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Rola metylacji DNA w etiologii wysokiej krotkowzroczno$ci u polskich dzieci

Cel badan:

Wysoka krotkowzroczno$é (ang. high myopia, HM), zaburzenie charakteryzujace si¢ wielkoscia
wady -6,0 dioptrii [D] lub wyzszg oraz dtugoscia osiowa gatki ocznej (Al) dtuzsza niz 26,0 mm, jest gtdéwna
przyczyna Slepoty w krajach rozwijajacych sig. HM ma wieloczynnikowa etiologie, w ktorej biorg udziat
czynniki genetyczne i srodowiskowe takie jak praca wzrokowa z bliska, praca przy sztucznym o$wietleniu,
niski poziom aktywnoS$ci fizycznej na §wiezym powietrzu oraz wyzszy poziom wyksztatcenia. Jak dotad
rozpoznano liczne geny i warianty sekwencji powigzane z HM, jednakze byly one charakterystyczne tylko
dla poszczegolnych populacji, a nawet rodzin.

Metylacja DNA jest procesem epigenetycznym regulujgcym ekspresje gendow bez zmiany sekwencji
DNA. Zmiany w poziomie metylacji DNA moga stanowi¢ powigzanie miedzy czynnikami §rodowiskowymi
a HM.

Projekt jest rozszerzeniem dlugoletnich badan naszego zespotu w zakresie genetycznych i
epigenetycznych przyczyn HM. Ostatnio, wykonali$my analiz¢ calogenomowej metylacji DNA dzieci z HM
i dzieci bez HM jako grupy kontrolnej. Proponowany projekt jest kontynuacja tych badan oraz projektu
doktorskiego o tytule ,Charakterystyka wybranych aspektow (epi)-genetycznych w  wysokiej
krotkowzrocznosci u polskich pacjentow” realizowanego przez kierownika projektu. W ramach pracy
kierownik projektu przeprowadzit analize wynikow metylacji DNA catego genomu i wybral dinukleotydy
CpG o0 zréznicowanej metylacji u dzieci z HM w poroéwnaniu do grupy kontrolnej, ktore beda stanowity
podstawe badan przewidzianych w projekcie. Sg to dinukleotydy CpG w genach GSTM1, PPP1R18, XRCC2,
OXALL, FARP2, ABHD13, SORBS2, SLC25A3P1, TANC1 i ATXN1. Badania wstepne wskazuja, ze
zmiany w poziomie metylacji tych genow moga powodowaé zmiany w poziomie ich ekspresji i tym
samym warunkowa¢ fenotyp HM u polskich dzieci. W celu weryfikacji tej hipotezy planowana jest
walidacja wynikow metylacji DNA catego genomu z zastosowaniem techniki alternatywnej (Cel 1); analiza
poziomu ekspresji gené6w ze zmianami metylacji (Cel 2); oszacowanie profilu metylacji i ekspresji w liniach
komorkowych pochodzacych z narzadu wzroku (Cel 3); oraz wyszukanie wariantoéw sekwencji w genach ze
zroéznicowang metylacja (Cel 4).

Metodologia badan:

Material i izolacja kwaséw nukleinowych: Badania bgda prowadzone na DNA z krwi 18 polskich dzieci z
HM (4-12 lat, wada wzroku —6,0 - —15,0 D przynajmniej w jednym oku, AL 26,22 — 27,85 mm) i 18
polskich dzieci bez HM (ten sam wiek i pte¢), ktory byt uprzednio wykorzystany w analizie catlogenomowe;j
metylacji DNA. DNA i RNA beda rowniez izolowane z krwi nowo zrekrutowanej grupy dzieci oraz z
dostepnych komercyjnie linii komérkowych wyprowadzonych z komorek siatkowki.

Cel 1: Walidacja wynikéw analizy calogenomowej metylacji z uzyciem alternatywnej techniki: Poziom
metylacji wybranych fragmentow genowych =zostanie zweryfikowany =z zastosowaniem metody
alternatywnej z wykorzystaniem DNA od polskich dzieci.

Cel 2: Analizy ekspresji genéw o zréznicowanej metylacji: Eksperyment zostanie przeprowadzony w celu
sprawdzenia zaleznos$ci miedzy metylacjg a ekspresja wybranych genow.

Cel 3: Badania funkcjonalne na liniach komérkowych siatkéwki - ocena profilu metylacji i ekspresji:
Poziom metylacji i ekspresji wybranych genéw zostanie zmierzony w liniach komérkowych siatkowki i
porownywany z wynikami uzyskanymi dla badanych dzieci. By dowiedzie¢ si¢ czy metylacja badanych
gendw moze wplywaé na ich ekspresje w komorkach siatkowki zostanie przeprowadzona demetylacja DNA.
Cel 4: Poszukiwanie wariantow sekwencji w genach o zréznicowanej metylacji: Sekwencjonowanie
bedzie przeprowadzone W celu sprawdzenia czy same roznice W poziomie metylacji sa odpowiedzialne za
zmiany ekspresji badanych genéw w HM czy w polaczeniu z patogennymi zmianami sekwencji genow.

Wplyw projektu na rozwdj dziedziny i spodziewany efekt koncowy

Oczekiwanym efektem koncowym projektu jest potwierdzenie, ze zmiany w poziomie metylacji
analizowanych genéw powodujg zmiany w ich ekspresji w krwi i komoérkach siatkowki i tym samym
prowadza do rozwoju HM u polskich dzieci. Nasze badania metylacji w HM sa jedynymi prowadzonymi w
populacji polskiej, dlatego wyniki beda cieszyly si¢ zainteresowaniem okulistéw, naukowcow i studentow
kierunkéw medycznych 1 biologicznych. Identyfikacja nowych przyczyn powstawania HM jest krokiem w
kierunku lepszej diagnostyki molekularnej i potencjalnych metod leczenia.



