oYCZNy
\\ )/1

\“\

A ' <
& 1 %
5 . | 334
; G -

) ) 2

v, >

l 0]

Wydzial Lekarski

z Oddzialem Stomatologii i Oddzialem Nauczania w Jezyku Angielskim

Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku

Katarzyna Powierza

Endotelina-1 w wybranych schorzeniach narzadu wzroku u dzieci i

mlodziezy

Klinika Okulistyki Dzieci¢cej z Osrodkiem Leczenia Zeza, Uniwersytet Medyczny w
Bialymstoku

Promotor: Prof. dr hab. n. med. Alina Bakunowicz-Lazarczyk

Rozprawa doktorska w oparciu o cykl publikacji naukowych
w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu

w dyscyplinie nauki medyczne

Bialystok, 2021



Rozprawa doktorska Katarzyny Powierzy

Serdeczne podzigkowania za wsparcie, pomoc i cierpliwos¢ sktadam Pani

Profesor dr hab. n. med. Alinie Bakunowicz-Lazarczyk oraz mojej rodzinie.



Rozprawa doktorska Katarzyny Powierzy

Spis tresci

A 0D

7

. Wykaz publikacji bedgcych podstawg rozprawy doktorskiej
. Zestawienie publikacji doktoranta
. Wstep dotyczacy tematyki pracy doktorskiej

. Omowienie prac sktadajacych sie na rozprawe doktorska:

— Cele pracy

— Material i metody
—  Wyniki

— Dyskusja

— Whnioski21

. Publikacje stanowigce rozprawe¢ doktorska

. Streszczenie:

— Streszczenie w jezyku polskim

— Streszczenie w jezyku angielskim

. Literatura/pi$miennictwo

8.

Informacje o charakterze udziatu wspoétautoréw w publikacjach wraz

z szacunkowym okre$leniem procentowego wkladu kazdego z nich oraz

o$wiadczenie o zgodzie na wykorzystanie publikacji w rozprawie doktorskiej

56
7-12

12-13
13-15
15-17
17-20

22-38

39-41
41-43

43-47
48



Rozprawa doktorska Katarzyny Powierzy

Wykaz skrotow

CRP — biatko C reaktywne (C-reactive protein)

D — diopria (diopter)

ET-1 — endotelina-1 (endothelin-1)

ETA — receptor endoteliny A (endothelin receptor A)

ETB — receptor endoteliny B (endothelin receptor B)

GCs — glikokortykosterydy (glucocorticosteroids)

IL-1 — interleukina-1 (interleukin-1)

IL-6 — interleukina-6 (interleukin-6)

IL-33 — interleukina-33 (interleukin-33)

INOS — indukowalna syntaza tlenku azotu (inducible nitric oxide synthase)

MMD — makulopatia zwigzana z krotkowzrocznos$cia (myopic macular degeneration)
NO — tlenek azotu (nitric oxide)

NF-kB — jadrowy czynnik transkrypcyjny kappa B (nuclear factor kappa B)

SE — ekwiwalent sferyczny (spherical equivalent)

SUN -standaryzacja nomenklatury zapalenia blony naczyniowej oka (Standarization of
Uveitis Nomenclature)

ST2 — receptor supresji guzotworczosci 2 (suppression of tumorigenicity 2 receptor),
TNF-a — czynnik martwicy guza alfa (tumor necrosis factor alfa),

TS — naprezenie rozciagajace (tensile stress)

WSS — przys$cienne napre¢zenie Scinajace (wall shear stress)

VD - rozregulowanie naczyniowe (vascular dysregulation).

VSMC — naczyniowe komorki migsni gtadkich (vascular smooth muscle cells)
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1. Wykaz publikacji bedacych podstawa rozprawy doktorskiej

Prace oryginalne

Nr 1. Powierza K, Zelazowska-Rutkowska B, Sawicka-Powierza J, Mikotu¢ B, Urban B,
Zaremba W, Cylwik B, Bakunowicz-Lazarczyk A. Endothelin-1 Serum Concentration is
Lower in Children and Adolescents with High Myopia, a Preliminary Study. J. Clin. Med.
2020;9:1327. doi:10.3390/jcm9051327. Punkty: IF 4,241; MNiSW 140.

Nr 2. Powierza K, Sawicka-Powierza J, Urban B, Zelazowska-Rutkowska B, Cylwik B,
Mikotu¢ B, Kowalewska O, Bakunowicz-Lazarczyk A. Endothelin-1 Serum Concentration in
Pediatric Chronic Idiopathic Uveitis. Clin.Ophthal. 2021;15:157-164.
doi.org/10.2147/OPTH.S276109. Punkty: IF 0; MNiSW 100.

Laczna ilos¢ punktow: IF 4,241; MNiSW 240.

2. Zestawienie publikacji doktoranta, zawierajgce liczbe publikacji, IF, punktacje

MNiISW

prace wiaczone do rozprawy doktorskiej

1. Powierza K, Zelazowska-Rutkowska B, Sawicka-Powierza J, Mikotu¢ B, Urban B,
Zaremba W, Cylwik B, Bakunowicz-Lazarczyk A. Endothelin-1 Serum Concentration is
Lower in Children and Adolescents with High Myopia, a Preliminary Study. J. Clin. Med.
2020;9:1327. doi:10.3390/jcm9051327. Punkty: IF 4,241; MNiSW 140.

2. Powierza K, Sawicka-Powierza J, Urban B, Zelazowska-Rutkowska B, Cylwik B,
Mikotu¢ B, Kowalewska O, Bakunowicz-Lazarczyk A. Endothelin-1 Serum
Concentration in Pediatric Chronic Idiopathic Uveitis. Clin. Ophthal. 2021;15:157-164.
doi.org/10.2147/OPTH.S276109. Punkty: IF 0; MNiSW 100.

e prace, ktore nie zostaty wtaczone do rozprawy doktorskiej

3. Sawicka-Powierza J, Buczkowski K, Chlabicz S, Gugnowski Z, Powierza K, Ottarzewska
AM. Quality control of oral anticoagulation with vitamin K antagonists in primary care
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patients in Poland: a multi-centre study. Kardiol Pol. 2018;76(4):764—769.
doi:10.5603/KP.2018.0011. IF 1,674; MNiSW 15.

e streszczenia zjazdowe

4. Gorska Anna, Citko Anna, Powierza Katarzyna. Prognostyczna rola kapilaroskopii w
ocenie zmian naczyniowych u pacjentéw z zapaleniem skornomigsniowym. XII
Konferencja Naukowo-Szkoleniowa " Wyzwania w reumatologii dziecigcej". Konferencja
organizowana pod patronatem Polskiego Towarzystwa Reumatologicznego. Kazimierz
Dolny, 5-7 kwietnia 2018.

Rodzaj publikacji Liczba Impact Factor Punktacja
MNiSW
Prace wlaczone do 2 4,241 240

rozprawy doktorskiej

Prace, ktore nie 1 1,674 15
zostaty wlaczone do

rozprawy doktorskiej

Streszczenia 1
zjazdowe
Razem 4 5,915 255
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3. Wstep dotyczacy tematyki pracy doktorskiej

Endotelina-1 (ET-1, enothelin-1) nalezy do rodziny endogennych peptydow, sposrod
ktorych najsilniej zweza naczynia krwionosne [1]. Jest szeroko rozpowszechniona w tkankach
ludzkich i wydzielana gtéwnie przez naczyniowe komorki migsni gtadkich (VSMC, vascular
smooth muscle cells) przede wszystkim w uktadzie oddechowym, osrodkowym uktadzie
nerwowym, hepatocytach, komoérkach endometrium i nerek.

W wyniku dziatania peptydazy z prepropolipeptydu powstaje proendotelina-1, z ktorej
przy udziale przysciennego naprezenia S$cinajacego (WSS, wall shear stress) i enzymu
konwertujgcego endoteling, dochodzi do powstania aktywnego peptydu ET-1 [2]. Poza
bodzcem mechanicznym, czynnikami stymulujacymi produkcje i wydzielanie endotelin sa:
niedotlenienie, trombina, insulina, cyklosporyna, epinefryna, angiotensyna IlI, kortyzol i
mediatory zapalenia. Z kolei inhibitorami produkcji i wydzielania endotelin sa: tlenek azotu
(NO, nitric oxide), prostacyklina, heparyna i peptydy natriuretyczne (moézgowy i
przedsionkowy) [3].

ET-1 dziata poprzez wigzanie si¢ z receptorami endotelin A (ETA) i B (ETB), dwoma
powierzchniowymi biatkami komorek, ktore naleza do nadrodziny receptorow sprzgzonych z
biatkiem G. Oba te receptory wywotuja rézne efekty w zaleznos$ci od podtypu endoteliny z
ktorg sie¢ zwigzg. Powinowactwo wigzania ET-1 do ETA jest wigksze niz ET-2 i ET-3,
podczas gdy wszystkie podtypy endotelin majg rowne powinowactwo do wigzania si¢ z
receptorem ETB [4]. Receptory ETA znajduja si¢ gtdownie w VSMC, gdzie sa odpowiedzialne
za silne zwezenie naczyn, proliferacje komoérek 1 dzialanie prozapalne. Receptory ETB
obejmuja dwa podtypy: ETBI1, ktore ulegaja ekspresji na powierzchni komoérek srodbtonka a
ich aktywacja stymuluje uwalnianie NO, substancji silnie rozszerzajacej naczynia
krwionoséne; oraz ETB2, obecne w VSMC, ktorych stymulacja wywotuje skurcz naczyn [5,
6]. Nadmiar endotelin powoduje przewlekly skurcz naczyn krwiono$nych oraz nadmierne
namnazanie si¢ komorek s$rodbtonka, w wyniku czego dochodzi do pogrubienia si¢ ich
$ciany, zmniejszenia ich przekroju i elastyczno$ci oraz zmniejszenia wrazliwosci na czynniki
rozkurczajace. Wykazano takze, ze ET-1 przyczynia si¢ do rozwoju procesow zapalnych w
Scianie naczyniowej. Odpowiedz =zapalna ET-1 obejmuje aktywacj¢ czynnikow
transkrypcyjnych jak jadrowy czynnik transkrypcyjny kappa B (NF-«xB, nuclear factor kappa
B) i zwigkszong produkcje cytokin prozapalnych, w tym czynnika martwicy guza alfa (TNF-
a, tumor necrosis factor alfa), interleukiny-1 (IL-1) i interleukiny-6 (IL-6) [7, 8]. One z koleli

mogg stymulowac produkcje ET-1 [9].
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W galce ocznej endoteliny ulegaja ekspresji w takich tkankach jak nabtonek rogowki,
astrocyty nerwu wzrokowego, ciato rzgskowe, komorki siateczki beleczkowej, a takze na
komorkach $rodbtonka naczyn siatkowki i naczynidowki [10]. ET-1 moduluje kurczliwosé
perycytow regulujac przeptyw krwi w naczyniach siatkowki i naczyniowki [11] oraz bierze
udzial w regulacji ci$nienia wewnatrzgatkowego i dynamice odptywu cieczy wodnistej [12].

ET-1 we krwi czlowieka ma niskie stgzenie od 0,7 do 5,0 pg/mL [13, 14] i
Charakteryzuje si¢ bardzo krotkim okresem pottrwania - okoto 7 minut. Niskie stezenie we
krwi wynika z jej aktywnego wychwytu przez receptory obecne na komorkach $rodbtonka i z
wysokiej aktywno$ci enzymu rozkladajacego endoteling. W watrobie i nerkach ET-1 jest
rozktadana przy wspotudziale proteaz degradujacych, w tym endopeptydazy [15]. Natomiast
w ptucach laczy si¢ z receptorem ETB i ulega internalizacji a nastgpnie degradacji [16-18].
W stanach zapalnych ET-1 moze by¢ eliminowana przez leukocyty i ich enzymy, np.
katepsyng G [19]. Tak wigc stezenie ET-1 we krwi zalezy od wielu czynnikéw, takich jak
synteza, potaczenie z receptorami i eliminacja z organizmu [20].

Na $cian¢ naczynia krwionos$nego dziataja dwie sity biomechaniczne: naprezenie
rozciggajace (TS, tensile stress) oraz WSS zwane rowniez napr¢zeniem stycznym lub tngcym.
TS skierowane jest prostopadle do $ciany naczynia i oddzialuje na wszystkie warstwy $ciany
naczyniowej. Sita ta jest wprost proporcjonalna do cisnienia t¢tniczego krwi i promienia
wewnetrznego naczynia, a odwrotnie proporcjonalna do grubosci $cian naczyn. Natomiast
WSS jest sita, ktora jest styczna do diugiej osi naczynia i dziata giownie na komorki
wyscielajace $ciany naczyn, i jest proporcjonalna do predkosci przeptywu i lepkosci krwi, a
odwrotnie proporcjonalna do promienia naczynia.

W badaniach wykazano zmniejszong predkos¢ przeptywu krwi w naczyniach
siatkowki u pacjentow z wysoka krotkowzrocznoscig [21-25]. W wyniku tego moze
dochodzi¢ do zmiany przysciennego naprezenia $cinajacego, ktore jest niezbedne do
wytworzenia aktywnej ET-1 [2]. Fizjologiczna wartos¢ WSS w tetnicach miesci si¢ w
przedziale od okoto 15 dyn/cm? do 70 dyn/cm?, natomiast w zytach jest ona znacznie
mniejsza. Jego prawidtowe wartosci dziataja ochronnie na $rodbtonek naczyniowy i
stymuluja produkcje substancji rozszerzajacych naczynia, jak NO czy prostacyklina.
Srodbtonek naczyniowy reaguje na bardzo mate zmiany WSS [26]. Przy wartosci WSS
mniejszej niz 10 dyn/cm? dochodzi do dysfunkcji i pogrubienia srédblonka. Gdy warto$é ta
wzrasta powyzej 70 dyn/cm?, na przyktad w duzym zwezeniu naczynia jaki wystepuje W
miazdzycy, sprzyja ona powiktaniom zakrzepowym poprzez nasilenie aktywacji ptytek Krwi
[27].
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Ilo$¢ krwi potrzebna w réznych narzadach i tkankach rézni si¢ 1 jest osiggana poprzez
dostosowanie ci$nienia perfuzji i miejscowego oporu przeptywu. Przeptyw krwi w réznych
cze$ciach gatki ocznej jest regulowany w inny sposob [28]. Oko jest zasilane przez dwa
uktady naczyniowe: naczynia siatkoéwki i btony naczyniowej. Przeptyw krwi w siatkowce
charakteryzuje si¢ matg predkoscia, wysokim oporem naczyniowymi wysoka ekstrakcja tlenu
przez tkanki. Z kolei przeptyw krwi w naczyniach btony naczyniowej charakteryzuje si¢ duza
predkoscig, niskim oporem naczyniowym i niska ckstrakcja tlenu przez tkanki. Jezeli
regulacja krazenia Krwi nie jest dostosowana do potrzeb danej tkanki to stan taki okreslany
jest jako rozregulowanie naczyniowe (VD, vascular dysregulation). Odgrywa ono znaczaca

rolg w patogenezie zapalenia btony naczyniowej oka [29].

Krotkowzrocznos¢ jest jedna z najczestszych chorob okulistycznych na $wiecie.
Badania wskazujg na wysoki wskaznik jej wystepowania wsrdd dzieci w wieku szkolnym w
Azji Wschodniej (73%) i Ameryce Poinocnej (42%) w porownaniu do Afryki i Ameryki
Potudniowej, gdzie wskaznik ten wynosi ponizej 10% [30]. Jest to choroba o
wieloczynnikowej etiologii, a wiele badan potwierdzito, ze wystgpowanie i nasilenie
krotkowzrocznosci wynika z wzajemnego oddziatywania czynnikéw genetycznych i
srodowiskowych [31, 32]. Do czynnikow s$rodowiskowych zwigkszajacych ryzyko
wystgpienia krotkowzroczno$ci u dzieci w wieku szkolnym zaliczane sg: ograniczony czas
przebywania na $§wiezym powietrzu, slabe o$wietlenie, uzywanie lamp LED do odrabiania
lekcji, niewystarczajaca 1lo$¢ snu, odleglo$¢ czytania ponizej 25 cm oraz zycie w Srodowisku
miejskim [30].

Krotkowzroczno$¢ jest wada wzroku, w ktorej wyraznie wida¢ obiekty z bliska,
podczas gdy obiekty bardziej oddalone wydaja si¢ zamazane. Promienie §wietlne skupiajg si¢
w punkcie przed siatkdbwka, a nie bezposrednio na jej powierzchni. Wyrdzniamy
krotkowzroczno$é osiowa, refrakcyjng oraz refrakcyjno-osiowa. W wigkszosci przypadkow
wystepuje krotkowzroczno$¢ osiowa, w ktorej gatka oczna wydluza si¢ zbyt mocno w
stosunku do zdolnos$ci skupiajacej uktadu optycznego oka. Prawidtowa dhugos¢ gatki ocznej u
noworodka wynosi 16—17 mm i wzrasta szybko do ukonczenia 2 roku Zycia, a nastepnie
wzrasta wolniej az do konca wieku dojrzewania. Gatka oczna po zakonczeniu wzrostu osiaga
dhugo$¢ okoto 24 mm. Rzadziej krotkowzroczno$é moze by¢ spowodowana zbyt silnym
zatamywaniem promieni przez uktad optyczny oka w stosunku do dtugosci gatki ocznej jako

wynik zbyt wypukle] powierzchni rogowki lub soczewki i wtedy okres$lana jest jako



Rozprawa doktorska Katarzyny Powierzy

krotkowzroczno$¢ refrakcyjna. W przypadku potaczenia powyzszych czynnikéw mamy do
czynienia z krotkowzrocznoscig refrakcyjno-osiowa [31, 32].

Krotkowzroczno$¢ mozemy podzieli¢ ze wzgledu na czas powstania wady, czyli na
wrodzong i nabytg. Wrodzona uwarunkowana jest genetycznie i ujawnia si¢ we wczesnym
dziecinstwie i postgpuje nawet do 24-30 roku zycia. Wraz z wiekiem progresja wady
zmniejsza si¢, ale osigga ona w sumie wysokie wartosci, czasami nawet do —20,0 dioprii (D,
diopter). Krotkowzroczno$¢é nabyta pojawia si¢ okoto 9-10 roku zycia i stabilizuje si¢ po
okresie dojrzewania. Jej powstawanie i dynamika zalezne sg gltéwnie od czynnikoéw
srodowiskowych. Wadg t¢ ma coraz wigcej dzieci w coraz mtodszym wieku, juz od 6 do 8
roku zycia. Opisywana jest tez tzw. krotkowzroczno$¢ dorostych, ktora rozpoczyna si¢ okoto
20 roku zycia, a jej przyczyna jest wzmozona praca wzrokowa do blizy [33-36].

Podziat zaawansowania krotkowzrocznosci nie jest jednakowy na $wiecie. W Polsce
dzieli si¢ ja na krotkowzroczno$¢ mata do —4,0 D, $rednig powyzej —4,0 do —8,0 D i wysoka
powyzej —8,0 D; w USA, matg okresla si¢ do —3,0 D, $rednig od —3,25 do —6,0 i wysoka
powyzej —6,0 D.

W dostepnej literaturze wysoka lub patologiczna krotkowzrocznos¢ najczescie;
definiowana jest jako ekwiwalent sferyczny wady (SE, spherical equivalent) > —6,0 D lub
dhugos¢ gatki ocznej > 26,0 lub > 26,5 mm [37-39]. Ma ona najczgsciej podioze genetyczne.
W krétkowzrocznosci z SE wady >—6,0 D i dlugoscig gatki ocznej > 26 mm dochodzi do
nadmiernego wydluzenia si¢ galki ocznej, twardowka i naczyniowka ulegaja $cienczeniu i
rozciggnieciu. W wyniku tych zmian powstaja zmiany zwyrodnieniowe twardowki,
siatkowki, btony naczyniowej oraz tarczy nerwu wzrokowego, a taka krotkowzrocznosé
okreslana jest jako zwyrodnieniowa lub degeneracyjna [40].

Zmiany zwyrodnieniowe siatkowki w krotkowzrocznosci degeneracyjnej dzieli si¢ na
dwie grupy ze wzgledu na konsekwencje kliniczne: tfagodne zwyrodnienia obwodowe oraz
zwyrodnienia  drobnotorbielowate i  szklistkowo-siatkowkowe  predysponujace  do
powstawania dziur lub przedar¢ siatkowki. Zmiany zwyrodnieniowe w plamce zottej
okreslane s3 jako makulopatia zwigzana z krotkowzrocznoscia (MMD, myopic macular
degeneration) i prowadza do nicodwracalnego zniszczenia fotoreceptoréw i utraty centralnego
widzenia [41]. Tarcza nerwu wzrokowego jest duza i koreluje z wielkoscig wady. Czesto
otacza ja polksiezycowaty zanik naczynidwkowo-siatkowkowy zwany ,sierpem” lub
»stozkiem” krotkowzrocznym. Taki rodzaj krétkowzrocznos$ci prowadzi do powaznych

powiktan jak jaskra, odwarstwienie siatkowki, zwyrodnienie plamki zottej i Slepoty [42—44].

10
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Blona naczyniowa wys$ciela wnetrze oka 1 znajduje si¢ migdzy twardowka
a siatkowka. W jej sktad wchodzi teczéwka, cialo rzeskowe 1 naczynidwka, a gtowna rolg jest
odzywienie i zaopatrzenie w tlen siatkoéwki. W badaniu populacyjnym przeprowadzonym w
Wielkiej Brytanii i Finlandii stwierdzono, ze roczna zapadalno$¢ na zapalenie blony
naczyniowej oka wynosita odpowiednio 3,5 do 4,3 na 100, 000 dzieci [45, 46].

W Kklasyfikacji zapalenia btony naczyniowej galki ocznej brana jest pod uwage
anatomiczna lokalizacja, etiologia oraz czas trwania choroby (zapalenia ostre, nawracajgce i
przewlekte). Ze wzgledu na kryterium anatomiczne wyrdznia si¢ zapalenie przedniego
odcinka galki ocznej a mianowicie t¢czoOwki, czesci posredniej czyli ciata rzgskowego, oraz
czegsci tylnej czyli naczyniowki. Moze rowniez doj$¢ do zapalenia catej btony naczyniowej, w
ktorej procesem zapalnym objete sg wszystkie czgséci blony naczyniowej oka [47, 48].

Czynniki wywotujace zapalenie blony naczyniowej moga by¢ zakazne i niezakazne.
Do zakaznych naleza bakterie, wirusy, grzyby, pasozyty lub pierwotniaki. W$rdd czynnikow
niezakaznych wyrézniamy procesy autoimmunologiczne w przebiegu chorob uktadowych
oraz miejscowe stany chorobowe, np. uszkodzenie chemiczne lub uraz. Ukladowe choroby
reumatologiczne w przebiegu ktorych moze wystepowac zapalenie blony naczyniowej oka u
dzieci obejmuja: mlodziencze idiopatyczne zapalenie stawow, zespdt Blaua/miodziencza
sarkoidozg i chorobg Behgeta [49-53]. W czg$ci przypadkow nie udaje si¢ okresli¢ etiologii
zapalenia i okreéla si¢ je wowczas jako zapalenie idiopatyczne.

Choroba moze mie¢ poczatek ostry lub podostry. Ze wzgledu na przebieg Kliniczny
rozroznia si¢ zapalenia ostre, ktore trwa krocej niz 3 miesigce (ma nagly poczatek i
ograniczony czas trwania), nawracajace (cechuje si¢ okresami remisji z okresami bez leczenia
trwajacymi > 3 miesigcy) lub przewlekte (uporczywe zapalenie trwajace > 3 miesiecy z
nawrotem < 3 miesiecy po zakonczeniu leczenia) [54].

W zapaleniu btony naczyniowej oka dochodzi do uszkodzenia bariery krew-ciecz
wodnista i krew-ciato szkliste. W badaniu dna oka mozna zaobserwowaé zolte lub biatawe
puszyste otoczki wzdtuz $cian naczyn.

W ostrym zapaleniu blony naczyniowej gatki ocznej najcze¢sciej obserwuje si¢ naghy bol i
zaczerwienienie oka, swiattowstret, zwegzenie zrenicy, nastrzyk rzeskowy i nagte pogorszenie
ostrosci wzroku. Dochodzi do szybkiego, krotkotrwalego zwezenia naczyn, a nastepnie do
przedtuzonego ich rozszerzenia, w wyniku czego zwieksza si¢ przepuszczalnos¢ srodbtonka
naczyn wlosowatych a ruch ptynu do przestrzeni pozanaczyniowej powoduje powstanie

obrzeku.
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W przeciwienstwie do ostrego zapalenia, w postaci przewleklej tej choroby objawy sa
znacznie mniej nasilone. Poczatek choroby jest podstepny, pacjent nie ma objawow a
zmnigjszenie ostro$ci widzenia nastepuje zwykle powoli. Forma przewlekta zapalenia moze
wystgpi¢ po ostrej postaci lub od poczatku mie¢ mato nasilone objawy. Ten typ zapalenia
charakteryzuje si¢ jednoczesnym niszczeniem tkanek przez proces zapalny a nastepnie ich
wtorng naprawg, w wyniku czego dochodzi do wildknienia i tworzenia ziarniniakow,
prowadzacych do uszkodzenia tkanek oka.

Nastepstwem nieleczonego zapalenia btony naczyniowej oka sg takie powiktania jak:
zaCma, torbiclowaty obrzgk plamki, jaskra, odwarstwienie siatkowki, co z kolei moze

prowadzi¢ do nieodwracalnej utraty wzroku [54].

4. Omowienie prac skladajacych si¢ na rozprawe doktorska

Cel pracy

Roldan-Pallares M i wsp. wykazali, ze stezenie ET-1 w ciele szklistym dodatnio
korelowalo ze stezeniem ET-1 w osoczu pacjentow z odwarstwieniem siatkowki 1 z
proliferacyjng witreoretionopatig [55]. Na tej podstawie wysuneliSmy wniosek, ze oznaczajac
stezenie ET-1 w osoczu lub surowicy pacjenta mozna wnioskowac o jej stezeniu i znaczeniu
w galce ocznej. Jak dotad, naukowcom nie udato si¢ zidentyfikowac czasteczki wspdlnej dla
wszystkich szlakow metabolicznych, ktora moglaby by¢ stosowana w leczeniu i hamowaniu
progresji krotkowzrocznosci.

U pacjentéw z choroba Behgeta z wspotwystepujacym zapaleniem blony naczyniowej
oka stwierdzono istotnie wyzsze stezenie ET-1 w pordwnaniu do pacjentdw bez zapalenia
blony naczyniowej oka [56].W badaniach na modelach zwierzecych, w ktorych indukowano
zapalenie btony naczyniowej oka rowniez wykazano wyzsze st¢zenie ET-1 [57-59]. Nie ma
natomiast doniesien na temat stezenia ET-1 w idiopatycznym zapaleniu btony naczyniowej
oka, a szczegdlnie U dzieci.

Na tej podstawie postawilisSmy hipotezg, ze stezenie ET-1 moze by¢ zmienione w
wysokiej krotkowzroczno$ci i w zapaleniu btony naczyniowej oka. Celem pierwszego
badania byta ocena st¢zenia ET-1 we krwi u dzieci i mtodziezy z wysoka krotkowzrocznoscia
oraz jego zwigzku z dlugosciag gatki ocznej i obecno$cia zmian zwyrodnieniowych w

siatkowce. Celem drugiego badania byla ocena stgzenia ET-1 we krwi dzieci i mlodziezy z
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przewlektym idiopatycznym zapaleniem btony naczyniowej oka oraz jego zwiazku z

anatomicznga lokalizacja i stopniem nasilenia zmian zapalnych w oku.

Material i metody

Uczestnicy

Przeprowadzono dwa badania przekrojowe u dzieci i milodziezy, ktore byty
rekrutowane w Klinice Okulistyki Dziecigcej z Osrodkiem Leczenia Zeza, Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku. Do badania Nr 1wlaczono 57 dzieci i mtodziezy rasy biatej (31
dziewczat, 26 chlopcoéw) ze Srednig wieku 14 + 2,7 lat, w wieku od 7 do 17 lat z wysoka
krotkowzrocznoscia zdefiniowang jako SE wady >-6,0 D oraz 29 os6b zdrowych (17
dziewczat, 12 chlopcoéw) ze srednig wieku 13,2 + 3,1 lat, od 7 do 17 lat, dobranych pod
wzgledem wieku 1 ptci. Do badania Nr 2 zrekrutowano 17 dzieci 1 mtodziezy rasy bialej (7
dziewczat i 10 chtopcow) w wieku 5—17 lat (Srednia wieku 12,3 + 4,3 lat) z przewleklym
idiopatycznym zapaleniem btony naczyniowej oka oraz 22 zdrowych dzieci ze $rednim
wiekiem 11,6 = 4,5 lat, dobranych pod wzgledem wieku (4—17 lat) i plci. Ci$nienie
wewnatrzgatkowe u wszystkich uczestnikoéw badania bylo prawidlowe 1 miescito sig
pomiedzy 14 a 18 mmHg. Wszystkie osoby z grupy kontrolnej mialy petng ostros¢ wzroku i
nie wymagaty korekty.

Kryteria wykluczenia stanowity wszelkie ogolnoustrojowe choroby zapalne,
nadci$nienie tg¢tnicze, cukrzyca, choroby nerek, choroby tarczycy, pozostale choroby
przedniego lub tylnego odcinka oka lub stosowanie jakichkolwiek lekow ogdlnoustrojowych
lub witamin w chwili badania.

W przypadku pacjentow z wysoka krotkowzrocznoscig kryterium wigczenia do
badania byta krotkowzroczno$¢ z SE wady >-6,0 D. Obwodowy zanik naczynidwkowo-
siatkowkowy stwierdzono u 11 dzieci z wysoka krétkowzrocznoscig z bledami refrakcji od
-8,0do -17,0 D.

W przypadku pacjentow z przewlektym idiopatycznym zapaleniem btony naczyniowe;j
oka kryterium wiaczenia do badania bylo rozpoznanie choroby na podstawie wywiadu,
badania okulistycznego, reumatologicznego oraz po wykluczeniu wszelkich mozliwych
etiologii zapalenia. Wszyscy pacjenci z zapaleniem btony naczyniowej oka byli juz w

przesztosci  leczeni  glikokortykosterydami  (GCs, glucocorticosteroids).  Najlepigj
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skorygowana ostro§¢ wzroku dzieci ze stanem zapalnym oka miescila si¢ w zakresie od 0,7
do0,9.

Rodzice lub prawni opiekunowie oraz uczestnicy badania powyzej 16 roku zycia
podpisali pisemng $wiadomg zgode na udzial w badaniu, po wyja$nieniu celu projektu i
oczekiwanych wynikow. Badanie przeprowadzono zgodnie z Deklaracja Helsinska dotyczaca
badan medycznych z udziatem ludzi. Protokét badania i procedury zostaly zatwierdzone przez

Komisje Bioetyczng Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku (nr R-1-002/144/2019).

Metody badawcze

Od pacjentow pobrano krew z zyly tokciowej po 30 minutach odpoczynku w pozycji
siedzacej. Surowic¢ oddzielono poprzez natychmiastowe odwirowanie krwi przy predkosci
1500 x g przez 10 min w temperaturze pokojowej. Wszystkie probki surowicy zebrano i
przechowano w temperaturze —80° C do momentu wykonania oznaczen laboratoryjnych.

U wszystkich pacjentdow i dzieci z grupy kontrolnej wykonano badanie okulistyczne,
ktore obejmowato skorygowany pomiar ostrosci wzroku za pomoca tablic Snellena, pomiar
ci$nienia wewnatrzgatkowego za pomoca TonoPenu, badanie w lampie szczelinowej oraz
badanie dna oka za pomoca soczewki Volk. Wadg refrakcji okreslono po zastosowaniu 1%
Tropikamidu, wpuszczonego trzykrotnie w odstgpach po 15 minut, TONOREF™ Nidek’s
Auto Ref/Kerato/Tono/Pachymeter.

Wszystkie pomiary biometrii u dzieci z wysoka krotkowzroczno$cia wykonano za
pomocg aparatu A scan Quantel Medical AVISO.

U pacjentow z zapaleniem blony naczyniowej oka, w trakcie badania okulistycznego
obejmujgcego badanie lampg szczelinowg oraz badanie dna oka, oceniano: ilos¢ komorek
zapalnych w przedniej komorze, natezenie wysieku w przedniej komorze i w ciele szklistym
oraz zmiany zapalne w siatkowce i naczyniowce, ktore sklasyfikowano zgodnie z kryteriami
Standarization of Uveitis Nomenclature (SUN) i National Eye Institute [47, 60, 61].

Stezenie ET-1 w surowicy wykonano metoda testu immunoenzymatycznego ELISA
Endothelin-1 Immunoassay (R@D Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA). Do 96-dotkowe;j
mikroptytki z oplaszczonymi przeciwcialami monoklonalnymi specyficznymi dla ET-1
pipetowano wzorce i probki surowicy pacjentow. Obecna w probkach pacjentow ET-1
wigzana byla przez unieruchomione przeciwciala. Po wyptukaniu wszystkich niezwigzanych
bialek, do studzienek dodano przeciwcialo monoklonalne sprzezone z enzymem

specyficznym dla ET-1. Po kolejnym przeptukaniu ptytki, w celu usunigcia niezwigzanego
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odczynnika enzymatycznego, do dolkéw dodano roztwor substratu (peroksydazy
chrzanowej). Enzym spowodowat zabarwienia w studzienkach ptytki proporcjonalnie do
stezenia ET-1 zwigzanej w poczatkowym etapiec. Wyniki obliczono na podstawie krzywej
standardowej i wyrazono w pg/mL. Czutos¢ testu wynosita 0,207 pg/mL. Odczyty wykonano
przy uzyciu czytnika mikroptytek ELISA (ANTHOS, Wals/Salzburg, Austria) przy warto$ci
absorbancji 450 nm.

St¢zenie biatka C reaktywnego (CRP, C-reactive protein) w surowicy pacjentow z
zapaleniem btony naczyniowej oka bylo wykonane metodg immunoturbidymetryczng przy

uzyciu zestawu odczynnikow CRP4 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Niemcy).

Metody statystyczne

Analize statystyczng przeprowadzono za pomoca programu STATISTICA
wersjal3.Normalno$¢ rozktadu zmiennych sprawdzono testem Shapiro-Wilka. Dane nie
mialy rozktadu normalnego. Cechy jakoSciowe przedstawiono w postaci liczb 1 procentdéw, a
parametry ilosciowe jako $rednig i odchylenie standardowe lub mediany i kwartyle. Strukture
podgrup w zaleznosci od pici i grup wiekowych poréwnano testem chi-kwadrat Pearsona. Do
poréwnania analizowanych mierzalnych parametrow zastosowano test U Manna-Whitneya.
W celu oceny roznic w stezeniu ET-1 pomiedzy kilkoma podgrupami pacjentéw z zapaleniem
blony naczyniowej oka wykorzystano test ANOVA rang Kruskala-Wallisa, a poréwnanie
post-hoc przeprowadzono przy uzyciu testu Tukeya. Korelacje pomiedzy badanymi
parametrami oceniano korelacjg rang Spearmana. Roéznice w badanych parametrach i

korelacje byly uznane za istotne przy p< 0,05.

Wyniki

W badaniu Nr 1 nie stwierdzono istotnych réznic pomigdzy dzieCmi z wysoka
krotkowzrocznos$cig a grupa kontrolng w zakresie wieku (p = 0,181), ptci (p = 0,709) i grup
wiekowych (<13/>13 lat) (p = 0,691). Stwierdzono natomiast istotnie nizsze st¢zenie ET-1 u
dzieci z wysoka krotkowzroczno$cia w poréwnaniu do grupy kontrolnej (odpowiednio:
mediana (Q1; Q3): 1,47 (0,91; 1,87) vs 1,94 (1,1; 2,69) pg/mL, p = 0,005).

W grupie dzieci z wysoka krotkowzrocznoscig jak i w grupie kontrolnej, nie
zaobserwowano korelacji pomiedzy stezeniem ET-1 a wiekiem(odpowiednio: r = 0,124, p =
0,364; r = 0,069, p =0,772).
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W grupie 57 dzieci z wysoka krotkowzrocznoscia, nie stwierdzono istotnych roznic
w stezeniu ET-1 biorgc pod uwage pte¢ (p = 0,841),grupe wiekowa (<13/>13 lat) (p =
0,942),dlugos¢ galki ocznej (<26 mm/>26 mm) oraz obecnos¢ lub brak obwodowego zaniku
naczyniowkowo-siatkowkowego (p = 0,649). Stwierdzono natomiast istotnie obnizone
stezenie ET-1 u pacjentéw z wysoka krotkowzrocznos$cia i z dlugoscia gatki ocznej > 26 mm
w poréwnaniu do pacjentow z dlugoscig gatki ocznej < 26 mm [odpowiednio: mediana (Q1;
Q3): 1,23 (0,78; 1,72) vs 1,61 (1,12; 2,04) pg/mL, p < 0,041].Wszyscy pacjenci z
obwodowym zanikiem naczyniowkowo-siatkéwkowym mieli dtugos¢ gatki ocznej > 26 mm.

Wykazano, ze st¢zenie ET-1 bylo istotnie nizsze u pacjentéw z wysoka
krotkowzroczno$cia 1 z dtugosciag gatki ocznej > 26 mm w poréwnaniu do grupy kontrolne;j
[odpowiednio: mediana (Q1; Q3): 1,23 (0,78; 1,72) vs 1,94 (1,1; 2,69) pg/mL, p < 0,001].
Natomiast nie stwierdzono roéznicy w stezeniu ET-1 pomigdzy dzie¢mi z wysoka
krétkowzrocznos$cig 1 z dlugos$cig gatki ocznej < 26 mm a grupg kontrolna.

U pacjentdéw z wysoka krotkowzroczno$cig stwierdzono stabg ujemng korelacje
pomiegdzy stezeniem ET-1 a najdluzsza dlugoscia gatki ocznej wybrang sposrod obu oczu (r =
—0,255, p = 0,0558). Dlugos¢ gatki ocznej korelowata ujemnie z refrakcja, zaré6wno oka

prawego jak i lewego (odpowiednio: r = —-0,428, p < 0,001; r = -0,483, p < 0,001).

W badaniu Nr 2, nie stwierdzono istotnych rdznic pomiedzy dzie¢mi z przewlektym
idiopatycznym zapaleniem btony naczyniowej oka a grupa kontrolng w zakresie wieku (p =
0,581), ptci (p = 0,201) oraz grup wiekowych (<13/>13 lat) (p = 0,393). Natomiast, wykazano
istotnie nizsze stgzenie ET-1 u dzieci z przewleklym idiopatycznym zapaleniem blony
naczyniowej oka w poréwnaniu do grupy kontrolnej[odpowiednio: mediana (Q1; Q3): 1,33
(1,22; 1,48) vs1,93 (1,1; 3,11) pg/mL, p = 0,008]. U dzieci z zapaleniem btony naczyniowej
oka zakres stezen ET-1 byt waski i wynosit od 0,86 pg/mL do 1,56 pg/mL, natomiast w
grupie kontrolnej byt szerszy i miescit si¢ w zakresie od 0,33 pg/mL do 3,83 pg/mL.

W dalszej analizie, oceniono réznice w stezeniu ET-1biorac pod uwag pte¢ oraz grupe
wiekowa (<13/>13 lat). Nie stwierdzono réznic w stezeniu ET-1 w zaleznos$ci od plci oraz
grup wiekowych, zaréwno u dzieci z zapaleniem blony naczyniowej oka (odpowiednio: p =
0,807; p = 0,961) jak i w grupie kontrolnej (odpowiednio: p = 0,646; p = 0,504).

Nie obserwowano korelacji pomigdzy stgzeniem ET-1a wiekiem, zarowno w grupie
badanej jak i w grupie kontrolnej (odpowiednio: r= —0,070,p = 0,789;r= —0,257,p =
0,248).
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Wszyscy pacjenci z przewlektym idiopatycznym zapaleniem btony naczyniowej oka
mieli przewlekty przebieg choroby, ktory trwat ponad 3 miesiace a nawrot nastapit po okresie
krotszym niz 3 miesiace po zakonczonym leczeniu. Sredni wiek pacjentow w chwili
rozpoznania choroby wynosit 11,7 + 4,3 lat, $redni czas leczenia 111 + 13,7 dni, a czas od
rozpoznania choroby do chwili wykonania badan wynosit 202 + 62,6 dni. Stezenie CRP u
wszystkich pacjentow z przewleklym zapaleniem btony naczyniowej oka miescito si¢ w
granicach normy (do 5 mg/L) z mediang (Q1; Q3): 0,6 (0,3; 0,9) mg/L.

W badanej grupie dzieci z zapaleniem bony naczyniowej oka, nie stwierdzono rdznic
w stezeniu ET-1 w zaleznoSci od najlepiej skorygowanej ostrosci wzroku:0,7; 0,8 i 0,9
[odpowiednio: mediana (Q1; Q3): 1,30 (0,95; 1,39) vs 1,37 (1,22; 1,44) vs 1,39 (1,15; 1,54)
pg/mL; p = 0,576].

Nie wykazano korelacji pomiedzy stezeniem ET-1 i CRP (r =-0,118, p = 0,651), oraz
pomigdzy stezeniem ET-1 i najlepiej skorygowang ostro$cig wzroku oraz wartoscig ci$nienia
wewnatrzgatkowego w zmienionym zapalnie oku (odpowiednio: r= 0,259, p= 0,315;r =
0,186, p = 0,475).

U 9 z 17 dzieci stwierdzono zapalenie przedniego odcinka, u 5 — czesci tylnej, au 3 —
zapalenie calej btony naczyniowej oka; u 16 jednostronne i u 1 0soby obustronne. Biorgc pod
uwagg anatomiczng lokalizacj¢, nie stwierdzono roznic w stezeniu ET-1 w zapaleniu
przedniego odcinka, czesci tylnej i catej btony naczyniowej oka[odpowiednio: mediana (Q1;
Q3): 1,37 (1,28; 1,48) vs 1,22 (0,95; 1,39) vs 1,33 (1,22; 1,50) pg/mL, p = 0,634].

Nie zaobserwowano istotnych réznic w stezeniu ET-1 pomiedzy pacjentami z réznymi
stopniami zapalenia galki ocznej. Stezenie ET-1 nie réznito si¢ pomigdzy stopniem 0,5+ vs
1+, w ktorych oceniano ilos¢ komoérek zapalnych w przedniej komorze[odpowiednio:
mediana (Q1; Q3): 1,44 (1,1; 1,52) vs 1,33 (1,28; 1,37) pg/mL; p = 0,745]; pomiedzy
stopniem 1+ vs 2+, w ktorych oceniano przymglenie cieczy wodnistej w komorze
przedniej[odpowiednio: mediana (Q1; Q3): 1,44 (1,22; 1,50) vs 1,33 (1,28; 1,37) pg/mL; p =
0,711], oraz pomiedzy stopniem 1 vs 2, w ktorych oceniano przymglenie ciata szklistego
[odpowiednio: mediana (Q1; Q3): 1,27 (1,22; 1,50) vs 1,17 (0,95; 1,39) pg/mL; p = 0,868].

Podsumowanie i dyskusja

W badaniu Nr lwykazaliSmy istotnie nizsze st¢zenie ET-1 u pacjentdow z wysoka
krotkowzrocznoscig i dhugoscia gatki ocznej > 26 mm, zaréwno u chtopcéw jak 1 u dziewczat,

w porownaniu do pacjentow z krotkowzrocznoscig i dlugoscia gatki ocznej < 26 mm oraz do
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osob z grupy kontrolnej. Obwodowe zaniki naczynidwkowo-siatkbwkowe stwierdzono u
pacjentow z dtugoscig gatki ocznej > 26 mm. Obserwowane niskie st¢zenie ET-1w wysokiej
krétkowzrocznosci z dlugosciag gatki ocznej > 26 mm. moze wskazywac¢ na zaburzenia szlaku
sygnatowego ET-1 oraz na jego role w patofizjologii powstawania zmian zwyrodnieniowych
w siatkowce. Staba ujemna korelacja pomigdzy st¢zeniem ET-1 a najdtuzsza dhugoscia gatki
ocznej, a takze silna ujemna korelacja pomigdzy dtugoscia gatki ocznej a wielkoscia refrakcji
w obu oczach sugeruja zwigzek pomiedzy progresja wady w wysokiej krotkowzroczno$ci
wraz ze zmniejszajacym sie stezeniem ET-1. Niskie stezenie ET-1 u pacjentdw z wysoka
krotkowzroczno$ci 1 dlugoscia gatki ocznej > 26 mm, moze by¢ spowodowany
niewystarczajacg produkcjg, nadmiernym wychwytem przez receptory lub procesami szybkiej
eliminacji. Nasze badanie jako pierwsze wykazato niskie stezenie ET-1 u pacjentow z wysoka
krotkowzrocznoscia i jego zaleznos¢ z dhugosciag gatki ocznej i wspotwystepujacymi zanikami
naczynidwkowo-siatkbwkowymi, z tego powodu nie moglismy poréwnaé naszych wynikow z
rezultatami innych autorow.

W wysokiej krotkowzrocznosci stwierdzono zmniejszong S$rednice naczyn oraz
obnizong saturacje krwi w tetniczkach siatkowki [21, 25]. Wielu badaczy wskazuje, ze
parametry przeptywu krwi u pacjentow z krotkowzrocznos$cia sa obnizone, niezaleznie od
zastosowanych metod diagnostycznych [62]. W wyniku wydluzenia galki ocznej |
rozciggnigcia naczyn krwionos$nych u pacjentow z wysoka krotkowzrocznos$cig dochodzi do
zaburzen laminarnego przeptywu krwi oraz napigcia $cian naczyn siatkowki 1 naczyniowki.
W konsekwencji moze dochodzi¢ do zmiany przys$ciennego naprezenia Scinajacego, ktore jest
niezb¢dne do wytworzenia aktywnego peptydu ET-lodpowiedzialnego za skurcz naczyn [2]
oraz za uwalnianie NO [63]. Hamowanie tego procesu w wyniku niedoboru ET-1 jest
niekorzystne i powoduje przerost migéni gtadkich naczyn.

Niskie stezenie ET-1 u pacjentow z wysoka krotkowzrocznoséciag moze wptywaé na
zaburzenia w przeptywie krwi w naczyniach siatkowki 1 naczyniowki oraz na powstawanie
zmian niedokrwiennych predysponujacych do powstawania zmian zwyrodnieniowych
siatkowki. Uzyskane przez nas wyniki wskazuja na zaburzenie szlaku sygnalowego endotelin,
ktoéry jest niezbedny do prawidlowego funkcjonowania $rodblonka naczyniowego w galce
ocznej.

W badaniu Nr 2, stwierdzilismy istotnie nizsze st¢zenie ET-1 u dzieci i mtodziezy z
przewleklym idiopatycznym zapaleniem blony naczyniowej oka w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. U wszystkich pacjentéw z przewlektym zapaleniem btony naczyniowej oka

stezenie ET-1 bylo prawie na tym samym poziomie w bardzo waskim zakresie. W badanej
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grupie dzieci najczgéciej stwierdzanym typem zapalenia bylo przewlekle zapalenie
przedniego odcinka btony naczyniowej oka, co potwierdzaja doniesienia innych autorow [49,
50]. Dowiedli$my, ze stezenie ET-1 jest niskie, niezaleznie od anatomicznej lokalizacji oraz
stopnia nasilenia zmian zapalnych w galce ocznej. Istotnie nizsze st¢zenie ET-1 obserwowane
zarbwno u dziewczat, jak i u chtopcow moze wskazywa¢ na rozregulowanie szlaku
sygnatlowego endotelin i moze by¢ uwazane za czynnik predykcyjny dla trwatego
strukturalnego uszkodzenia tkanek oka. Nasze badanie jako pierwsze wykazalo nizsze
stezenie ET-1 w przewlektym idiopatycznym zapaleniu btony naczyniowej oka i stad nie
byliSmy w stanie poréwna¢ otrzymanych wynikow z rezultatami innych autoréw.

Istnieje wiele dowodow na to, ze droga sygnalowa endotelin odgrywa kluczowa role w
patogenezie wielu chorob oczu. Istniejg doniesienia na temat roli wysokiego stezenia ET-1 w
patogenezie zapalenia btony naczyniowej oka na modelach zwierzecych [57-59]. Natomiast,
nizsze stezenie ET-1 wykazano jedynie wsréd dorostych pacjentdw ze zwyrodnieniem
barwnikowym siatkoéwki, a autorzy sugerowali, ze moze ono odgrywaé kluczowa role w
patogenezie tej choroby [64].

W zapaleniu przewleklym réwnowaga miedzy zwezajacymi a rozszerzajacymi
naczynia czynnikami jest zaburzona i prowadzi do zwezenia naczyn [65]. Stan ten jest
czasami okreslany jako ,niedobér NO”, poniewaz NO jest glownym czynnikiem
odpowiedzialnym za utrzymanie prawidtowego napigcia $cian naczyn. Niedobor ET-1 moze
prowadzi¢ do zmniejszonego uwalniania NO. W konsekwencji wzrasta produkcja czynnikow
prozapalnych i prozakrzepowych przez s$rodblonek, ktora ostatecznie prowadzi do
uszkodzenia tkanek [66].

Leczeniem pierwszego rzutu u pacjentéw z przewleklym zapaleniem blony
naczyniowej oka, sag GCs stosowane zarowno ogolnoustrojowo jak i miejscowo. Stosowanie
tego typu leczenia wigze si¢ z wieloma skutkami ubocznymi [67-70]. Najczestszymi
powiktaniami przy stosowaniu GCs miejscowo jest wzrost ci§nienia wewnatrzgatkowego 1
za¢ma. GCs moga zmniejsza¢ ekspresje¢ gendéw 1 w ten sposoéb hamowac synteze ET-1 na
poziomie transkrypcji [71]. Dowiedziono, ze budezonid podany podskornie obnizat poziom
ET-1 o 72% u szczurow z indukowang astmg oskrzelowa [72]. Tseimakhi wsp.
zaobserwowali rowniez istotnie obnizone stezenie ET-1 u pacjentow z przewlekla obturacyjna
chorobg ptuc leczonych GCs ogolnoustrojowo i wziewnie [73].

W zapaleniu btony naczyniowej oka krélika indukowanym endotoksyna E. coli, GCs
tlhumig odpowiedz zapalng w cieczy wodnistej poprzez zmniejszenie akumulacji kwasu

arachidonowego, ktory jest substratem do biosyntezy prostaglandyny E [74]. Keles i wsp.
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wykazali, ze deksametazon zmniejsza stan zapalny blony naczyniowej oka poprzez obnizenie
ekspresji indukowalnej syntazy NO (iNOS, inducible nitric oxide synthase), markera stanu
zapalnego, i prozapalnej cytokiny TNF-o w cieczy wodnistej w indukowanym szczurzym
modelu zapalenia blony naczyniowej oka [59]. Wszyscy badani przez nas pacjenci w
przesztosci byli leczeni GCs. Biorac to pod uwage pojawia si¢ pytanie czy stosowanie GCs u
dzieci i mlodziezy z zapaleniem btony naczyniowej oka przynosi korzysci czy moze tez
prowadzi¢ do uszkodzenia tkanek. Na podstawie przekrojowego projektu naszego badania
trudno jest stwierdzi¢ czy poczatkowe st¢zenic ET-1 bylo nizsze w przewlektym
idiopatycznym zapaleniu btony naczyniowej oka czy wynikalo ono z wczesniejszego
stosowania GCs.

W ostatnim czasie duzym zainteresowaniem naukowcoéw cieszy si¢ interleukina-33
(IL-33), kluczowy cztonek rodziny IL-1. Jest ona uwazana za biatko o podwojnej funkcji,
ktéore wywiera dzialanie pro lub przeciwzapalne, dzialajac zaré6wno jako
wewnatrzkomorkowy czynnik jadrowy jak i cytokina. Swoje dzialanie wywiera poprzez
przytaczenie si¢ do receptora supresji guzotworczosci 2 (ST2, suppression of tumorigenicity 2
receptor), a istotne znaczenie kliniczne maja dwie jego izoformy: blonowa (ST2L) oraz
rozpuszczalna sST2 (soluble ST2) swobodnie kragzaca we krwi. Rozpuszczalna izoforma sST2
funkcjonuje jako receptor wabikowy (decoy receptor), ktory uniemozliwia wigzanie si¢ 1L-33
z receptorem ST2L, a efektem tego jest zmniejszenie odpowiedzi immunologicznej [75].
Efekt biologiczny 11-33 zalezy wiec od rownowagi pomigdzy blonows i rozpuszczalng
izoformg receptora. ET-1 zwigksza ekspresje rozpuszczalnych receptoréw sST2, ktore
zapobiegajg wigzaniu si¢ 1L-33 z receptorami ST2L. Szlak sygnalizacyjny IL-33/ST2 moze
wplywac¢ na komorki zarowno wrodzonego jak 1 nabytego uktadu odpornosciowego [76].

Stwierdzono, ze IL-33 byla istotnie zwigkszona w autoimmunologicznym zapaleniu
btony naczyniowej oka u myszy [77] 1 u pacjentdOw z zapaleniem blony naczyniowej oka W
chorobie Behgeta [78]. Jednak nie zaobserwowano roznic w poziomach IL-33 ani w
surowicy, ani w cieczy wodnistej] pomigedzy pacjentami z ostrym zapaleniem przedniego
odcinka blony naczyniowej oka z antygenem HLA-B27 a idiopatycznym zapaleniem
przedniego odcinka btony naczyniowej oka oraz grupa kontrolng [79].

Ograniczeniami naszych badan byta mata liczebno$¢ badanych prob i obserwacyjne
projekty badan, ktore nie pozwolily wyciggnagé jednoznacznych wnioskow na temat
zwigzkow przyczynowo skutkowych. Ponadto brak mozliwo$ci oceny stezenia czynnikow
uwalniajacych | hamujacych wydzielanie ET-1 oraz cytokin prozapalnych moze ogranicza¢

spektrum mozliwych zaleznosci.

20



Rozprawa doktorska Katarzyny Powierzy

Whioski

U dzieci i mtodziezy z wysoka krotkowzrocznos$cig z dtugosciag gatki ocznej > 26 mm
i wspotwystepujacym obwodowym zanikiem naczynidowkowo-siatkowkowym stwierdzono
istotnie obnizone stgzenie ET-1 we krwi w stosunku do grupy kontrolnej oraz do dzieci z
wysoka krotkowzrocznos$cig i dlugoscig gatki ocznej <26 mm (Nr 1). Niskie stezenie ET-1 w
wysokiej krotkowzrocznosci moze wptywaé na zaburzenia przeplywu krwi w naczyniach
naczyniowki i siatkowki predysponujac do rozwoju zmian zwyrodnieniowych siatkowki i
nalezy traktowa¢ je jako czynnik ryzyka w patofizjologii progresji wysokiej
krotkowzrocznosci. Dlatego uwazamy, ze ocena pozioméw ET-1 u pacjentdéw z wysoka
krétkowzroczno$ciag moze dostarczy¢ dodatkowych informacji na temat hemodynamiki w
siatkbwce 1 naczyniowce oraz przyczyni¢ si¢ do opracowania nowych strategii
terapeutycznych zapobiegajacych utracie wzroku.

U dzieci i mlodziezy z przewleklym idiopatycznym zapaleniem btony naczyniowe;j
oka, niezaleznie od anatomicznej lokalizacji i stopnia nasilenia zapalenia, rowniez wykazano
istotnie nizsze st¢zenie ET-1 w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Nr 2). Niskie stezenie ET-1
we krwi pacjentow z przewlektym idiopatycznym zapaleniem btony naczyniowej oka moze
odgrywac kluczowa role¢ w zaburzeniu napigcia §cian naczyn w galce ocznej i we wzroscie
produkcji czynnikow prozapalnych i prozakrzepowych przez s$réodbtonek naczyniowy. W
wyniku tych zmian moze dochodzi¢ do powstawania zmian niedokrwiennych i
zwyrodnieniowych skutkujacych uszkodzeniem tkanek oka i w konsekwencji uposledzeniem
widzenia u tych chorych. Zatem kontrola stezenia ET-1 u pacjentdow z zapaleniem blony
naczyniowe] oka moze da¢ mozliwosci w opracowaniu nowych strategii leczenia tych
chorych.

Wymagane sg kolejne badania z udzialem wigkszej liczby uczestnikéw oraz dluzszym
okresem obserwacji pacjentow, aby potwierdzi¢ wyniki naszych badan. W przypadku dzieci z
wysokg krotkowzrocznoscig wskazane jest wykonanie badan z kontrolg ocenianych
parametrow w odstepach czasowych, aby stwierdzi¢, czy niskie stezenie ET-1
wspotwystepuje od poczatku rozpoznania wady a takze czy ma zwigzek z poglgbianiem si¢
wady i powstawaniem zmian zwyrodnieniowych. Przyszie badania powinny oceni¢ réwniez
role szlaku sygnatowego endotelin w réznych typach zapalenia btony naczyniowej oka i

poréwnac roéznice miedzy zakaznym i niezakaznym zapaleniem btony naczyniowej oka.
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Abstract: The aim of this study is to evaluate the levels of enothelin-1 (ET-1) in children and adolescents
with high myopia and its association with the axial length of the eye and the presence of myopic
retinal degeneration. The cross-sectional study was carried out in 57 patients with high myopia and 29
control subjects. Serum concentrations of ET-1 were measured using enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) kit. A significantly lower concentration of ET-1 in highly myopic patients compared to
controls was found (1.47 (0.91; 1.87) vs. 1.94 (1.1; 2.69) pg/mL, p = 0.005). In patients with high myopia,
a weak negative correlation between ET-1 concentration and the longest axial length out of the two
eyes was found (r = —0.255, p = 0.0558). Further analysis revealed statistically significant differences
in ET-1 concentration between patients with the axial length of the eye > 26 and < 26 mm (p < 0.041)
and patients with the axial length of the eye > 26 mm and controls (p < 0.001). ET-1 expression is
disturbed in highly myopic children and adolescents. Lower ET-1 concentration in patients with the
axial length of the eye > 26 mm may co-occur with high myopia and should be considered a risk
factor in the pathophysiology of high myopia progression.

Keywords: endothelin-1; high myopia; axial length of eye; children; adolescents

1. Introduction

Myopia is one of the most common eye disorders in the world and its prevalence remains higher in
Asia (60%) compared with Europe (40%). Studies report high prevalence rates in schoolchildren in East
Asia (73%) and North America (42%). Low prevalence below 10% has been demonstrated in African
and South American children. Risk factors for myopia in schoolchildren include limited outdoor time,
dim light exposure, use of LED lamps for homework, insufficient amount of sleep, reading distance
less than 25 e¢m, and living in an urban environment [1]. Pathological or high myopia is usually defined
as spherical equivalent (SE) > —6.00 diopters (D) or the axial length of the eye > 26 mm. This type of
myopia is a public health and economic challenge because of its association with potentially blinding

J. Clin. Med. 2020, 9, 1327; doi:10.3390/jcm9051327 www.mdpi.comfjournal/jem
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complications such as glaucoma, retinal detachment, myopic macular degeneration, and ultimately
blindness [2—4]. In recent years the occurrence of high myopia has also increased at an alarming rate in
adults and elevated intraocular pressure is a risk factor for high myopia [5].

Endothelin-1 (ET-1) belongs to the family of endogenous vasoconstrictor peptides [6]. ET-1is
widely distributed in human tissues and secreted mainly by vascular smooth muscle cells (VSMC).
As a result of transcription, proendothelin-1 is formed. Subsequent stimulation by hypoxia or vascular
wall shear stress with the participation of an endothelin-converting enzyme leads to the formation
of an active peptide [7]. ET-1 exerts its effects by binding to the endothelin receptors A (ETA) and B
(ETB), two cell surface proteins that belong to the G-protein-coupled receptors superfamily. Both these
receptors induce various effects depending on the binding subtype of endothelin. They also differ
in their affinity to each type of endothelin. The binding affinity of ET-1 to ETA is greater than that
of ET-2 and ET-3, whereas all subtypes of endothelin have equal binding affinity to receptor ETB [8].
ETA receptors are located mostly in VSMC, where they are responsible for potent vasoconstriction,
cell proliferation, and a proinflammatory effect. ETB receptors include two subtypes: ETB1, which is
expressed on endothelial cells and results in nitric oxide-mediated vasodilation, and ETB2, present in
VSMC, which causes vasoconstriction [9,10].

Since we treat a great number of young patients with progressive myopia in our outpatient
clinic, the pathogenesis of myopia is our object of interest. In our previous studies we have evaluated
serum and hair concentrations of antioxidant microelements—zinc, copper, selenium, manganese,
and Cu/Zn ratio in children and adolescents with myopia [11,12]. We have observed low serum
concentrations of zinc and selenium in myopic children, which may imply an association between
deficiency of these antioxidant microelements and the development of myopia, and additionally,
significantly higher Cu/Zn ratio, which can suggest a relationship between myopia and oxidative
stress. There are numerous literature reports on the involvement of environmental and genetic factors
in the development of myopia, but there is limited data regarding cellular mechanisms. Up to date,
researchers have not been successful in identifying a molecule common to all metabolic pathways
which could be a target for effective treatment against myopic progression. Taking into account the
physiological importance of ET-1 level in blood flow, we hypothesized that circulating ET-1 levels may
vary depending on the severity of high myopia. Therefore, we determined ET-1 concentration in high
myopia children and adolescents and examined its association with the axial length of the eye and the
presence of myopic retinal degeneration.

2. Materials and Methods

2.1. Participants

The cross-sectional study was conducted among children and adolescents with high myopia and
healthy controls who were recruited from the Department of Pediatric Ophthalmology and Strabismus,
Medical University of Bialystok, Poland. Exclusion criteria were any systemic inflammatory disease,
arterial hypertension, diabetes mellitus, kidney diseases, hyperthyroidism, any anterior or posterior
eye segment disease, or any systemic medication (e.g., steroids, nonsteroidal anti-inflammatory drugs,
vitamins). Sixty-five patients with high myopia and thirty-four healthy subjects were recruited into the
study. Eight individuals with high myopia as well as five controls did not meet the eligibility criteria
and were excluded. Informed consent was obtained from all subjects or their legal guardians.

Finally, 57 Caucasian individuals (31 females, 26 males) aged 7-17 years with high myopia,
defined as SE > —6.0 D and 29 (17 females, 12 males) age- and gender-matched healthy subjects from 7
to 17 years were recruited into the study. All control individuals had full visual acuity and did not
require correction.

The study was performed in accordance with the Declaration of Helsinki on Biomedical Research
Involving Human Subjects. The study protocol and procedures were approved by the Ethics Committee
of the Medical University of Bialystok (No R-1-002/144/2019).
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2.2. Measurements

After the participants had rested in the sitting position for 30 min, blood samples were collected
after overnight fasting from peripheral veins. The serum was separated by centrifugation immediately
at 1.500x g for 10 min at room temperature and sera were collected and stored at =80 °C until
measurements were obtained.

The concentration of ET-1 in serum was determined by sandwich enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) using a commercially available kit Endothelin-1 Immunoassay (R@D Systems, Inc.,
Minneapolis, MN, USA). ELISA kit was used following the manufacturer’s instructions. In this
technique a monoclonal antibody specific for ET-1 was pre-coated onto the wells of a 96-well
microplates provided in this set. Next, standards and patient samples were pipetted into the wells
and any endothelin-1 present was bounded by the immobilized antibody. After washing away any
unbound substances, an enzyme-linked monoclonal antibody specific for ET-1 was added to the
wells. Following a wash to remove any unbound-enzyme reagent a substrate solution was added
to the wells. A substrate solution was acted upon by the enzyme to produce color in proportion
to the amount of ET-1 bound in the initial step. The intensity of this colored product was directly
proportional to the concentration of ET-1 in the patient specimens. Readings were performed using
an ELISA microplate reader (ANTHOS, Wals/Salzburg, Austria) at an absorbance value of 450 nm.
The results were calculated based on the standard curve and expressed in pg/mL. Sensitivity of the
assay was 0.207 pg/mL. The coefficients of variation values (CV%) of intra-assay precision was 2.3% for
7.34 pg/mL and 1.9% for 14.7 pg/mL and inter-assay precision was 5.9% for 4.43 pg/mL and 5.3% for
144 pg/mL.

Allpatients underwent detailed ophthalmologic examination including visual acuity measurement,
refraction error examination, intraocular pressure with TonoPen, slit-lamp examination and dilated
fundus examination using Volk lens. Refractive error was determined using cycloplegic refraction after
application of 1% Tropicamide with a TONOREF™ Nidek's autorefractor keratometer pachymeter.
All measurements of an axial length of the eye were obtained using ultrasound A scan Quantel Medical
AVISO device.

2.3. Statistical Methods

The statistical analysis was conducted using the STATISTICA version 13 [13]. Qualitative
characteristics (sex, age group, presence of myopic retinal degeneration) were presented as numbers
and percentages. Quantitative parameters were presented as mean, standard deviation, range,
median, and quartiles. The structure by sex and age subgroups were compared using the Pearson
chi-square test. Mann-Whitney U test was applied for comparison of analyzed features between
all subgroups. Correlations between parameters were evaluated with Spearman’s rank correlation
coefficient. A significance of the coefficient was assessed by the t-student test. Differences in the levels
of analyzed parameters and correlations were considered statistically significant at p < 0.05.

3. Resulis

The basic characteristics of high myopia patients and controls, as well as median serum ET-1
concentrations, are summarized in Table 1. As shown below, statistically significantly lower
concentration of ET-1 in patients with high myopia compared to controls was demonstrated.
No correlation was established between ET-1 concentration and age, either in highly myopic patients
or controls (r = 0.124, p = 0.364 or r = 0.069, p = 0.772, respectively).

Characteristics of clinical parameters of patients with high myopia are presented in Table 2.
All patients had normal intraocular pressure of 14-18 mmHg. None of the myopic patients had
peripheral retinal degeneration (e.g., lattice degeneration). Advanced peripheral chorioretinal atrophy
was observed in 11 patients with refractive errors between —8.0 to —17.0 D. In the remaining patients
peripheral chorioretinal atrophy was less pronounced. In patients with high myopia, a weak negative

25



Rozprawa doktorska Katarzyny Powierzy

J. Clin. Med. 2020, 9, 1327 40f8

correlation between ET-1 concentration and the longest axial length out of the two eyes was found
(r = —0.255, p = 0.0558). The axial length of the eye was negatively correlated with SE, both the right
and left eyes (r = —0.428, p < 0.001; r = —0.483, p < 0.001, respectively). A positive correlation between
SE refractive errors of both eyes was noticed (r = 0.63, p < 0.001).

Table 1. Basic characteristics and serum endothelin-1 concentration in children and adolescents with

high myopia and controls.
Parameter High Myopia Patients  Control Group p Values
Number, n 57 29
Age, years 14 (13; 16) 14 (11; 15) 0.181
Gender (female/male), n (%) 31 (54)/26 (46) 17 (59)/12 (41) 0.709
Age group (<13/>13 year), n (%) 23 (40)/34 (60) 13 (45)/16 (55) 0.691
Endothelin-1, pg/mL 1.47 (0.91; 1.87) 1.94 (1.1; 2.69) 0.005

Notes: The results are presented as medians and quartiles (Q1; Q3), or numbers (n) and percentages (%).

Table 2. Characteristics of clinical parameters of patients with high myopia.

Features High Myopia Patients, n = 57
Visual acuity of right eye 1.0(0.7;1.0)
Visual acuity of left eye 0.8 (0.6; 1.0)
Refractive error of right eye, D —6.8 (—8.6; —6)
Refractive error of left eye, D —6.8 (-9.5;, -6)
Axial length of right eye, mm 25.9 (25.3; 26.6)
Axial length of left eye, mm 25.8 (25.3; 26.6)
Peripheral chorioretinal atrophy, yes/no, n (%) 11 (19)/46 (81)

Notes: The results are presented as medians and quartiles (Q1; Q3), or numbers (1) and percentages (%).
Abbreviations: D, diopter; mm, millimeter.

In further analyses the relationship between ET-1 concentrations and patient features were
assessed in subgroups, taking into account: gender, age (£13/>13 years of age), axial length of the
eye (> 26 and < 26 mm) and presence of severe peripheral chorioretinal atrophy. Based on these
analyses, no significant differences were found between ET-1 levels in different patient subgroups
when gender (p = 0.841), age (p = 0.942), and peripheral chorioretinal atrophy (p = 0.649) were taken
into consideration. Significantly lower ET-1 concentration was found between patients with the axial
length of the eye > 26 and < 26 mm (p < 0.041) and between patients with the axial length of the eye
> 26 mm and controls (p < 0.001). There was no difference between ET-1 concentration in myopia
patients with the axial length of the eye <26 mm and controls. No significant differences were found
between subgroups of myopic patient with the axial length of the eye > 26 mm, with the axial length of
the eye < 26 mm and controls, when gender (p = 0.312) and age (<13/>13 years of age) (p = 0.912) were
taken into consideration (Table 3, Figure 1).

Table 3. Concentration of endothelin-1 in children and adolescents with high myopia.

Parameter High Myopia Patients Control Group
Axial Length of Eye
>26 mm <26 mm
Number, n 29 28 29
Gender (female/male), n (%) 13 (45)/16 (55) 18 (64)/10 (36) 17 (59)/12 (41)
Age group (<13/>13 year), 1 (%) 12 (41)/17 (59) 11 (39)/17 (61) 13 (45)/16 (55)
Endothelin-1, pg/mL 123(0.78,172)20 161 (1.12;2.04) 1.94 (1.1; 2.69)

Notes: The longest axial length out of the two eyes was enrolled. The results are presented as medians and quartiles
(Q1; Q3). ® p < 0.001—between patients with the axial length of the eye > 26 mm and controls; ® p < 0.041—between
patients with the axial length of the eye > 26 and < 26 mm.
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Figure 1. Endothelin-1 concentrations in myopic patients with the axial length of the eye > 26 and < 26
mm and controls.

In subgroups of patients, taking into account the axial length of the eye < 26 and > 26 mm,
statistically significant differences between means of refractive errors of right and left eyes were
observed [-6.9 £ 1.7 (-11—4.3) vs. -85+ 3.2 (-18—-3); p = 0.039 and 6.7 £ 1.6 (-10.5--3.5) vs. -9+
3.8 (-20—-3.8) D, p = 0.014, respectively].

4. Discussion

In the current study we concluded that endothelin-1 (ET-1) expression is disturbed in children and
adolescents with high myopia. The significantly lower concentration of ET-1 observed in patients with
the axial length of the eye > 26 mm, both male and female, in comparison to myopia patients with the
axial length of the eye < 26 mm and to the controls may indicate disturbance in the endothelin signaling
pathway and its role in the pathophysiology of high-myopia eyes. A weak negative correlation between
ET-1 concentrations and the longest axial length out of the two eyes, and a strong negative correlation
between the axial length of the eye and SE refractive error in both eyes suggest an association between
lower ET-1 concentrations and severity of high myopia. Low serum ET-1 levels in our study may
co-occur with high myopia and may be due to insufficient expression or rapid elimination processes
of ET-1. Circulating ET-1 is mainly eliminated in the lung. The primary mechanism of elimination
in the lungs and liver is by the internalization of the ETB (ETA) receptor and ET-1 complex, whereas
in the kidneys by degradation by neutral endopeptidase (probably the most active in the proximal
tubules) [14]. To the best of our knowledge, our study is the first to demonstrate a lower level of ET-1
in patients with high myopia and its relationship with the axial length of the eye, and for this reason
we cannot compare our results with those of other authors.

Myopia is the most common eye disorder in children and adolescents. It is a condition in which
individuals can see close objects clearly, while objects that are farther away appear blurred. In most
cases, this condition occurs when the eyeball is too elongated, relative to the focusing power of the
cornea and lens of the eye. This causes the light rays to focus at a point in front of the retina, not
directly on its surface. In some cases, the eyeball is much more elongated, and this condition is called
high or pathological myopia. Less commonly, myopia can also be caused by the cornea and/or lens
being too curved for the length of the eyeball. In some cases, myopia occurs because of a combination
of these factors. Myopia is a complex disease with a multi-factorial etiology. Many experimental and
clinical studies have shown that myopia development results from the interplay between genetic and
environmental factors [15,16]. Numerous studies demonstrate a higher rate of myopia in children with
myopic parents suggesting that genetic factors are clearly involved in myopia development. At the
same time, population studies indicate that development of myopia is associated with education, time
spent outdoors, and the reading distance of less than 25 cm.

27



Rozprawa doktorska Katarzyny Powierzy

J. Clin. Med. 2020, 9, 1327 6of8

There is increasing evidence that the endothelin signaling pathway plays a key role in the
pathogenesis of several ocular diseases and ET-1 level is a useful marker for evaluation of intraocular
hemodynamic. The amount of blood needed in various organs and tissues varies and is achieved by
adapting perfusion pressure and local resistance, for which the diameter of vessels is responsible [17].
In the eyeball, endothelins are expressed in tissues such as corneal epithelium, optic nerve astrocytes,
ciliary body, trabecular meshwork cells, as well as in the vascular endothelial cells in the choroid and
retina [18]. ET-1 modulates pericyte contractility in order to regulate retinal blood flow [19] and is
involved in the regulation of intraocular pressure and aqueous humor dynamics [20]. Factors known to
promote ET-1 expression include thrombin, insulin, cyclosporine, epinephrine, angiotensin II, cortisol,
inflammatory mediators, hypoxia, and vascular wall shear stress. Endothelin expression is inhibited
by nitric oxide (NO), dilator proteinoids, and natriuretic peptides [21]. The concentration of ET-1 in
plasma depends on several factors such as synthesis, receptor connection, and its elimination from the
body (lung, kidney, and liver) [22].

Reduced saturation of arterioles in the retina as well as narrowing of the retinal vascular diameter in
highly myopic eyes has been previously demonstrated [23-27]. Many researchers have also consistently
reported lower blood flow parameters in myopic eyes, regardless of the diagnostic methods used [28].
As aresult of axial eyeball growth in patients with high myopia, laminar blood flow as well as retinal
vascular tone are disturbed. Consequently, it affects the vascular shear stress, which is necessary to
form the active ET-1 peptide [7], responsible for vasoconstriction. At a later stage, ET-1 releases NO
leading to permanent tonic vasodilation [29]. Inhibition of basal NO release in humans results in
vascular smooth muscle hypertrophy. The physiological value of shear stress in the arteries is in the
range of approximately 15 clyne,.lfcm2 to 70 dynefcmz. Such shear stress exerts a protective effect on
the vascular endothelium by stimulating the production of vasodilators. The thickening of the inner
membrane occurs in places where wall shear stress is less than 10 dyne/em?. Experimental studies
using flow chambers have shown that the endothelium already responds to very small changes in the
shear stress value [30]. All this information, as well as reduced ET-1 expression in our highly myopia
patients indicates disturbance of the endothelin signaling pathway, which is necessary for proper
functioning of the vascular endothelium.

The two major limitations of our study were the small sample size and the observational design
of the study. This did not allow us to draw firm conclusions about causality. In addition, the inability
to assess the concentration of factors known to promote the expression and inhibitors of ET-1 in this
study may limit the spectrum of possible associations.

In spite of the limitations of the study, we found that the expression of endothelin-1 is disturbed in
high myopia pediatric patients with the axial length of the eye > 26 mm, and the lower level of ET-1 may
co-occur with high myopia and may play a role in chorioretinal circulation and in the pathophysiology
of high myopia progression. Therefore, the assessment of ET-1 levels in patients with high myopia
may provide additional insights into choroidal and retinal hemodynamic and to the development of
new therapeutic strategies to prevent myopic blindness. However, further studies involving a larger
number of participants and longer follow-up duration are required to confirm our results.
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Purpose: The aim of our study was to determine endothelin-1 (ET-1) concentration in
chronic idiopathic uveitis in children and adolescents depending on anatomical location and
grade of inflammation.

Methods: The cross-sectional study was conducted among 17 patients with chronic idio-
pathic uveitis and 22 healthy controls. Concentration of ET-1 in serum was determined using
a commercially available ELISA kit. The concentration of C reactive protein (CRP) in serum
was determined by immunoturbidimetric method using CRP4 reagent kit (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Germany).

Results: Statistically significant difference between ET-1 concentration in patients with
chronic idiopathic uveitis and controls was found 1.33 (1.22; 1.48) vs 1.93 (1.1; 3.11), p =
0.008). No correlations were found between ET-1 concentration and age, either in chronic
idiopathic uveitis patients or controls. Nine out of 17 patients presented with anterior uveitis,
5 with posterior and 3 with panuveitis. There were no differences in ET-1 concentration
between anterior, posterior and panuveitis (p = 0.634), and in terms of grade of inflammation.
Conclusion: ET-1 expression is disturbed in pediatric chronic idiopathic uveitis irrespective
of the anatomical location and grade of inflammation. Lower expression of ET-1 plays
a crucial role in disturbed vascular tone control and can result in permanent visual impair-
ment in chronic non-infectious uveitis.

Keywords: adolescents, children, chronic idiopathic uveitis, endothelin-1

Introduction

Uveitis is the inflammation of the uveal tract which lines the inside of the eye
behind the cornea. Much of the uvea lies between the retina and tough, outer sclera.
The uveal tract consists of three parts: the iris, the ciliary body and the choroid.'”
Left untreated, uveitis can cause serious complications including cataracts, glau-
coma, macular edema, retinal detachment, retinal scarring, optic nerve damage or
even permanent vision loss. Uveitis is categorized according to the affected part of
the uveal tract. There are three anatomical patterns of uveitis. Anterior uveitis (most
common) affects the inside of the front of the eye (between the cornea and the iris)
and the ciliary body. Intermediate uveitis affects the retina and blood vessels just
behind the lens (pars plana). Posterior uveitis affects the choroid as well as the
retina. Panuveitis affects all structures of the uvea.

Uvn:itis can occur in any age group, but pediatric uveitis differs from adult-onset
‘Ina population-based study in the United Kingdom and Finland, the annual
incidence rate of uveitis was found to be 3.5 to 4.3 per 100,000 children, rcspecuvcly.
Uveitis in children is very often asymptomatic, chronic and resistant to treatment. In
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most cases of pediatric uveitis, anterior uveitis and up to 60%
idiopathic cases are diagnosed. Pediatric rheumatological dis-
cases associated with uveitis include juvenile idiopathic
arthritis, juvenile sarcoidosis/Blau syndrome and Behget's

3479 A large percent of patients with uveitis have

disease.
a discase that does not fit into any known etiologic
category.'o‘“ Many patients with this disorder, have a form
of sarcoid limited to the eye,'* some viral infections " or other
autoimmune reactions. A huge challenge for ophthalmologists
around the world is pediatric idiopathic non-infectious uveitis,
where the triggering factors are still unknown.

ET-1, a very strong vasoconstrictor peptide, is widely
distributed in human tissues and secreted mainly by vascu-
lar smooth muscle cells (VSMC). As a result of transcrip-
tion, proendothelin-1 is formed, and subsequent stimulation
by hypoxia or vascular wall shear stress, with the participa-
tion of an endothelin converting enzyme, leads to the for-
mation of an active peptide.'* ET-1 exerts its effects by
binding to the endothelin receptors A (ETA) and B (ETB),
two cell surface proteins that belong to the G-protein-
coupled receptors superfamily. ETA receptors are located
mostly in VSMC, where they are responsible for potent
vasoconstriction, cell proliferation and a proinflammatory
effect. ETB receptors include two subtypes: ETB1, which is
expressed on endothelial cells and results in nitric oxide-
mediated vasodilation, and ETB2, present in VSMC, which
causes vasoconstriction.'*'s ET-1 modulates pericyte con-
tractility to regulate retinal blood flow and is involved in the
regulation of intraocular pressure and agueous humor
dynamics.'™'* ET-1 is also an important mediator in ocular
inflammatory reactions via arachidonic acid cascade.'

There are numerous literature reports on the significance
of ET-1 concentration in uveitis associated with rheumatolo-
gical diseases™ or induced animal models of uveitis.'**'
The physiological importance of ET-1 level in blood flow in
different parts of the uvea and in inflammatory process is
well established, but ET-1 level in chronic non-infectious
uveitis has not been established to date. Therefore, the aim
of our study was to determine ET-1 concentration in chronic
idiopathic uveitis in children and adolescents depending on
anatomical location and the grade of inflammation.

Materials and Methods

Participants

The cross-sectional study was conducted among children and
adolescents with chronic idiopathic uveitis and healthy con-
trols, who were consecutively selected in order of appearance

at the Department of Pediatric Ophthalmology and Strabismus,
Medical University of Bialystok, Poland. The diagnosis of
chronic uveitis and the grade of inflammation was based on
clinical signs and location of the inflammatory process which
was established on the basis of a slit-lamp and dilated fundus
examination (anterior chamber cells, anterior chamber flare,
vitreous haze, choroidal/retinal changes) according to the
Standardization of Uveitis Nomenclature (SUN) and the
National Eye Institute Criteria (Table 1)."**** The diagnosis
of idiopathic uveitis was established following an in-depth
patient interview, a thorough ophthalmological and rheumato-
logical examination and exclusion of all possible etiologies
including evolving systemic conditions. Exclusion criteria
systemic

were  any inflammatory  diseases, arterial

Table | Grading Schemes for Uveitis According to SUN and the
National Eye Instiute Criteria

Grading Scheme for Anterior Chamber Cells

Grade Cells in Field {(1*| mm slit beam)
0 <l

0.5+ 1-5

1+ 615

2+ 16-25

3+ 26-50

4+ > 50

Grading Scheme for Anterior Chamber Flare

Grade Description

0 None

I+ Faint

2+ Moderate (iris and lens details clear)
3+ Marked (iris and lens details hazy)
4+ Intense (fibrin or plastic aqueous)

Grading Scheme for Vitreous Haze

Grade Description (clinical finding)

Nil (nene)

Minimal (posterior pole clearly visible)

Mild (posterior pole details slightly hazy)
Moderate (posterior pole details very hazy)
Marked (posterior pole details barely visible)

N A

Severe (fundal details not visible)

Notes: Data from Nussenblatt et al™** Reproduced from Standardization of
Uveitis Nomenclature (SUN) Working Group. Standardization of uveltls nomencla-
ture for reporting clinical data. Results of the First International Workshop. Am |
Ophthalmel. 2005;140(3):509-516. Copyright 2005, with permission from Elsevier.'
Adapted with permission of Touch Medical Media, from Zierhut M, Deuter C,
Murray Fl. Classification of Uwveitis = Current Guidelines. European Ophthalmic
Review. Copyright 2007, permission conveyed through Copyright Clearance
Center, Inc

Abbreviation: SUN, the Standardization of Uveitis Nomenclature.
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hypertension, diabetes mellitus, kidney diseases, hyperthyroid-
ism, any ocular diseases or use of any systemic medication (eg,

steroids, nonsteroidal anti-inflammatory drugs) or vitamins.

Parents or legal guardians of all study participants were
required to sign written informed consent which explained
the aims, design and expected outcomes of the study. The
study was performed in accordance with the Declaration of
Helsinki on Biomedical Research Involving Human
Subjects. The study protocol and procedures were
approved by the Ethics Committee of the Medical
University of Bialystok (No R-1-002/144/2019).

Measurements

For personal use only.

had GCs therapy in the past.
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was determined by immunoturbidimetric method using
CRP4 reagent kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Germany). In this method, human CRP agglutinates with
biologically inert latex particles coated with mouse mono-
clonal anti-CRP antibodies. The aggregates are determined
turbidimetrically at 570 nm. The coefficient of variation
values (CVY%) of intra-assay precision (repeatability) were
1.7% for 3.63 mg/L and 1.3% for 9.69 mg/L, and inter-

stored at —80 "C until measurements were obtained.

using a commercially available kit
Immunoassay (R@D Systems, Inc., Minneapolis, MN,
USA). ELISA kit was used following the manufacturer’s
instructions. Readings were performed using an ELISA
microplate reader (ANTHOS, Wals/Salzburg, Austria) at an
absorbance value of 450 nm. The results were expressed in
pg/mL. Sensitivity of the assay was 0.207 pg/mL. The coeffi-
cients of variation values (CV%) of intra-assay precision was
2.3%for 7.34 pg/mL and 1.9% for 14.7 pg/mL and inter-assay
precision was 5.9% for 4.43 pg/mL and 5.3% for 14.4 pg/mL.

The concentration of C reactive protein (CRP) in serum

After the participants had rested in the sitting position for
30 minutes, blood samples were collected from peripheral
veins before starting the treatment. The serum was sepa-
rated by centrifugation immediately at 1.500xg for 10
minutes at room temperature and sera were collected and

Following blood sample collection, all patients with
chronic idiopathic uveitis required both topical and gluco-
corticosteroid (GCs) treatment (first intravenous, then
oral), with a maintenance dose not exceeding 10 mg oral
prednisolone equivalent per day. Systemic GCs treatment
was as short as possible with a maximum duration of two
months. All patients with chronic non-infectious uveitis

The concentration of ET-1 in serum was determined by
sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
Endothelin-1

assay precision (intermediate precision, 2 aliquots per run,
2 runs per day, 21 days) was 1.7% for 3.63 mg/L and 1.7%
for 9.69 mg/L.

All patients underwent detailed ophthalmologic exam-
ination including best corrected visual acuity measurement
using Snellen Chart or illiterate E charts, intraocular pres-
sure with TonoPen, slit-lamp examination and dilated fun-
dus examination using Volk lens. Refractive error was
determined using cycloplegic refraction after the applica-
tion of 1% Tropicamide with a TONOREF™ Nidek's
Auto Ref/Kerato/Tono/Pachymeter.

Statistical Methods

Statistical analysis was performed using Statistica 13 PL
(StatSoft, Poland). Normality of distribution of variables
was checked by the Shapiro-Wilk test. The data did not
follow a normal distribution. The results were expressed as
means and standard deviations (SD) and medians and
quartiles (Q1, Q3), or numbers (n) and percentages (%).
Study participants were compared in regard to gender and
age by the Pearson chi-square test. Differences between
the study group and controls were evaluated using the
Mann-Whitney U-test. To test differences between the
location and grade of inflammation, the ANOVA rank
Kruskal-Wallis test was done. Post-hoc comparisons fol-
lowing the ANOVA rank Kruskal-Wallis test were per-
formed using Tukey's test. Correlations between variables
were assessed by the Spearman’s rank correlation coeffi-
cient. The results were considered to be statistically sig-
nificant when p values were lower than 0.05.

Results

Seventeen Caucasian individuals (7 females, 10 males)
with the mean age of 12.3 + 4.3 years, aged from 5 to
17 years, with chronic non-infectious uveitis and 22 age-
and gender-matched healthy subjects with the mean age of
11.6 + 4.5 years, aged from 4 to 17 years, were recruited
for the study. Best corrected visual acuity of the eye with
inflammation ranged from 0.7 to 0.9. Subjects from the
control group had full visual acuity and did not require
correction. All patients with chronic uveitis and controls
had normal intraocular pressure of 14-18 mmHg.

The basic characteristics of idiopathic uveitis patients
and controls are summarized in Table 2. Statistically sig-
nificant difference between ET-1 concentration in patients
with chronic idiopathic uveitis and controls was observed
(p = 0.008) (Figure 1). In chronic idiopathic uveitis, the
range of ET-1 was very narrow and ranged from 0.86 pg/
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Group
Parameter Chronic ldiopathic Uveitis Control Group P values
MNumber, n 17 22
Age, years 123 £ 430 I1.6 £ 446 0.581
Gender (female/male), n (%) 7 (41)10 (59) I (50011 (50) 0.201
Age group (£13/>13 year), n (%) 9(53)/8(47) 13 (59)/9 (41) 0393
Endothelin-1, pg/mL 133 (1.22; 1.48) 1.93 (L1; 3.11) 0.008

Motes: The results are presented as mean and standard deviation (SD) and medians and quartiles (QI; Q3), or numbers (n) and percentages (%).

mL to 1.56 pg/mL. In controls, the value range of ET-1
concentration was wider and extended from 0.33 pg/mL to
3.83 pg/mL. In further analysis the relationship between
ET-1 concentrations and participant characteristics were
assessed in subgroups, taking into account gender and
age group (<13/>13 years of age). No significant differ-
ences were found in ET-1 levels between the genders and
age groups, either in uveitis patients (p = 0.807; p = 0.961,
respectively) or controls (p = 0.646; p = 0.504, respec-
tively). No correlations were established between ET-1
concentration and age, either in idiopathic uveitis patients
or controls (¥ = —0.070, p = 0.789 and » = -0.257, p =
0.248, respectively).

Characteristics of chronic idiopathic uveitis patients are
presented in Table 3. All chronic idiopathic uveitis patients
presented an insidious onset and persistent duration. The mean
age at onset of patients with chronic uveitis was 11.7 + 4.3
years, mean follow-up period (treatment duration) 111 + 13.7
days and disease duration 202 + 62.6 days. CRP concentration

Endothelin-1 (pgimL)
-
-
>

Control group Chronic idiopathic uveitis

Figure | Box and whisker plots and scatter plots of serum endothelin-| concen-
trations in control group and chronic idiopathic uveitis. Boxes represent the inter-
quartile range (25th=75th percentiles), the point in the box represents the median,
and the whiskers extend to the most extreme data points (range).

in all patients with chronic uveitis was within a normal range
(up to 5 mg/L) with median (Q1; Q3) 0.6 (0.3; 0.9) mg/L. In
the study cohort, no differences were established in ET-1
concentrations between uveitis patients with different best
visual acuity: 0.7, 0.8 and 0.9 [medians (Q1; Q3): 1.30
(0.95; 1.39) vs 1.37 (1.22; 1.44) vs 1.39 (1.15; 1.54) pg/mL;
H=1.102, p=0.576]. There were no correlations between the
levels of ET-1 and CRP (r=—0.118, p=10.651), between ET-1
levels, and the best corrected visual acuity and intraocular
pressure of the eye with inflammation (¥ = 0.259, p = 0.315
and r = 0.186, p = 0.475, respectively)

Nine out of 17 patients participating in the study presented
with anterior uveitis, 5 — posterior uveitis and 3 — panuveitis;
16 with unilateral and 1 with bilateral laterality. Considering
the location of inflammation, there were no differences
between ET-1 concentrations in anterior uveitis, posterior
uveitis and panuveitis [medians (Q1; Q3): 1.37 (1.28; 1.48)
vs 1.22(0.95; 1.39) vs 1.33 (1.22; 1.50) pg/mL; H=0.912, p=
0.634, respectively]. No significant differences in ET-1 con-
centrations between chronic idiopathic uveitis patients with
varying grades of inflammation were observed (Table 4).

Discussion

In our study, we observed significantly lower ET-1 concentra-
tion in patients with chronic idiopathic uveitis in comparison
to controls. We concluded that ET-1 expression is disturbed in
chronic idiopathic uveitis irrespective of anatomical location
and grade of inflammation. The significantly lower concentra-
tion of ET-1 observed in both females and males may indicate
dysregulation in the endothelin signaling pathway and may be
considered a predictive factor for long-term structural damage
of ocular tissues. Our study is the first to demonstrate lower
levels of ET-1 in chronic non-infectious uveitis and therefore
we are unable to compare our results with those of other
authors. Studies on uveitis have been performed in patients
with rheumatological diseases associated with uveitis and on
induced animal models of uveitis. The most common type of
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Table 3 Characteristics of Chronic Idiopathic Uveitis Patients and the Grades of Inflammation According to SUN Criteria

Age | Sex Visual Acuity | Anatomical Anterior Anterior Yitreous CRP, mg/ | ET-, pg/
(F/M) | (RIL) Location Chamber Cells Chamber Flare Haze L mL
15 | M 1.0/0.9 A 0.5+ I+ 0.2 1.56
17 | F 0.9/1.0 P 0.6 1.56
7 M 0.8/1.0 A 05+ 1+ 0.88 1.44
17 | M 0.9/1.0 A 0.5+ I+ 03 1.3
I F 1.0/0.8 AtP I+ I+ I 03 1.22
6 | M 0.7/1.0 P I 03 0.86
17 | F 1.0/0.7 A+P I+ 2+ | 0.6 1.33
9 F 1.0/0.9 A 0.5+ I+ 0.1 1.52
15 | F 1.0/0.9 A 05+ 1+ 0.9 1.09
o | M 0.7/1.0 P 2 0.2 1.39
17 | M 1.0/0.7 P 2 0.5 0.95
8 M 0.9/0.9 P | 13 1.22
13 | M 1.0/0.8 A I+ 2+ 0.5 1.37
13 | F 1.0/0.7 A I+ 2+ 3.08 1.28
15 | M 1.0/0.7 A+P I+ 1+ 0.91 1.5
5 F 1.0/0.9 A 05+ I+ 0.79 1.07
5 M 0.9/1.0 A 05+ 1+ 38 1.48

Abbreviations: A, anterior uveitls; A+F, panuveitis; CRF, C reactive protein; ET-1, endothelin-1; F female; L, left; M, male; P posterior uveitis; R, right; SUN, the

Standardization of Uveitis Nomenclature.

Table 4 Concentrations of Endothelin-| Depending on the Grade of Inflammation

Grade of Inflammation ETI, pg/mL p values
Number 7 5

Anterior chamber cells (grade 0.5+ vs |+) 1.44 (1.1; 1.52) 1.33 (1.28; 1.37) 0.745
Number 9 3

Anterior chamber flare (grade 1+ vs 24) 1.44 (1.22; 1.50) 1.33 (1.28; 1.37) 0.711
Mumber 6 2

Vitreous haze (grade | vs 2) 1.27 (1.22; 1.50) 1.17 (0.95; 1.39) 0.868

Note: The results are presented as medians and quartiles (Q1; Q3).
Abbreviation: ET-1, endothelin-1.

idiopathic uveitis in our study cohort was anterior chronic
uveitis with an insidious onset and persistent duration, as
confirmed by the reports of other authors.**

ET-1 modulates pericyte contractility to regulate retinal
blood flow and is involved in the regulation of intraocular

1718 An amount of

pressure and aqueous humor dynamics.
blood needed in various organs and tissues varies and is
achieved by adapting perfusion pressure and local resistance
to flow. The blood flow in various tissues in the eye is regulated
differently.® The eye is supplied by two vascular systems: the
uveal and the retinal vessels. The retinal blood flow is char-
acterized by a low perfusion rate, a high vascular resistance and
a high oxygen extraction. By contrast, the choroid blood flow
shows a high perfusion rate, a low vascular resistance and
a low oxygen extraction. Vascular dysregulation (VD) plays
a significant role in the pathogenesis of uveitis. Patients with

primary VD tend to have signs of oxidative stress and a slightly
increased ET-1 plasma level. The secondary VD occurs in the
case of autoimmune disorders in different diseases.”’

The human serum level of ET-1 has a low but measurable
concentration of 0.7-5.0 pg/mL***” and is characterized by
a very short half-life in the blood — around 7 minutes. Low
concentration in the blood results from active uptake by
receptors present in epithelial cells and high activity of the
endothelin-degrading enzyme. In tum, attachment of the
endothelin to the receptor and the subsequent internalization
of the receptor-ligand complex to the cytosol, protects it from
biodegradation and prolongs this time.***! So, the concen-
tration of ET-1 in plasma depends on several elements as
synthesis, connection with receptors and the efficiency of
mechanisms eliminating from the body in the lungs, kidneys
and liver* It should be noted that hypoxia is a strong
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stimulator of ET-1 in vivo and in vitro, since the concentra-
tion of this peptide in the blood of people with hypoxaemic
cor pulmonale is the same as in healthy volunteers during
short-term hypoxaemia -+

There is increasing evidence that the endothelin signal-
ing pathway plays a key role in the pathogenesis of several
ocular diseases. But only two studies presented lower
expression of ET-1, in adult patients with retinitis
pigmentosa®® and in children with high myopia with the
axial length of the eye >26 mm.*

In our study, patients with chronic idiopathic uveitis had
significantly lower ET-1 concentrations in comparison to con-
trol subjects. In all chronic uveitis patients, ET-1 levels were
almost at the same level within a very narrow range.
Disturbance of the endothelin signaling pathway can play
a key role in permanent visual impairment in patients with
chronic idiopathic uveitis.*” Low concentration of ET-1 may
lead to decreased blood flow in the choroidal vessels by effect-
ing in reversing the balance between ET-1 and nitric oxide
(NO) concentration. In chronic inflammation the balance
between vasoconstriction and vasodilatation factors is dis-
turbed in favor of vasoconstriction.*’ This condition is also
sometimes referred to as “NO deficiency” because NO is the
main factor responsible for maintaining proper vascular tone.
Consequently, the production of pro-thrombotic and inflam-
matory factors by the endothelium increases which initiates
a sequence of events that ultimately leads to tissue damage.*®

Several studies have demonstrated that ET-1 contributes
to the development of inflammatory processes in the vascular
wall. It has been shown that ET-1 is associated with an
inflammatory response involving activation of transcription
factors, such as nuclear factor (NF-xB) and expression of
proinflammatory cytokines, including tumor necrosis factor
alfa (TNF-0), interleukin-1 (IL-1) and IL-6.*" In turn, these
transcription factors and proinflammatory cytokines can sti-
mulate ET-1 production.w IL-33, a crucial member of the IL-
1 family, is considered a dual function protein which exerts
its pro- or anti-inflammatory effect by acting as both an
intracellular nuclear factor and a cytokine.*' ET-1 increases
the expression of soluble IL-33 receptors (sST2, suppression
of tumorigenicity 2 receptors) which may prevent binding of
IL-33 to cell-surface receptors.

Epithelium responds to various environmental factors by
releasing key cytokines such as thymic stromal lymphopoie-
tin (TSLP), [L-33 and IL-25,* cytokines regarded as type 2
immune response-initiating.** The IL-33/ST2 axis could
affect cells both of the innate and adaptive immune
s.ys;tem."'4 Many studies have demonstrated recently that the

IL33/ST2 axis plays crucial role in several eye discases,
including uveitis.** [L-33 was significantly upregulated in
autoimmune uveitis in mice® and in patients with Behget’s
uveitis.*” However, no differences in IL-33 levels in cither
serum or aqueous humor were observed between acute ante-
rior uveitis and controls.”* Future investigations should re-
evaluate the role of IL-33/ST2 in different types of uveitis,
compare differences between infectious and noninfectious
uveitis and clarify potential reasons for the discrepancy.

The use of GCs especially in general are the primary
treatment choice in patients with chronic idiopathic uveitis
but it is associated with a multiple number of side effects
in the eye.*~** The most common complication after local
GCs use is increased intraocular pressure and cataract
development. ET-1 synthesis in human cells is regulated
at the transcription level and GCs may reduce gene
expression.”® GCs reduce prostaglandin E accumulation
in rabbit eyes by limiting the availability of the substrate
for prostaglandin and leukotrienes biosynthesis and thus
suppress the inflammatory response.”* Keles et al showed
that dexamethasone reduced intraocular inflammation by
lowering levels of inducible nitric oxide synthase (iNOS)
and TNF-u expression in rat model of endotoxin-induced
uveitis.>* It has been reported that budesonide given sub-
cutaneously reduced ET-1 level by 72% in induced bron-
chial asthma rats.”® Tseimakh et al also have observed
significantly reduced ET-1 levels in chronic obstructive
pulmonary disease patients treated with systemic and
inhaled GCs.*® Given the mechanism of action of GCs
and their influence on ET-1 expression, the question arises
whether their use in children and adolescents with chronic
idiopathic uveitis can bring good results or lead to tissue
damage. It is difficult to say whether the ET-1 concentra-
tion was lower initially in chronic non-infectious uveitis or
was it the result of the GCs used in the past.

The two major limitations of our study were the small
sample size and the observational design of the study. This
did not allow us to draw firm conclusions about causality.
In addition, the inability to assess the concentration of
factors known to promote the expression and inhibitors
of ET-1 and proinflammatory cytokines in this study may
limit the spectrum of possible associations. In connection
with the role that inflammation plays in tissue damage and
the development of undesirable symptoms, new methods
of controlling the inflammatory response are constantly
being sought. However, further studies involving a larger
number of participants and longer follow-up duration are
required to confirm our results.
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Conclusions
ET-1 expression is disturbed in pediatric chronic idiopathic
uveitis irrespective of the anatomical location and grade of

inflammation. We conclude that lower ET-1 expression

plays a crucial role in disturbed vascular tone control and

can result in permanent visual impairment in chronic non-

infectious uveitis.

Abbreviations
AAU, acute anterior uveitis; ET-1, endothelin-1; ETA,
endothelin receptor A; ETB, endothelin receptor B; GCs,

glucocorticosteroids; IL, interleukin; NO, nitric oxide; NF,

nuclear factor;

SUN, Standardization of Upveitis

Nomenclature; ST2, suppression of tumorigenicity 2;

TNEF, tumor necrosis factor; TSLP, thymic stromal lym-

phopoietin; VD, vascular dysregulation; VSMC, vascular

smooth muscle cells.
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6. Streszczenie

Streszczenie w jezyku polskim

Endotelina-1 (ET-1, enothelin-1) jest szeroko rozpowszechniona w ludzkich tkankach
1 wydzielana gléwnie przez naczyniowe komorki migsni gltadkich (VSMC, vascular smooth
muscle cells). Odpowiada za silny skurcz naczyn krwiono$nych i przyczynia si¢ do rozwoju
procesoéw zapalnych.

Kroétkowzrocznos$é jest jedna z najczestszych chordb gatki ocznej wystepujacej na
Swiecie. Patologiczna lub wysoka krotkowzroczno$¢ jest zwykle definiowana jako
rownowaznik sferyczny wady (SE) > —6,00 dioprii (D, diopter) lub dlugo$¢ gatki ocznej > 26
mm. Istnieje wiele doniesien w literaturze na temat zaangazowania czynnikow
srodowiskowych 1 genetycznych w rozwoj 1 progresje krotkowzrocznos$ci, ale dane dotyczace
mechanizméw komodrkowych sg ograniczone.

Zapalenie btony naczyniowej oka jest zapaleniem warstwy oka, ktoéra wysciela
wnetrze oka za rogowka. Doniesienia naukowe dostarczaja dowoddéw na temat znaczenia
wysokiego stezenia ET-1 w zapaleniu blony naczyniowej zwigzanej ze schorzeniami
reumatologicznymi lub w indukowanych zapaleniach blony naczyniowej oka na modelach
zwierzgcych, ale poziom ET-1 w przewleklym idiopatycznym zapaleniu blony naczyniowe;j
nie zostat do tej pory zbadany.

Celem badania byta ocena stezenia ET-1 we krwi dzieci i mlodziezy z wysoka
krotkowzrocznoscig oraz jego zwigzku z dlugoscig gatki ocznej 1 obecnoscig zmian
zwyrodnieniowych w siatkéwce. Celem drugiego badania byto oznaczenie st¢zenia ET-1 we
krwi dzieci i miodziezy z przewlekltym idiopatycznym zapaleniem btony naczyniowej oka
oraz jego zwigzku z anatomiczng lokalizacjg i stopniem nasilenia zmian zapalnych w oku.

Badanie przekrojowe przeprowadzono wsrdd 57  pacjentow  z  wysoka
krotkowzrocznoscig 1 29 os6b z grupy kontrolnej oraz u 17 pacjentow z przewleklym
idiopatycznym zapaleniem btony naczyniowej oka i 22 zdrowych osob. W obu badaniach
grupa kontrolna byla dobrana pod wzglgdem wieku i plci. Stezenie ET-1 w surowicy

mierzono za pomocg zestawu testu immunoenzymatycznego (ELISA).

Stwierdzono istotnie nizsze st¢zenie ET-1 u pacjentéw z wysoka krotkowzroczno$cia
w porownaniu do grupy kontrolnej (mediana (Q1; Q3): 1,47 (0,91; 1,87) vs 1,94 (1,1; 2,69)

pg/mL, p = 0,005). Nie stwierdzono korelacji pomig¢dzy st¢zeniem ET-1 a wiekiem, zarowno
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U pacjentow z wysoka krotkowzrocznoscig jak i w grupie kontrolnej (odpowiednio: r =
0,124,p = 0,364 i r= 0,069, p= 0,772). U pacjentow z wysoka krotkowzrocznoscia
stwierdzono staba ujemng korelacje pomiedzy stezeniem ET-1 a najdtuzszg dtugo$cig gatki
ocznej wybrang sposrod obu oczu (r =—0,255, p = 0,0558).

Dalsza analiza, nie wykazata istotnych roéznic pomiedzy st¢zeniem ET-1 w rdéznych
podgrupach pacjentéw, gdy wzicto pod uwage ple¢ (p = 0,841), wiek (p = 0,942) i obecnos¢
zaniku naczyniowkowo-siatkowkowego (p = 0,649). Wszyscy pacjenci z obwodowym
zanikiem naczynidéwkowo-siatkbwkowym mieli dtugos¢ gatki ocznej > 26 mm. Istotnie
nizsze stezenie ET-1 wykazano u pacjentow z dtugoscig gatki ocznej > 26 mm w poréwnaniu
do pacjentow z dtugoscia gatki ocznej < 26 mm [mediana (Q1; Q3): 1,23 (0,78; 1,72) vs 1,61
(1,12; 2,04) pg/mL, p < 0,041] i grupa kontrolng [mediana (Q1; Q3): 1,23 (0,78; 1,72) vs 1,94
(1,1; 2,69) pg/mL, p < 0,001]. Nie stwierdzono istotnych réznic w stezeniu ET-1 pomiedzy

pacjentami z dtugoscig gatki ocznej <26 mm a grupg kontrolna.

Istotnie statystycznie nizsze stezenie ET-1 stwierdzono u pacjentow z przewlektym
idiopatycznym zapaleniem blony naczyniowej oka w poréwnaniu do grupy kontrolnej
[mediana (Q1; Q3): 1,33 (1,22; 1,48) vs 1,93 (1,1; 3,11) pg/mL, p = 0,008]. Nie stwierdzono
korelacji miedzy stezeniem ET-1 a wiekiem, ani u pacjentow z przewlekltym idiopatycznym
zapaleniem btony naczyniowej oka ani u 0oso6b z grupy kontrolne;.

Dziewiegciu z 17 pacjentow prezentowato zapalenie przedniego odcinka, pigciu czgsci
tylnej i troje zapalenie calej btony naczyniowej oka. Nie stwierdzono rdéznic w stgzeniu ET-1
pomiedzy zapaleniem przedniego odcinka, czgsci tylnej i zapaleniem calej blony naczyniowe;j
oka [odpowiednio: mediana (Q1; Q3): 1,37 (1,28; 1,48) vs 1,22 (0,95; 1,39) vs 1,33 (1,22;
1,50) pg/mL; p = 0,634].

Nie obserwowano istotnych réznic w stezeniu ET-1 pomigdzy rdéznymi stopniami
zapalenia blony naczyniowej oka: pomigdzy stopniem 0.5+ vs 1+, w ktorych oceniano ilo$¢
komorek zapalnych w przedniej komorze oka [mediana (Q1; Q3): 1,44 (1,1; 1,52) vs 1,33
(1,28; 1,37) pg/mL; p = 0,745], pomiedzy stopniem 1+ vs 2+, w ktorych oceniano
przymglenie cieczy wodnistej w komorze przedniej oka [mediana (Q1; Q3): 1,44 (1,22; 1,50)
vs 1,33 (1,28; 1,37) pg/mL; p = 0,711], oraz pomiedzy stopniem 1 vs 2, w ktdrych oceniano
przymglenie ciala szklistego [mediana (Q1; Q3): 1,27 (1,22; 1,50) vs 1,17 (0,95; 1,39) pg/mL;
p = 0,868].

Dziatanie ET-1 moze by¢ wuposledzone u dzieci 1 milodziezy z wysoka

krotkowzroczno$cig 1 przewleklym idiopatycznym zapaleniem blony naczyniowej oka.
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Niskie stezenie ET-1 u pacjentéw z dlugoscia galki ocznej > 26 mm 1 z obecnoscia
zanikow  naczynidéwkowo-siatkbwkowych, = moze  wspolwystepowaé z  wysoka
krotkowzroczno$cig i nalezy je traktowac jako czynnik ryzyka w patofizjologii progresji
wysokiej krotkowzrocznosci.

U pacjentéw z idiopatycznym zapaleniem btony naczyniowej oka, niezaleznie od
anatomicznej lokalizacji i stopnia nasilenia zmian zapalnych w oku, stwierdzono niskie
stezenie ET-1 we krwi. WyciaggneliSmy wniosek, ze niskie poziomy ET-1 mogg odgrywac
kluczowg rol¢ w zaburzeniu kontroli napi¢cia naczyn i mogg by¢ przyczyng przewlektego

uposledzenia widzenia w przewleklym idiopatycznym zapaleniu btony naczyniowej oka.

Streszczenie w jezyku angielskim

Endothelin-1 (ET-1) is widely distributed in human tissues and is secreted mainly by
vascular smooth muscle cells (VSMC). It is responsible for strong vasoconstriction and
contributes to the development of inflammatory processes.

Myopia is one of the most common eye disorders in the world. Pathological or high
myopia is usually defined as the spherical equivalent (SE) >—6.00 diopters (D) or the axial
length of the eye > 26 mm. There are numerous literature reports on the involvement of
environmental and genetic factors in the development and progression of myopia, but there is
limited data regarding cellular mechanisms.

Uveitis is the inflammation of the uveal tract which lines the inside of the eye behind
the cornea. Many scientific reports provide data on the significance of higher ET-1
concentration in uveitis associated with rheumatological diseases or in induced uveitis on

animal models, but ET-1 level in chronic idiopathic uveitis has not been established to date.

The study aimed to evaluate the concentration of ET-1 in the blood of children and
adolescents with high myopia and its association with the axial length of the eye and the
presence of myopic retinal degeneration. The purpose of the second study was to determine
ET-1 concentration in the blood of children and adolescents with chronic idiopathic uveitis
and its relationship to the anatomical location and grade of inflammation.

The cross-sectional studies were carried out in 57 patients with high myopia and 29
control subjects and 17 patients with chronic idiopathic uveitis and 22 healthy controls. In
both studies, control groups were matched by age and sex. Serum concentrations of ET-1

were measured using an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit.
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A significantly lower concentration of ET-1 in highly myopic patients compared to
controls was found (median (Q1; Q3): 1.47 (0.91; 1.87) vs 1.94 (1.1; 2.69) pg/mL, p = 0.005).
No correlation was established between ET-1 concentration and age, either in highly myopic
patients or controls (r = 0.124, p= 0.364 or r = 0.069, p = 0.772, respectively).In patients with
high myopia, a weak negative correlation between ET-1 concentration and the longest axial
length out of the two eyes was found (r = —0.255, p = 0.0558).

In further analysis, no significant differences were found between ET-1 concentrations
in different patient subgroups when gender (p = 0.841), age (p = 0.942) and presence of
peripheral chorioretinal atrophy (p = 0.649) were taken into consideration. All patients with
peripheral chorioretinal atrophy had the axial length of the eye > 26 mm. Significantly lower
ET-1 concentration was found in patients with the axial length of the eye > 26 mm in
comparison to those with the axial length < 26 mm [median (Q1; Q3): 1.23 (0.78; 1.72) vs
1.61 (1.12; 2.04) pg/mL, p < 0.041] and controls [median (Q1; Q3): 1.23 (0.78; 1.72) vs 1.94
(1.1; 2.69) pg/mL, p < 0.001]. There was no difference between ET-1 concentration in
patients with the axial length of the eye <26 mm and controls.

Statistically significant lower ET-1 concentration in patients with chronic idiopathic
uveitis in comparison to controls was found [median (Q1; Q3): 1.33 (1.22; 1.48) vs 1.93 (1.1;
3.11), p = 0.008]. No correlations were found between ET-1 concentration and age, either in
chronic idiopathic uveitis patients or controls.

Nine out of 17 patients presented with anterior uveitis, 5 with posterior and 3 with
panuveitis. There were no differences in ET-1 concentrations between anterior, posterior and
panuveitis [median (Q1; Q3): 1.37 (1.28; 1.48) vs 1.22 (0.95; 1.39) vs 1.33 (1.22; 1.50)
pa/mL; p = 0.634, respectively].

No significant differences in ET-1 concentration between varying grades of ocular
inflammation in uveitis were observed: between grade 0.5+ vs 1+, where the number of
inflammatory cells in anterior chamber of the eye was assessed [median (Q1; Q3): 1.44 (1.1,
1.52) vs 1.33 (1.28; 1.37) pg/mL; p = 0.745], between grade 1+ vs 2+, where anterior chamber
flare was evaluated [median (Q1; Q3): 1.44 (1.22; 1.50) vs 1.33 (1.28; 1.37) pg/mL; p =
0.711] and between grade 1 vs 2, where vitreous haze was assessed [median (Q1; Q3): 1.27
(1.22; 1.50) vs 1.17 (0.95; 1.39) pg/mL; p = 0.868].

The effects of ET-1 may be impaired in children and adolescents with high myopia

and chronic idiopathic uveitis.

42



Rozprawa doktorska Katarzyny Powierzy

Lower ET-1 concentration in patients with the axial length of the eye > 26 mm or with

the presence of peripheral chorioretinal atrophy, may co-occur with high myopia and should

be considered as a risk factor in the pathophysiology of high myopia progression.

ET-1 concentration in patients with chronic idiopathic uveitis was decreased

irrespective of the anatomical location and grade of ocular inflammation. We conclude that

lower ET-1 levels play a crucial role in disturbed vascular tone control and can result in

permanent visual impairment in chronic idiopathic uveitis.
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