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Rola metylacji DNA w terapii zwi¢kszajacej aktywnos$¢ kanalu CFTR w mukowiscydozie

Mukowiscydoza (CF) jest najczestsza chorobg autosomalng recesywna, charakteryzujaca si¢ mutacjami
w genie CFTR (ang. cystic fibrosis transmembrane conductance regulator), ktére maja powazny wplyw na uktad
oddechowy, pokarmowy, hormonalny, rozrodczy i kostny. Srednia dtugo$¢ zycia polskich pacjentow w 2018 r.
obliczono na 24,5 + 8,9 roku. Wynikato to glownie z niskiego wykorzystania zasoboéw zdrowotnych, gdyz
program lekowy umozliwiajacy terapi¢ modulatorami CFTR zostal wdrozony dopiero niedawno, w 2022 roku.
Co ciekawe, nasilenie choroby r6zni si¢ u poszczegdlnych pacjentow, w szczegolnosci u rodzenstwa i bliznigt
posiadajacych identyczne mutacje. Geny modyfikujace i inne czynniki majg wplywac na postep choroby. Podczas
gdy genetyczne podloze mukowiscydozy jest dobrze poznane, mechanizmy molekularne innych czynnikow
przyczyniajacych si¢ do choroby sa nadal nieznane. Hipoteza naukowa tego projektu zaktada, ze modyfikacje
epigenetyczne, w szczeg6lnosci metylacja DNA, moga wyjasnia¢ zmienno$é fenotypowa w mukowiscydozie, a
zmiany w metylacji moga by¢ odpowiedzialne za rozny postep i ciezko§¢ choroby. Co wiecej, leczenie
modulatorami CFTR moze dodatkowo zmieni¢ wzor metylacji.

Projekt ten ma na celu kompleksowe zbadanie wzorcow metylacji w réznych grupach pacjentow z
mukowiscydoza (pediatrycznych i dorostych) oraz zdrowych osob z grupy kontrolnej, aby wyjasni¢ czynniki
epigenetyczne wplywajace na nasilenie choroby, jej progresje i odpowiedz na leczenie. Grupy pacjentow sa
nastgpujace: (1) pacjenci homozygotyczni dla mutacji F508del przed i po 12-miesi¢cznym leczeniu modulatorami
CFTR (Kalydeco z Symkevi lub Kaftrio) (2) heterozygotyczni dla mutacji F508del (a) przed i po 12-miesi¢cznym
leczeniu modulatorami CFTR (Kalydeco z Symkevi lub Kaftrio) (b) bez leczenia modulatorami CFTR (3) mutacje
inne niz F508del bez leczenia modulatorami CFTR. Porownujac probki pobrane od 0s6b zdrowych i pacjentow z
réznymi mutacjami, a takze przed i po leczeniu modulatorami CFTR, zamierzamy zidentyfikowac specyficzne
Zmiany epigenetyczne zwigzane ze zmiennoscig fenotypowa, postepem choroby i odpowiedzig terapeutyczna,
zapewniajac wglad w mechanizmy molekularne lezace u podstaw patogenezy CF.

Planujemy wyizolowa¢ DNA z prébek krwi obwodowej od zdrowych o0sob z grupy kontrolnej i grupy
odkrywczej pacjentéw pediatrycznych, aby przeprowadzi¢ sekwencjonowanie catego genomu po reakcji z
wodorosiarczynem (WGBS). Dane uzyskane z WGBS zostang zweryfikowane za pomoca pirosekwencjonowania
na innym materiale (wymazy z nosogardzieli) w celu potwierdzenia, czy metylacja DNA jest rOwniez zmieniana
lokalnie w drogach oddechowych. Ponadto planujemy przeanalizowaé za pomocg pirosekwencjonowania
wybrane regiony/geny ze zmieniong metylacja w wigkszej grupie replikacyjnej, sktadajacej si¢ zarowno z dzieci,
jak i dorostych, a takze zdrowych 0sob z grupy kontrolnej. Planujemy rowniez sprawdzié, czy zmiana metylacji
wplywa na ekspresj¢ wybranych gendéw i biatek. Na koniec planujemy zbada¢ wplyw reaktywnych form tlenu i
stanu zapalnego na metylacje DNA w modelu hodowli komoérkowej ludzkiego nabtonka drég oddechowych, a
takze czy modulatory CFTR moga modyfikowac przebieg tych procesow.

Nowoscig tego projektu jest zatozenie, ze metylacja DNA moze wyjasnia¢é zmienno$¢ fenotypowag w
mukowiscydozie, podczas gdy zmiany w metylacji moga by¢ odpowiedzialne za rozny postep i cigzko$¢ choroby.
Zgodnie z naszg wiedza, wczesniejsze badania nie analizowaly, czy leczenie modulatorami CFTR wptywa na
wzorce metylacji catego genomu. Ponadto wigkszos$¢ badan przeprowadzono na osobach dorostych, podczas gdy
nasza grupa badawcza obejmuje rowniez dzieci, co pozwala na zbadanie wczesnego wptywu choroby i jej leczenia
na zmiany metylacji

Projekt ten odkryje dynamiczne zmiany w metylacji DNA, ktore sa zwigzane z postgpem choroby, jej
cigzkoscig i leczeniem u pacjentow z mukowiscydozg. Wcezesna diagnoza mukowiscydozy 1 identyfikacja
czynnikow, ktoére moga wplywac na jej leczenie (zaréwno klinicznych, jak i molekularnych, zwlaszcza markerow
epigenetycznych) poprawitaby wczesng terapi¢, ulatwitaby dalszy rozwdj spersonalizowanych strategii
terapeutycznych i zapobiegataby lub op6zniata nieodwracalne zmiany w drogach oddechowych, co ma kluczowe
znaczenie dla wydtuzenia zycia pacjentow i poprawy ich jakosci zycia.



