigzane z nim uszkodzenia DNA moga
wynika¢ takze z r6znorodnosci wariantow genow naprawy DNA. Niektore warianty moga
prowadzi¢ do spadku efektywnosci procesu naprawy DNA, czego skutkiem jest wzrost
poziomu uszkodzen oksydacyjnych DNA. Obnizona zdolno$¢ naprawy DNA jest
uznawana za czynnik silnie predysponujacy do rozwoju wielu schorzen. W naprawie
uszkodzen DNA wywolanych stresem oksydacyjnym wazng role odgrywa system naprawy
DNA przez wycinanie zasad azotowych (BER, base excision repair), ktory bierze udziat w
usuwaniu réznych uszkodzen oksydacyjnych, w tym modyfikacji zasad DNA. Naprawa
uszkodzen DNA przez BER jest prowadzona i koordynowana przez wiele biatek, w tym
przez glikozylaze DNA NEIL1, endonukleaz¢ AP 1 (APEX1), endonukleazg Flap 1
(FEN1), polimerazg poli(ADP-rybozy)-1 (PARP1), polimeraze gamma (Poly) oraz XRCC1,
ktorych geny byty badane w niniejszej pracy.



Celem pracy bylo okreslenie roli zmienno$ci gendéw naprawy DNA przez
wycinanie zasad azotowych w patogenezie stozka rogéwki i dystrofii $rodbtonka rogowki
Fuchsa.

Materiat do badan stanowity probki krwi obwodowej pobrane od pacjentow z KC,
FECD i 0s6b z grupy kontrolnej, u ktorych wykluczono obecnos¢ tych chorob. Genomowy
DNA bedacy materiatem do analizy polimorfizméw wyizolowano z krwi obwodowej przy
uzyciu zestawu AxyPrep™ Blood Genomic DNA Miniprep Kit (Axygen Biosciences,
Union City, CA, USA).

Analizie poddano 9 polimorfizmow:

e 2 polimorfizmy genu FEN1: c.—441G>A (rs174538), 9.61564299G>T (rs4246215),
e 2 polimorfizmy genu APEX1: ¢.444T>G (rs1130409), c.—468T>G (rs1760944),

e polimorfizm g.46438521G>C (rs4462560) genu NEIL1,

e polimorfizm ¢.2285T>C (rs1136410) genu PARP-1,

e polimorfizm ¢.—1370T>A (rs1054875) genu POLG,

e 2 polimorfizmy genu XRCC1: ¢.580C>T (rs1799782), c.1196 A>G (rs25487).

Do genotypowania polimorfizméw zastosowano technik¢ PCR-RFLP (polimorfizm
dhlugosci  fragmentéw restrykcyjnych), analiz¢ krzywych topnienia 0 wysokiej
rozdzielczosci (HRM, High Resolution Melt) i metodg RT-PCR z uzyciem sondy TagMan.

Rezultaty otrzymane w toku badan wskazuja na wyzsza czgstos¢ wystgpowania KC
wsrod osob plei meskiej, u osoéb z wadami wzroku, alergiami oraz wsrod pacjentéw z
obcigzeniem rodzinnym tg chorobg. Dodatkowo $rednia wieku oséb z KC byta nizsza
(wynosita ok. 36 lat) w stosunku do grupy kontrolnej (ok. 63 lat), dlatego tez wiek zostat
uwzgledniony w dalszej czgéci badan jako czynnik ryzyka tej chorob. Przeprowadzona
analiza OR wykazata, ze genotyp T/T polimorfizmu .61564299G>T genu FEN1
zwigzany jest ze zwiekszong czgstosciag wystgpowania KC. Stwierdzono, ze genotyp T/T
polimorfizmu ¢.—468T>G genu APEX1 jest pozytywnie skorelowany z wystepowaniem
KC, podczas gdy genotyp G/T tego polimorfizmu zwigzany jest ze zmniejszong czestoscia
wystepowania tej choroby. Genotyp A/A polimorfizmu c¢.—1370T>A genu POLG
zwigzany jest ze zwigkszong, a genotyp A/T ze zmniejszong czestoscig wystepowania KC.
Genotyp A/G oraz allel A polimorfizmu c.1196A>G genu XRCC1l zwigzane sg ze
zwigkszong czestoscig wystepowania KC, podczas gdy genotyp G/G i allel G wykazuja
odwrotng korelacje. Genotyp C/T oraz allel T polimorfizmu ¢.580C>T genu XRCC1

zwigzane sg ze zwickszong czestoscig wystepowania KC, podczas gdy genotyp C/C



wykazuje odwrotny zwigzek. Nie stwierdzono korelacji miedzy rozkladem
genotypoéw/alleli polimorfizmow: c.—441G>A genu FEN1, ¢.444T>G genu APEX1,
0.46438521G>C genu NEIL1 i ¢.2285T>C genu PARP-1, a zmiang czestoSci wystepowania
KC. Obserwowano zwigzek pomiedzy haplotypami polimorfizméw ¢.61564299G>T i c.—
441G>A genu FEN1 oraz c.1196A>G ic¢.580C>T genu XRCC1, a zmiang czg¢stosci
wystepowania KC.

Zaobserwowano, ze pte¢ zenska, starszy wiek, obcigzenie FECD w rodzinie
| wspotwystepowanie zaburzen widzenia sa pozytywnie skorelowane z wystepowaniem
FECD. Otrzymane wyniki wskazuja, ze genotyp T/T polimorfizmu g.61564299G>T genu
FEN1 zwigzany jest ze zwigkszong czgstosciag wystgpowania FECD. Nie stwierdzono
istotnie statystycznie réznic w czestosci genotypoéw/alleli polimorfizmow: c¢.—441 G>A
genu FEN1 c.444T>G i ¢.—468T>G APEX1 a wystepowaniem FECD. Zaobserwowano
zwigzek pomigdzy rozktadem haplotypéw polimorfizméw g.61564299G>T i ¢.—441G>A
genu FEN1 a wystepowaniem FECD.

Podsumowujac, wyniki uzyskane w toku realizacji pracy doktorskiej, stanowia
podstawe¢ do stwierdzenia, iz zmienno$¢ w genach naprawy DNA przez wycinanie zasad

azotowych moze mie¢ istotne znaczenie dla wystepowania KC i FECD.



Summary

Variation in DNA base excision repair genes in keratoconus and Fuchs endothelial

corneal dystrophy

Keratoconus (KC) is a disease that is characterized by changes in the structure of
the cornea leading to the development of corneal astigmatism, myopia and significant
deterioration of vision.

Fuchs endothelial corneal dystrophy (FECD) is a slowly progressive eye disease
that affects posterior layers of the cornea. In the advanced stages of this disease,
endothelial cell thinning induces corneal edema and loss of vision.

KC and FECD are diseases with complex etiologies. High familial aggregation of
these diseases, twin studies, as well as results of many genetic and genomic analyses,
indicate the involvement of genetic factors in their development. Moreover, a number of
studies suggest that oxidative stress is associated with the pathogenesis of both diseases.
Constant exposure to sunlight, including ultraviolet (UV) radiation, induces reactive
oxygen species (ROS). Antioxidant defense mechanisms operating in the cells neutralize
ROS and repair damage resulted from their action. A growing body of evidence shows
disturbances in antioxidant defense system in corneas with FECD and KC. It was also
detected that KC and FECD corneas had a higher level of DNA damage. Oxidative stress
and oxidative DNA damage may result from the variability of DNA repair genes. The
variation in these genes may lead to a decrease in the efficiency of the DNA repair,
resulting in an increase in the level of oxidative DNA damage. A reduced ability to repair
DNA damage is associated with the development of several diseases. Base excision repair
(BER) system plays an important role in the repair of DNA damage induced by oxidative
stress. BER is involved in the removal of various oxidative damages, including DNA base
modifications. Repair of DNA damage by the BER is processed and coordinated by several
proteins, including DNA glycosylase — endonuclease VIII-like 1 (NEIL1), APEX nuclease
1 (APEX1), Flap endonuclease 1 (FEN1), poly (ADP-ribose) polymerase 1 (PARP-1),
DNA polymerase gamma (Poly) and X -ray repair cross-complementing protein 1
(XRCC1).

The purpose of these investigations was to elucidate the role of variation in base
excision repair genes in the pathogenesis of keratoconus and Fuchs endothelial corneal

dystrophy.



The study was performed on blood samples obtained from KC, FECD patients and
individuals with FECD/KC exclusion — control subjects. Genomic DNA was extracted
from venous blood using the commercially available AxyPrep™ Blood Genomic DNA
Miniprep Kit (Axygen Biosciences, Union City, CA, USA).

This research involved nine polymorphisms:

o C.—441G>A (rs174538) and 9.61564299G>T (rs4246215) in the FEN1 gene,
e C.444T>G (rs1130409) and c.—468T>G (rs1760944) in the APEX1,

e (.46438521G>C (rs4462560) in the NEIL1 gene,

e .2285T>C (rs1136410) in the PARP-1 gene,

e C.—1370T>A (rs1054875) in POLG gene,

e .580C>T (rs1799782) and c.1196 A>G (rs25487) in the XRCC1 gene.

Genotyping of polymorphisms was performed by the polymerase chain reaction-
restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) method, high-resolution melting
curve analysis (HRM) and the TagMan® SNP Genotyping Assay.

Results of the experiments indicated that male sex, co-occurrence of visual
disturbances, allergies and positive family history for KC significantly increased the
occurrence of KC. In addition, the average age of the KC patients was significantly lower
(about 36 years) compared to the control group (around 63 years), therefore the age was
assumed as a risk factor for the disease in the further part of the study. The analysis
showed that the T/T genotype of g.61564299G>T polymorphism of the FEN1 gene was
associated with an increased KC occurrence. It was found that the T/T genotype of
c.—468T>G polymorphism of the APEX1 gene was positively correlated with KC
occurrence, while the G/T genotype of this polymorphism was associated with a decreased
occurrence of the disease. The A/A genotype of ¢.—1370T>A polymorphism of the POLG
gene was associated with an increased, whereas the A/T genotype with a decreased KC
occurrence. The A/G genotype and A allele of the c.1196A>G polymorphism of XRCC1
were associated with an increased KC occurrence, while the G/G genotype and G allele
exhibited opposite tendency. The C/T genotype and T allele of the c¢.580C>T
polymorphism of the XRCC1 gene were associated with an increased KC occurrence,
while the C/C genotype showed opposite relationship. There was no association between
the distribution of genotypes/alleles of c¢.—441G>A — FEN1, c.444T>G - APEX1,
0.46438521G>C — NEIL1 and ¢.2285T>C — PARP-1, polymorphisms and KC occurrence.
Associations between haplotypes of the 9.61564299G>T and ¢.—441G>A polymorphisms



of the FEN1 gene and ¢c.1196A>G and ¢.580C>T polymorphisms of the XRCC1 and KC
occurrence were observed.

It was found that female sex, older age, positive family history for FECD and co-
occurrence of visual disturbances were positively correlated with FECD occurrence. The
results showed that the T/T genotype of the g.61564299G>T polymorphism of the FEN1
gene was associated with an increased FECD occurrence. There were no statistically
significant differences in the frequency of genotypes/alleles of the c.—441G>A — FEN1
€.444T>G — APEX1, ¢.-468T>G - APEX1 polymorphisms and FECD occurrence.
Haplotypes of the 9.61564299G>T, ¢.—441G>A of the FEN1 gene were associated with
FECD occurrence.

In conclusion, genetic variability of base excision repair genes may be important
for KC and FECD occurrence.



