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STRESZCZENIE

Cel: Krotkowzrocznosé, a zwlaszeza krotkowzroczno$é patologiczna (PM), stanowi powazne obcigzenie dla zdrowia na
calym $wiecie ze wzgledu na rosnaca czesto$¢ wystgpowania i zwiazane z nia powiklania zagrazajace wzroku. Pomimo
szeroko zakrojonych badan genetycznych molekularne mechanizmy lezace u podstaw postepu krotkowzrocznos$ci pozostaja
niejasne. Niniejsze badanie ma na celu identyfikacj¢ kluczowych biatek przyczynowych i szlakow metabolicznych w
krotkowzrocznosci i PM oraz zbadanie potencjalnych celow terapeutycznych.

Metody: WykorzystaliSmy wieloomikowa strukturg integrujaca randomizacj¢ mendlowska (MR), analiz¢ kolokalizacji,
sieci interakcji biatko-biatko (PPI), wzbogacanie szlakow metabolicznych i dokowanie molekularne w celu zbadania
mechanizméw molekularnych krotkowzrocznosci i PM. Przeanalizowalismy pig¢ zestawoéw danych pQTL dotyczacych
calego proteomu, dwa zestawy danych eQTL dotyczacych krwi pelnej oraz metaboliczne GWAS w celu zidentyfikowania
bialtek, gendéw i metabolitow przyczynowych. Przeprowadzono symulacje dokowania matych czasteczek i dynamiki
molekularnej (MD) w celu oceny potencjalnych interakcji migdzy lekami a celami terapeutycznymi.

Whyniki: ZidentyfikowaliSmy PDGFRA, LRRTM2 i PCOLCE jako kluczowe regulatory krotkowzrocznosci i PM. PDGFRA
byt zwiazany z przebudowa macierzy zewnatrzkomérkowej (ECM) i aktywacjq fibroblastow, LRRTM2 z neurotransmisja
siatkowki i sygnalizacja dopaminowa, a PCOLCE ze stabilno$cia kolagenu i biomechanika twardowki. Analiza
wzbogacenia funkcjonalnego wskazala sygnalizacj¢ immunologiczng, metabolizm lipidow i szlaki stresu oksydacyjnego
jako czynniki przyczyniajace si¢ do patogenezy krotkowzrocznosci. Dokowanie molekularne i symulacje MD
zidentyfikowaty 1,3-propanodiol, kwas cis-9-oktadekenoowy i 17-beta-estradiol jako potencjalne zwiazki terapeutyczne,
ktore moga stabilizowa¢ ECM, wzmacnia¢ neurotransmisj¢ i wzmacnia¢ integralno$¢ twardowki.

Whnioski: Nasza wieloomiczna struktura nadaje priorytet PDGFRA, LRRTM2 i PCOLCE jako kandydatom powiagzanym z przebudowa
ECM, neurotransmisjg i biomechanika twardéwki w krotkowzrocznosci i PM. Integracja MR z analizami kolokalizacji, PPI
i szlakéw prowadzi do hipotez mechanistycznych i mozliwych do przetestowania celow. Wyniki dokowania/MD maja
charakter eksploracyjny i przed wyciagnigciem jakichkolwiek wnioskow terapeutycznych wymagaja eksperymentalnej
walidacji.

1. Wprowadzenie

Kroétkowzroczno$é, a zwlaszcza krotkowzroczno$¢ patologiczna (PM),
stanowi powazny problem zdrowotny na catym $wiecie ze wzgledu na rosnaca
czgsto$¢é wystgpowania i ryzyko niecodwracalnych powiklan zagrazajacych
wzroku, takich jak makulopatia krotkowzroczna, odwarstwienie siatkowki i

twardowki, naczyniowki i siatkdwki, przyczyniajac si¢ do rozwoju PM.>¢
Mechanizmy lezace u podstaw tego zjawiska obejmuja nadmierny wzrost osiowy
spowodowany biomechanicznym ostabieniem macierzy zewnatrzkomorkowej
(ECM) twardowki, zmieniona regulacj¢ przeplywu krwi w naczynidowce oraz
zaburzenia w szlakach sygnatowych siatkowki.” Prognozy epidemiologiczne
szacuja, ze do 2050 r. prawie 50% S$wiatowej populacji bedzie miato

jaskra '°. W Azji Wschodniej problem ten dotyka nawet 80-90% mtodych krotkowzroczno$é, a okoto 10% z nich rozwinie wysoka krotkowzroczno$¢, co

dorostych, a liczba przypadkow wysokiej krotkowzrocznosci rowniez rosnie.*
Wysoka krotkowzrocznos¢, definiowana jako rownowaznik sferyczny -6,00 D
lub gorszy, wiaze si¢ z postgpujacym wydluzeniem osiowym i zmianami

strukturalnymi w

podkresla pilng potrzebg skutecznych interwencji profilaktycznych i
terapeutycznych wykraczajacych poza korekcjg optyczna, taka jak okulary i
soczewki kontaktowe.®”

* Autor korespondencyjny: MRC Mitochondrial Biology Unit, Department of Clinical Neurosciences, University of Cambridge, Cambridge CB2 0XY, Wielka Brytania.
** Autor korespondencyjny: Tianjin Eye Hospital, No.4 Gansu Road, Heping District, Tianjin, Chiny.
Adresy e-mail:xc350@cam.ac.uk (X. Cui),5020200063(@nankai.edu.cn (Q. Han).
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Etiologia krotkowzrocznosci jest wieloczynnikowa i wynika zaréwno z
predyspozycji genetycznych, jak i czynnikow $rodowiskowych, takich jak
dlugotrwata praca w bliskiej odleglosci i niewystarczajaca ekspozycja na $wiatto
zewngtrzne ', Badania asocjacyjne catego genomu (GWAS) pozwolily
zidentyfikowa¢ ponad 400 loci genetycznych zwiazanych z wadami refrakcji, co
podkresla znaczng dziedziczno$¢ krétkowzrocznoscei.'>!?  Jednak pomimo tych
odkry¢, doktadne mechanizmy molekularne taczace warianty genetyczne z
patogeneza  krotkowzrocznosci  pozostaja  stabo  poznane.'* Postep
krotkowzroczno$ci  wiaze si¢  z przebudowy macierzy
zewnatrzkomoérkowej, nieprawidlowa aktywnos$cia fibroblastow twardéwki oraz
zaburzeniami sygnalizacji neuroprzekaznikoéw siatkowki, szczegdlnie tych

zaburzeniami

zwigzanych ze szlakami dopaminy i kwasu retinowego.'” Najnowsze dowody
sugeruja, ze zaburzenia regulacji biatek odgrywaja kluczowa role w tych
procesach, co sprawia, ze bialka sa idealnymi kandydatami do interwencji
terapeutycznej.'®  Biatka maja bezposredni wptyw na zmiany genetyczne,
przektadajac ryzyko genetyczne na zmiany fenotypowe na poziomie tkankowym.
Jednak wigkszo$¢ wezesniejszych badan koncentrowata si¢ wylacznie na loci
genetycznych, nie uwzgledniajac w sposob systematyczny zmian biatkowych
istotnych z funkcjonalnego punktu widzenia.

Aby wypehni¢ t¢ lukg, zastosowaliémy randomizacje mendlowska (MR).!”
Ta solidna struktura analityczna wykorzystuje warianty genetyczne jako zmienne
instrumentalne do wnioskowania o zwiazkach przyczynowych migdzy konkretnymi
ekspozycjami a skutkami chorobowymi.'® W przeciwienstwie do tradycyjnych
badan epidemiologicznych, MR tagodzi bigdy wynikajace z zmiennych
zaklocajacych i odwrotnej przyczynowosci, dostarczajac solidnych dowodoéw na
zwiazki przyczynowo-skutkowe.'” Poprzez integracj¢ danych dotyczacych loci
cech ilosciowych biatek (pQTL) i loci cech ilosciowych ekspresji (eQTL)
staraliSmy si¢ odkry¢ biatka i geny, ktore maja bezposredni wplyw na
krotkowzroczno$é i PM, identyfikujac w ten sposOb potencjalne cele
terapeutyczne.

Kluczowa

zaleta badania  jest jednoczesne  badanie

krotkowzroczno$cei i PM, co pozwala na bardziej kompleksowe zrozumienie ich

naszego

mechanizméw molekularnych. W przeciwienstwie do poprzednich badan
skupiajacych sig¢ na pojedynczych
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genetycznych loci lub ograniczonych zbiorow danych, zastosowali$my podejscie
multiomiczne, integrujac pie¢ duzych zbiorow danych pQTL dotyczacych catego
proteomu oraz dwa zbiory danych eQTL dotyczacych krwi peinej. Ta wysokiej
rozdzielczosci ocena zwiazkow przyczynowych migdzy ekspresja biatek,
regulacja genow i ryzykiem krotkowzrocznosci pozwala nam wyjs$¢ poza proste
powiazania genetyczne i uzyska¢ mechanistyczny wglad w postgp choroby.
Ponadto wlaczyliSmy analizg interakcji biatko-biatko (PPI), wzbogacenie
szlakoéw metabolicznych oraz przesiewanie lekow maloczasteczkowych w celu
systematycznej identyfikacji i ustalenia priorytetow celow terapeutycznych o
znaczeniu klinicznym *°. Wyniki te stanowia molekularne ramy patogenezy
krotkowzroczno$ci, wskazujac biatka kandydujace, ktore moga stuzy¢ jako
realne cele farmakologiczne, oraz torujac drogg dla strategii medycyny
precyzyjnej majacych na celu zlagodzenie postgpu krotkowzrocznosci i
zwiazanych z nia powiktan.

2. Metody i materialy
2.1. Projekt badania

W niniejszym badaniu wykorzystano kompleksowa struktur¢ multiomikowa
w celu zidentyfikowania i ustalenia priorytetow celow terapeutycznych dla
krotkowzrocznosci i PM  poprzez integracj¢ danych proteomicznych,
transkryptomicznych i metabolomicznych z badaniami genetycznymi (rys. 1,
tabela S2). Podej$cie to obejmowato czterostopniowy proces analityczny: (1)
pozyskiwanie danych z wielkoskalowych badan GWAS, w tym zestawow
danych pQTL, eQTL i metabolomicznych GWAS; (2) wnioskowanie
przyczynowo-skutkowe z wykorzystaniem MR w celu identyfikacji biatek,
gendw i metabolitow zwiazanych z krotkowzrocznoscia i PM; (3) walidacja
funkcjonalna poprzez analizg kolokalizacji, analiz¢ PPI, wzbogacenie szlakow
metabolicznych i dokowanie matych czasteczek oraz (4) symulacje MD w celu
oceny stabilnosci i wykonalno$ci interakcji migdzy lekiem a celem. W badaniu
zastosowano rygorystyczne ramy statystyczne w celu zapewnienia solidno$ci i
powtarzalnosci, stosujac

Outcome:

% Myopia FinGenn R12 5406 cases and 476776
controls

W Pathological Myopia FinGenn R12 228 cases
and 478098 controls

185

pQTL and eQTL MR Analysis:

¥ Proteome-Wide MR

% Genome-Wide MR

SNP

X Colocalization Analysis

¥ Protein-Protein Interaction
7 \/}
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Ryec. 1. Przeglad projektu badania i ram analitycznych. Schemat przedstawia przebieg badania, w tym zZrodla danych, wybor instrumentéw genetycznych, analiz¢ randomizacji
mendlowskiej (MR) oraz dalsza walidacj¢ funkcjonalna. Jako ekspozycje wykorzystano poziomy biatek w osoczu, a instrumenty genetyczne pochodzity z wielu kohort. Wynikami
byly krotkowzrocznos$é i krotkowzrocznos¢ patologiczna, a analizy MR catego genomu i proteomu przeprowadzono przy uzyciu loci cech ilosciowych biatek (pQTL) i loci cech
ilosciowych ekspresji (eQTL). Istotne powigzania oceniono dodatkowo poprzez kolokalizacjg, wzbogacenie szlakow, interakcje biatko-biatko i symulacje dynamiki molekularnej.
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Wielokrotne modele MR i analizy wrazliwo$ci w celu ztagodzenia potencjalnych
bledow systematycznych i efektow zaklocajacych. WybraliSmy pig¢ duzych
zasobéw pQTL, aby zmaksymalizowaé replikacj¢ migdzy platformami i
zmniejszy¢ prawdopodobienstwo, ze wyniki bgda oparte na jednej kohorcie lub
platformie badawczej. Strategia ta zwigksza solidno$¢ poprzez potwierdzenie
instrumentow biatkowych w réznych projektach badan, wielkosciach probek i
technologiach pomiarowych. Zasoby te zapewniaja uzupelniajace si¢ pokrycie
biatek, transkryptéw i metabolitéw, umozliwiajac bardziej kompleksowe i oparte
na Dbiologii ramy dla przyczynowego w  przypadku
krotkowzrocznosci i PM.

wnioskowania

2.2. Zrédla danych

Uzyskano zbiorcze dane statystyczne z wielu badan GWAS na duza skalg w
celu  zbadania  genetycznych  determinantow  krotkowzrocznosci i
krotkowzrocznosci patologicznej (PM). Dane GWAS pochodzity z bazy danych
FinnGen, ktora zawiera 5406 przypadkow krotkowzrocznosci i 476 776
przypadkow kontrolnych, a takze 228 przypadkow PM i 478 098 przypadkoéw
kontrolnych. FinnGen integruje dane genetyczne z finskich biobankow z
krajowymi rejestrami zdrowia, oferujac dobrze zdefiniowane ramy kontroli
przypadkéw w ramach duzej kohorty populacyjnej. W niniejszym badaniu
wyniki dotyczace krotkowzrocznosci i PM  pochodzily wylacznie z
podsumowania statystyk FinnGen R12. W bazie FinnGen PM definiuje si¢ przy
uzyciu kodow diagnostycznych przypisanych z krajowych rejestrow; ocena
tylnego staphyloma twardowki i stopnia zaawansowania ATN nie byla dostgpna
na poziomie statystyk podsumowujacych, dlatego nie mozna jej bylo
zastosowaé. Uznajemy to za ograniczenie i traktujemy wyniki dotyczace PM
jako hipotezg, ktora nalezy powtérzy¢ w przysztych zestawach danych z
ujednoliconymi definicjami opartymi na obrazowaniu.

Dane pQTL dotyczace catego proteomu uzyskano z pigciu niezaleznych
kohort. Badanie AGES to podluzne badanie populacyjne dotyczace starzenia si¢
i choréb przewlektych, dostarczajace cennych informacji na temat zmian
ekspresji bialek wraz z wiekiem.”?! Kohorta Decode Icelandic wykorzystuje
strukturg populacji zatozycielskiej, co czyni ja szczegOlnie przydatna do
identyfikacji genetycznych determinantow poziomu biatek we krwi. >> Badanie
Atherosclerosis  Risk in  Communities (ARIC) to dilugoterminowe badanie
epidemiologiczne kohortowe poswigcone czynnikom ryzyka chordéb sercowo-
naczyniowych, w ramach ktérego dostgpne sa obszerne profile proteomiczne.”
Badanie FinnGen integruje dane z biobanku i rejestru w celu zwigkszenia mocy
statystycznej w identyfikacji powiazan pQTL. ** UK Biobank (UKB) to
wielkoskalowa prospektywna kohorta z doglebna fenotypizacja genetyczng i
zdrowotna. *° Jest to kluczowe Zzrodlo informacji do badania zmiennosci
proteomicznej w réoznych cechach i chorobach.

Dane eQTL uzyskano z projektu GTEx (Genotype-Tissue Expression) oraz
konsorcjum eQTLGen. GTEx zapewnia specyficzne dla tkanki powiazania
eQTL w wielu narzadach, umozliwiajac badanie regulacji ekspresji genéw w
odpowiednich tkankach.”® Konsorcjum eQTLGen gromadzi powiazania eQTL
oparte na badaniach krwi z rdéznych kohort, zwigkszajac moc statystyczna
wykrywania wplywu genetycznego na ekspresjg genéw.”” W niniejszym badaniu
potaczylismy statystyki podsumowujace z tych dwoch zestawoéw danych eQTL,
aby stworzy¢ zharmonizowany zestaw danych, ktory nastgpnie wykorzystalismy
do dalszych analiz MR. Integracja ta pozwolita nam zwigkszy¢ moc statystyczna
i poprawi¢ doktadno$¢ naszych wnioskow dotyczacych roli ekspresji genow w
ryzyku wystapienia krotkowzroczno$ci.

Dane metabolomiczne GWAS pochodza z szeroko zakrojonego badania
profilowania metabolicznego, w ramach ktérego zmierzono 1400 metabolitow z
roznych klas biochemicznych, w tym aminokwasow, lipidow, weglowodanow i

markeréw stresu oksydacyjnego “f. Zbiory tych danych zapewniaja
kompleksowy obraz zaburzef metabolicznych w organizmie i ich potencjalnego
wplywu na rozwaj krotkowzrocznosci. Uwzglednienie danych

metabolomicznych pozwolito nam zbadaé zwiazki przyczynowo-skutkowe
migdzy cechami metabolicznymi a ryzykiem krotkowzrocznosci, co dodatkowo
potwierdza stuszno$¢ naszego wieloomikowego podejscia do odkrywania
nowych celow terapeutycznych.

2.3. Analiza MR

Przeprowadzono analiz¢ MR w celu wywnioskowania zwiazkoéw
przyczynowych migdzy ekspozycjami uwarunkowanymi genetycznie a ryzykiem
krétkowzroczno$ei, wykorzystujac polimorfizmy pojedynczych nukleotydow
(SNP) jako zmienne instrumentalne (IV). Oddzielne analizy MR
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dla zestawoéw danych proteomicznych, transkryptomicznych i metabolomicznych
przy uzyciu ustrukturyzowanego podejscia obejmujacego wybor zmiennych
instrumentalnych, modelowanie wnioskowania przyczynowego i testy wrazliwosci.
v

zostaly wybrane z zestawow danych pQTL i eQTL na podstawie istotnosci
genomowej (P < 5 x107®) i skupisk nierownowagi sprzgzen genetycznych (LD)
(R? < 0,01, okno skupisk = 10 000 kb) w celu zapewnienia ich niezaleznosci.
dence. Warianty cis-pQTL i cis-eQTL w obrgbie 1 Mb odpowiedniego genu zostaly
potraktowane priorytetowo w celu ograniczenia plejotropii. Zachowano
wylacznie IV o statystyce F wigkszej niz 10, aby uniknaé¢ biedu stabego
instrumentu. W analizie pierwotnej zastosowano regresj¢ wazong odwrotno$cia
wariancji (IVW) za pomoca pakietow TwoSampleMR i MR-Base w jezyku R,
zakladajac, ze wszystkie SNP byly prawidlowymi instrumentami.’”  Aby
uwzgledni¢ potencjalne naruszenia zatozen IV, zastosowano dodatkowe metody
MR, w tym regresj¢ MR-Egger, ktora testuje pleiotropi¢ pozioma poprzez oceng
terminu przecigcia. W przypadku ekspozycji instrumentowanych przez < 3
niezalezne SNP, przecigcia MR-Egger nie sa mozliwe do oszacowania
(zglaszane jako NA). W celu zidentyfikowania skutkow przyczynowych w
heterogenicznosci zastosowano rowniez estymator oparty na modelu, grupujac
instrumenty o podobnych szacunkach skutkéow. Przeprowadzono analizy
wrazliwosci w celu dalszej walidacji wynikow MR, w tym test Q Cochrana w
celu oceny heterogenicznosci migdzy IV. Zastosowano MR-PRESSO w celu
wykrycia i skorygowania pleiotropii horyzontalnej poprzez usunigcie wartosci
odstajacych SNP, ktére przyczynialy si¢ do powstania blgdu systematycznego.
Dodatkowo zastosowano filtrowanie Steigera w celu zapewnienia prawidlowej
kierunkowosci przyczynowosci poprzez weryfikacjg, czy IV wyjasniaty wigksza
wariancj¢ w ekspozycji niz w wyniku. Dzigki potaczeniu tych solidnych podejsé¢
statystycznych zapewniliSmy wysoka wiarygodno$¢ wnioskow przyczynowych,
przyczyniajac si¢ do identyfikacji potencjalnych celow terapeutycznych dla
krotkowzroczno$ci. Poniewaz platformy proteomiczne, procesy kwantyfikacji,
pochodzenie etniczne i wielko$¢ probek rdéznia si¢ w zasobach pQTL AGES,
deCODE, ARIC, FinnGen i UKB, przeprowadzili$my oddzielne analizy MR z
dwiema probkami dla kazdego zestawu danych pQTL w odniesieniu do tych
samych wynikéw FinnGen, a nastgpnie replikacj¢ migdzykohortowa poprzez
przecigeie. UnikngliSmy metaanalizy heterogenicznych statystyk podsumowujacych
pQTL, aby zmniejszy¢ odchylenia zalezne od platformy. W niniejszym badaniu
MR obejmujace caly proteom wykorzystano przede wszystkim jako etap
eksploracyjnego odkrywania w wielu niezaleznych zasobach pQTL. Z tego
powodu

poczatkowo podano nominalne wartosci P (P < 0,05) bez bezposredniej korekty
FDR

w pierwotnych skanach MR *’3?.Zamiast tego priorytetowo potraktowali$my
solidnos$¢, wymagajac replikacji w réznych kohortach, a nastgpnie weryfikujac
kandydatow poprzez niezalezne analizy eQTL-MR i testy kolokalizacji. Ta
wielopoziomowa strategia miata na celu zminimalizowanie liczby wynikoéw
fatszywie dodatnich, jednoczesnie umozliwiajac odkrywanie nowych celow w
kontekscie eksploracyjnym.

2.4. Analiza kolokalizacji

W analizie kolokalizacji wykorzystano pakiet Coloc w jezyku R w celu
ustalenia, czy wspélny wariant genetyczny wpltywa na ekspresj¢ genow/biatek i
ryzyko krotkowzrocznosci. W analizie tej oceniono, czy loci GWAS zwiazane z
krétkowzrocznos$cia pokrywaty sig¢ z loci ekspresji lub loci cech ilo§ciowych
biatek, testujac pig¢ wzajemnie wykluczajacych sig hipotez: (HO) brak zwiazku z
zadna z cech, (H1) zwiazek tylko z cecha pierwsza, (H2) zwiazek tylko z cecha
druga, (H3) dwa odrgbne warianty przyczynowe oraz (H4) wspdlny wariant
przyczynowy wplywajacy na obie cechy.’” Prawdopodobiefstwo a posteriori H4
(PPH4) wigksze niz 0,8 uznano za silny dowdd kolokalizacji, natomiast PPH4
migdzy 0,5 a 0,8 wskazywalo na staby dowdd kolokalizacji. Przeprowadzono
analiz¢ wrazliwosci, zmieniajac prawdopodobienstwa a priori dla oczekiwanych
wielkoséci efektow, aby oceni¢ solidno$¢ wynikow kolokalizacji. Analizy
przeprowadzono w oknie * 500 kb wycentrowanym na gtownym SNP w kazdym
locus. Zastosowano domyslne prawdopodobienstwa a priori (p;
=1 x100*, p, =1x10*, pp, =1 x10—° ), a analizy wrazliwosci
przeprowadzono poprzez zmiang wartosci a priori o jeden rzad wielkosci w celu
oceny odporno$ci. Dodatkowo metode  bayesowskiego
precyzyjnego mapowania eCAVIAR w celu oceny prawdopodobienstwa, ze
wiele SNP wspolnie wplywa na obie cechy, poprawiajac w ten sposob
rozdzielczo§¢ w przypadkach, w ktorych wiele powiazanych wariantow
przyczyniato si¢ do efektéw przyczynowych. Dzigki potaczeniu kolokalizacji z
wynikami MR zidentyfikowaliSmy geny i biatka o wysokim stopniu pewnosci,
ktore maja silne wsparcie genetyczne dla ich udziatu w

zastosowano
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patofizjologii krotkowzrocznosci.
2.5. Strategia ustalania priorytetow bialek

Biatka zidentyfikowane za pomoca analiz MR i kolokalizacji zostaty
podzielone na trzy poziomy. Biatka zostaly uszeregowane wedtug priorytetoéw na
podstawie replikacji migdzy kohortami, a nie zbiorczej metaanalizy: Podzial na
poziomy oparto na liczbie zestawow danych pQTL z nominalnym wsparciem
MR, prawdopodobienstwie kolokalizacji i zgodnych sygnatach eQTL-MR.
Biatka poziomu 1 zdefiniowano jako te, ktore wykazaly solidne dowody
genetyczne, albo poprzez istotne powigzania w co najmniej czterech
niezaleznych zestawach danych pQTL lub eQTL MR z silnym wsparciem
kolokalizacji (PP.H4 > 0,8), albo poprzez istotne powigzania w co najmniej
pigciu  niezaleznych zestawach danych 2z umiarkowanym wsparciem
kolokalizacji (0,5 < PP.H4 < 0,8). Definicja ta gwarantuje, ze kandydaci poziomu
1 tacza szerokie powtorzenie w wielu kohortach z potwierdzajacymi dowodami
kolokalizacji, nadajac tym samym priorytet biatlkom o najwigkszym
prawdopodobienstwie rzeczywistego udzialu przyczynowego. Biatka poziomu 2
byly istotnie powiazane w trzech zestawach danych pQTL lub eQTL z
poparciem kolokalizacji lub tych z istotnymi powiazaniami w co najmniej
czterech zestawach danych. Biatka poziomu 3 mialy istotne powiazania w co
najmniej trzech zestawach danych, ale nie mialy silnego poparcia dla
kolokalizacji. Ta hierarchiczna klasyfikacja zapewnila systematyczne podejscie
do ustalania priorytetow biatek do walidacji funkcjonalnej i1 wysitkow
zwiazanych z odkrywaniem lekéw w badaniach nad krotkowzrocznoscia i PM.

2.6. Analiza PPI

Wykorzystujac bazg danych STRING, skonstruowano sie¢ PPI w celu
zbadania interakcji funkcjonalnych migdzy zidentyfikowanymi biatkami.
Wybrano interakcje o wysokim stopniu pewnosci (wynik interakcji > 0,7) w celu
zidentyfikowania  kluczowych szlakow  biologicznych i  kompleksow
molekularnych zaangazowanych w patogenezg¢ krotkowzroczno$ci. Dzigki
potaczeniu analizy PPl z wynikami badan MR i kolokalizacji
zidentyfikowali$my podstawowe sieci regulacyjne zaangazowane w progresj¢
krotkowzrocznosci i uzyskaliSmy mechanistyczny wglad w molekularne
podstawy podatnosci na chorobg.

2.7. Analiza wzbogacenia szlakéw metabolomicznych

Analizg wzbogacenia szlakéw przeprowadzono przy uzyciu pakietu
clusterPro-filer w jezyku R, wykorzystujac Encyklopedi¢ Genow i Genomow z
Kioto (KEGG) oraz Bazg Danych Metaboloméw Czlowicka (HMDB) w celu
zidentyfikowania szlakow metabolicznych istotnie zwiazanych z ryzykiem
krétkowzrocznos$ci. Przeprowadzono analizg nadreprezentacji w celu ustalenia,
czy okre§lone szlaki byly nieproporcjonalnie dotknigte metabolitami
zidentyfikowanymi w MR. Wyniki wplywu szlakéw obliczono na podstawie
liczby wzbogaconych metabolitow, ich istotnosci statystycznej i taczno$ci w
sieciach KEGG. Istotno$¢ statystyczna okreslono za pomoca testu
hipergeometrycznego z korekta FDR Benjamini-Hochberga dla wszystkich
szlakow; szlaki z FDR < 0,05 uznano za istotne, a
0,05 <FDR< 0,20 za eksploracyjne. To zintegrowane podej$cie pomoglo
udoskonali¢ priorytetyzacje celow i dostarczylo informacji na temat
mechanizméw metabolicznych lezacych u podstaw rozwoju krotkowzrocznosci i
PM.

2.8. Dokowanie malych czasteczek i symulacja dynamiki molekularnej

W celu zbadania potencjalnych celow terapeutycznych przeprowadzono
badania dokowania molekularnego trzech biatek silnie zwiazanych 2z
krotkowzrocznos$cia i PM. Ligandy matoczasteczkowe uzyskano z bazy danych
PubChem (http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/), gdzie pobrano ich struktury
2D, a nastgpnie przeksztalcono je w struktury 3D za pomoca
oprogramowania ChemOffice. Uzyskane struktury 3D zapisano w formacie
mol2 do dalszych badan dokowania molekularnego. Cele biatkowe zostaly
wybrane na podstawie ich znaczenia dla patogenezy krétkowzrocznosci z bazy
danych RCSB PDB (http://www.rcsb.org/), priorytetowo traktujac struktury
krystaliczne o wysokiej rozdzielczosci, ktore stuza jako receptory molekularne.
Optymalizacj¢ strukturalng przeprowadzono przy uzyciu PyMOL, w tym
usunigcie czasteczek wody,
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grupy fosforanowe i inne pierwiastki nieistotne przed zapisaniem struktury
biatka w formacie PDB. Dokowanie molekularne przeprowadzono przy uzyciu
programu AutoDock Vina 1.5.6 w celu zbadania interakcji migdzy biatkami a
ligandami matoczasteczkowymi. Struktury zarowno biatek, jak i ligandow
zostaly wstgpnie przetworzone przy uzyciu programu AutoDock Tools, gdzie
bialka zostaly uwodornione i pozbawione czasteczek wody, natomiast ligandy
poddano uwodornieniu i okresleniu sity skrgtnej. Wspotrzedne siatki dokowania
zostaly ustawione na podstawie kieszeni wigzania, a wyniki dokowania zostaty
ocenione na podstawie wynikow energii wiazania. Program Vina wykorzystat
siatki obejmujace kieszen wiazania z marginesami = 5 A w kazdym wymiarze,
wyczerpaniem = 8-12 i 2 20 niezaleznymi przebiegami na ligand. Definicja
kieszeni byla zgodna z ligandom wspotkrystalizowanym lub zachowanymi
wngkami zidentyfikowanymi przez mapowanie receptora. Do dalszych symulacji
dynamiki molekularnej wybrano konformacj¢ dokowania o najnizszej energii.
Do wizualizacji 2D i 3D interakcji migdzy badanymi zwiazkami a kluczowymi
resztami bialkowymi wykorzystano programy PyMOL i Discovery Studio 2019.
Do oceny sily interakcji wykorzystano warto$ci energii wiazania, gdzie energia
wigzania ponizej —5,0 kcal/mol wskazywata na dobra aktywnos$¢ wiazania, a
wartosci ponizej —7,0 kcal/mol sugerowaly silne powinowactwo wigzania.
Nizsze warto$ci energii wigzania oznaczaly silniejsze interakcje, wyzsze
powinowactwo i doskonalg stabilno$¢ konformacyjna kompleksu biatko-ligand.
Symulacje MD przeprowadzono przy uzyciu programu GROMACS 2023 przez
taczny czas 100 ns w celu oceny stabilnosci kompleksu biatko-ligand. W
przypadku biatek zastosowano pole sitowe CHARMM 36, natomiast parametry
topologii ligandow wygenerowano przy uzyciu pola sitowego GAFF2. Uktad
zamknigto w okresowej skrzynce granicznej, a czasteczki wody dodano przy uzyciu
modelu wody TIP3P w celu rozwiazania uktadu. Do oddziatywan
elektrostatycznych dalekiego zasiggu zastosowano metodg Particle Mesh Ewald
(PME), natomiast do oddzialywan bliskiego zasiggu zastosowano algorytm
Verleta. System poddano 100 000 krokow symulacji rownowagi NVT (stata
objetos¢ 1 temperatura) oraz NPT (state ci$nienie i temperatura), ze stala
sprzg¢zenia wynoszaca 0,1 ps w okresie 100 ps. Oddziatywania van der Waalsa i
kulombowskie obliczono przy wartosci granicznej 1,0 nm. Ostateczna symulacjg
MD trwajaca 100 ns przeprowadzono w statej temperaturze (300 K) i ci$nieniu
(1 bar) w celu oceny dynamiki konformacyjnej kompleksu biatko-ligand.

3. Wyniki

3.1. Analiza MR calego proteomu pozwolila zidentyfikowaé biatka zwiqzane z
krotkowzrocznosciq i PM

Stosujac metodg wspotczynnika Walda lub metodg¢ IVW, zidentyfikowalismy
istotny zwiazek przyczynowo-skutkowy migdzy krotkowzroczno$cia a 144 biatkami
w proteomicznym GWAS AGES (ryc. SIA), 93 biatlkami w Decode (ryc. S1B), 81
biatkami w badaniu ARIC (ryc. S1C), 147 biatkami w badaniu Finland (ryc. S1D)
oraz 111 biatkami w badaniu UKB (ryc. SIE), przy p < 0,05. Nastgpnie
przeprowadziliSmy analiz¢ przecigcia wynikow MR w pigciu zestawach danych
proteomicznych. Zidentyfikowali§my 19 biatek (LAG3, PDIAS, FCER2, SPARCLI,
PDGFRA, CIQTNF5, CTSF, CHI3L2, LRRTM2, ERBB3, CALB2, CA13, TRIM3,
TCN2, SAT2, EFEMP1, PSME2,

GFRA?2), ktore wykazaly istotny zwigzek przyczynowy z krotkowzroczno$cia w co
najmniej trzech wynikach proteomicznych MR (rys. 5C). Spo$réd nich NIDI,
PDIAS, FCER2, PDGFRA, LRRTM2, ERBB3, CA13, TRIM3 i PSME2 wykazaly
dodatnig zalezno$¢ przyczynowa z krotkowzrocznoscia, co sugeruje, ze biatka te
moga by¢ przyczynowo zwiazane ze zwigkszonym ryzykiem krotkowzrocznosci.
Natomiast inne bialka wykazaly ujemna zalezno$§¢ przyczynowa z
krétkowzrocznos$cia, co wskazuje na potencjalng rolg¢ w zmniejszaniu ryzyka
rozwoju  krotkowzrocznosci. PDGFRA, CTSF i CA13 konsekwentnie
wykazywatly istotng zalezno$é¢ przyczynowa z krotkowzrocznoscia w czterech
zestawach danych proteomicznych. Ponadto analiza MR-PRESSO wykazata
niewystarczajace dowody na pleiotropig¢ horyzontalng w powiazaniach migdzy tymi
19 biatkami krazacymi a ryzykiem krotkowzrocznos$ci (globalna warto$é P testu
> 0,05; tabele S3, S5, S7, S9, S11). OceniliSmy réwniez heterogeniczno$¢ i nie
wykryliSmy Zadnej znaczacej heterogeniczno$ci w analizach MR-Egger lub IVW
(Q_pval > 0,05; tabele S4, S6, S8, S10, S12).
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PrzeprowadziliSmy rowniez analiz¢ proteomiczna MR w PM, identyfikujac 98
istotnych biatek w zbiorze danych AGES (ryc. S2A), 67 istotnych biatek w Decode
(ryc. S2B), 61 istotnych biatek w ARIC (ryc. S2C), 466 istotnych biatek w Finlandii
(ryc. S2D) i 87 istotnych biatek w UKB (ryc. S2E) z PM. Dalsza analiza ujawnita 13
biatek (ADH4, TNFSF14, DLK2, SPOCK3, PCOLCE, C1QTNF3, NPPB, RBPI,
LRP11, SCIN, DARSI, BOLA3, RBP7), ktore byty
istotnie zwiazane z PM w co najmniej trzech analizach proteomicznych MR (rys.
5D). DLK2, SPOCK3, PCOLCE, C1QTNF3, NPPB, RBP1, LRP11 i
Stwierdzono, ze biatka BOLA3 majq pozytywny zwiazek przyczynowy z PM, co
wskazuje, ze bialka te moga przyczynia¢ si¢ do zwigkszonej podatnosci na PM.
Natomiast pozostate biatka wykazywaly ujemny zwiazek przyczynowy, co
sugeruje potencjalne dziatanie ochronne przed rozwojem PM. Sposréd nich
biatka PCOLCE, NPPB i RBP1 wykazywaly istotne zwiazki przyczynowe z PM
w czterech zestawach danych proteomicznych. Ponadto analiza MR-PRESSO nie
wykazata istotnych dowodéw na pleiotropi¢ horyzontalng migdzy tymi 13
biatkami krazacymi a ryzykiem PM (tabele S13, S15, S17, S19, S21). Ocenilismy
rowniez heterogeniczno$¢ i nie wykryliSmy zadnej istotnej heterogenicznosci w
analizach MR-Egger lub IVW (tabele S14, S16, S18, S20, S22).

3.2. Analiza kolokalizacji w krétkowzrocznosci i PM

PrzeprowadziliSmy analiz¢ kolokalizacji genetycznej w celu zmniejszenia
potencjalnych zaktécen spowodowanych LD. W przypadku krétkowzrocznos$ci
wybrali$§my potencjalne biatka przyczynowe zidentyfikowane w wielu analizach
proteomicznych MR do analizy kolokalizacji (rys. 2A). Stwierdzili$my, Ze przy
PP4 > 80% trzy biatka [PDGFRA (rys. 2D), LRRTM2 (rys. 2C) i CHI3L2 (rys. 2E)]
wykazywaty silne dowody genetycznej kolokalizacji z krotkowzrocznoscia.
Dodatkowo, przy PP4 > 50%, CTSF (rys. 2B) wykazywal stabsze dowody
genetycznej kolokalizacji z krotkowzrocznoscia. W przypadku PM (rys. 3A)
stwierdziliémy, ze RBP1 (rys. 3C) i SCIN (rys. 3D) wykazywaly istotne dowody
kolokalizacji genetycznej, podczas gdy PCOLCE (rys. 3B) wykazywat stabsze
dowody kolokalizacji genetycznej. Wyniki te sugeruja, ze zmiany poziomu tych
biatek oraz ryzyko krotkowzrocznosci i PM moga by¢ spowodowane wspolnymi
genetycznymi wariantami przyczynowymi.

3.3. Analiza MR calego genomu i analiza wzbogacenia

PrzeanalizowaliSmy MR przy uzyciu polaczonych danych eQTL w celu
zbadania zwiazkéw przyczynowych migdzy krotkowzrocznoscia a PM.
Zidentyfikowalismy 530 genow, ktore wykazaly istotne zwiazki przyczynowe z
krotkowzroczno$cia. Po zastosowaniu testu Benjamini-Hochberga (BH) 204
geny pozostaly istotnie zwiazane z krotkowzrocznos$cia przy FDR
< 0,05 (rys. 4A, tabela S32). Analiza MR-PRESSO nie wykazala Zadnych
dowoddéw na plejotropig horyzontalna ani znaczaca heterogeniczno$é powigzan
migdzy tymi istotnymi genami a ryzykiem = krotkowzrocznosci.
Zidentyfikowali$my
456 istotnych gendéw zwiazanych z PM, a 140 gendéw pozostato istotnie
zwiazanych z PM przy FDR < 0,05 (rys. 4B, tabela S33).

Nastgpnie nasza analiza wzbogacenia funkcjonalnego wykazata, ze bialka
zwiazane z krotkowzrocznoscia sg zaangazowane przede wszystkim w aktywacje
odpowiedzi immunologicznej, interakcje ECM i metabolizm lipidow, co sugeruje
rolg stanu zapalnego i zaburzen metabolicznych w rozwoju krétkowzrocznosci
(rys. 4C, 4D). Kluczowe szlaki obejmuja produkcjg interleukiny-12, odpornosé
komoérkowa, interakcje migdzy ECM a receptorami oraz sygnalizacj¢ PI3K-Akt, co
wskazuje, ze sygnalizacja immunologiczna i przebudowa strukturalna
przyczyniaja si¢ do zmian w oku w krotkowzroczno$ci. Ponadto wzbogacenie
szlakéw metabolizmu cholesterolu i miazdzycy lipidowej sugeruje, ze
homeostaza lipidowa moze odgrywacé role w postgpie choroby.

Natomiast geny zwiazane z PM wykazuja silniejsza aktywacjg uktadu
odpornosciowego, przebudowg ECM i dysfunkcj¢ metaboliczna, co wskazuje na
bardziej nasilony proces zapalny i zwyrodnieniowy (rys. 4E, 4F). Znaczacy
udziat interakcji receptorow ECM, ogniskowej adhezji i szlakow sygnatowych
TNF sugeruje, ze niestabilno$¢ strukturalna i przewlekle zapalenie moga
powodowaé zwyrodnienie twardowki i siatkobwki w PM. Ponadto patologiczna
krotkowzrocznosé wykazuje wigksze wzbogacenie w stres oksydacyjny i szlaki
metaboliczne, takie jak
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metabolizm glutationu, metabolizm lipidéw i sygnalizacja PI3K-Akt, co
wskazuje na zaburzenia roéwnowagi metabolicznej w patogenezie. Nasze
odkrycia sugeruja, ze zaburzenia regulacji immunologicznej, przebudowa ECM i
metaboliczne  maja zarobwno  dla
krotkowzrocznoscei, jak i PM, przy czym ta ostatnia wykazuje powazniejsze
zmiany immunologiczne i strukturalne. Te spostrzezenia wskazuja na
interwencje ukierunkowane na uktad odporno$ciowy i ECM jako potencjalne
strategie terapeutyczne w leczeniu krotkowzrocznosci i jej progresji do PM.

zaburzenia kluczowe  znaczenie

3.4. Priorytetyzacja biatek na podstawie analizy MR i kolokalizacji

Na podstawie pigciu analiz MR calego proteomu, analizy MR catego genomu
oraz analizy kolokalizacji sklasyfikowaliSmy 14 bialek zwigzanych =z
krotkowzroczno$cia (Tabela 1) i 13 zwiazanych z PM (Tabela 2). Trzy biatka
(PDGFRA, CHI3L2 i CTSF) =zostaly przypisane do poziomu 1 biatek
zwigzanych z krotkowzrocznoscia, wykazujac solidne dowody. Cztery biatka
(LRRTM2, CA13, FCER2 i ERBB3) zostaly sklasyfikowane jako poziom 2, z
umiarkowanymi dowodami MR. Pozostate siedem biatek, w tym NID1, TRIM3,
CALB2, SAT2, CIQTNF5, TCN2 i GFRA2, zostalo umieszczonych w Tier 3,
wykazujac stabsze, ale znaczace sygnaly MR. RBP1 i PCOLCE byly najsilniej
zwigzane z bialkami zwigzanymi z PM i sklasyfikowane jako Tier 1, co
wskazuje na solidne wsparcie. SCIN, NPPB i TNFSF14 zostaty sklasyfikowane
jako poziom 2, wykazujac istotne, ale nieco stabsze powiazania. Pozostale biatka,
BOLA3, ADH4, DLK2, RBP7, CIQTNF3, LRPIl i SPOCK3, zostaly
sklasyfikowane jako poziom 3, wykazujac umiarkowane dowody MR, ale
ograniczone wsparcie kolokalizacji.

3.5. PPI dla potencjalnych biatek docelowych

Zidentyfikowalismy kluczowe biatka oddzialujace z celami obecnie
dostgpnych biatek zwiazanych z krotkowzrocznoscia i PM (rys. 5A, 5B).
Korzystajac z bazy danych STRING, zidentyfikowalismy kilka znanych i
wiarygodnych interakcji, w tym rolg PDGFRA w oddzialywaniu z wiecloma
biatkami, ktére moga odgrywa¢ kluczowa rolg w  patogenezie
krotkowzroczno$ci. Ponadto stwierdzono, ze PCOLCE ma potencjalne znaczenie
terapeutyczne w leczeniu PM.

3.6. Analiza wzbogacenia szlakéw metabolomicznych

Zidentyfikowali§my 49 metabolitow, ktore wykazywaly istotne zwiazki
przyczynowo-skutkowe z krotkowzrocznoscia (tabele S23, S24, S25) oraz 39
metabolitow, ktore wykazywaly istotne zwiazki przyczynowo-skutkowe z PM
(tabele S26, S27, S28). Nastgpnie przeprowadziliSmy analizg¢ wzbogacenia tych
metabolitow i sklasyfikowali$my je za pomoca analiz szlakow KEGG i HMDB.
W analizie szlakow KEGG (ryc. S3A, tabela S30) najbardziej znaczaco wzbogacone
szlaki metaboliczne zwiazane z krotkowzrocznosécia obejmowaly metabolizm
kofeiny, metabolizm skrobi i sacharozy, metabolizm fruktozy i mannozy,
metabolizm galaktozy, degradacj¢ lizyny, metabolizm cysteiny i metioniny,
metabolizm cukrow aminowych i cukrow nukleotydowych oraz biosyntezg
pierwotnych kwasow zolciowych. Sposréd nich metabolizm kofeiny wykazat
najwigksze wzbogacenie, co sugeruje potencjalng rolg szlakow metabolicznych
zwiazanych z kofeing w krotkowzrocznosci. W analizie szlakéw HMDB (ryc.
S3B) do najbardziej znaczaco wzbogaconych szlakow nalezaly biosynteza
spermidyny i sperminy, metabolizm kofeiny, metabolizm skrobi i sacharozy,
degradacja fruktozy i mannozy, metabolizm cukréw aminowych, metabolizm
galaktozy, metabolizm metioniny oraz biosynteza kwasow zotciowych. Udziat
metabolizmu poliamin (biosynteza spermidyny i sperminy) oraz metabolizmu
kofeiny dodatkowo potwierdza hipotezg, ze niektore czynniki dietetyczne i
metaboliczne moga wplywac na rozwoj krotkowzrocznosci.

W przypadku PM analiza szlakow KEGG (rysunck S3C, tabela S31)

zidentyfikowata
metabolizm butanianu, metabolizm glicerolipidow, biosyntezg¢ pantotenianu i
CoA, metabolizm beta-alaniny, metabolizm propanianu, metabolizm argininy i
proliny, metabolizm glicerofosfolipidéw, metabolizm pirymidyny oraz
degradacj¢ waliny, leucyny i izoleucyny jako najbardziej znaczace wzbogacone
szlaki. Co ciekawe, metabolizm butanianu i metabolizm glicerolipidéw byty
bardzo wzbogacone, co sugeruje
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Ryc. 2. Wyniki kolokalizacji biatek zwiazanych z krotkowzrocznoscia, (A) Mapa cieplna przedstawiajaca prawdopodobienstwa kolokalizacji (PP.H4) dla istotnych powiazan
migdzy biatkami a cechami, gdzie wyzsze warto$ci (kolor czerwony) wskazuja na silniejsze dowody wspolnych sygnatow genetycznych. (B-E) Wykresy LocusZoom dla wybranych
biatek (CTSF, LRRTM2, PDGFRA, CHI3L2), pokazujace sygnaty powiazania z GWAS krotkowzrocznosci i odpowiednimi QTL biatek. Skala koloréw przedstawia nierbwnowage
sprzgzen genetycznych (LD) z wiodacym SNP.
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Rye. 3. Wyniki kolokalizacji biatek zwigzanych z patologiczng krétkowzrocznoscia, (A) Mapa cieplna prawdopodobienstwa kolokalizacji biatek zidentyfikowanych w patologicznej
krotkowzrocznosci. (B-D) Wybrane biatka (PCOLCE, RBP1, SCIN) wykazujace sygnaly powigzania z PM GWAS i odpowiednimi QTL biatek. Skala kolorow przedstawia
nierownowagg sprz¢zen genetycznych (LD) z wiodacym SNP.
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Ryc. 4. Wyniki randomizacji mendlowskiej (MR) w catym genomie, (A-B) Wykresy Manhattana wynikow analizy MR dla krétkowzrocznosci i cech PM, podkreslajace istotne
powiazania migdzy biatkami a cechami. (C, E) Ontologia genéw i (D, F) Analizy wzbogacenia szlakow KEGG dla zidentyfikowanych biatek, pokazujace procesy biologiczne i
szlaki istotnie wzbogacone wérdod krotkowzrocznosci i PM.

Tabela 1
Priorytetyzacja biatek zwiazanych z krotkowzrocznoscia na podstawie analizy MR catego proteomu, eQTL MR i kolokalizacji.
Biatko/gen Analiza MR catego proteomu MR eQTL Kolokalizacja Kategoria
AGES Dekodowanic ARIC Finlandia UKB Mozliwos¢ PPH4>0.5 staby
P P P P P zastosowania PPH4>0,8 silny
lekow
P
PDGFRA 0,0245 0,488 0,0160 0,0186 0,0192 Brak 0,874 Poziom 1
CHI3L2 0,0414 0,0499 0,0499 0,752 Brak 1,53E-05 0,825 Poziom 1
CTSF 0,0319 0,153 0,0143 0,0391 0,0143 6,28E-11 0,749 Poziom 1
LRRTM2 Brak 0,00227 0,00277 0,0244 NA Brak 0,810 Poziom 2
CA13 0,0560 0,0114 0,0274 0,0495 0,0272 5,29E-05 0,174 Poziom 2
FCER2 0,0171 0,0318 0,0597 0,0441 0,351 0,0220 0,00890 Poziom 2
ERBB3 Brak 0,00883 0,00883 0,0150 0,4958 0,00510 0,00168 Poziom 2
NID1 0,00266 0,113 Brak 0,0288 0,00656 0,183 0,398 Poziom 3
TRIM3 Brak 0,0144 0,0145 0,0138 NA Brak 0,202 Poziom 3
CALB2 Brak 0,00902 0,0239 Brak 0,0146 NA 0,0952 Poziom 3
SAT2 0,902 0,0323 0,240 0,0176 0,00265 Brak 0,0805 Poziom 3
CI1QTNF5 0,0289 0,00598 Brak 0,112 0,0340 Brak danych 0,0753 Poziom 3
TCN2 0,992 0,0180 0,0338 0,0626 0,0233 0,265 0,0596 Poziom 3
GFRA2 0,147 0,626 0,0477 0,0181 0,0392 Brak danych 0,0337 Poziom 3
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Tabela 2
Priorytetyzacja biatek zwiazanych z PM na podstawie analizy MR catego proteomu, MR eQTL i kolokalizacji.
Biatko/gen Analiza MR calego proteomu MR eQTL Kolokalizacja Kategoria
AGES Dekodowanie ARIC Finlandia UKB Mozliwosé PPHA4>0.5 slaby
P P P P P zastosowania PPH4>0,8 silny
lekow
P
RBP1 0,987 0,00137 0,00137 0,00024 0,00137 0,190 0,802 Poziom 1
PCOLCE 0,0472 0,0472 0,00226 0,0347 0,0474 6,51E-11 0,678 Poziom 1
SCIN 0,89262 0,00646 0,00426 0,00062 Brak Brak 0,812 Poziom 2
NPPB 0,0487 0,06105 0,044 0,044 0,0295 Brak danych 0,162 Poziom 2
TNFSF14 0,0291 0,0365 Brak 0,0234 0,696 0,0074 0,155 Poziom 2
BOLA3 Brak 0,00825 0,0231 0,0381 Brak 0,429 0,251 Poziom 3
ADH4 0,0179 0,08715 0,0179 0,283 0,0162 Brak 0,242 Poziom 3
DLK2 0,0417 0,0375 0,0284 Brak Brak danych Brak danych 0,172 Poziom 3
RBP7 0,67962 Brak 0,03005 0,0149 0,0134 Brak 0,1366 Poziom 3
CIQTNF3 0,0484 0,0484 0,0483 0,43078 Brak Brak danych 0,122 Poziom 3
LRPI1 0,00763 0,00244 0,122 0,0231 0,0926 Brak 0,0474 Poziom 3
SPOCK3 0,0439 0,0434 Brak 0,0487 Brak Brak 0,0306 Poziom 3

LILRBS
C1QTNF3

PCOLCE

C decode D decode

Finland Finland

Ryc. 5. Sieci interakcji biatko-biatko (PPI) i walidacja migdzykohortowa, (A-B) sieci PPI dla biatek zwiazanych z krotkowzrocznos$cia i PM, ilustrujace kluczowe partnerow
interakcji i moduly funkcjonalne. (C-D) Diagramy Venna pokazujace nakladanie si¢ istotnych powiazan migdzy biatkami a cechami w réznych zestawach danych pQTL
dotyczacych krotkowzrocznosci i PM.

potencjalna rola metabolizmu lipidow w patogenezie PM. W analizie §ciezek HMDB (rysunck S3D) najwazniejsze znaczaco wzbogacone szlaki
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obejmowaly biosyntezg triacylogliceroli de novo, transport fosforanu glicerolu,
biosyntezg¢ kardiolipiny, metabolizm cial ketonowych, metabolizm maslanu,
mitochondrialny tancuch transportu elektronéw, metabolizm glicerolipidow,
biosyntezg fosfolipidow oraz metabolizm androgenéw i estrogendéw. Odkrycia te
wskazuja na potencjalny wudzial metabolizmu energetycznego, funkcji
mitochondriow i metabolizmu lipidow w PM. Ogolnie rzecz biorac, nasze
odkrycia sugeruja, ze metabolizm wegglowodanow (skrobia, sacharoza, fruktoza i
mannoza), metabolizm poliamin oraz metabolizm kofeiny sa istotnie zwiazane z
krétkowzrocznos$cia, podczas gdy metabolizm lipidow, funkcja mitochondriow i
metabolizm ciat ketonowych wydaja si¢ mie¢ kluczowe znaczenie dla PM.

3.7. Dokowanie malych czqsteczek i symulacja dynamiki molekularnej

PrzeprowadziliSmy dokowanie molekularne w celu przewidzenia
potencjalnych miejsc wiazania PDGFRA, LRRTM2 i PCOLCE, najbardziej
obiecujacych biatek docelowych dla terapii krotkowzrocznosci i PM,
zidentyfikowanych w poprzednich analizach. Nastgpnie obliczyliSmy energie
wigzania migdzy przewidywanymi kandydatami na leki a kompleksami
biatkowymi kodowanymi przez geny docelowe. Wyniki wykazaty, ze trzy
kandydaty na leki dla kazdego biatka mogly z powodzeniem wiazacé si¢ z
biatkami docelowymi poprzez wiazania wodorowe i oddziatywania
elektrostatyczne, zajmujac kieszen wigzania (ryc. S4A~I).

Nastgpnie przeprowadziliSmy symulacje MD w celu oceny stabilno$ci

Asia-Pacific Journal of Ophthalmology 15 (2026) 100277

Kompleksy PDGFRA-propanediol, LRRTM2-cis-kwas oleinowy, PCOLCE-17-§-
estradiol i LRRTM2-cis-9-kwas oktadekenoowy osiagnely rownowagg po 98 ns,
przy wahaniach RMSD wynoszacych odpowiednio okoto 3,8 A, 3,5 A, 2,1 A,2,5A i
2,8 A. Kompleksy PDGFRA-benzopiren, PCOLCE-(7E)-9-hydroksymegastigma-
4,7-dien-3-on-9-O-B-D-glukopiranozyd_qt, PCOLCE-aldosteron i PDGFRA-kwas
heksadekanowy osiagnely rownowage odpowiednio po 40 ns, 75 ns, 40 ns i 40 ns,
przy czym wartosci RMSD oscylowaty wokot 3,5 A, 4,0 A, 2,6 Ai3,0 A, co
wskazuje, ze te mate czasteczki wiaza sig stabilnie z PDGFRA, LRRTM2 i
PCOLCE. Dalsze analizy promienia gyracji (Rg) i powierzchni dostgpnej dla
rozpuszczalnika (SASA) wykazaly, ze wszystkie uklady kompleksowe wykazywaty
stabilng zwarto$¢ strukturalng podczas symulacji (rys. 6B, 6C). Oddziatywania
wigzan wodorowych maja kluczowe znaczenie w wiazaniu ligand-biatko (rys. 6D).
Podczas symulacji LRRTM2-D-mannitol utworzyt 0-9 wiazan wodorowych ($rednio
4), PDGFRA-propanediol utworzyt 0—4 wigzania wodorowe (srednio 2), a PCOLCE-
17-B-estradiol utworzyt 0-8 wiazan wodorowych ($rednio 4). Inne kompleksy
réwniez utrzymywaly 1-3 stabilne wigzania wodorowe, co sugeruje przewidywane
interakcje migdzy tymi matymi czasteczkami a biatkami docelowymi. Analiza
$redniej kwadratowej fluktuacji (RMSF) odzwierciedlata elastyczno$é reszt
biatkowych (rys. 6E). Wartosci RMSF wszystkich uktadow kompleksowych byty
ogdlnie niskie (gldéwnie ponizej 3 A), co wskazuje, ze szkielet biatka pozostawat
stabilny, a regiony wigzania wykazywaly sztywne struktury. Podsumowujac, D-
mannitol, propanodiol, kwas cis-oleinowy, 17-f-estradiol, kwas cis-9-
oktadekenoowy, benzopiren, (7E)-9-hydroksymegastigma-4,7-dien-3-on-9-O-3-D-

gluco-pyranoside _qt, aldosteron, i kwas heksadekanowy kwas utworzyly
wigzania tych czasteczek leku z trzema biatkami. Sredni kwadratowy btad stabilne
(RMSD) jest podstawowym wskaznikiem stabilnosci kompleksow biatko-ligand.
Jak pokazano na rys. 6A, LRRTM2-D-mannitol,
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Ryec. 6. Symulacje dynamiki molekularnej wybranych wariantow biatek, wykresy szeregow czasowych odchylenia $redniego kwadratowego (RMSD), promienia bezwladnosci (Rg)
oraz analiza wigzan wodorowych dla biatek posiadajacych zidentyfikowane warianty genetyczne, wskazujace stabilnos¢ strukturalng i zachowanie dynamiczne bialek zmutowanych

w porownaniu z biatkami typu dzikiego.



J. Hui i in.

Interakcje z PDGFRA, LRRTM2 i PCOLCE, wykazujace silne oddziatywania
wigzan wodorowych i wysoka stabilno§¢ wiazania. Chociaz benzopiren
wykazywal stabilne wiazanie w symulacjach dokowania i MD, jest on dobrze
znanym czynnikiem toksycznym dla $§rodowiska i substancja rakotworcza **.Na
tej podstawie wykluczyliSmy benzopiren z rozwazan jako potencjalny kandydat
terapeutyczny i skupiliSmy sig¢ na interpretacji zwiazkow klinicznie istotnych i o
niskiej toksycznosci. Podsumowujac, symulacje dokowania i 100-ns MD
wskazuja na przewidywane interakcje biatko-ligand ze stabilnymi pozycjami in
silico. Wyniki te stuza do formutowania hipotez i ustalania priorytetéw celow i
chemotypow do dalszej walidacji eksperymentalnej, a nie do ustalania
skutecznoséci terapeutycznej.

4. Dyskusja
4.1. Gléwne wnioski

W niniejszym badaniu systematycznie zbadano przyczynowa rolg biatek
krazacych w krotkowzrocznosci i PM, wykorzystujac wieloomikowa strukturg
integrujaca MR, analiz¢ kolokalizacji, sieci PPI oraz analiz¢ wzbogacenia szlakow
metabolicznych. Sposérod zidentyfikowanych bialek PDGFRA, LRRTM2 i PCOLCE
okazaty si¢ najbardziej prawdopodobnymi kandydatami, wykazujacymi istotne
zwiazki przyczynowo-skutkowe i znaczenie mechanistyczne w przebudowie
ECM, plastycznos$ci synaptycznej i regulacji metabolicznej. Biatka te zostaty
dodatkowo zweryfikowane poprzez dokowanie molekularne i symulacje MD,
ujawniajac stabilne interakcje z bioaktywnymi malymi czasteczkami i
podkreslajac ich potencjal jako celow terapeutycznych. Nasze odkrycia
potwierdzaja hipotezg, ze przebudowa ECM, neurotransmisja i zaburzenia
regulacji metabolicznej odgrywaja kluczowa rolg w rozwoju krotkowzrocznosei i PM.
PDGFRA bierze udzial w aktywacji fibroblastow twardoéwki i obrocie ECM,

LRRTM2 moduluje neurotransmisj¢ siatkowki, a PCOLCE reguluje
przetwarzanie kolagenu i integralno$¢ twardowki. Ponizej omoéwiono
szczegdtowo, w jaki sposob biatka te przyczyniaja si¢ do patogenezy
krotkowzrocznosci.

Wykorzystujac uzupelniajace analizy genetyczne i systemowe, niniejsze
badanie wskazuje PDGFRA, LRRTM2 i PCOLCE jako kandydatow do dalszych
badan nad krotkowzrocznos$cia i krotkowzroczno$cia patologiczna. Oprocz tych
trzech biatek, nasza analiza wzbogacenia metabolitow wskazata rowniez
potencjalne mechanizmy lezace u podstaw krotkowzrocznosci. Wzbogacenie
,,metabolizmu kofeiny” sugeruje potencjalne powiazania migdzy sygnalizacja
adenozynowa a kontrola wzrostu oka, prawdopodobnie poprzez interakcje z
dopaminergicznymi szlakami siatkéwki, perfuzja naczyniowki lub modulacja
neuronowa zalezna od S$wiatta. Biorac pod uwagg powszechne narazenie
dietetyczne i znang farmakologi¢ antagonistow receptorow adenozynowych,
wyniki te uzasadniaja ukierunkowane badania uzupetniajace z wykorzystaniem
MR opartego na ekspozycji i kontrolowanych eksperymentdow w modelach
siatkowki/twardowki. Do czasu uzyskania takich potwierdzen sygnat szlaku
kofeinowego nalezy interpretowac jako generujacy hipotezy.

4.2. PDGFRA i przebudowa ECM w krétkowzrocznosci

PDGFRA jest kluczowym regulatorem proliferacji fibroblastow *°, przebudowy
macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM) i angiogenezy, a takze odgrywa kluczowa
rolg w kontroli wzrostu gatki ocznej i biomechanice twardowki *°.W naszej analizie
MR podwyzszony poziom PDGFRA byl zwiazany z wyzszym ryzykiem
krotkowzrocznosci, co sugeruje, ze PDGFRA moze odgrywaé rolg w nadmiernej
degradacji ECM i wydluzeniu osiowym. PDGFRA jest szeroko wyrazany w
fibroblastach twardowki i komorkach $rodbtonka naczyniowego naczyniowki, gdzie
reguluje homeostaz¢ kolagenu i syntez¢ ECM za posrednictwem fibroblastow
7 Twarddwka, glownie z kolagenu typu 1, proteoglikanow i
glikozoaminoglikanow, ulega ciaglej przebudowie, aby dostosowac si¢ do wymagan
wzrokowych.’® "W oczach krotkowzrocznych nadmierna aktywacja fibroblastow
prowadzi do zwigkszonej aktywnosci metaloproteinaz macierzy (MMP),
zmniejszajac gestos¢ kolagenu i ostabiajac sztywno$¢ twardowki, co sprzyja
wydtuzeniu osiowemu.*

Innym waznym aspektem sygnalizacji za posrednictwem PDGFRA w
krotkowzrocznosci jest jej wzajemne oddziatywanie z szlakami sygnalizacyjnymi
TGF-B i PI3K-Akt. “° TGF-B jest znanym modulatorem wzrostu oka i przebudowy
macierzy zewnatrzkomorkowej, a jego regulacja jest zaburzona w eksperymentalnych
modelach krotkowzrocznoscei. *' Aktywacja PDGFRA

ztozona
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wywoluje sygnalizacjg¢ PI3K-Akt, ktora wzmaga proliferacj¢ fibroblastow, obrot
ECM i degradacje kolagenu, wzmacniajac zmiany twardowki zwiazane z
krétkowzrocznos$cia.”” Analiza wzbogacenia funkcjonalnego w naszym badaniu
potwierdzita, ze sygnalizacja PI3K-Akt jest istotnie zwiazana z biatkami
zwiazanymi z krétkowzrocznoscia, co dodatkowo potwierdza rolg przebudowy
ECM wywotanej przez PDGFRA w wydluzaniu osiowym.

Ponadto PDGFRA ma zwiazek 2z niedotlenieniem
angiogeneza, ktore sa nowymi mechanizmami rozwoju krotkowzrocznosci.
Naczyniowka dostarcza tlen i skladniki odzywcze do zewngtrznej czgs$ci
siatkowki i twardowki, a badania wykazaly, ze S$cienczenie naczynidwki i
niedotlenienie przyczyniaja si¢ do przebudowy twardowki w oczach krotkowzrocznych.
PDGFRA ma zasadnicze znaczenie dla proliferacji komorek srodbtonka
naczyniowego, a jego zaburzenia moga prowadzi¢ do kompensacyjnej
angiogenezy, co dodatkowo pogtgbia przebudowg ECM twardowki i wydtuzenie
osiowe. *

Nasze symulacje dokowania molekularnego i symulacje MD pozwolity
zidentyfikowaé 1,3-propanodiol i kwas 2n-heksadekanowy jako obiecujace
maloczasteczkowe inhibitory PDGFRA. 1,3-propanodiol, $rodek
przeciwutleniajacy i przeciwzapalny, moze pomoc zlagodzi¢ degradacje ECM
wywolana stresem oksydacyjnym, zmniejszajac rozpad kolagenu w twardowce.*
Poniewaz stres oksydacyjny sprzyja roznicowaniu fibroblastow = w
miofibroblasty, co wiaze si¢ z przerzedzeniem twardowki, 1,3-propanodiol moze
zachowac strukturg twardowki i ograniczy¢ postgpujace wydtuzanie.*® Kwas 2n-
heksadekanowy jest zwiazany z metabolizmem lipidow, ktéry jest nowym
czynnikiem wplywajacym na stabilnos¢ ECM.?” Nasza analiza wzbogacenia
metabolicznego wykazata, ze szlaki biosyntezy lipidow maja znaczacy wpltyw na
krotkowzroczno$é, co sugeruje, ze homeostaza lipidowa odgrywa rolg w
przebudowie twardowki. Kwas 2n-heksadekanowy moze regulowaé metabolizm
fibroblastow i sktad ECM, pomagajac w stabilizacji biomechaniki twardowki i
zapobiegajac nadmiernemu wydtuzaniu. Odkrycia te sugeruja, ze zwiazki
ukierunkowane na PDGFRA, takie jak 1,3-propanodiol i kwas 2n-
heksadekanowy, moga pomoéc w stabilizacji homeostazy ECM i spowolnieniu
postegpu krotkowzrocznoscei.

naczyniéwki i
43

4.3. LRRTM? i plastyczno$é synaptyczna w rozwoju krétkowzrocznosci

LRRTM2 odgrywa kluczowa rolg w organizacji synaptycznej,
neurotransmisji i przetwarzaniu sygnatow siatkowki, co sugeruje silny zwiazek
migdzy aktywno$cia neurondéw a regulacja wzrostu gatki ocznej “%*°.Nasze
wyniki wskazuja, ze zwigkszona ekspresja LRRTM2 wiaze si¢ z wyzszym
ryzykiem krotkowzrocznosci, sugeruje potencjalng rolg LRRTM2 w
promowaniu nieprawidlowego wydtuzenia osiowego. Jedna z istotnych $ciezek
taczacych LRRTM2 z krotkowzrocznos$cia jest jego rola w dopaminergicznej
sygnalizacji siatkowki. Dopamina jest dobrze znanym inhibitorem wydtuzania
gatki ocznej, a badania wykazaly, ze zmniejszone uwalnianie dopaminy w
oczach krotkowzrocznych prowadzi do nadmiernego wzrostu osiowego.
LRRTM2 reguluje tworzenie synaps glutaminergicznych, niezbgdnych do utrzymania
rownowagi migdzy aktywnoscia $ciezki ON i OFF w siatkowce.*® Zaktocenia w
sygnalizacji szlakow ON-OFF siatkowki sa powiazane z krotkowzrocznoscia, a
nadmierna aktywacja szlaku ON sprzyja wydluzaniu. °' Nasze odkrycia
sugeruja, ze zwigkszona ekspresja LRRTM2 moze destabilizowaé delikatna
rownowageg synaps glutaminianergicznych, potencjalnie prowadzac do
zmniejszenia wydzielania dopaminy i uposledzenia kontroli wzrostu gatki
ocznej.

Ponadto LRRTM2 bierze udzial w regulacji wzrostu oka zaleznej od
aktywno$ci neuronéw “°.Badania wykazaly, ze ekspozycja na $wiatlo zwigksza
uwalnianie dopaminy, hamujac wydluzanie osiowe.”’ Jednak nadmierna
ekspresja LRRTM2 moze zaktocaé plastyczno$¢ synaptyczna w odpowiedzi na
bodZce wzrokowe, prowadzac do zmian w uwalnianiu neuroprzekaznikow i
zwigkszonej podatnosci na krotkowzroczno$é.””  Funkcjonalne wzbogacenie
bialek zwiazanych z krotkowzrocznoscia w neuroaktywnych interakcjach ligand-
receptor wnaszymbadaniu dodatkowo potwierdza hipotezg, ze nieprawidlowa
sygnalizacja synaptyczna przyczynia si¢ do patogenezy krotkowzrocznosci,
prawdopodobnie poprzez modyfikacje synaptyczne, w ktorych posredniczy
LRRTM2.

Innym potencjalnym mechanizmem faczacym LRRTM2 z krotkowzroczno$cia sa
jego interakcje z metabolizmem lipidow i szlakami stresu oksydacyjnego.’*
Ostatnie badania wykazaly, ze metabolizm lipidow w siatkowce wplywa na
neurotransmisj¢ i funkcje fotoreceptorow.>> Nasza szlakow
metabolicznych ujawnita wzbogacenie glicerofosfolipidow

co
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metabolizm i szlaki tancucha transportu elektrondow w mitochondriach w
krétkowzrocznoscei, co sugeruje, ze LRRTM2 moze przyczyniac si¢ do reakcji na
stres oksydacyjny i dysfunkcji synaptycznej poprzez zaburzenia regulacji
lipidow. Zaklécenie homeostazy lipidowej w synapsie moze uposledzac
neurotransmisjeg, pogiebiajac postep krotkowzrocznosci.

Nasza analiza dokowania molekularnego zidentyfikowata kwas cis-9-
oktadekenoowy jako silny zwiazek wiazacy si¢ z LRRTM2, ktéry moze miec
potencjalne dziatanie terapeutyczne w krotkowzrocznosci *°.Ten neuroaktywny
lipid moze przeciwdziata¢ pro-krotkowzroczno$ciowym dziataniom LRRTM2
poprzez stabilizacj¢ synaps glutaminianergicznych, przywrdcenie réwnowagi
neuroprzekaznikow i wzmocnienie sygnalizacji dopaminergicznej, zapobiegajac
w ten sposob nadmiernemu wydiuzeniu galki ocznej. Ponadto nasza analiza
szlakow metabolicznych wykazata wzbogacenie metabolizmu
glicerofosfolipidow w krotkowzrocznosci, co potwierdza tezg, ze sygnalizacja
lipidowa wplywa na neurotransmisj¢ i kontrolg wzrostu galki ocznej. Poprzez
modulowanie interakcji lipidow w synapsie kwas cis-9-oktadekenoowy moze
pomdce w normalizacji funkcji synaptycznej, zmniejszeniu nadmiernej aktywacji
szlaku ON i przywrdceniu hamowania wydtuzania osiowego za posrednictwem
dopaminy, co podkre$la jego potencjat jako nowego $rodka terapeutycznego w
leczeniu krétkowzrocznoscei.

4.4. PCOLCE i biomechanika twardéwki w krdtkowzrocznosci

PCOLCE jest glownym regulatorem przetwarzania kolagenu i stabilno$ci
biomechanicznej twardéwki, ktore sa kluczowymi czynnikami w progresji PM.
97 Nasze odkrycia sugeruja, ze wyzsza ckspresja PCOLCE wiaze si¢ ze
zwigkszonym ryzykiem PM, co wskazuje na rol¢ PCOLCE w przebudowie kolagenu
twardowki i ostabieniu biomechanicznym. PCOLCE wzmacnia aktywno$¢
prokolagenowej proteazy C, ulatwiajac dojrzewanie wiokien kolagenu typu I.°¢
Zwigkszona degradacja kolagenu i zmniejszone sieciowanie wiokienek w
krotkowzroczno$ci  prowadza do S$cienczenia twardowki i niestabilno$ci
biomechanicznej, sprzyjajac dalszemu wydtuzaniu osiowemu.”> PCOLCE moze
posredniczy¢ w tych efektach poprzez modulowanie organizacji wiokienek
kolagenowych i sztywnosci ECM, przyczyniajac si¢ do postgpujacego ostabienia
twardowki obserwowanego w wysokiej krotkowzrocznosci i PM.

Ponadto PCOLCE oddzialuje z sygnalizacja TGF-p i MMP, kluczowymi
regulatorami przebudowy twardowki w krotkowzrocznosci °°. Degradacja ECM
indukowana przez TGF-f jest dobrze znana cecha eksperymentalnych modeli
krétkowzrocznosei ©'.Dodatkowo wyniki wzbogacenia KEGG zidentyfikowaty
interakcje ECM-receptor jako znaczaca $ciezke zwigzana z krotkowzroczno$cia,
potwierdzajac rol¢ PCOLCE w przebudowie ECM.

Nasza analiza dokowania molekularnego zidentyfikowata 17-beta-estradiol
jako silny zwiazek wiazacy si¢ z PCOLCE, co sugeruje jego potencjat
wzmacniania struktury kolagenu twardéwki.®> Estrogen jest znany z regulowania
homeostazy ECM, funkcji fibroblastow i sieciowania kolagenu, ktére maja
kluczowe znaczenie dla stabilnosci twardowki.”® Dodatkowo PCOLCE oddziatuje z
sygnalizacja TGF-B, glownym regulatorem aktywnos$ci fibroblastow twardowki.
Zaburzenia regulacji sygnalizacji TGF-B sa powiazane z krotkowzrocznoscia,
szczegblnie w przypadku degradacji ECM. ©* Poprzez modulowanie
przetwarzania kolagenu za posrednictwem TGF-B, 17-beta-estradiol moze
wzmacnia¢ wlasciwosci rozciagliwe twardowki i ogranicza¢ wydtuzenie osiowe
w PM.

4.5. Kierunki rozwoju: strategie opracowywania i dostarczania lekéw

Konieczne sa dalsze badania w celu potwierdzenia skutecznosci tych matych
czasteczek w modelach eksperymentalnych. Przyszite badania powinny skupiaé
si¢ na badaniach in vitro w hodowlach fibroblastow twardowki i neurondéw
siatkowki w celu oceny ich wplywu na metabolizm ECM, sygnalizacje
neuroprzekaznikoéw i sieciowanie kolagenu. Ponadto badania in vivo na
modelach zwierzgcych beda mialy zasadnicze znaczenie dla oceny
farmakokinetyki, biodostgpnosci i potencjatu terapeutycznego. Kolejna wazna
kwestia jest opracowanie skutecznych metod podawania lekow. Krople do oczu
moga by¢ skuteczne w przypadku zwiazkow ukierunkowanych na LRRTM2,
ktore moduluja neurotransmisj¢. Jednak terapie ukierunkowane na twardoéwke,
takie jak wstrzyknigcia do ciala szklistego lub implanty o przedtuzonym
uwalnianiu, moga by¢ bardziej skuteczne w przypadku zwiazkow stabilizujacych
ECM, takich jak inhibitory PDGFRA i PCOLCE. Zamknigcie w systemach
podawania lekow opartych na nanoczasteczkach moze poprawic penetracjg oka
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i zapewni¢ dlugotrwate efekty terapeutyczne, co czyni je obiecujacym podejsciem
do dlugoterminowego leczenia krotkowzroczno$ci i PM.

4.6. Mocne strony i ograniczenia badania

W niniejszym badaniu systematycznie zintegrowano MR, analiz¢ kolokalizacji,
sieci PPI, wzbogacenie szlakow metabolicznych oraz symulacje dokowania
molekularnego w celu zbadania mechanizméw molekularnych lezacych u
podstaw krotkowzroczno$ci i PM. Istotna zaleta jest wykorzystanie narzedzi
genetycznych z szeroko zakrojonych badan GWAS, co minimalizuje ryzyko
wystapienia czynnikow zaklocajacych i odwrotnej przyczynowosci. Polaczenie
danych multiomicznych z analiza wzbogacenia funkcjonalnego i interakcji lek-
cel wzmacnia biologiczne znaczenie zidentyfikowanych bialek PDGFRA,
LRRTM2 i PCOLCE, podkreslajac ich role w przebudowie ECM,
neurotransmisji i stabilno$ci kolagenu twardéwki. Ponadto symulacje dokowania
molekularnego i MD potwierdzaja potencjalnych kandydatow terapeutycznych,
zapewniajac perspektywe translacyjna dla przysztego rozwoju lekow.

5. Ograniczenia badania
5.1. Specyficzno$é tkanki ocznej

Nasze instrumenty pochodzity gtéwnie z zasobéw pQTL/eQTL krwi pelnej,
podczas gdy glownymi tkankami chorobowymi w przypadku
krotkowzroczno$ci/PM sa twardowka, siatkowka i naczyniowka. Ta niezgodno$é
moze ostabia¢ sygnaly istotne dla tkanki. Przyszte analizy powinny integrowac
eQTL oparte na sekwencjonowaniu RNA siatkowki/twardowki lub proteomike
oka, wykonywa¢ MR wazone tkanka i weryfikowaé kolokalizacje w obrgbie
interwalow LD oka. Mapy ekspresji pojedynczych komoérek i dostgpnosci
chromatyny z tkanek oka pozwola na dalsze udoskonalenie przypisywania celow
do typoéw komorek zwigzanych z choroba.

5.2. Pochodzenie populacji i mozliwos¢ uogélnienia

Wigkszos¢ statystyk dotyczacych ekspozycji i wynikéw wykorzystanych w
niniejszym badaniu pochodzi z kohort o wysokim odsetku pochodzenia
europejskiego ze wzgledu na dostgpno$¢ danych i wielkos¢ proby. Moze to
ostabia¢ mozliwo$¢ przeniesienia szacunkoéw efektdéw na regiony o wysokiej
czgstosci wystgpowania, takie jak Azja Wschodnia, gdzie struktura LD,
czgstotliwosei alleli i interakcje migdzy genami a $rodowiskiem sa inne. Aby
ograniczy¢ nadmierna interpretacjg, traktujemy ekstrapolacje migdzy
pochodzeniami jako generowanie hipotez i nakre§lamy nastgpujace priorytety dla
przysztych prac: (i) powtorzenie MR i kolokalizacji w calym proteomie i
transkryptomie ~w  kohortach z  Azji  Wschodniej; (i) wdrozenie
kolokalizacji/doktadnego mapowania migdzyetnicznego w celu zmniejszenia
zjawiska taczenia spowodowanego LD; oraz (iii) poréwnanie sity instrumentow i
wielkosci efektow przyczynowych w rdéznych grupach pochodzenia przy uzyciu
zharmonizowanych fenotypow. Kroki te sa niezbgdne przed jakimkolwiek
zastosowaniem klinicznym w réznych populacjach.

5.3. Instrumenty pQTL pochodzqce od dorostych i ekstrapolacja na
krotkowzrocznosc u dzieci

Nasze instrumenty pQTL zostaty uzyskane gtéwnie z kohort 0os6b dorostych i
starszych. MR szacuje wplyw genetycznej podatnos$ci na krotkowzroczno$é i
ryzyko PM w ciagu calego zycia i zasadniczo nie zalezy od wieku w momencie
pomiaru. Jesli jednak biatka docelowe wykazuja regulacje specyficzna dla wieku
lub tkanki, wielko$¢ efektu migdzywiekowego moze ulec ostabieniu, co
ogranicza ekstrapolacj¢ na krotkowzroczno$¢ dziecigca. Aby zmniejszy¢ tg
niepewno$¢, nadaliSmy priorytet instrumentom cis pQTL i zastosowaliSmy
kolokalizacjg, a wyniki interpretujemy jako generujace hipotezy. W przysztych
pracach nalezy powtérzy¢é wyniki w zestawach danych pediatrycznych lub
stratyfikowanych wedlug wieku oraz w zasobach specyficznych dla tkanki
ocznej, a takze wykorzysta¢ analizy genow wedlug wieku i solidne metody MR
w celu oceny spojnosci.

6. Wnhioski

Wykorzystujac uzupetniajace analizy genetyczne i systemowe, niniejsze
badanie wskazuje PDGFRA, LRRTM2 i PCOLCE jako kandydatéw do dalszych
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badania nad krotkowzroczno$cia i PM. MR i kolokalizacja potwierdzaja potencjalng rolg
w przebudowie ECM, neurotransmisji siatkowkowej i biomechanice twardéwki.
Symulacje dokowania i MD sugeruja, ze chemotypy takie jak 1,3-propanodiol, kwas
cis-9-oktadekenoowy i 17-beta-estradiol zastuguja na priorytetowe traktowanie,
ale wyniki te pozostaja hipoteza i nie potwierdzaja skutecznosci terapeutyczne;j.
Przyszte prace powinny obejmowaé walidacje¢ oparta na komorkach i in vivo,
badanie modulacji docelowej oraz strategie dostarczania w celu oceny potencjatu
translacyjnego.
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