III Streszczenie w jezyku polskim: Zaburzenia metylacji calogenomowej w komorkach
jednojadrzastych krwi obwodowej u pacjentoéw z orbitopatig tarczycowa w przebiegu choroby

Gravesa i Basedowa, w trakcie leczenia dozylnymi pulsami glikokortykosteroidow

Choroba Gravesa 1 Basedowa (ang. Graves’ disease, GD) jest autoimmunizacyjng chorobg
tarczycy (ang. autoimmune thyroid disease, AITD), prowadzaca do nadczynnosci gruczotu.
Etiopatogeneza i obraz kliniczny GD s3 uwarunkowane wieloma czynnikami — przede
wszystkim wariantami genetycznymi, ale takze Srodowiskowymi (w tym gldwnie paleniem
tytoniu) 1 endogennymi (np. plcig zenska). Jednoczes$nie, poznane czynniki genetyczne
odpowiadaja jedynie za ok. 10% spodziewanej podatnosci na zachorowanie, a zar6wno
kliniczne i genetyczne determinanty powodzenia leczenia GD pozostaja nieznane. Terapia GD
obejmuje leki przeciwtarczycowe (ang. anti-thyroid drugs, ATD) oraz leczenie radykalne
(terapi¢ radiojodem i tyreidektomie) i charakteryzuje si¢ duzym odsetkiem niepowodzenia i

nawrotu choroby, szczegélnie w grupie dzieci.

Jednym z fenotypéw GD jest orbitopatia tarczycowa (ang. Graves orbitopathy, GO), bedaca
najczestsza pozatarczycowa manifestacja GD. GO jest zespolem objawdw ocznych wtoérnych
do procesow autoimmunizacyjnych w obrgbie tkanek migkkich oczodotu, mogaca prowadzic¢
do utraty wzroku. Wystepuje u ok. 30% chorych, ujawnia si¢ w roznym czasie GD 1 jest
szczegllnie heterogenna w obrazie klinicznym a takze zwigzana z paleniem papieroséw. W
terapii aktywnej, umiarkowanej do cigzkiej GO kluczowe znaczenie, poza zaprzestaniem
palenia, majg dozylne pulsy glikokortykosteroidow (ang. intravenous glucocorticoids, ivGCS)

oraz leczenie biologiczne.

Wobec modelu choroby wieloczynnikowej, wplyw innych czynnikow — epigenetycznych (np.
metylacji), mozliwie taczacych genetyczne i Srodowiskowe przyczyny zachorowania, wydaje
si¢ wikta¢ wystepowanie, przebieg 1 odpowiedz kliniczng na zastosowane leczenie w GD. W
literaturze dostepne sg obecnie wstepne doniesienia dotyczace zaburzen metylacji kwasu
deoksyrybonukleinowego (and. deoxyrybonucleic acid methylation, DNAm) komoérek krwi
obwodowej w chorobach autoimmunizacyjnych, w tym w GD. Co interesujace, podkreslono
wystepowanie hipometylacji w GD oraz wzrostu stopnia DNAm po przeprowadzeniu leczenia
tyreostatykami oraz radiojodem. Ponadto, zwracato uwage przedstawienie odmiennie
zmetylowanych dinukleotydow CpG (ang. CpG sites) w regionach cytokin prozapalnych,
czasteczek adhezyjnych 1 uczestniczacych w przekazaniu drugiego sygnatu podczas prezentacji

antygenu — waznych elementéw patofizjologicznych choroéb autoimmunizacyjnych, réwniez
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dla patogenezy samej GD 1 GO. Wykazano tez zwigzek zaburzen DNAm z nikotynizmem, co
moze mie¢ kluczowe znaczenie dla patofizjologii omawianych w rozprawie doktorskiej

schorzen tarczycy.

Cele dwoch Projektow tworzacych niniejsza rozprawe doktorskg obejmowaty ocene zaburzen
catogenomowej DNAm komorek krwi obwodowej u pacjentéw 1) z GO przed 1 w trakcie 12-
tygodniowego leczenia pulsami ivGCS (metyloprednizolonem; Projekt Gtoéwny) wg protokotu
Europejskiej Grupy ds. Orbitopatii tarczycowej (ang. European Group on Graves’ Orbitopathy,
EUGOGO) oraz ii) chorych ze §wiezym rozpoznaniem GD, w zaleznos$ci od wieku: dorostych
(ang. adult GD, AGD) i dzieci (ang. pediatric GD, PGD). W projektach zostat pordwnany obraz
DNAm w grupie chorych i kontroli, a takze zostaty przeprowadzone analizy chorych z r6zna

prezentacja kliniczng oraz poswigcone skutecznosci leczenia.

W Projekcie 1. pobrano probki krwi obwodowej do badan laboratoryjnych u wszystkich
chorych z umiarkowang do cigzkiej GO (n=24) w eutyreozie: przed rozpoczgciem leczenia
ivGCS (punkt 1., P1) oraz nastgpnie po zakonczeniu protokotu 12 pulsow ivGCS (punkt 2.,
P2), zgodnie z aktualnymi zaleceniami grupy EUGOGO. Chorzy zostali podzieleni na grupy
wedlug odpowiedzi na leczenie (response, R, n=14 vs. no-response, NR, n=10). W Projekcie 2.
wszyscy chorzy z GD pozostawali w hipertyreozie (AGD, n=12 oraz PGD, n=6) i nie byli
leczeni przeciwtarczycowo przed wiaczeniem do badania. Zrekrutowano réwniez dorostych
(ang. healthy controls, HC, n=7) 1 dzieci (pediatric healthy controls, pHC, n=5), bez chordb
autoimmunizacyjnych oraz schorzen tarczycy. Procedury laboratoryjne obejmowaly
stworzenie bibliotek (n=78) DNA bogatych w zmetylowane fragmenty oraz sekwencjonowanie
nowej generacji - zredukowane reprezentacyjne sekwencjonowanie bisulfitowe (ang. reduced
representation bisulfite seqencing, RRBS). Analize wynikow przeprowadzono z pomoca
srodowiska bioinformatycznego, stosujac poprawke dla wielokrotnych poréwnan oraz
uwzgledniajagc wzbogacenie funkcjonalne. Do analizy statystycznej wiaczono odmiennie
zmetylowane cytozyny (stosunek S5-metyloctyozyna: cytozyna) odczytane co najmniej

dziesigciokrotnie (10x), a stopien minimalnej ré6znicy w DNAm wynosit 25% (0,25).

W Projekcie 1. odnotowano wyrazng separacj¢ chorych z GO i zdrowych w analizie glownych
komponentow sktadowych (principal component analysis, PCA), a takze calogenomowe,
hipometylowane wzorce 0sob chorych przed podjeciem leczenia ivGCS (P1). Wykazano
zmiany grupowania probek i wzorcow DNAm po odbytym leczeniu chorych z GO (P2). Na

poziomie pojedynczych, odmiennie zmetylowanych dinukleotydow CpG anotowanych na
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regiony genowe, zidentyfikowano tacznie n=2894 istotnych DMRs (ang. differentially
methylated regions), gtdwnie hipometylowanych (99,17%), obejmujacych mnogie loci uktadu
transdukcji sygnalu i odpowiedzi uktadu odpornosciowego (m.in. CD55, ICAM, TNFRSIB)
oraz uczestniczacych w patogenezie GD 1 GO (m.in. /L-2RA, LOXL3, IL-6R, IGFRI), a takze
inne przedstawione w literaturze (m.in. DRD4, KLF9). Pokazano takze wzbogacenie licznych
szlakow metabolicznych zwigzanych z genami, na ktére zmapowano CpG, m.in. dojrzewania
limfocytow, odpowiedzi uktadu immunologicznego, wzrostu i komunikacji komorek, a takze
rozwoju narzagdu wzroku. Po zastosowaniu terapii ivGCS uwidoczniono istotne zmiany stopnia
DNAm u chorych z osobna, jednak w skali grupy odpowiedz na leczenie nie byta zwigzana ze

zmiang stopnia DNAm na poziomie wspdlnych, pojedynczych CpG.

W Projekcie 2. réwniez odnotowano dominujacg hipometylacje chorych z GD, w skali kazdego
z chromosomoéw autosomalnych oraz catogenomowych wzorcow DNAm, a takze wyrazne
klastrowanie chorych w analizie PCA (uwidaczniajagc przy tym uwiklanie wptywu
nikotynizmu). Zidentyfikowano n=10700 istotnych DMRs (99,58% hipometylowanych), a
wsérod nich loci uczestniczace w patogenezie AITD 1 GO (m.in. IL2RA, IL6R, IGFRI),
transdukcji sygnatu i odpowiedzi uktadu odpornosciowego (m.in. ICAMI, AIRE, STATS3,
SMAD4, ALK, TNFRSFIB, CD5, CD7, CD8A, ILI12RBI), procesow apoptotycznych (BCL2)
oraz epigenetycznych (MIR146B, DNMT3B, EZH?2). Przeciwnie, r6znica migdzy DNAm dzieci
zdrowych (pHC) 1 chorych (PGD) nie byla wyraZzna, zaréwno w skali catlogenomowej, jak 1
istotnych roznicujagcych DMRs (n=18; w tym: TAGLN, ONECUTI, CALMLS5, NKX6-3).
Podobnie, chorzy dorosli 1 dzieci z GD ro6znili si¢ istotnie na poziomie pojedynczych CpG
(tacznie n=29 istotnych DMRs, w tym: FANKI, GRM2, CDK2AP2P2), a w analizie
catogenomowych wzorcéw chorych z GD réznicowat osobny czynnik — nikotynizm (a nie
wiek). Wreszcie, wykazano wzbogacenie szlakow metabolicznych dla znalezionych DMRs
grupy osob dorostych ze $wiezym rozpoznaniem GD. W analizie eksploratywnej chorzy
doros$li-palacy z GD prezentowali inne wzorce DNAm (dominujaca hipermetylacja) od

pacjentéw niepalacych (facznie n=2183 istotnych DMRs).

Podsumowujac, w projektach rozprawy doktorskiej wykazano, ze pacjenci z GD oraz z GO
prezentuja odmienne wzorce DNAm 1 znamienng hipometylacje DNA wzgledem oséb
zdrowych, zarowno w ujeciu calogenomowym jak i1 na poziomie regiondéw zwigzanych z
licznymi procesami immunologicznymi, wzrostu i réznicowania komorek, a takze stanu
zapalnego. Dzieci z GD wykazuja pojedyncze roznice stopnia DNAm na poziomie

pojedynczych CpG, a ich catogenomowe wzorce DNAm sg zblizone do tych u niepalacych
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chorych dorostych oraz nie r6znig si¢ wyraznie od dzieci zdrowych. Wplyw terapii ivGCS w
GO wyraza si¢ w postaci zmiany wzorcOw i stopnia DNAm niezaleznie od odpowiedzi na
terapi¢. Z uwagi obecny stan wiedzy dotyczacy natury procesu powstawania DNAm, jej
zmiennos$ci 1 mozliwej dwustronnej zaleznosci od czynnikéw genetycznych, endogennych i
srodowiskowych (szczegdlnie nikotynizmu), a takze specyfiki oceny DNAm we wszystkich
leukocytach krwi obwodowej oraz heterogennosci obrazu klinicznego GO i GD, konieczne sg

kolejne, uzupetniajace badania w tym polu.
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