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WYKAZ UZYWANYCH SKROTOW

S5mC — 5-metylocytozyna

ACPA — przeciwciata przeciwko cyklicznemu, cytrulinowanemu peptydowi (ang. anti-

citrullinated protein antibodies)

ACR- Amerykanskie Kolegium Reumatologii (ang. American College of Rheumatology)
ACTB — gen B-aktyny

AGO - biatko Argonauta

APPs — biatka ostrej fazy (ang. the acute phase proteins)

BF — czynnik Bayesa

cDMARD - klasyczne leki modyfikujace przebieg choroby (ang. Classical Disease-
Modifying Antirheumatic Drugs)

cDNA - komplementarne DNA utworzone na matrycy RNA
CI—95% przedziat ufnosci

CMYV - cytomegalowirus

CRP — biatko c-reaktywne

CYRG61 — biatko 61 bogate w cysteing indukujace angiogeneze (ang. cysteine rich angiogenic

inducer)

DAS-28 — skala aktywnos$ci choroby

DMP — odmiennie zmetylowane pozycje (ang. differentially methylated positions)
DNA - kwas deoksyrybonukleinowy

DNMT1 — metylotransferaza DNA typu I

EBC — wirus Epstein-Barr’a

EULAR — Europejska Liga Przeciwko Reumatyzmowi (ang. European League Against

Rhaumatism)

EWAS - badanie asocjacyjne w skali epigenomu



GWAS — badanie asocjacyjne w skali genomu

HCV — wirus zapalenia watroby typu C

HLA - ludzkie antygeny leukocytarne

IL — interleukina

IL6R — receptor dla interleukiny 6

IRFS5 — czynnik V regulowany interferonem

JAK - kinaza Janusowa

LD — nierownowaga sprz¢zen polimorfizmow (ang. linkage disequilibrium)

MBP - bialka przylaczajace si¢ do zmetylowanych sekwencji DNA (ang. methyl-binding

proteins)

MIP — biatka zapalne makrofagdéw (ang. macrophage inflammatory proteins)
miR — mikro-RNA

miRISC — kompleks wyciszajacy ekspresje genu utworzony z mikro-RNA i mRNA
MMP — metaloproteinaza

MSP — PCR specyficzny do zmetylowanych sekwencji DNA

NTC — kontrola bez matrycy DNA

OASF — fibroblasty pochodzace od pacjentéw z zapaleniem kosci

OD — iloraz szans (ang. odds ratio)

PABPs — biatka wigzace sekwencje poli(A)

PCR - tancuchowa reakcja polimerazy

RANTES — czynnik regulowany przez aktywacje, ulegajacy ekspresji i wydzielaniu przez
prawidtowe limfocyty T

RASF — fibroblasty pochodzace od pacjentdw z reumatoidalnym zapaleniem stawow
Real-time PCR — PCR w czasie rzeczywistym

RF — czynnik reumatoidalny



RNA — kwas rybonukleinowy

RPKM — odczyt w tysigca zasad na milion

RZS — reumatoidalne zapalenie stawow

SLE — toczen rumieniowaty uktadowy

SNP — polimorfizm typu pojedynczego nukleotydu
SOCS3 — supresor III aktywacji cytokin

SS — zespo6l Sjorgena

TLR — receptory Toll podobne

Tm — temperatura topnienia startera

TNF-a — czynnik martwicy nowotworow alfa

TSS — miejsce rozpoczecia transkrypcji (ang. transcription start site)
UTR - rejon nie podlegajacy translacji

VAS PGA — wizualna skala analogowa wykonana przez pacjenta (ang. visual analog scale

patient global assessments)

VAS PhGA — wizualna skala analogowa wykonana przez lekarza (ang. visual analog scale

physician global assessments)

VEGF - czynnik wzrostu §rédblonka naczyniowego (ang. vascular endothelial growth factor)



I. WSTEP

1.1. Reumatoidalne zapalenie stawow

Reumatoidalne zapalenie stawow (RZS) jest przewlekta chorobg autoimmunologicznag
dotykajaca okoto 1% populacji ogolnej, w przebiegu ktorej dochodzi do obrzgku stawdw, ich
bolesnosci oraz degeneracji btony maziowej, co prowadzi do niepelnosprawnosci i
przedwczesnej $miertelnoéei [!, 2]. Etiopatogeneza choroby obejmuje glownie trzy obszary:
autoimmunizacj¢, ogdélnoustrojowy stan zapalny oraz destrukcje stawow. Autoimmunizacja
charakteryzuje  si¢  produkcja  specyficznych  przeciwciat  przeciwko  wlasnym
immunoglobulinom (Ig) w klasie IgG, znanych jako czynnik reumatoidalny (RF, ang.
rheumatoid factor) lub specyficznych przeciwko cyklicznemu cytrulinowanemu peptydowi
(ACPA, ang. anti-citrullinated protein antibodies) [*].W roku 2010 Amerykanskie Kolegium
Reumatologii (ACR, ang. American College of Rheumatology) wraz Europejska Liga
przeciwko Reumatyzmowi (EULAR, ang. European League Against Rheumatism)
uaktualnito wczesniejsze kryteria z roku 1987 dotyczace rozpoznawania RZSu przyjmujac
m.in. oba markery serologiczne do kryteriéw diagnostycznych[!, 4].Pomimo wprowadzenia
diagnostyki serologicznej, wcigz rozpoznanie choroby na jej wstgpnym etapie pozostaje
problematyczne, gdyz u znacznego odsetka chorych w poczatkowej fazie choroby nie
stwierdza si¢ zmian radiologicznych (okoto 50% chorych) oraz brak jest podwyzszonego
miana RF (okoto 30 % chorych) [*]. Istotng kwestig jest czuto$¢ oraz swoisto$é diagnostyczna

markerow serologicznych, ktora dla RF wynosi odpowiednio 65% i 98% [['].

Wspotistnienie  srodowiskowych 1 genetycznych  czynnikow  ryzyka  zwigksza
prawdopodobienstwo rozwoju choroby. Czynniki ryzyka mozna podzieli¢ na dwie grupy:
czynniki §rodowiskowe oraz czynniki genetyczne. Do pierwszych mozna zaliczy¢ palenie
tytoniu oraz infekcje bakteryjne 1 wirusowe. Mikroorganizmy zwigkszajace ryzyko rozwoju
RZSu to m.in.: Porphyromonas gingivalis, Proteus mirabilis, paleczke coli, wirus Epstein-
Barr’a (EBV), cytomegalowirus (CMV) [°]. Do drugich zalicza si¢ m.in. nosicielstwo alleli
ryzyka w uktadzie HLA (ang. human leukocyte antygen), glownie dotyczy to pacjentow RF
lub ACPA pozytywnych w locus HLA-DRBI, ale moze obejmowa¢ réwniez inne geny.
Pomimo duzej wiedzy o czynnikach ryzyka molekularny mechanizm choroby wcigz nie jest

do konca zrozumiaty [2].



1.2. Epigenetyczna i genetyczna regulacja ekspresji genow

1.2.1. Wplyw polimorfizméw na ekspresje genow

Wplyw polimorfizméw lub mutacji punktowych na sekwencje biatka i jego funkcje
zostal dobrze poznany na przykladzie wielu chordb dziedzicznych [°], jednak wpltyw
polimorfizméw typu pojedynczego nukleotydu (SNP, ang. a single nucleotide polymorphism)
na ekspresje genow jako mechanizmu regulacyjnego wcigz nie jest do konca jasny.
Polimorfizmy mozna podzieli¢ na cis dzialajace SNP (cis-SNP) lub trans dziatajace SNP
(trans-SNP). Cis-SNP sa to warianty potozne w rejonach regulatorowych genow, takich jak
promotory czy wzmacniacze ekspresji, ktore znajduja si¢ przewaznie po stronie 5’ genu przed
miejscem rozpoczegcia transkrypcji, ale moga rowniez leze¢ nawet kilka set tysigcy par zasad
dalej. Elementy trans natomiast moga leze¢ w dowolnym miejscu genomu, czesto na innym
chromosomie. Pod wzgledem regulatorowym elementy cis wplywaja na powstawanie
transkryptu lub jego stabilno$¢ w sposob allelo-specyficzny, natomiast elementy trans

oddziatywaja na oba allele [7].

1.2.2. Wplyw metylacji DNA na regulacje ekspresji genow

Metylacja DNA jest najbardziej poznanym mechanizmem epigenetycznym i prowadzi
do stabilnego i dlugiego wyciszenia ekspresji genéw. Wystepowanie zmetylowanej pary
dinukleotydow CG, a dokladniej 5-metylocytozyny (SmC) wydaje si¢ by¢ najczesciej
badanym procesem epigenetycznym regulujacym ekspresje genomoéw eukariotycznych[®,%].
Metylacja DNA moze dotyczy¢ nawet 80% sekwencji genomowego DNA, ktore w
wiekszosci zlokalizowane sg w rejonach promotorowych genéw tworzace dlugie sekwencje
bogate w pary GC zwane wyspami CpG. Enzymy katalizujace syntez¢ SmC naleza do grupy
metylotransferaz, ws$rdd ktorych metylotransferaza DNA typu [ (DNMTI1) oraz
metylotransferazy typu Il naleza do najbardziej istotnych. DNMT1 odpowiada za utrzymanie
statego poziomu metylacji podczas podzialu komorki, natomiast druga grupa enzymow
odpowiada za zmiany wzoru metylacji podczas wczesnego zycia zarodkowego. Wplyw
metylacji DNA na ekspresje genow moze odbywac¢ si¢ dwukierunkowo. Z jednej strony
zmetylowane sekwencje mogag utrudnia¢ wigzanie si¢ do DNA czynnikow transkrypcyjnych
lub innych bialek towarzyszacym procesowi inicjacji transkrypcji. Drugim sposobem
wyciszania ekspresji jest rozpoznawanie charakterystycznego wzoru metylacji przez biatka
MBP (ang. methyl-binding proteins), ktoére indukujg przytaczenie si¢ kompleksu represora,
zawierajacego m.in. deacylaz¢ histonow, ktéra powoduje kondensacje chromatyny i

zahamowanie ekspresji gendow [®]. Jak wspomniano wczeséniej metylacja DNA dotyczy w
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znaczacym stopniu rejonow promotorowych, ktore moga obejmowac sekwencje wigzania
czynnikow transkrypcyjnych lub sekwencje tzw. wzmacniaczy transkrypcji (ang. enhancers).
Ponad to, metylacja DNA wystepuje réwniez poza rejonem promotorowym w rejonach
ubogich w geny, nieaktywnych transkrypcyjnie, ktore okreslane sg jako czesciowo
metylowane domeny (ang. partially methylated domains) [, '°]. Innym przyktadem takich
niekodujacych regionow moga by¢ wbudowane wtornie do DNA sekwencje retrowirusow czy

transpozony. Metylacja tych elementoéw zapobiega ich ekspresji [°].

1.2.3. Wplyw mikro-RNA na regulacje ekspresji

Mikro-RNA (miR) sa to krotkie, okoto 22 nukleotydowe jednoniciowe RNA, ktére
regulujg ekspresje mRNA w sposob post-transkrypcyjny. Regulacja negatywna moze
odbywac si¢ poprzez zahamowanie translacji lub bezposredniag degradacje mRNA. Regulacja
pozytywna moze by¢ skutkiem tzn. zwigkszenia szybkos$ci procesu translacji [!']. Szacuje sie,
ze 30% genodw, ktore odpowiadajg za kodowanie biatek moze by¢ regulowane przez miRy ['2,
13]. Wyciszenie ekspresji mRNA przez miRy polega na ich przytaczeniu si¢ do rejonu 3’ UTR
(ang. untranslated region). Samo wigzanie miRoéw do sekwencji docelowego mRNA moze
przebiega¢ z pelnym dopasowaniem, taki model obserwuje si¢ u roslin i prowadzi do szybkiej
degradacji transkryptu przy pomocy aktywnosci rybonukleazowej biatka Argoanuty (AGO)
['3]. U wickszo$ci zwierzat (Metazoa- zwierzeta wielokomoérkowe) przytaczanie miRow do
mRNA przebiega z niepetnym dopasowaniem poprzez tzw. sekwencje seed’owa (ang. seed
sequence). Sekwencja ta sktada si¢ z okoto 6 nukleotydow, zlokalizowana jest od strony 5’
miRa 1 jest komplementarna do rejonu 3’ UTR wyciszanego mRNA. Po przylaczeniu si¢ miR
moze wchodzi¢ w interakcje z danym mRNA, powodujac zahamowanie ekspresji. Interakcja
ta moze odbywac sie poprzez dwie drogi: degradacje transkryptu lub blokownie translacji [!!,
13]. Schematyczne mechanizm powstawania miRow oraz wyciszania ekspresji genow

przedstawia Rycina 1.["]
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Rycina 1. Schematyczny proces syntezy miRow i ich oddziatywania na transkrypty. Rycina pochodzi z publikacji Churov i

wspdt. [14]
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Degradacja transkryptow w wigkszos$ci przypadkoéw zachodzi poprzez deadenylacje.
Sekwencja poli(A) na koncu 3> mRNA wystepuje u wickszosci eukariotow, ktorych mRNA
koduje biatka, oczywiscie z pewnymi wyjatkami, ktore obejmuja np. cze§¢ mRNA
kodujacych biatka histonowe. Sekwencja poli(A) u ssakow moze mie¢ nawet 250
nukleotydow 1 wptywa na ekspresje poprzez stabilizacj¢ transkryptu 1 kontrole wydajnosci
ekspresji. Sam proces degradacji przebiega w cytoplazmie komorki 1 jest zwigzany z
wystepowaniem biatek wigzacych poli(A) (PABPs, ang. poli(A) binding proteins). Biatka te
po zwiazaniu si¢ ze sekwencja docelowa wchodza w interakcje z eukariotycznym czynnikiem
inicjacji translacji 4F (elF4F), ktory wiaze si¢ ze strukturg 5° kapu mRNA. W wyniku ich
wzajemnego oddzialywania nastepuj¢ cyklizacja mRNA, ktora jest procesem kontrolnym —
tylko tak uksztattowane mRNA mogg ulega¢ translacji. Ponad to biatka PABPs wraz z elF4F
mobilizuja matg podjednostke rybosomu do promoc;ji inicjacji translacji, tak wigc skrocenie

sekwencji poli(A) lub jest catkowite usunigcie powoduje obnizenie wydajnosci tego procesu.

Deadenylacja jako mechanizm wyciszajacy ekspresje gendw przebiega wskutek przylaczenia
si¢ do sekwencji seed’owej komplementarnego mikro-RNA, co prowadzi m.in. do
przytaczeniu AGO oraz GW182/TNRC6. Zostaje utworzony kompleks miRISC (ang.
miRNA-loaded RNA-induced silencing complex), ktéry jest odpowiedzialny za wyciszanie

mRNA. Aby jednak doszto do wyciszenia ekspresji potrzeba zainicjowania deadenylacji
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RNA. MiRISC indukuje przytaczanie kompleksu Ccr4-Not, ktory jest odpowiedzialny za
rozpoczecie deadenylacji, Kompleks Ccr4-Not posiada aktywno$¢ egzonukleazy 3’ 5°, jest
konserwatywny wsrod eukariotow. Na przyktadzie drozdzy rdzen kompleksu sktada si¢ z
dwoéch deadenylaz: Cerdp oraz Pop2p/Caflp, ktore otoczone sg biatkami Not oraz biatkami
Caf40p oraz Caf130p. W komorkach ludzkich wystgpuja dwie izoformy zaro6wno dla Cer4
(CNOT6/hCcr4da oraz CNOT6L/hCcr4b) jaki i dla Pop2 (CNOT7/hCafl oraz CNOTS8/hPop2).
Ze wzgledu na to, ze wymienione izoformy posiadajg odmienng specyficzno$¢ substratowa
mozliwe jest tworzenie r6znych wariantow komplekséw Ccr4-Not. Deadenylacja indukowana
przylaczeniem miR wymaga jednoczesnej aktywnosci egzonukleazowej Pop2/Cafl oraz
interakcji pomiedzy biatkami AGO oraz GW182/TNRC6. Zwigzanie bialek GW182/TNRC6
do mRNA powoduje rekrutacje kompleksu Ccr4-Not i w nastepstwie rozpoczyna
deadenylacje, ktora jest niezalezna od AGO 1 miR. Jednak, aby caty proces mogt si¢ odby¢
potrzebna jest rowniez interakcja pomigdzy C-terminalng domeng GW182/TNRC6 oraz
biatkami PABPs, prowadzaca do destabilizacji kompleksu PABP-poli(A), ktéra skutkuje
promocja deadenylacji. Doktadny mechanizm tego procesu nie zostal jednak do konca

poznany['®].

1.3. Charakterystyka genu IRF5 i wybranych polimorfizmow

Odnoszac si¢ do bazy genomowej ENSEMBL [!®] gen czynnika V regulowanego
interferonem (IRF'5, ang. interferon regulatory factor 5) jest zlokalizowany na chromosomie
7 w pozycji: 128577976-128590089 na nici sensownej w odniesieniu do sekwencji
referencyjnej NC _000007.13, sktada si¢ z 9 eksonow (NG_012306.1). IRFS5 jest cztonkiem
rodziny bialek z rodzaju czynnikoéw transkrypcyjnych, ktore charakteryzuja si¢
konserwatywng domeng N-terminalng sktadajaca si¢ z powtoérzen tryptofanu, ktora jest
odpowiedzialna za wigzanie DNA. Ze wzgledu na alternatywny rejon promotorowy oraz
alternatywny proces splicingu posiada on 15 wariantow transkrypcyjnych, z ktérych moze
powstawaé 13 produktow biatkowych. Srednia ekspresja JRFS5 mierzona w jednostkach
RPKM (ang. Reads Per Kilobase Million) wynosi 1,03+0,3. Najwieksza ekspresja tego genu
jest w leukocytach - 10,8 RPKM, weztach chtonnych - 4,5 RPKM oraz w nerce - 2,8 RPKM
(wg danych projektu Illumina bodyMap2 transcriptome) ['7, '8]. Produkty biatkowe tego genu
moga tworzy¢ 6 izoform, z czego izoforma 1 zostala wytypowana jako biatko o sekwencji

kanonicznej, ktore zbudowane jest z 498 aminokwasow 1 posiada masg¢ czasteczkowa 56 kDa

[19].
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Gen pelni kilka funkcji molekularnych, z ktérych najwazniejsze to: aktywnos$¢ czynnika
transkrypcyjnego wiazacego si¢ do DNA, w tym do rejonu DNA, ktéry moze by¢ regulowany
przez polimeraze RNA II. W odniesieniu do biologicznych funkcji jest zaangazowany w
nastepujace procesy: regulacje proceséw immunologicznych, regulacja transkrypcji na
matrycy DNA, regulacja transkrypcji zalezng od polimerazy RNA II, odpowiedz na
peptydoglikan bakteryjny i dipeptyd muramylowy, regulacja szlaku sygnatowego zaleznego
od cytokin, stymulacj¢ odpowiedzi przeciwko wirusom, w tym stymulacje wytwarzania
interferondw a, B, y oraz pozytywna regulacja apoptozy. [', '¥]. Sposréd wymienionych
funkcji molekularnych jedng z najwazniejszych jego funkcji jest powigzanie tego genu z
autoimmunologia. Dotychczasowe badania pokazaly zwigzek tego genu z rozwojem takich
chordb o podtozu autoimmunologicznym jak: toczen rumieniowaty uktadowy (SLE, ang.
systemic lupus erythematosus), zespot Sjorgena (SS, ang. Sjorgen’s syndrome), nieswoiste
zapalenie jelit czy RZS [*°,?!]. IRF5 jest zaangazowany w $ciezke sygnatowg receptorow
Toll-podobnych (TLR, ang. Toll-like receptors pathway), ktéra wedhug bazy KEGG[??, %]
jest bezposrednio zwigzana z RZSem. IRF5 jest odpowiedzialny za reakcj¢ pro-zalane oraz
efekt chemotaktyczny. Pierwszy rodzaj reakcji charakteryzuje si¢ aktywacja interleukin (IL) :
IL-6, IL-12, IL-1P oraz czynnika martwicy nowotworoéw alfa (TNF-a, ang. tumor necrosis
factor alpha). Efekt chemotaktyczny przejawia si¢ w poburzeniu migracji komoérek do
miejsca zapalnego np. granulocytoéw oraz molekut tj. IL-8, biatka zapalne makrofagéow 1-alfa
1 1-beta (MIP,ang. macrophage inflammatory protein), czynnik regulowany przez aktywacje,
ulegajacy ekspresji i wydzielaniu przez prawidlowe limfocyty T (RANTES, ang. regulated

upon activation normal T-cell expressed and secreted) [ *].

SNP w IRF50 nr rs10488631 T>C jest zlokalizowany w pozycji chr7:2.128594183 wzgledem
sekwencji referencyjnej NC_000007.13 1 znajduje si¢ w regionie 3’ genu. Frekwencja
wariantu C w populacji europejskiej (populacja HapMap CEU) wynosi 0.12, natomiast
rozktad genotypow przedstawia sie nastepujaco: CC: 0.018; CT: 0,21; TT: 0,77 [**]. Wariant
w tej pozycji zostal zaraportowany jako wystgpujacy czesciej w RZSie, aczkolwiek brak jest
konsensusu czy wystepuje on w podwyzszonej frekwencji u pacjentow seropozytywnych czy
seronegatywnych [?°, 26]. SNP o nr rs4728142 G>A, zlokalizowany jest w rejonie
promotorowym genu w pozycji chr7:2.128573967 wzgledem sekwencji referencyjnej

NC 000007.13 [?7]. Zostat zaraportowany jako wystepujacy ze zwiekszong frekwencjg w
SLE, SS oraz twardzinie uktadowej [*%, %, 3°], aczkolwiek nie ma jednoznacznych danych

potwierdzajacych jego czestsze wystepowanie u pacjentow z RZSem [*!].
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1.4. Charakterystyka genu IL6R i wybranych polimorfizméw

Gen receptora dla IL-6 (IL6R, ang. interleukin 6 receptor,) jest zlokalizowany na
chromosomie 1 w pozycji:154405193-154469450 na nici sensownej w odniesieniu do
sekwencji referencyjnej NC 000001.11, sktada sie z 10 eksonéw ( w odniesieniu do
sekwencji referencyjnej NG _012087). Gen posiada 8 wariantow transkrypcyjnych, z ktorych
moze powstawaé 6 produktow biatkowych. Srednia ekspresja IL6R wynosi 4,7+1,6 RPKM.
Najwigksza ekspresja tego genu jest w leukocytach: 39,5 RPKM oraz w mig$niach
szkieletowych 23,4 RPKM (wg danych projektu Illumina bodyMap?2 transcriptome) [*2, *].
Produkty biatkowe tego genu tworzg dwie izoformy, z czego izoforma 1 o sekwencji
kanonicznej sktada si¢ z 468 aminokwasow i1 posiada mase czasteczkowa prawie 52kDa.
IL6R posiada wiele funkcji molekularnych do ktérych najwazniejszych mozna zaliczy¢:
aktywnos$¢ receptora dla cytokin oraz aktywnos$¢ czynnika wzrostu. Bierze on udzial w
aktywacji wielu procesoOw biologicznych, z ktérych najistotniejsze to: aktywacja chemotaksji
leukocytow, udziat w ostrej odpowiedzi immunologicznej, aktywacja proliferacji komorek,
aktywacja pomocniczych limfocytéw T w odpowiedzi immunologicznej, regulacja pozytywna
produkcji IL-6, udziat w szlaku sygnatowym zaleznym od cytokin, aktywacja roznicowania

sie osteoblastow i in. [*4].

IL-6 jest cytokina, ktora jest odpowiedzialna na proces zapalny oraz hematopoeze. IL-
6 stymuluje wytwarzanie bialek ostrej fazy tj. biatko C-reaktywne (CRP) 1 jest
odpowiedzialna za niszczenie btony maziowej poprzez stymulacje stanu zapalnego.
Przyczynia sie w ten sposdb do rozwoju RZSu [*]. Szlak sygnatowy IL-6 jest posredniczony
przez IL6R, ktéry sktada si¢ z dwoch glikoprotein: IL6Ra oraz B (gp130). Gp130 ulega
ekspresji na wickszoéci komorek , natomiast ekspresja IL6Ra. jest ograniczona [*°]. Poprzez
proces ograniczonej proteolizy lub alternatywny splicing mRNA moze zosta¢ wytworzona
rozpuszczalna forma IL6R. W procesie trans-sygnatowym aktywowana rozpuszczalna forma

IL6R moze wigzaé sie z gp130 dajac w ten sposdb mozliwos¢ reakcji komoérek na IL-6 [*7].

SNP o nr rs2228145 A>C (Asp358Ala) jest zlokalizowany w eksonie 9 (wg sekwencji
referencyjnej NG _012087.1) genu IL6R w pozycji g.154454494 w odniesieniu do sekwencji
referencyjnej NC _000001.11. Frekwencja wariantu w populacji europejskiej (HapMap CEU)
wynosi 0.35, natomiast frekwencja genotypow: AA: 0.43; AC: 0.42; CC: 0.14 [*%].
Nosicielstwo 1 kopii wariantu 358Ala jest zwigzane z dwukrotnym wzrostem w surowicy
rozpuszczalnej formy IL6R, co prowadzi do zmniejszenia produkcji CRP indukowanego

przez IL-6 i zmniejsza w ten sposob ryzyko choroby wiencowej [*°]. Omawiany wariant
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zostal rowniez zaraportowany jako zwigzany z takimi jednostkami chorobowymi jak: astma

czy cukrzyca typu I. W odniesieniu do RZSu , allel C redukuje podatno$¢ na zachorowanie
[40].

SNP o nr rs4129267 jest zlokalizowany w intronie 8, w pozycji g.154453788 w odniesieniu
do sekwencji referencyjnej NC_000001.11. Frekwencja wariantu w populacji europejskiej

(HapMap CEU) wynosi 0.35, natomiast frekwencja genotypdéw przedstawia si¢ nastepujaco:
CC: 0.43; CT: 0.43: TT: 013 [*!]. Omawiany wariant zostat zaraportowany jako zwiazany z

wigksza zachorowalnoscig na astme u Europejczykow [+].

1.5. Charakterystyka genu SOCS3 i wybranych polimorfizmow

Gen supresora III-go sygnalizacji cytokin (SOCS3, ang. suppressor of cytokine
signaling 3) jest potozony na chromosomie 17 na nici antysensownej, w pozycji: g.:
78356777-78360079 wzgledem sekwencji referencyjnej NC_000017.11. Gen sktada si¢ z
dwoch eksonow (wg. NG 016851.1) oraz moze posiadac 2 transkrypty kodujace produkty
biatkowe. Jego $rednia ekspresja wynosi 12,014+3.6 RPKM, najwigksza jest w nadnerczach
(80 RPKM) i ptucach (72,9 RPKM), w leukocytach wynosi 9,5 RPKM (wg danych projektu
Illumina bodyMap2 transcriptome ) [+, *4]. Produkt biatkowy tego genu tworzy izoforme o
dhugosci 225 aminokwasow 1 masie czasteczkowej 24,8 kDa. SOCS3 pod wzgledem
molekularnym bierze udziat w hamowaniu aktywno$ci kinaz biatkowych oraz wigzaniu reszt
fosfotyrozyny. Jedng z wazniejszych funkcji biologicznych SOCS3 jest negatywna regulacja
procesow zapalnych poprzez hamowanie szlaku sygnalowego JAK-STAT. Poprzez czynnik
transkrypcyjny STAT3 reguluje molekuly posiadajace receptor gp130: IL-6, IL-11, IL-27
oraz cytokiny bez gp130 np.: IL-23. Poprzez regulacj¢ receptora STAT4 wplywa na IL-12 z
wykorzystaniem receptora IL-12 Rb-2 oraz przez STAT1 moze wptywaé na I1L-6 [*].
Odziatywanie SOCC3 na podjednostke gp130 przedstawia Rycina 2. Z innych biologicznych
funkcji tej molekuly nalezy wymienié¢: negatywna regulacje apoptozy, pozytywna regulacje
dojrzewania komorek, negatywna regulacja szlaku sygnatowego dla receptora insuliny,
regulacja szlaku sygnatowego zaleznego od interferonu gamma [*®]. Biatka z rodziny SOC
posiadaja centralnie potozong domene SH2, krétkg domene C-terminalng, SOC-box oraz
roznej dlugosci domeneg N-terminalg. Biatka te blokuja kompleks receptora poprzez
ubikitynacje¢, ktory nastepnie ulega degradacji zaleznej od proteosomu. Posiadanie przez
biatka SOC domeny SH2 sprawia, ze kazdy receptor posiadajacy reszty fosfotyrozyny np.
fosfo-JAK, fosfo-STAT, czy kazdy inny ufosforylowany receptor moze by¢ potencjalnym

substratem. Domena SH2 jest adapterem pomi¢dzy ligazami ubikwitynowymi, a biatkami
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sygnatowymi aktywowanymi kinazami, posredniczaca w ich rozktadzie [*']. Sam mechanizm
inhibicji IL-6 polega na jednoczesnym wigzaniu kinazy tyrozynowej JAK oraz receptora
gp130, ktoéry w ten sposodb zapewniaja specyficznos¢ inhibicji. SOCS3 jest w stanie blokowac
aktywnos$¢ enzymatyczng kinazy JAK poprzez uniemozliwienie zwigzania substratu z
jednoczesnym zachowaniem specyficznosci reakcji tylko wtedy kiedy jest Scisle zwigzana z
JAK podczas gdy kinaza jest zwigzana ze specyficznym receptorem (Rycina 2).

Rycina 2. Oddziatywanie SOCS3 na IL6 poprzez blokowanie szlaku sygnatowego JAK-STAT. Rycina pochodzi z publikacji Carow
i wspot.. [42]

gp130

[ L UAK - 'SOCS3|

target genes

SNP o nr rs4969168A>G w SOCS3 jest zlokalizowany w rejonie 3’UTR w pozycji
2.78357712 w odniesieniu do sekwencji referencyjnej NC 000017.11. Frekwencja wariantu
w populacji europejskiej (HapMap CEU) wynosi 0.14 , natomiast frekwencja genotypow:
AA:0.009; GA: 0.27; GG: 0.73 [**]. Polimorfizm o nr rs4969170A>G lezy w rejonie
promotorowym omawianego genu w pozycji g.78364457 w odniesieniu do sekwencji
referencyjnej jak opisano powyzej. Jako allel drugorzedny (MAF, ang. minor allele) wg
projektu 1000Genomes zostat opisany allel G, natomiast wedtug danych z projektu
TOPMED allelem rzadszym jest A. Wynika to z faktu, ze ich frekwencja w zaleznosci od
badanej populacji jest rézna. Frekwencja wariantu (allel G) w populacji europejskiej
(HapMap CEU) wynosi 0.64 , natomiast frekwencja genotypow: AA: 0.13; GA: 0.46; GG:
0.41[*]. W zwiazku z powyzszym w dalszej czesci, obejmujacej metodyke, wyniki i dyskusje
jako wariant w badanej populacji bedzie okreslany allel A. Oba polimorfizmy badano w
odniesieniu do kilku jednostek chorobowych tj.: atopowe zapalenie skory [*°], neutropenia i
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trombocytopenia indukowana leczeniem anty-HCV [°'] oraz w insulino-oporno$¢ u pacjentow
z przewlektym zakazaniem wirusem HCV [*?]. W odniesieniu do tych badan gtéwnie SNP o
nr 1s4969170 byl zwigzany z tymi jednostkami chorobowymi. Praktycznie brak jest
informacji na temat czestosci wystepowania tych polimorfizméw u pacjentow w RZSem.
Wydaje sie, ze tylko jedna publikacja na populacji chinskiej raportuje brak potencjalnego

zwigzku miedzy nimi [*].

1.6. miR-22

Gen kodujacy miR-22 lezy na chromosomie 17 w rejonie 17p13, ktory czesto ulega
hypometylacji, delecji lub utracie heterozygotycznos$ci w nowotworach. W tym rejonie
znajdujg si¢ kilka genow odpowiedzialnych za supresj¢ nowotworowa np. 7P53 oraz onkogen
USP6. Gen kodujacy miR-22 znajduje si¢ w eksonie 3 niekodujacego genu C170rf91. MiR-22
ulega szerokiej ekspresji w wielu zdrowych tkankach cztowieka tj.: mozg, ptuca, pecherz,
watroba, nerka, sledziona, jajnik, tozysko i in. Jest raportowany jako molekuta supresji
nowotworow w odniesieniu do takich jednostek chorobowych jak: biataczki/chtoniaki, rak
ptuca, piersi, watroby, trzustki, jajnika, prostaty, szyjki macicy czy jelita grubego. Aktywnos¢
supresorowa polega na oddziatywaniu na geny powigzane z rozwojem tych nowotworow tj.
gen kodujacy receptor alfa dla estrogenu (ERa), gen deacetylacy 4 histonow (HDAC4), czy
geny CDK6, SIRT1, MYCBP i in. Z drugiej strony miR-22 moze oddzialywa¢ jako onkogen
poprzez wyciszanie genu PTEN [**]. MiR-22 wykazuje zaleznoéé z innymi chorobami tj.
zapalenie kosci, przerost kardiomicytow, zaburzenia lekowe, choroba wiencowa, SLE czy

RZS [54 55 14 56 57

b b b 9 b B

Wisrdd pacjentow z RZSem ekspresja miR-22 byla badana gtownie w tkance
maziowej, gdzie wykazywal zmniejszong ekspresje, ktéra powodowata indukcja procesu
zapalnego oraz wytworzeniem opornosci na proces apoptozy. Badania pokazaty, ze poziom
miR-22 byl nizszy w plynie maziowy pacjentow z RZSem w stosunku do pacjentow z
choroba zwyrodnieniowg stawow. Z badan Lin 1 wspot. wynikalo, Ze zmniejszony poziom
ekspresji miR-22 powodowat wzrost ekspresji molekuty CYR61 (ang. cysteine rich
angiogenic inducer 61), ktora jest odpowiedzialna za proliferacje fibroblastoéw u pacjentow z
RZSem, jak rowniez wptywa na wydzielenie IL-6. Tak wigc udowodniono, ze spadek
ekspresji miR-22 moze posrednio powodowac dysplazj¢ blony maziowej oraz indukowana
stanem zapalnym, po$redniczonym przez IL-6, degradacje stawow ['4,°%]. Ekspresja miR-22
W surowicy u zostala opisana jako potencjalna molekuta zaangazowana w rozwoj stanu

zapalnego, ktory wystepuje w podwyzszonej ekspresji u pacjentow w bardzo wczesniej fazie
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RZSu oraz w przypadku pozytywnej reakcji ACPA ( bez rozpoznania RZSu) [*]. Inna wazna
funkcja miR-22 moze by¢ rola jako molekularny marker ryzyka rozwoju choroby, gdyz w tej
samej publikacji wykazano jego nadekspresj¢ u pacjentow ktorzy na wstepnie do badania

wykazali progres ze stanu uktadowej autoimmunizacji do stanu RZSu [*7].

1.7. miR-221

Ekspresja miR-221 wystepuje z ko-ekspresja miR-222, gdyz sg one kodowane w
tandemie, ktory jest zlokalizowany sg na chromosomie X w rejonie Xp11.3, zarowno u
cztowieka, szczura i myszy. U krggowcow zaliczane sg do konserwatywnych miRow, co
wiecej posiadaja ta samg sekwencje seed’owa [*°, ¢°], przez co obie molekuty moga wywieraé
wplyw na te same geny, dlatego czesto w literaturze sg rozpatrywane sg razem ['4]. W
literaturze raportowany byl zwigzek tych miRéw z rozwojem chordéb nowotworowych oraz
chordb z towarzyszacym procesem zapalnym. Zmieniona ekspresja tych molekut
wystepowata u pacjentdw z miazdzyca tetnic szyjnych oraz choroby wiencowej, co
sugerowato potencjalng rol¢ tych miRéw jako markerow diagnostycznych. Wykazano, ze
nadekspresja m.in. miR-221/222 w komorkach §roédbtonka aorty powoduje indukcje
powstawania reaktywnych form tlenu (ang. reacive oxygene species), ktorych nagromadzenie
moze prowadzi¢ do apoptozy i moze by¢ przyczyng rozwoju miazdzycy tetnic. Innym
przyktadem oddziatywania miR-221 na komorki srodbtonka jest thumienie przez ta molekute
syntezy tlenku azotu (NO) 1 aktywacja szlaku sygnalowego jadrowego czynnika kappa B w
zyle pepowinowej. Oddzialtywanie to jest ukierunkowane na receptor adiponektyny, przez co
uwaza si¢ ze miR-221 moze by¢ zaangazowany w regulacje srodbtonkowego procesu
zapalanego, ktory odgrywa wazng rol¢ w rozwoju miazdzycy. Z innych chordb zapalnych, w
ktérych zaobserwowano zmieniong ekspresj¢ omawianych miRéw bylo zapalenie kosci oraz

RZS. [¥]

U pacjentow z RZSem miR-221/222 wykazuja nadekspresj¢ w fibroblastach, tkance
maziowej oraz w surowicy. Uwaza si¢, ze nadekspresja miR-221 wzmacnia ekspresj¢ cytokin
prozapalnych, proliferacje fibroblastéw, migracje komorek oraz hamuje apoptoze ['].
Genami, na ktore moze oddziatywa¢ miR-221 s3: metaloproteinaza (MMP)-9, MMP-3 czy

naczyniowy czynnik wzrostu §rédbtonka (VEGF, ang. vascular endothelial growth factor)

[61].
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II. CELE PRACY

Glownym celem niniejszej pracy bylo oznaczenie markerow molekularnych dla
reumatoidalnego zapalenia stawow 1 ich zwigzku z nasileniem choroby, ktore obejmowaty
zmiany epigenetyczne tj. metylacja w obrgbie rejondw promotorowych oraz ekspresja mikro-
RNA. W zakresie gldéwnego celu bylo réwniez poszukanie zaleznosci metylacja-ekspresja

mikro-RNA.

Drugorzednym celem pracy byla analiza polimorfizméw w wybranych genach
obejmujaca okreslenie czestosci ich wystepowania w grupie pacjentdow podzielonych ze

wzgledu na miano czynnika reumatoidalnego (pozytywni/negatywni).
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1. MATERIALY Il METODY

Cze$¢ doswiadczalng niniejszej pracy wykonano w budynku Przyrodniczo-
Medycznego Centrum Badan Innowacyjnych Uniwersytetu Rzeszowskiego. Komisja
Bioetyczna przy Uniwersytecie Medycznym w Lublinie wydata pozwolenie na

przeprowadzenie badan (Nr zgody KE-0254/7/2016).

3.1. Charakterystyka grupy badanej

Do analizy SNP zakwalifikowano 122 chorych podzielonych na dwie grupy
(pozytywni/negatywni) w zaleznosci od miana czynnika reumatoidalnego (RF, ang.
rheumatoid factor). Do analizy epigenetycznej wstepnie zakwalifikowano 52 chorych oraz 24
zdrowych. Chorzy wiaczeni do tej cze$¢ badan zostali podzielni wedtug skali aktywnosci
choroby (ang. disease activity score, DAS-28) na dwie grupy: o wysokiej aktywnosci choroby
(DAS-28>5,1; n=30) oraz bedacych w remisji (DAS-28<2,6; n=22).

Ze wzgledu na brak 3 probek osocza dla pacjentow z grupy RZS oznaczenie ekspresji mikro-

RNA wykonano dla grupy 29 pacjentow o wysokiej aktywnos$ci choroby oraz 20 w remisji.

3.2. Analiza in-silico zaleznos$ci pomiedzy badanymi genami a badanymi miRami

Przy pomocy narzedzi predykcyjnego TargetScan 7.2 (dostepny z:
http://www.targetscan.org/vert 72) sporzadzono pierwotny zbiér miRow, ktére moga
wchodzi¢ w interakcje z genami ujetymi w analizie metylacji. Nast¢pnie przy pomocy
narzedzi predykcyjnych miRWalk 3.0 (dostgpny z: http://zmf.umm.uni-
heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk) oraz miRDB (dostgpny z: http://mirdb.org) sprawdzono, czy
oszacowane pierwotnie interakcje gen-miR sg powtarzalne. MiR uznano za potencjalny obiekt
badan jesli co najmniej 1/2 narzedzia predykcyjne z drugiego etapu wskazaty, ze moze
przylaczy¢ si¢ do regionu 3’ UTR badanego genu. Nastepnie przeprowadzono subiektywng
analizg literatury pod katem wcze$niejszych zaleznosci pomigdzy ekspresja miR a chorobami
autoimmunologicznymi, ze szczeg6lnym uwzglednieniem RZSu, starajac si¢ wybraé te miRy,
ktorych ekspresja w zdrowej tkance byta dobrze zbadana. Ostatnim kryterium wyboru miRéw
byla tatwos¢ zaprojektowania starteréw oraz fakt, czy miR moze wycisza¢ wigcej niz jeden
gen badany. W efekcie koncowym do analizy wlaczono dwa miRy o dobrze

udokumentowanej ekspresji: hsa-miR-22-3p oraz hsa-miR-221-3p.

Wyniki analizy in-silico interakcji gen-miR przedstawia Tabela 1.
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Tabela 1. Wyniki analizy predykcyjne in-silico interakcji gen-mikro-RNA.

Badany gen Narzedzie Potencjalne miry
predykcyjne

IRFS5 TargetScan 7.2 miR-302-3p*/**372-3p/373-3p/520-3p;
miR-22-3p

miRWalk 3.0 Potwierdzenie: miR-22-3p; 302-3p/372-3p/520-3p
miRDB Potwierdzenie: miR-302-3p
SOCS3 TargetScan 7.2 miR-221/222-3p; miR-218-5p; miR-455-5p;
miR124-3p/506-3p; miR-30-5p; miR-19-3p; miR-
148-3p/152-3p; miR-181-5p; miR-203a-3p; miR-
302¢c-3p/miR-520-3p
miRWalk 3.0 Potwierdzenie: miR-221/222-3p; miR-218-5p; miR-
455-5p; mir-506-3p; mir-152-3p; mir-181-5p; mir-
520-3p
miRDB Potwierdzenie: miR-221/222-3p; miR-218-5p; miR-
455-5p; miR-30-5p; miR-19-3p; miR-455-5p;

IL6R TargetScan 7.2 miR-34-5p/449-5p; miR-143-3p; miR-23-3p; miR-
125-3p; miR-204-5p/211-5p; miR-21-5p/590-5p;
miR-22-3p; miR-155-5p; miR-9-5p; miR-7-5p/98-
Sp

miRWalk 3.0 miR-34-5p; miR-143-3p; miR-125-3p; miR-204;
miR-590-5p; miR-22-3p; miR-7-5p/98-5p
miRDB miR-23-3p; miR-125-3p; miR-204-5p/211-5p; miR-

21-5p/590-5p; miR-22-3p; miR-155-5p

*MIiRy o potwierdzonej interakcji gen-miR zostaty wyttuszczone.** Miry oddzielone od siebie °/’ posiadajq tq samg

sekwencje seed’owq. Skréty: IL6R, gen receptora dla interleukiny 6; IRF5, gen czynnika V regulowanego interferonem; miR,

mikro-RNA; SOCS3, gen supresora Ill-go sygnalizacji cytokin.

3.3. Analiza rejonow do badania metylacji DNA

Rejony promotorowe gendw wiaczonych do analizy metylacji zostaly znalezione w

bazie Eukaryotic Promoter Database (EPD, dostepna z: https://epd.epfl.ch//index.php) [**].

Uzywajac wewngtrznego narzedzia EPD motif tool, bazujacego na bazie czynnikow
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transkrypcyjnych JASPAR 2018 dla krggowcow, zostaty wyszukane potencjalne miejsca

regulatorowe do ktorych moga przylaczy¢ si¢ czynniki transkrypcyjne.

Dla IRF5 zostato znalezione potencjalne miejsce przytaczania si¢ czynnika transkrypcyjnego
CTCEF (punk odcigcia dla p-value wynosit 0.0001) w pozycjach -224 oraz -17 w odniesieniu
do punktu startu transkrypcji (TSS, ang. transcription start site). Zaprojektowane startery do
oceny metylacji IRF'5 obejmowaty rejon od —308 do —192 bp w odniesieniu do TSS.

W promotorze SOCS3 zostato znalezione potencjalne miejsce wigzania rowniez dla represora
transkrypcji CTCF (punk odcigcia dla p-value wynosit 0.0001) w pozycji —874 w odniesieniu
do TSS. Zaprojektowane startery komplementarne do sekwencji zmetylowanych obejmowaty

rejon promotora od —961 do —835 bp wzgledem TSS.

W IL6R zostal znaleziony bogaty rejon w pary GC na doét od TSS. Startery zostaly
zaprojektowane w pozycji od —169 do —78 w stosunku do TSS. W tym rejonie zostato
znalezione potencjalne miejsce przytaczania dwoch czynnikow transkrypcyjnych: IRF4 i
IRFS5 (punk odciecia dla p-value wynosit 0.001) , ktére odgrywaja wazng role w odpowiedzi

immunologiczne;.

3.4. Analizowane parametry laboratoryjne i molekularne

Analizie poddano nastgpujace parametry: biatko C-reaktywne (CRP), Odczyn
Biernackiego (OB), oznaczenia te wykonano rutynowymi technikami laboratoryjnymi. Miano
ACPA (DiaMetra, Wilochy) oraz RF (EIA RF IgG, TestLine Clinical Diagnostics ) oznaczono
w surowicy metodg ELISA.

Analizy molekularne obejmujace metylacje 1 genotypowanie przeprowadzono w odniesieniu
do nastgpujacych genow: receptora dla interleukiny 6 (ang. Interleukin 6 Receptor, IL6R),
czynnik V regulujacy interferon (ang. Interferon Regulatory Factor 5, IRF5) oraz supresora
[II-go aktywacji cytokin (ang. Suppressor Of Cytokine Signaling 3, SOCS3).

Oceng ekspresji obejmowala nastepujace mikro-RNA: miR-22 (hsa-miR-22-3p), numer wpisu
do bazy miRBase:MIMATO0000077 oraz miR-221 (hsa-miR-221-3p), numer wpisu do bazy
miRBase: MIMATO0000278).

Wymienione oznaczenia z zakresu biologii molekularnej zostaty wykonane na aparacie typu
Real-Time PCR Cobaz z480 z oprogramowaniem: LightCycler 480 SW, wersja 1.5.1.62 SP2
— UDF v.2.0.0 (Roche, Niemcy).
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3.5. Metody

3.5.1. Izolacja genomowego DNA

Materiat do izolacji DNA stanowita krew z zyly odlokciowej pobrana na wersenian
dwusodowy (EDTA) jako antykoagulant. Do czasu izolacji probki krwi byly przechowywane
w -80°C.Izolacje DNA przeprowadzono z objetosci 200ul krwi pelnej zgodnie z protokotem
dostarczonym przez producenta (Eurx, Polska). Elucje przeprowadzono poprzez dwukrotne
przeplukanie ztoza kolumienki objetoscig 50 pl buforu AE podgrzanego do 70°C. Kazda
probka podlegata ilosciowej i jakoSciowej analizie na spektrofotometrze Nanodrop 2000c
(Thermo Scientific, USA), ktéra obejmowata: stosunek absorbancji przy diugosciach fali

260/280 nm , A260/230nm oraz stezenie kwasow nukleinowych.

3.5.2. Reakcja chemicznej konwersji DNA odczynnikiem wodorosiarczynowym
Konwersje przeprowadzono zgodnie z instrukcja producenta przy uzyciu zestawu EZ

Methylation Gold (ZymoResearch, USA) wykorzystujac do reakcji 1000 ng DNA. Elucje¢

przeprowadzono poprzez dwukrotne przeptukanie ztoza kolumienki objetoscig 25 pl buforu

M-elution. Do czasu dalszej analizy DNA przechowywano w temperaturze -20°C.

3.5.3. Ocena metylacji rejonow promotorowych
3.5.3.1. Projektowanie metody i wstepna ocena metylacji

Startery (ang. primers) uzyte do metylacyjno-specyficznej reakcji tancuchowe;j
polimerazy, MSP (ang. methylation-specific Polymerase Chain Reaction )  zostaty
zaprojektowane przy pomocy oprogramowania MethPrimer
(http://www.urogene.org/methprimer)[**], wedlug ogdlnych =zasad dla projektowania
primeréw do reakcji MSP [%*] oraz dla lancuchowej reakcji polimerazy (PCR) w czasie
rzeczywistym (Real-Time PCR)[%], uwzgledniajac przy tym wiasne do$wiadczenie oraz
nastepujace kryteria: dlugo$¢ amplikonu nie powinna przekracza¢ 150 par zasad, energia
swobodna Gibbsa dla struktur typu dimerdéw nie powinna przekracza¢ w temperaturze 60°C -
5,5 kcal/mol, dla struktur harpinowych nie powinna przekracza¢ -2 kcal/mol, réznica w
temperaturach topnienia (7m, ang. melting temperature) starterow nie powinna by¢ wigksza
niz 1 °C. Tm starteréw powinna wynosi¢ co najmniej 59°C wyliczona wzglgdem st¢zenia 2.5
mM wolnych jonéw Mg?*, teoretycznego stezenia starterow 300 pM, stezenia kationdow
jednowartosciowych 50 mM 1 temperatury przylaczania starterow (ang. annealing) 60°C.
Dodatkowo aby zwiekszy¢ specyficzno$¢ wigzania primerdw do sekwencji zmetylowanych
lub odmetylowanych na koncu kazdego startera w pozycji od 1 do 3 liczac od konca 3’

musialo znajdowaé si¢ miejsce wrazliwe na metylacje (ang. CpG site). Parametry
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termodynamiczne zostaty oszacowane przy pomocy oprogramowania NetPrimer (dostepnego
z: http://www.premierbiosoft.com/NetPrimer/AnalyzePrimer.jsp). Przeprowadzono réwniez
analize in silico tworzonych przez nie amplikondw przy pomocy oprogramowania UNAfold
(dostepne z : https://eu.idtdna.com/UNAFold). Wszystkie amplikony, ktorych teoretyczna
temperatura topnienia dla tworzonych przez nie struktur II-rzgdowych byla wyzsza niz
zatozona teoretycznie temperatura annealingu (60°C) zostaty odrzucone i sekwencje starterow
zostaty zaprojektowane na nowo. Wstegpnie specyficzno$¢ zaprojektowanych starteréw zostata

sprawdzona in silco przy pomocy narzedzia BiSearch (dostepne z: http://bisearch.enzim.hu/)
[66].

Sekwencje uzytych starterow przedstawiaja Tabele 2 1 3, w obrebie starterow
komplementarnych do sekwencji zmetylowanych zaznaczono miejsca wrazliwe na metylacje.
Wykonano reakcj¢ MSP (warunki amplifikacji identyczne jak dla reakcji ilo$ciowej 1
jakosciowej) z kontrolnym DNA 100% zmetylowanym i 100 % odmetylowanym (EpiTec
PCR Control DNA Set, Qiagen, Niemcy) w celu okreslenia specyficzno$ci wigzania starterow
do matrycy DNA. Produkty reakcji rozdzielono w 2% zZelu agarozowym w obecno$ci markera
wielko$ci DNA o zakresie dlugosci fragmentow 50-1500 par zasad. Nie uzyskano produktow
niespecyficznych oraz produktéw dla reakcji krzyzowych: startery komplementarne do
sekwencji odmetylowanych oraz DNA 100% zmetylowane i odwrotnie. Obraz

przyktadowego rozdziatu elektroforetycznego z etapu walidacji metody przedstawia Rycina 3.
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Rycina 3. Obraz przyktadowej elektroforezy z etapu walidacji metody.

Objasnienia skrotow: K+ Meth, kontrolne DNA zawierajgca 100% zmetylowanych sekwencji; K+ UnMeth, kontrolne DNA
zawierajgce 100% odmetylowanych sekwencji; NTC —kontrola bez matrycy DNA; Sample — prébka DNA pochodzgca od
pacjenta. Uktad prébek dla wszystkich produktow identyczny jak dla opisanego ,,IRF5* 61 st.C”.

Wstepna oceng stopnia metylacji wybranych genéw przeprowadzono na 10 losowych
probkach DNA. Dla genu IRF5 uzyskano sygnal amplifikacyjny pochodzacy od sekwencji
zmetylowanych i odmetylowanych. Dla gendéw IL6R 1 SOCS3 nie uzyskano sygnalu
amplifikacyjnego od sekwencji zmetylowanych przy jednoczesnym sygnale od DNA
kontrolnego (100% zmetylowanego i odmetylowanego). W toku dalsze analizy gen IRF5
zostal poddany iloSciowej analizie metylacji natomiast pozostale dwa geny ocenie

jako$ciowe;j.
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Tabela 2.

Startery oligonukleotydowe uzyte do oceny stopnia metylacji oraz walidacji metody dla gendw beta aktyny oraz czynnika V regulowanego interferonem.

Wielkos¢ Komplementarnosé do
Pozycja wg GRCh38 P
Gen Nazwa startera Sekwencja 5°—3° amplikonu w sekwencji zmetylowanych /
[chromosom:poczatek:Kkoniec:orientacja*]
parach zasad odmetylownych
GGTGGTGATGGAGGAGGTTTAG
ACTB F Niezalezne od metylacji
ACT-B 115 7:5532117:5532232:-1
CCCTTAAAAATTACAAAAACCACAACC
ACTB R Niezalezne od metylacji
AATTGAGTATTGTAGCGGGAGGTAC
IRF5 methyl F Zmetylowane
116 7:128937673:128937789:1
IRF5 methyl R
CTCCAAAAAAATACCAAACGACG Zmetylowane
IRF5
IRF5_unmethyl F TGAGTATTGTAGTGGGAGGTATGG
Odmetylowane
113 7:128937676:128937789:1
IRF5_ unmethyl R CTCCAAAAAAATACCAAACAACAC
Odmetylowane

* 1:ni¢ DNA sensowna; -1: ni¢ DNA antysensowna. Skréty: ACT-B, gen beta-aktyny. Pozostate skréty prosze odnies¢ sie do Tabeli 1.
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Tabela 3. Startery oligonukleotydowe uzyte do oceny stopnia metylacji oraz walidacji metody dla genow supresora Il sygnalizacji cytokin oraz receptora dla interleukiny-6.

Wielkos¢é . Komplementarno$é do
Pozycja wg GRCh38
Gen Nazwa startera Sekwencja 5°—3° amplikonu w sekwencji zmetylowanych /
[chromosom:poczatek:koniec:orientacja*]
parach zasad odmetylownych
SOCS3_methyl F ctcf GTGGAACGATGGTTTTAATTTACG
Zmetylowane
126 17:78360912:78361038:1
SOCS3_metyl R ctcf ATTCCCGCAAATCCCTAACG
Zmetylowane
SOCS3
SOCS3_unmethyl F_ctef | GGTGGAATGATGGTTTTAATTTATG
Odmetylowane
127 17:78360911:78361038:1
SOCS3 _unmethyl R ctcf | ATTCCCACAAATCCCTAACATAC
Odmetylowane
IL6R_ methyl F CGTATTTTGGGACGGTTTAGAGAC
Zmetylowane
91 1:154405299:154405390:1
IL6R metyl R CACATAACTCAAAACGACGAACG
Zmetylowane
IL6R
IL6R_unmethyl F TTGTATTTTGGGATGGTTTAGAGATG
Odmetylowane
95 1:154405298:154405393:1

IL6R_unmethyl R

TCACACATAACTCAAAACAACAAACAAT

Odmetylowane
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3.5.3.2. Ilo$ciowa analiza stopnia metylacji dla genu IRF5

Analiza metylacji promotora genu /RF5 zostala oszacowana przy pomocy ilosciowe;j
metylacyjno-specyficznej tancuchowej reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym (RQ-MSP,
ang. Quantitative real-time methylation-specific Polymerase Chain Reaction). Reakcje
przeprowadzono w catkowitej objetosci 10 ul, ktéra zawierata 5 pl miksu reakcyjnego
ExiLENT SYBR Green master mix (Exicon, Dania), 2ul DNA po metylacji, 300 nM
koncowego stgzenia starterow komplementarnych dla sekwencji zmetylowanych. Catos¢
uzupetniono woda molekularng wolng do DNaz i RNaz do objetosci koncowej. Reakcje
przeprowadzono na plytkach 96-dotkowych zgodnie z profilem termicznym zataczonym w
instrukcji do miksu reakcyjnego, z tym wyjatkiem, ze przytaczenie starteréw i1 elongacja
odbyty si¢ w temperaturze 62°C oraz w etapie krzywej topnienia wzrost temperatury wynosit
0,1 °C/sekunde; 6 pomiarow/1°C. Kazda ptytka reakcyjna zawierala kontrolg negatywna,
ktéra stanowita kontrola bez matrycy DNA (NTC, ang. No Template Control) oraz probka

kalibracyjna o znanym rozcienczeniu DNA.

Bazujac na publikacji Menigatti M. i wspét. [¢7] jako gen normalizujacy ilo$¢ uzytego do
reakcji DNA zostal wybrany rejon promotorowy genu beta-aktyny (4C7-B) wolny od miejsc
wrazliwych na metylacj¢. Sekwencja starterow 2z oryginalnej publikacji zostaty
przeprojektowane tak aby zmniejszy¢ prawdopodobienstwo tworzenia przez nie struktur II-

rzedowych, zgodnie z opisem przedstawionym powyze;.

Ilosciowa oceng stopnia metylacji DNA oszacowano na podstawie relatywnej zmiany w
metylacji uwzgledniajac korekte w obliczeniach na wydajno$¢ amplifikacji [*3,%°]. Analize
uzyskanych danych przeprowadzono przy pomocy modutu Advanced Relative Quantification
wybierajac jako model obliczeniowy maksimum drugiej pochodnej. Wyniki wyrazano jako
znormalizowany stosunek wzgledem probki kalibracyjnej. Kazde oznaczenie wykonano w 3

powtorzeniach.

3.5.3.3. Jako$ciowa analiza metylacji dla genéw IL6R oraz SOCS3

Jako$ciowa analiza metylacji rejondow promotorowych gendw IL6R oraz SOCS3
zostala oszacowana przy pomocy metylacyjno-specyficznej tancuchowej reakcji polimerazy
w czasie rzeczywistym (RT-MSP, ang. real-time methylation-specific Polymerase Chain
Reaction), w warunkach termicznych i1 odczynnikowych jak opisano powyzej, z tym
wyjatkiem, ze dla genu SOCS3 zastosowano 600 nM koncowego stezenia starteréw i

temperature annealingu 63°C. Dla SOCS3 uzyto 20 ng DNA , natomiast dla /L6R 15 ng.
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Kazda ptytka reakcyjna zawierala NTC oraz kontrole pozytywna, ktéra zawierata 1%
zmetylowanych sekwencji DNA (1% zmetylowanego allelu wséréd 99% allelu
odmetylowanego). Kontrole DNA wykonano mieszajac w odpowiednich proporcjach
komercyjne przygotowane DNA ( EpiTec PCR Control DNA Set, Qiagen, Niemcy), dodajac

je do reakcji w ilosciach takich samych jak ilo$¢ dodawanego DNA dla badanych genow.

3.5.4. Oznaczenia polimorfizmow

Oznaczenia polimorfizmdéw wykonano przy pomocy gotowych zestawow starterow i
sond typu TaqMan, gotowego miksu reakcyjnego TagMan Genotyping Master Mix
(Thermofisher, USA). Reakcje przeprowadzono w profilu termicznym i proporcjach
odczynnikow zgodnie z zaleceniami producenta. Kazda ptytka reakcyjna zawierata kontrole
NTC. Wyniki analizowano przy pomocy modutu Endpoint Genotyping. Zestawienie

oznaczonych polimorfizmoéw przedstawia Tabela 4.

Tabela 4. Charakterystyka oznaczanych polimorfizmow.

Numer rs w bazie dbSNP
Lp. | Gen Oznaczany ID testu
polimorfizm
T>C C 2691242 10 rs10488631
1.
IRFS
G>A C 2691222 10 rs4728142
2%
A>G C 1706397 20 154969168
3.
SOCS3
A>G C 29949384 10 154969170
4.
C>T C 26292282 10 154129267
5.
IL6R
A>C C 16170664 10 1s2228145
6.

Skréty: prosze odniesc sie do Tabeli 1.

3.5.5. Oznaczenie ekspresji mikro-RNA
3.5.5.1. Izolacja mikro-RNA

Izolacje miR przeprowadzono z osocza wyizolowanego z krwi pelnej pobranej na

EDTA. Do czasu izolacji osocze przechowywano w temperaturze -80°C. Izolacje
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przeprowadzono zestawem miRCURY RNA Isolation Kit — Biofluids (EXICON, Dania)
zgodnie z zaleceniami producenta, wykorzystujac do izolacji 300ul osocza. Dodatkowo do
buforu lizujacego dodano 1,5 pg/probke nosnika RNA (ang. carrier) w postaci RNA
bakteriofaga MS2 (Roche, Niemcy) oraz sztuczne cel-miR-39-3p tzw. spike-in, w ilosci
5,6x10%kopii/probke (miRNeasy Serum/Plasma Spike-in Control, Qiagen, Niemcy). Materiat

po izolacji natychmiast zamrozono i przechowywano w temperaturze -80°C.

3.5.5.2. Odwrotna transkrypcja
Odwrotng transkrypcje¢ miR do c¢cDNA przeprowadzono przy pomocy zestawu
Universal cDNA Syntesis Kit II (EXICON, Dania) zgodnie z rekomendacjami producenta

wykorzystujac do reakcji 2 ul wyizolowanego wczesniej miR.

3.5.5.3. Oznaczenie ekspresji

Sekwencje starterow zostaly zaprojektowane przy pomocy oprogramowania
miRPrimer2 [7°], biorac pod uwage zasady opisane przez innych autoréw [’!], uwzgledniajac
jednoczesnie doswiadczenie wlasne oraz nastgpujace kryteria: Tm starter6w nie mogly by¢
nizsze niz 59°C, oraz r6znica w Tm nie mogta by¢ wigksza niz 1°C. W przypadku gdy zaszta
konieczno$¢ zmniejszenia roznicy w Tm primeréw dodawano lub odejmowano na koncu
5’wolne nukleotydy. Do oceny parametrow primerow zastosowano oprogramowanie
Netprimer oraz Oligoanalyzer (https://www.idtdna.com/calc/Analyzer). Dla pierwszego
oprogramowania zastosowano nast¢pujace parametry analizy: temperatura annealingu 60°C,
koncowe stezenie primeréw 300 nM, stezenie wolnych jondéw Mg?* 3mM, stezenie kationéw
jednowartosciowych 50 mM. Dla Oligoanalyzera wybrano opcje¢ analizy ,,qPCR”. Ze wzgledu
na fakt, ze Tm dla obu zastosowanych algorytmoéw réznity si¢ nawet o kilka °C zastaty
zamowione po 3 startery na badane miR, 2 startery forward i jeden reverse. W toku walidacji

metody wybrano te, ktore generowaty lepsza amplifikacje.

Sekwencje uzytych starteréw oraz komplementarne do nich sekwencje miR przedstawia

Tabela 6.

Oznaczenie ekspresji miR-22 oraz miR-221 wykonano w catkowitej objetosci reakcji 10ul, na
ktora sktadato sig: 5 pl gotowego mixu reakcyjnego PowerUp SYBR Green Master Mix
(Thermofisher, USA), po 0,45ul startera forward 1 reverse rozcienczonych do stgzenia 10uM,
3 ul cDNA rozcienczonego przed reakcja 10 razy. Catos¢ uzupetniono woda molekularng do
objetosci koncowej. Reakcje przeprowadzono zgodnie z profilem termicznym zatagczonym w

instrukcji do miksu reakcyjnego, stosujac temperaturg annelingu/elongacji 60°C. W etapie
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krzywej topnienia zastosowano wzrost temperatury o 0,1 °C/sekundg; 6 pomiarow/1°C.
Podczas etapu walidacji metody sprawdzono wydajno$¢ amplifikacji dwoch potencjalnych
genoéw referencyjnych: hsa-miR-425-5p oraz cel-miR-39-3p. Lepsze rezultaty uzyskano dla
zastosowanego od etapu izolacji spike-in’a (cel-miR-39-3p), ktory zostat wybrany jako gen
normalizujgcy. Probki zostaty oznaczone w trzech powtdrzeniach. Kazda ptytka reakcyjna

zawierala kontrole NTC oraz probke kalibracyjna.

Ocene stopnia ekspresji miR oszacowano na podstawie relatywnej zmiany w ekspresji
uwzgledniajac korekte w obliczeniach na wydajno$é amplifikacji [*%, ¢°]. Analize uzyskanych
danych przeprowadzono przy pomocy modutu Advanced Relative Quantification wybierajac
jako model obliczeniowy maksimum drugiej pochodnej. Wyniki wyrazano jako

znormalizowany stosunek wzgledem probki kalibracyjne;.

3.5.6. Wykaz odczynnikow nie ujetych we wczesniejszej czesci metodyki
Wykaz odczynnikéw nie ujetych we wezesniejszej czgsci metodyki przedstawia

Tabela 5.

Tabela 5. Wykaz dodatkowych odczynnikdw.

Nazwa odczynnika Producent
Woda molekularna wolna od DNAaz i Sigma-Aldrich
RNAaz

Alkohol etylowy 98% CHEMPUR
Izopropanol do zastosowan biologii Sigma-Aldrich
molekularnej

Agaroza Sigma-Aldrich
Midori Green Nippon Genetics
Marker wielkosci 50-1500 bp Nippon Genetics
Bufor TBE 10x Sporzadzony samodzielnie
Bufor TE do zastosowan biologii Sigma-Aldrich
molekularnej

3.5.7 Analiza statystyczna
W zalezno$ci od rozkladu danych, ktory zostal oszacowany testem W Shapiro-Wilka,
dane ilosciowe zostaly przedstawione jako S$redniatodchylenie standardowe, $redniatbtad

standardowy sredniej lub mediana [przedzial miedzykwartylowy]. Réznice pmigdzy dwoma
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niezaleznymi grupami zostaty oszacowane przy pomocy testu t studenta lub testu U Manna-
Whitney’a. ANOVA Kruskala-Wallisa oraz test wielokrotnych poréwnan zostaty uzyte to
okreslenia istotno$ci w roznicach pomiedzy grupa kontrolng a grupa pacjentow RZS
podzielonych dodatkowo na podstawie aktywnos$ci na grup¢ o wysokiej aktywnosci oraz
remisje. Zwigzek pomigedzy dwoma ciggltymi zmiennymi zostal oszacowany za pomocg
korelacji Spearmana. Zmienne jako$ciowe zostalty wyrazone jako liczba z odsetkiem oraz
zostaly poréwnane za sobg pomoca tabel kontyngencji i testow y° test z poprawka na ciaglos¢
Yates's lub doktadnym testem Fisher’a (jednostronny). Regresja logistyczna zostata uzyta do
oszacowania ilorazu szans (OD, ang. odds ratio) wraz z 95% przedzialem ufnosci (CI, ang.
confidence interval). Warto$¢ P ponizej 0.05 zostata uznana za istatng statystycznie roéznicg.
Analizy przeprowadzono przy pomocy oprogramoania STATISTICA, wersja 13 (StatSoft
Inc., USA). Do analizy cze¢stosci SNP wykorzystano takze Bayesowskie tabele kontyngencji,
a obliczenia przeprowadzono przy pomocy oprogramowania JASP , wersja 0.8.6 (dostepnego
z https://jasp-stats.org) . Testowano hipoteze, w ktorej RF negatywni pacjenci posiadaja
wyzsza frekwencje allelu zmutowanego. Warto$§¢ BF10 powyzej 3.0 potwiedzata zalozona
hipotezg. Nierbwnowage sprzezenia (ang. linkage disequilibrium, LD) pomig¢dzy badanymi

polimorfizmami oszacowano przy pomocy internetowego narzedzia LDlink, wersja 3.6. ["*]
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Tabela 6. Informacje o uzytych oligonukleotydach podczas badania ekspresji mikro-RNA.

Lp. Nazwa mikro-RNA Sekwencja startera forward 5°—3’ Sekwencja startera reverse 5°—3’ Sekwencja mikro-RNA 5°—3’ Nr wpisu w bazie
miRBase

1 cel-miR-39-3p GCAGTCACCGGGTGTAAATCAG GGTCCAGTTTTTTTTTTTTITITCAAG | UCACCGGGUGUAAAUCAGCUUG | MIMAT0000010

2. hsa-miR-22-3p CGAGAAGCTGCCAGTTGAAGA GGTCCAGTTTTTTTTTTTTTTITACAGT | AAGCUGCCAGUUGAAGAACUGU | MIMATO0000077

3. hsa-miR-221-3p CGTGAGTGCTACATTGTCTGCTG TCTTTTTTTTTTTTTTTGAAACCCA AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC | MIMAT0000278
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IV. WYNIKI

4.1. ANALIZA METYLACJI
Szczegotowa charakterystyka grupy pacjentéw RZS oraz grupy kontrolnej wtaczonych

do analizy metylacji zostata przedstawiona w Tabeli 7.

Tabela 7. Charakterystyka grupy badanej wtgczonej do analizy metylacji.

Grupa pacjentow RZS o Grupa pacjentow RZS w Wartosé p
Analizowany paramer wysokiej aktywnosci remisji pomiedzy
choroby, n=30 n=22 analizowanymi
parametrami
Wiek (lata) 53.6+12.3 48.7+12.7 0.21
Kobiety; n (%) 22 (73.3) 21 (95.5) 0.09
Czas trwania choroby (lata) 10 [2-16] 9.5[3.5-16] 0.96
RF pozytywni; n (%), 23 (76.7) 12 (54.5) 0.17
ACPA pozytywni; n (%) 29 (96.7) 20 (90.9) 0.78
OB (mm/h) 54 [28-67] 7[2-11.5] <0.0001
CRP (mg/dl) 15.72 [8.54-27.2] 0.45[0.13-4.09] <0.0001
VAS PGA 67.5 [52-73] 8[3-9.5] <0.0001
VAS PhGA 59 [49-70] 5[1.5-7] <0.0001
Leczenie:
co najmniej Methotrexat, n (%) 23 (76.7) 15 (68.2) 0.72
co najmniej leczenie biologiczne, n (%) 7(23.3) 11 (50) 0.09
Co najmniej sterydoterapia, n (%) 23 (76.7) 7 (31.8) 0.003
Pojedyncza linia leczenia, n (%) 4 (13.3) 7 (31.8) 0.2
Metotrexat, n (%) 2(6.7) 3 (13.6) 0.71
Leczenie biologiczne, n (%) 0 1(4.5) 0.88
Leczenie sterydami, n (%) 1(3.3) 0 0.88
inne cDMARD, n (%) 1(3.3) 3 (13.6) 0.39
Podwajna linia leczenia, n (%) 17 (56.7) 10 (45.5) 0.6
Methotrexat+Sterydy, n (%) 13 (43.3) 1 (4.5) 0.0051
Methotrexat+leczenie biologiczne, n (%) | 2 (6.7) 4 (18.2) 0.4
Leczenie sterydami+leczenie biologiczne, 0 1(4.5) 0.88
n (%)
Inne, n (%) 2(6.7) 4(18.2) 0.4
Potrojna linia leczenia, n (%) 9 (30) 5(22.9) 0.79

Dane zostaty zaprezentowane jako: Sredniatodchylenie standardowe, liczba (odsetek) Ilub mediana [przedziat
miedzykwartylowy]. Skrdty: ACPA (ang. Anti-citrullinated protein antibodies),przeciwciata przeciwko cyklicznemu
cytrulinowanemu peptydowi; CRP (ang. C Reactive Protein), biatko C-reaktywne; cDMARD (ang. Classical Disease-Modifying
Antirheumatic Drugs), klasyczne leki modyfikujgce przebieg choroby; OB, Odczyn Biernackiego; RF (ang. Rheumatoid Factor),
czynnik reumatoidalny; VAS PhGA, (ang. visual analog scale physician global assessments)wizualna skala analogowa
wykonana przez lekarza ; VAS PGA, (ang.visual analog scale patient global assessments), wizualna skala analogowa
wykonana przez pacjenta.
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4.1.1. IRF5

Pacjenci z grupy RZS wykazali o 43,6% nizszy stopien metylacji wybranego rejonu
promotorowego w stosunku do grupy kontrolnej (mediana, 0.79 [przedziat miedzykwartylowy
0.6-1.13] vs. 1.4 [1.16-1.66]. P=0.0001). Graficznie poziom metylacji mi¢dzy pacjentami a
kontrolg przedstawia Rycina 4. Nie stwierdzono natomiast réznic pomie¢dzy poziomem
metylacji miedzy grupa o wysokiej aktywnosci a remisja  (0.82 [0.66-1.21] vs. 0.76 [0.56-
0.97], P=1), aczkolwiek wykazano r6znic¢ w poziomie metylacji poréwnujac ze sobg grupe o
wysokiej aktywnos$ci i1 grupe kontrolng oraz remisje 1 grupe kontrolng (P=0,005 oraz
P=0,0005, odpowiednio). Poziomy metylacji w grupie o wysokiej aktywno$ci oraz remisji
byly odpowiednio o 41,4% oraz 45,7% nizsze w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Rycina 4) i
byly podobne dla metylacji obserwowanej dla calej grupy pacjentow RZS wiaczonych do tej
czg$ci badan. Generalnie grupy nie réznily si¢ sposobem leczenia, z tym wyjatkiem, ze w
grupie o wysokiej aktywnos$ci wigksza liczba pacjentow byla leczona sterydami, co jest
zgodne z obowigzujacym podejsciem do prowadzenia terapii. Co wigcej, glowny lek
uzywany w terapii — metotrexat byl stosowany u wigkszosci chorych w podobnych dawkach
(20 [15-25] vs. 20 [12.5-25] mg/tydzien, P=0.41). Poziom metylacji nie korelowat z
warto§ciami OB (r:=0.16), CRP (1;=0.06) i DAS-28 (rs=0.08). Graficznie brak korelacji

pomiedzy poziomem metylacji, a aktywnoscig choroby zostal pokazany na Rycinie 5.
Rycina 4. Roznice w poziomie metylacji IRFS5 pomiedzy kontrolg a pacjentami.
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Rycina 5. Wykres korelacji pomigdzy poziomem metylacji IRFS5 a aktywnoscig choroby wsrod pacjentow z reumatoidalnym

zapaleniem stawow.
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4.1.2 SOCS3 oraz IL6R

Pacjenci RZS i zdrowa kontrola nie r6znili si¢ profilem metylacji wybranych rejonow
promotorowych dla obu genéw SOCS3 oraz IL6R. Zaden z badanych pacjentéw nie uzyskat

wartosci Ct (ang. cycle threshold) ponizej zalozonego w metodyce punktu odcigcia

stanowigcego 1% zmetylowanych sekwencji DNA.

4.2. GENOTYPOWANIE
Sposrod 122 pacjentéw, 82 byto RF pozytywnych, a 40 RF negatywnych. Oznaczanie

polimorfizméw wykonano rowniez dla grupy kontrolnej bioracej udziat w analizie metylacji

(n=24). Szczegdlowy charakterystyke pacjentoéw wiaczonych do genotypowania przedstawia
Tabela 8.
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Tabela 8. Charakterystyka pacjentow wtgczonych do analizy genetyczne;.

RZS RF- RZS RF- P-value RZS cala Kontrola P-value
Analizowany
pozytywni, negatywni, grupa n=24 RZS calos¢
parametr
n=82 n=40 n=122 vs. HC
Wiek (lata) 53.9+£12.4 48.7+11.5 0.02 52.242.3 52.9+8.6 0.99
Kobiety; n (%) 69 (84.1) 34 (85) 0.89 103 (84.4) 18 (75) 0.41
Czas trwania 11[4-19] 10 [4-16] 0.66 n/a n/a
10 [3-16]
choroby (lata)
RF pozytywni; n 82 (100 0 n/a brak n/a
Y (100 82 (67.2)
(%),
ACPA 78 (95.1) 26 (65) <0.0001 brak n/a
. 104 (85.2)
pozytywni; n (%)
OB. (mm/h) 27 [13-51] 21[10.5-35] 0.08 26 [8-57.5] 15 [7-19] 0.001
CRP (mg/dl) 4.1+1.5 3.7+1.7 0.22 3,9+1.6 n/a n/a
8.2 [1.39- 3.41[0.47- 0.22 8.5410.53- 0.58 [0.19— <0.0001
DAS-28
17.47] 15.72 19.12] 1.97]
VAS PGA 28 [9-62] 27 [10.5-54] 0.94 27 [9-61] n/a n/a
VAS PhGA 20 [5-50] 20 [10.5-44.5] 0.62 20 [7-49] n/a n/a

Dane zostaty zaprezentowane jako: sredniatodchylenie standardowe, liczba (odsetek) lub mediana [przedziat

miedzykwartylowy]. Skroty: prosze odniesc sie do Tabeli 7.

4.2.1. IRF5
Doktadny rozklad genotypow oraz frekwencje wariantu przedstawia Tabela 9.
Rozktad genotypow dla IRF5 z uwzglgdnieniem modelow genetycznych: kodominacji,

dominacji, nad-dominacji oraz recesywnego zostat przedstawiony w Tabeli 10.

Frekwencja genotypow dla polimorfizmu /RF5 rs4728142 byty nastepujace GG= 32 (26.2%):
GA= 57 (46.7%), AA=33 (27%), natomiast dla /RF5 rs10488631: TT=82 (67.2%), TC=37
(30.3%), CC=3 (2.5%). Frekwencja wariantu dla pierwszego polimorfizmu (suma obu
genotypow GA 1 AA, model genetyczny dominujacy) byta znaczaco nizsza (BF10=3,68;
P=0.037) w grupie RF pozytywnej (n=56, 68.3%) w poréwnaniu do grupy seronegatywnej
pod wzgledem RF (n=34, 85%).

Frekwencja wariantu (oba genotypy TC i TT, model genetyczny dominujacy) dla IRF'5
rs10488631 byta nieznaczaco rozna (BF10=1,949; P=0.08) pomiedzy grupa RF pozytywnych
(n=23, 28%) a RF negatywnych pacjentow (n=17, 43.5%). Rozklad obu genotypow byt
zgodny z prawem Hardy-Weinberg ‘a (P=0.47 oraz P=0.62, odpowiednio). Analizowane SNP
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pozostajg w rownowadze sprzezenia. Zalezno$¢, czy analizowane SNP pozostaja w LD

przedstawia Rycina 6.

Poziom metylacji w odniesieniu do rs10488631 wsrod osob biorgcych udziat w
analizie metylacji (n=72) byl r6zny w zaleznosci do genotypu. Heterozygoty TC (n=22) miaty
o okoto 24% nizszy poziom metylacji w poréwnaniu do homozygot TT (n=54) (0.82 [0.55-
1.20] vs. 1.08 [0.74-1.60], P=0.045). W analizowanej grupie nie byto homozygot CC.

Pacjenci nie r6znili si¢ poziomem metylacji w zaleznosci od genotypu w SNP rs4728142.

Rycina 6. Zwigzek pomiedzy analizowanymi polimorfizmami w genie IRF5.

Query SNPs:
rs10488631 (chr7:128594183)
154728142 (chr7:128573967)
CEU Haplotypes:
rs4728142
A G
C|18 |4 |22 (0.111)
rs10488631 --------mmmmmmmm-
T|60 |116 |176 (0.889)
78 120 198
(0.394) (0.606)
T G: 116 (0.586)
T A:60(0.303)
C A:18(0.091)
C G:4(0.02)
D" 0.7
R2:0.0942
Chi-sq: 18.6577
p-value: <0.0001

rs10488631 and rs4728142 are in linkage equilibrium
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Tabela 9. Rozktad genotypdw i frekwencja wariantu dla badanych polimorfizmow w genie IRF5.

Polimorfizm Ilo$¢ nosicieli, n (%)
IRF5
rs4728142 | Allel/Genotyp | RZS RF-pozytywni, | RZS RF-negatywni, | RZS caloSciowo, Kontrola, Pacjenci wlaczeni
n=82 n=40 n=122 n=24 do analizy
metylacji, n=76
MAF (allel A) 46.3% 58.8% 50.4% 45.8% 48%
GG 26 (31.7) 6 (15) 32 (26.2) 7(29.2) 24 (31.6)
GA 36 (43.9) 21 (52.5) 57 (46.7) 12 (50) 31 (40.8)
AA 20 (24.4) 13 (32.5) 33 (27) 5(20.8) 21 (27.6)
rs10488631 | Allel/Genotyp
MAF (allel C) 14.6% 23.4% 17.6% 12.5% 14.5%
TT 59 (72) 23 (57.5) 82 (67.2) 18 (75) 54 (71.1)
TC 22 (26.8) 15 (37.5) 37 (30.3) 6 (25) 22 (28.9)
CC 1(1.2) 2(5) 3 (2.5%) 0 0

Skroty: MAF — frekwencja allelu drugorzedowego (ang. minor allele frequency).
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Tabela 10. Rozktad genotypdow dla polimorfizmow w genie IRF5 w zaleznosci od modelu genetycznego.

Polimorfizm Model RF-pozytywni, RF-negatywni, OR (95% CI) | P value Fisher’s
IRFS5 n=82 n=4( exact P
value
rs4728142 | Ko-dominacja 1GG vs.GA | 26 (31.7) vs. 36 (43.9) 6 (15) vs. 21 (52.5) 2.53(0.88-7.24) 0.068 0.06
Ko-dominacja 2GG vs. 26 (31.7) vs. 20 (24.4) 6 (15) vs. 13 (32.5) 2.81(0.89-8.91) 0.065 0.59
AA
Dominacja GA+AA vs. 56 (68.3) vs. 26 (31.7) 34 (85) vs. 6 (15) 0.38 (0.14-1.03) 0.0416 0.037
GG
Nad-dominacja GA vs. 36 (43.9) vs. 46 (56.1) | 21 (52.5)vs. 19 (47.5) | 0.71(0.33-1.52) 0.37 0.24
GG+AA
Recesywny AA vs. 20 (24.4) vs. 62(75.6) | 13(32.5)vs.27(67.5) | 0.67(0.29-1.55) 0.35 0.23
GA+GG
rs10488631
Ko-dominacja 1TT vs.TC 59 (72) vs. 22 (26.8) 23 (57.5) vs. 15 (37.5) 1.74 (0.77-3.98) 0.18 0.13
Ko-dominacja 2TT vs. CC 59 (72) vs. 1 (1.2) 23 (57.5) vs. 2 (5) 5.13 (0.42-61.5) 0.17 0.21
Dominacja TC+CC vs. TT 23 (28) vs. 59 (72) 17 (42.5) vs. 23 (57.5) | 0.53 (0.24-1.17) 0.11 0.08
Nad-dominacja TC vs. 22 (26.8) vs. 60 (73.2) 15 (37.5) vs. 25 (62.5) 0.61 (0.27-1.38) 0.23 0.16
TT+CC
Recesywny CC vs. TT+TC 1(1.2) vs. 81 (98.8) 2(5) vs. 38 (95) 0.23 (0.02-2.73) 0.22 0.25

Skréty: Cl, confidence interwal ( przedziat ufnosci); OR — odds ratio (przedziat ufnosci). Wartosci p istotne statystycznie zostaty wyttuszczone.
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4.2.2. SOCS3
Doktadny rozktad genotypéw oraz frekwencj¢ wariantu przedstawia Tabela 11.
Rozktad genotypow dla SOCS3 z uwzglednieniem modelow genetycznych: kodominacji,

dominacji, nad-dominacji oraz recesywnego zostat przedstawiony w Tabeli 12.

Frekwencja genotypoéw dla polimorfizmu SOCS3 rs4969168 G>A byly nastgpujace:
GG= 95 (77.9%), GA=24 (19.7%); AA= 3 (2.5%),a dla polimorfizmu SOCS3 rs4969170
G>A przedstawiaty si¢ nastgpujaco: GG= 58 (47.5%), GA=51 (41.8%); AA= 13 (10.7%).
Czestos¢ genotypu z wariantem (oba genotypy GA oraz AA, model dominujacy, Tabela 12)
dla SOCS3 154969168 bylo nie znaczaco nizsze (P=0.22) w grupie RF pozytywnej (n=15,
18.3%) w porownaniu do grupy RF negatywnej (n=12, 30%). Frekwencja genotypu z
wariantem dla SOCS3 rs4969170 (oba genotypy TC i TT) byla zblizona w obu grupach
(P=0.56). W RF pozytywnej grupie byla na poziomie 50% (n=41), a w grupie RF negatywnej
wyniosta 57.5% (n=23). W modelu nad-dominujagcym zaobserwowano znaczaco wyzsza
frekwencje genotypu GA w grupie RF-negatywnej w poroéwnaniu do grupy RF-pozytywne;j,
frekwencje te wyniosty odpowiednio: n=12 (30%) vs. n=12 (14.6%), P=0.0412.

Rozktad genotypow dla obu polimorfizméw w SOCS3 byt zgodny z prawem Hardy-
Weinberg ‘a (P=0.33 oraz P=0.72, odpowiednio). Analizowane SNP pozostaja w korelacji ze
soba, zgodnie z wynikami analizy narzedziem LDlink (Rycina 7). Nie bylo zaleznoS$ci

pomiedzy haplotypami w grupie RF-pozytywnej i RF-negatywne;.
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Rycina 7. Zwigzek pomiedzy badanymi polimorfizmami w genie SOCS3

Query SNPs:
rs4969168 (chr17:76353793)
rs4969170 (chr17:76360538)

CEU Haplotypes:
rs4969170
A G
Al25 |1 |26 (0.131)
1s4969168  -----m-mmmmmeeee-
G|43 |129 |172 (0.869)
68 130 198
(0.343) (0.657)

G_G: 129 (0.652)
G_A:43(0217)
A_A:25(0.126)
A_G: 1(0.005)

D" 0.9414
R2:0.2561
Chi-sq: 50.7121
p-value: <0.0001

rs4969168(A) allele is correlated with rs4969170(A) allele
rs4969168(G) allele is correlated with rs4969170(G) allele
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Tabela 11. Rozktad genotypdw oraz frekwencje wariantu dla badanych polimorfizmdéw w genie SOCS3.

Polimorfizm Ilo$¢ nosicieli, n (%)
SOCS3
rs4969168 | Allel/Genotyp RZS RF- RZS RF-negatywni, | RZS calosciowo, Kontrola, Pacjenci wlaczeni
pozytywni, n=40 n=122 n=24 do analizy
n=82 metylacji, n=76
MAF (allel A) 11% 15% 12.3% 10.4% 6.6%
GG 67 (81.7) 28 (70) 95 (77.9) 19 (79.2) 66 (86.8)
GA 12 (14.6) 12 (30) 24 (19.7) 5(20.8) 10 (13.2)
AA 33.7) 0 3(2.5) 0 0
rs4969170 | Allel/Genotyp
MAF (allel A) 29.9% 35% 31.6% 45.8% 30.9%
GG 41 (50) 17 (42.5) 58 (47.5) 7(29.2) 36 (47.4)
GA 33 (40.2) 18 (45) 51 (41.8) 12 (50) 33 (43.4)
AA 8(9.8) 5(12.5) 13 (10.7) 5(20.8) 7(9.2)

Skroty: prosze odniesc sie do Tabeli 9
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Tabela 12. Rozklad genotypow dla polimorfizmow w genie SOCS3 w zaleznosci od modelu genetycznego.

Polimorfizm Model RF-pozytywni, RF-negatywni, OR (95% CI) P value Fisher’s exact
SO0CS3 n=82 n=40 P value
rs4969168 Ko-dominacja 1 GG vs. GA 67 (81.7) vs. 12 28 (70) vs. 12 (30) 2.39 (0.95-6.02) 0.06 0.0504
(14.6)
Ko-dominacja 2 GG vs. AA 67 (81.7) vs. 3 28 (70) vs. 0 N/A 0.36
3.7
Dominacja GA+AA vs. GG 15 (18.3) vs. 67 12 (30) vs. 28 (70) 0.52 (0.22-1.27) 0.15 0.11
(81.7)
Nad-dominacja GA vs. GG+AA 12 (14.6) vs.70 12 (30) vs. 28 (70) 0.4 (0.16-1.00) 0.05014 0.0412
(85.4)
Recesywny AA vs. GA+GG 3(3.7)vs, 79 0 vs. 40 (100) N/A 0.30
(96.3)
rs4969170
Ko-dominacja 1 GG vs. GA 41 (50) vs. 33 17 (42.5) vs. 18 (45) 1.32 (0.58-2.97) 0.50 0.32
(40.2)
Ko-dominacja 2 GG vs. AA 41 (50) vs. 8 17 (42.5) vs. 5 (12.5) 1.51 (0.42-5.39) 0.53 0.37
9.8)
Dominacja GA+AA vs. GG 41 (50) vs. 41 23 (57.5)vs. 17 0.74 (0.34-1.6) 0.44 0.28
(50) (42.5)
Nad-dominacja GA vs. GG+AA 33 (40.2) vs. 49 18 (45) vs. 22 (55) 0.82 (0.38-1.78) 0.62 0.38
(59.8)
Recesywny AA vs. GA+GG 8(9.8) vs. 74 5(12.5) vs. 35(87.5) | 0.76 (0.23-2.51) 0.65 0.43
(90.2)

Objasnienia skrotéw: prosze odnies¢ sie do Tabeli 10.
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4.2.3. IL6R
Doktadny rozktad genotypdéw oraz frekwencje¢ wariantu przedstawia Tabela 13.
Rozktad genotypow dla IL6R z uwzglednieniem modeléw genetycznych: kodominacji,

dominacji, nad-dominacji oraz recesywnego zostal przedstawiony w Tabeli 14.

Frekwencja genotypow dla polimorfizmu /L6R 1s4129267 C>T byly nastgpujace:
CC= 66 (54.1%), CT=44 ( 36.1%); TT= 12 (9.8%). Dla polimorfizmu /L6R rs2228145
frekwencje genotypow wyniosty: AA= 57 (46.7%), AC=51 ( 41.8%); CC= 14 (11.5%).

Czestos¢ genotypu z wariantem rs4129267 (oba genotypy CT 1 TT, patrz réwniez model
dominujacy) nieznaczaco wyzsze (P=0.74) w grupie RF pozytywnej (n=39, 47.6%) w
porownaniu do pacjentow seronegatywnych pod wzgledem RF (n=17, 42.5%). Dla
polimorfizmu rs2228145 frekwencja genotypu z wariantem (oba genotypy AC i1 CC, patrz
réwniez model dominujacy) byly podobne w obu badanych grupach (P=0.94), w grupie
pacjentow RF pozytywnych frekwencja genotypu z wariantem wyniosta 47.6% (n=39)
natomiast w grupie RF negatywnych pacjentow byta 45% (n=18). Rozklad obu opisanych
polimorfizméw bylty zgodne z prawem Hardy-Weinberg ‘a  (P=0.26 and P=0.62,
odpowiednio). Analizowane SNP pozostaja w korelacji ze soba, zgodnie z wynikami analizy
narzedziem LDlink (Rycina 9) . Nie bylo zalezno$ci pomiedzy haplotypami w grupie RF-
pozytywnej 1 RF-negatywnej.
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Rycina 8. Zwiqzek miedzy badanymi polimorfizmami w genie IL6R.

Query SNPs:
1s4129267 (chrl:154426264)
1s2228145 (chr1:154426970)

CEU Haplotypes:
rs2228145
A C
C|129 |0 129 (0.652)
1s4129267  -----mmememem
TIO |69 |69 (0.348)
129 69 198
(0.652) (0.348)
C _A:129(0.652)
T C: 69 (0.348)
C C:0(0.0)
T A:0(0.0)
D: 1.0
R2: 1.0
Chi-sq: 198.0
p-value: <0.0001
rs4129267(C) allele is correlated with rs2228145(A) allele
rs4129267(T) allele is correlated with rs2228145(C) allele
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Tabela 13. Rozktad genotypow oraz frekwencje wariantu dla badanych polimorfizmow w genie IL6R.

Polimorfizm [lo$¢ nosicieli: n (%)
IL6R
rs4129267 Allel/Genotyp | RZS RF-pozytywni, RZS RF- RZS calosciowo, Kontrola, Pacjenci wlaczeni
n=82 negatywni, n=122 n=24 do analizy
n=40 metylacji, n=76
MATF (allel T) 29.9% 25% 28.3% 33.3% 30.9%
CcC 43 (52.4) 22 (55) 65 (53.3) 11 (45.8) 37 (48.7)
CT 29 (354) 16 (40) 45 (36.9) 10 (41.7) 31 (40.8)
TT 10 (12.2) 2(5) 12 (9.8) 3 (12.5) 8(10.5)
rs2228145 Allel/Genotyp
MATF (allel C) 30.5% 26.3% 29.1% 43.8% 39.5%
AA 43 (52.4) 22 (55) 65 (53.3) 3 (12.5) 10 (13.2)
AC 28 (34.1) 15 (37.5) 43 (35.2) 21 (87.5) 60 (78.9)
CC 11(13.4) 3(7.5) 14 (11.5) 0 0

Skrdty: prosze odnies¢ sie do Tabeli 9.

48




Tabela 14. Rozktad genotypdow dla polimorfizmow w genie IL6R w zaleznosci od modelu genetycznego.

Polimorfizm Model RF-pozytywni, RF-negatywni, OR (95% CI) P value Fisher’s exact
IL6R n=82 n=40 P value
rs4129267 Ko-dominacja 1 CC vs. CT 43 (52.4) vs. 29 22 (55) vs. 16 1.08 (0.48-2.42) 0.85 0.51
(35.4) (40)
Ko-dominacja 2 CC vs. TT 43 (52.4) vs. 10 22 (55) vs. 2 (5) 0.39(0.08-1.99) 0.22 0.20
(12.2)
Dominacja CT+TT vs. CC 39 (47.6) vs. 43 18 (45) vs. 22 1.11 (0.51-2.39) 0.79 0.47
(52.4) (55)
Nad-dominacja CT vs. CC+TT 29 (35.4) vs. 53 16 (40) vs. 24 0.82(0.37-1.8) 0.62 0.38
(64.6) (60)
Recesywny TT vs. CC+CT 10 (12.2) vs. 72 2(5)vs.38(95) | 2.64(0.54-12.87) 0.19 0.18
(87.8)
rs2228145
Ko-dominacja 1 AA vs. AC 43 (52.4) vs. 28 22 (55) vs. 15 1.05 (0.46-2.38) 0.91 0.54
(34.1) (37.5)
Ko-dominacja 2 AA vs. CC 43 (52.4)vs. 11 | 22(55)vs.3(7.5) | 0.53(0.13-2.16) 0.35 0.28
(13.4)
Dominacja AC+CC vs. AA 39 (47.6) vs. 43 18 (45) vs. 22 1.11(0.51-2.39) 0.79 0.47
(52.4) (55)
Nad-dominacja AC vs. AA+CC 28 (34.1) vs. 54 15 (37.5) vs. 25 0.86 (0.39-1.91) 0.72 0.43
(65.9) (62.5)
Recesywny CC vs. AA+AC 11 (13.4) vs. 71 3(7.5) vs. 37 1.91 (0.5-7.38) 0.32 0.26
(86.6) (92.5)

Objasnienia skrétow: prosze odnies¢ sie do Tabeli 10.
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4.3. EKSPRESJA MIKRO-RNA

Poziomy ekspresji badanych miRow zostaty przedstawione w Tabeli 15.

Tabela 15. Wyniki ekspresji mikro-RNA.

miR-22 miR-221
Grupa o wysokiej 1,59+0,12 1+0,31
aktywnosci choroby,

n=29

Remisja, 1,14+0,19 1,34+0,39
n=20

Pacjenci RZS calos$ciowo, 1,39+0,11 1,14+0,24
n=49

Zdrowa kontrola, 0,86+0,09 0,93+0,16
n= 24

Ekspresja zostata przedstawiona jako srednia + btgd standardowy Srednie;.

4.3.1. MiR-22

Pacjenci RZS wykazali istotnie wyzsza Srednig ekspresje miR-22 o okoto 62% w
stosunku do zdrowej kontroli (1,39+0,11 vs. 0,86+0,09; P=0.0053, Rycina 9). Grupa o
wysokiej aktywno$ci choroby miala o okoto 85% wyzszy poziom ekspresji niz kontrola
(1,59+0,12 vs. 0,86+0,09; P=0.0007, Rycina 10), oraz o okoto 39% wyzsza ekspresje niz
remisja (1,59+0,12 vs. 1,14+0,19; P=0.024, Rycina 10). Remisja oraz zdrowa kontrola nie

ro6znity si¢ znaczaco pod wzgledem ekspresji miR-22.
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Rycina 9. Poziom ekspresji mikro-RNA-22 w grupie kontrolnej oraz u pacjentow.
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Rycina 10. Poziom ekspresji mikro-RNA-22 w kontroli oraz u pacjentow podzielonych wg aktywnosci choroby.
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MiR-22 wykazato dodatnig korelacje z OB (rs=0.42; Rycina 11), CRP (1s=0.47;
Rycina 12) oraz DAS-28 (1s=0.32, poréwnano tylko pacjentow RZS; Rycina 13). MiR-22 nie
wykazalo korelacji z poziomem metylacji /RF5 (1;=0.02) dla calej grupy bioracej udzial w

analizie metylacji. Poréwnujac tylko pacjentow RZS uzyskano istotng korelacje (rs=0.3;

Rycina 14) tych dwoch parametrow.

Rycina 11. Korelacja pomiedzy ekspresjq mikro-RNA-22 oraz odczynem Biernackiego.
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Ekspresja miR-22

Rycina 12. Korelacja pomiedzy ekspresjq mikro-RNA-22 a stezeniem biatka C-reaktywnego.
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Rycina 13. Korelacja ekspresji mkro-RNA-22 i aktywnosci choroby wsréd pacjentow z reumatoidalnym zapaleniem stawdw.
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Rycina 14. Korelacja pomiedzy poziomem ekspresji mikro-RNA-22 a poziomem metylacji IRF5 wsrdd pacjentdw z

reumatoidalny zapaleniem stawdw.
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4.3.2. MIR-221

Pacjenci RZS w stosunku do zdrowej kontroli nie roznili si¢ pod wzgledem ekspresji
miR-221 (P=0.22), réwniez podzial pacjentow pod wzgledem aktywno$ci choroby nie
uwidocznit r6znic miedzy pacjentami a kontrolg (P=0.45). MiR-221 nie wykazato korelacji z

OB (rs= -0.02), CRP (= -0.07) oraz DAS28 (r;=0.03).
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DYSKUSJA

IRFS5

Niniejsza praca pokazuje, ze poziom metylacji gendw w RZSie jest rézny i ten typ
analizy jest wymagajacy pod wzgledem zaplanowania doswiadczenia jak i jego wykonania.
W przebiegu pracy wykazano, po raz pierwszy, ze metylacja w obregbie rejonu
promotorowego genu /RF5 odgrywa znaczacg role w zachorowalnosci na RZS oraz nie jest

zwigzana z rodzajem przyjmowanej terapii oraz nasileniem choroby.

Badania asocjacyjne w skali genomu (GWAS, ang. a genome-wide association study) w
polaczeniu z badaniami asocjacyjnymi w skali epigenomu (EWAS, ang. an epigenome-wide
association study) przeprowadzone przez Liu i wspot. [°] pokazaly wazng role metylacji
DNA, ktére moze by¢ rozpatrywane jako posrednik genetycznego ryzyka RZSu. Roznice w
poziomie metylacji, przedstawione jako pojedyncze pozycje nukleotydowe o odmiennym
stopniu metylacji (DMPs, ang. differentially methylated positions) zostaly zestawione z
genomowg mapa SNPs, ktore stanowily genetyczne czynniki ryzyka zwigzane z RZSem.
Zostata w ten sposdb wytworzona mapa zaleznosci gestos¢ metylacji i genotypoéw. Takie pary
DMPs-SNP znajdowaly si¢ glowie w regionie kodujacym HLA. Jesli chodzi o gen IRF5
zostaly znalezione trzy potencjalne DMPs zwigzane z RZSem, aczkolwiek nie udato si¢ do
nich dopasowa¢ zwigzanych z nimi polimorfizmow, tak wigc metylacja w obrebie /RF5 nie
zostata zakwalifikowana jako mediator ryzyka genetycznego [°]. Analizujac pozycje
zaraportowanych DMPs z polozeniem regionu, ktory zostal badany w tej pracy mozna doj$¢
do wnioskow, ze poszukiwano zalezno$ci w tym bardzo podobnym rejonie promotora. Dwa
sposrdd trzech zaraportowanych pozycji lezalty odpowiednio 71 1 180 nukleotydéw od
naszego amplifikowanego fragmentu. Wnioski ptynace z analizy GWAS-EWAS jasno
potwierdzaja shuszno$¢ wyboru analizowanej sekwencji jako potencjalnej zwigzanej z
RZSem. Dodatkowo nalezy podkresli¢, ze wybrany rejon jest potencjalnym miejscem
przytaczania waznego czynnika transkrypcyjnego CTCF. Bazujac na poprzednich
doniesieniach, Zze zmiany w poziomie metylacji DNA w rejonach odpowiadajacych za
regulacje¢ genu tj.: sekwencje do ktorych przylaczaja si¢ czynniki transkrypcyjne czy
wzmacniacze transkrypcji [%,!°] mozemy przypuszczaé, ze badany w niniejszej pracy region
moze odgrywa¢ wazng funkcje w regulacji /RF'5. Konsekwencja zmniejszonej metylacji u
pacjentdéw z RZSem moze by¢ nadekspresja IRF5, ktéry jest odpowiedzialny za ostra i

przewlekla odpowiedz immunologiczng [*°,2']. W tej pracy nie wykazano rdznic w poziomie
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metylacji pomigdzy pacjentami z grupy o wysokiej aktywnos$ci choroby a remisjg oraz nie
bylo korelacji pomiedzy poziomem metylacji a markerami stanu zapalnego tj. OB czy CRP
jak réwniez z aktywnosciag choroby wyrazonej przez DAS-28. Projektujac doswiadczenie
spodziewaliSmy si¢ uzyska¢ wyrazng roznice pomie¢dzy grupami o roznej aktywnosci
choroby. Uwazalismy, ze grupa o wysokiej aktywnosci powinna mie¢ niski poziom metylacji,
a wiec potencjalnie wysoki poziom ekspresji /RF5. Formulujac ta hipoteze badawcza
opieraliSmy si¢ na sposobie wyliczania wskaznika DAS-28. Jednym z jego komponentdéw jest
OB lub CRP (w naszej wartosci DAS-28 byly wyliczane z OB). Niezaleznie od metody trzeba
zwroci¢ uwage, ze CRP jest biatkiem ostrej fazy (APP, ang. an acute phase protein),
natomiast OB jest parametrem laboratoryjnym zaleznym od APP. Wigkszo$¢ z tych biatek
jest stymulowana przez IL-6 ["*]. IRF5 jest zaangazowany jako czynnik transkrypcyjny w
stymulacj¢ produkeji takich cytokin jak IL-6, TNF-a, IL-12 jak rowniez niektérych chemokin
[°]. Mylnie zatozyli$my, ze niskie warto$ci DAS-28 w remisji mogg by¢ zwigzane z mniejszg
produkcja pro-zapalnych molekul, czyli potencjalnie wyzsza metylacja omawianego genu.
Niniejsza praca po raz pierwszy dowiodla, ze aktywnos$¢ epigenetyczna tej czesSci promotora
dla IRF5 nie jest zwiazana z aktywnoscia choroby. Kolejnym wnioskiem ptynagcym z naszego
badania jest niezalezno$¢ metylacji od leczenia pacjentow. Szeroko stosowane leki w RZSie
tj.. metotrexat czy leczenie biologiczne moga hamowac syntez¢ cytokin, powodujac
zahamowanie wydzielania APP i moga w ten sposob wptywaé na DAS-28. [°,”7,7%]. Co
wiecej, nie specyficzne terapeutyki (np.: niesteroidowe leki przeciwzapalne czy sulfalazyna)
oraz specyficzne przeciwciala monoklonalne (np. anty-TNFa) moga réwniez powodowac
zahamowanie sekrecji chemokin (77,”°]. Istniejg publikacje, w ktorych raportowano zwigzek
pomiedzy typem leczenia a zmiang w profilu metylacji gendéw. [*°,*°]. Wan i wspot. pokazali
na grupie pacjentow z przewlekla obturacyjng choroba phluc nastgpuje obnizenie poziomu
metylacji podczas systemowego leczenia sterydami. Co ciekawe, jednym z raportowanych
genow o obnizone] metylacji byl inny cztonek rodziny IRFéw — IRF'7, ktory podobnie jak
IRF5 jest zaangazowany w $ciezke sygnatowa TLR [%°]. Badanie to, jak i wcze$niej
przytoczony GWAS-EWAS mogg sugerowac, ze geny z rodziny /RF ulegaja silnej regulacji
epigenetycznej poprzez metylacje. W przeciwienstwie do Wana i wspot., publikacja
Imgenberg-Kreuze i wspdl. [*°] nie wykazata zwigzku pomiedzy metylacja miejsc CpG a
leczeniem glikokortykoidami u pacjentow SLE. W naszej grupie badanej pacjenci o wysokiej
aktywnosci byli leczeni sterydami w przeciwienstwie do tych w remisji (Tabela 7). Poziom
metylacji jak wcze$niej wspomniano byl porownywalny w obu grupach, co sugeruje brak

wplywu leczenia sterydami na poziom metylacji w przypadku badanego genu. Dodatkowo
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uwazamy, ze zadna z grup uzywanych lekow nie wptywa na metylacje badanego rejonu. W
naszym badaniu obie grupy pacjentéw byly ogélnie leczone w podobny sposob (za wyjatkiem
sterydow), aczkolwiek Zzadna z nich nie osiggneta poziomu metylacji kontroli. Brak r6znic w
metylacji pomigdzy grupami o wysokiej aktywnos$ci choroby i1 remisjg sugeruje, ze IRFS
moze by¢ aktywny transkrypcyjnie i moze stwarza¢ szans¢ do zaostrzenia choroby, dotyczy to
glownie przejécia remisji w aktywna faze¢ choroby. W tym kontekscie leki majace ze cel IRFS
moglyby znalez¢ miejsce w leczeniu RZSu. IRF5 moglby by¢ hamowany na kilka sposobow
np. poprzez genetyczny knock-out lub poprzez post-translacyjng modyfikacje przy uzyciu
kinaz tyrozynowych. Pomimo tego, ze tego typu terapie zostaly juz przetestowane na
modelach zwierzecych lub komoérkowych dalsze badania laboratoryjne i testy kliniczne sg
potrzebne [%°%%283]. Mozna wnioskowaé, ze gen IRF5 nie uczestniczy tylko w rozwoju
RZSu, ale jest kluczowy w innych przewlektych chorobach autoimmunologicznych

poniewaz podobne wnioski zostaty opublikowane dla pacjentéw z SLE czy SS [8,3%,%4].

Polimorfizmy w IRF5 byly raportowane gtéwnie w odniesieniu do seronegatywnych
pacjentéw w réznych europejskich populacjach [%°,39,%6]. W rs10488631 allel ryzyka C byt
raportowany jako zwigkszajacy poziom ekspresji omawianego genu, indukowat w ten sposob
stan zapalny u seronegatywnych pacjentow [*]. W przeciwienstwie do tych doniesien
Vernerova i wspot. [*°] wykazali, ze ten polimorfizm jest zwigzany z seropozytywnymi
pacjentami. W niniejszej pracy nie znalezliSmy zalezno$ci w wystgpowaniu wariantu w tym
polimorfizmie ani z grupa RF-pozytywnych ani z RF-negatywnych pacjentow. W odniesieniu
do drugiego badanego polimorfizmu, rs4728142 w publikacjach jest raportowany w zwigzku
z pacjentami z pozytywnym mianem przeciwcial [*']. Stahl i wspét. badali oba omawiane
SNP (rs4728142 oraz rs10488631) 1 wykazali, ze ich efekty sg niezalezne. Z kolei Wang 1
wspot. [*°] uwazaja, ze SNP lezace na koficach 5° oraz 3’ genéw majg jednakowy wplyw na
rozw6] RZSu. Zgodnie z nasza najlepszg wiedza, niniejsza praca po raz pierwszy pokazuje
zwigzek polimorfizmu rs4728142 z pacjentami RZS RF-ujemnymi, co byto by w zgodzie ze
wczesniejszymi doniesieniami, ze wigkszosci polimorfizméw zwigzanych z pacjentami
seronegatywnymi lezy po stronie 5> genu IRF5 [*]. Co wiecej, nasze obserwacje wspieraja
hipotezg, ze wigkszo§¢ genetycznych czynnikow ryzyka lezy po stronie 5° genu 1 kolejne
badania interakcji pomiedzy tymi SNP a zmianami epigenetycznych w rejonie promotora
(metylacja) moga by¢ bardzo cenne z punktu widzenia pozyskania nowych informacji
dotyczacych zachorowalnosci i rozwoju RZSu. Oczywiscie nalezy podkresli¢, ze uzyskane w

tej pracy dane z zakresu genotypowania sg ograniczone ze wzgledu na malg liczebnos$¢ proby.
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Jak wspomniano wyzej s3 badania (GWAS-EWAS) poszukujace zaleznosci SNP i poziomu
metylacji [7°,%*]. Imgenberg-Kreuze i wspol. [*] pokazali na grupie pacjentéw SS zwigzek
pomigdzy poziomem metylacji oraz trzema SNP w locus IRF5-TNPO, z po$rod ktorych jeden
stanowit omawiany rs4728142. W niniejszej pracy nie znalezliSmy co prawda zwigzku
pomiedzy metylacjg a rs4728142, aczkolwiek drugi z badanych przez nas SNP wykazat
zwigzek z poziomem metylacji. Nosiciele genotypow TC w rs10488631 posiadali nizszy
poziom metylacji. Limitacjg tej analizy jest mala liczebno$¢ proby badanej, ale dane
przedstawione w tej czeéci jak rowniez ze wczeséniejszych publikacjach [3,%4], moga
sugerowac, ze metylacja jest moze by¢ zwigzana z genotypem i moze by¢ rozpatrywana jako

mediator ryzyka genetycznego , jak wcze$niej zasugerowali Liu i wspot [7°].

SOCS3 oraz IL6R

SOCS3 oraz IL6R s3 genami powigzaniami bezposrednio ze soba w szlaku
sygnalowym IL-6. Praca ta pokazuje, ze zachorowalno$¢ oraz nasilenie choroby nie zalezy od
metylacji rejondw regulatorowych badanych w ramach do$wiadczenia zar6wno w rejonie
promotorowym SOCS3 jak 1 IL6R. Praca pokazata, Ze poziom metylacji u pacjentow z
RZSem nie jest inny niz u zdrowej kontroli (wszyscy badani mieli w pelni odmetylowene
DNA Iub ponizej czutosci metody), co moze sugerowaé, ze szlak sygnatowy IL-6 we krwi
obwodowej jest regulowany poprzez inne mechanizmy. Z analizy literatury wynika, ze
przeprowadzono tylko jedno badanie, ktore obje¢to zakresem analizy jednocze$nie oba geny
[73]. Liu i wspot. W swoim badaniu GWAS-EWAS zaraportowali tylko jedng DMP dla genu
SOCS3 oraz cztery DMP dla IL6R. Podobnie jak dla /RF5 pozycje miejsc metylacji byly
zwigzane z fenotypem RZSu, aczkolwiek nie udato si¢ dla nich znalezé zwiazku z SNP
bedacymi czynnikami ryzyka, tak wigc epigenetyczne zmiany w ich obrebie nie zostaty

zakwalifikowane jako posrednicy ryzyka genetycznego.

SOCS3 ujemnie wptywa na proces zapalny poprzez czynnik transkrypcyjny STAT3,
szczegollnie jesli wplywa dodatkowo na cytokiny posiadajace receptor gp130, takie jak: IL-6,
IL-11 oraz IL-27 [*]. Liu i wspot. [*] zaraportowali jedno miejsce CpG zwigzane z RZSem,
ktore lezato 83 nukleotydy powyzej regionu zbadanego w niniejszej pracy. Nasz badany
amplikon lezat w pozycji od —961 do —835 w odniesie do TSS i obejmowat, podobnie jak w
przypadku [RF5 miejsce wigzania czynnika transkrypcyjnego CTCF, ktéry jest
wielofunkcyjng molekulag zaangazowana w proces transkrypcji, imprintingu oraz dlugo
dystansowej interakcji w obrgbie chromatyny. Ujemna korelacja pomigdzy wigzaniem CTCF

oraz metylacjg DNA zostata pokazana przez Wanga i wspot. [¥7], tak wiec wybor tego regionu
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do badan nie byl przypadkowy. Co wigcej, opisany zostat mechanizm [%*], w ktérym IL-6
powoduje zwigkszenie aktywnosci DNMTI, ktéry z kolei prowadzi do hipermetylacji
promotora SOCS3. Tak wiec, obie molekuly pozostaja w interakcji epigenetycznej. Poniewaz,
ze wzgledow metodycznych nie udato si¢ zaprojektowac satysfakcjonujgcych starteréw dla
promotora IL-6, jako obiekt badan zostal wybrany receptor dla tej cytokiny. Z
przedstawionych powyzej publikacji moze wynikaé, ze SOCS3 moze by¢ regulowany
epigenetycznie na drodze metylacji, aczkolwiek krytyczne wydaje si¢ aby znalez¢ odpowiedni
rejon odpowiedzialny za regulacje ekspresji genu. Yoshikawa i wspot. [*°] opisali rejon lezacy
od =556 do —335 bp w odniesieniu do TSS gdzie wykryli hipermetylacj¢ oraz pokazali, ze jest
to potencjalne miejsce przylaczania miR-122, ktére moze prowadzi¢ do zmniejszenia
ekspresji SOCS3. Co ciekawe, w obrebie wigzanie miR-122 znajduje si¢ roOwniez miejsce
wigzania czynnika transkrypcyjnego STAT3, tak wigc przytaczenie miRa do sekwencji DNA
moze skutecznie blokowa¢ wigzanie STAT3, co moze potwierdzaé wazng role tej czesci
promotora na regulacje genu. Z drugiej jednak strony Yoshikawa i wspét. pokazali tylko
jeden sposob na regulacje SOCS3. Pracowali na materiale tkankowym pochodzacym z
watroby, a nalezy zwrdci¢ uwage, ze miR-122 jest specyficzna molekuta dla tej tkanki. W
odniesieniu do tej pracy mozna wnioskowaé, ze uzycie bardziej tkankowo specyficznego
materiatu dla RZSu, jak np. tkanka maziowa dostarczyto by dodatkowych informacji o
badanych genach. Dodatkowe badania metylacji DNA s3 potrzebne, ale wydaje si¢, ze
dobrym rozwigzaniem jest poszukiwanie wzajemnych interakcji DNA-miRy. Analizujac dane
o ekspresji gendw w obrebie rodziny SOCS, ktére przedstawili Isomiki i wspot. [*°] okazuje
si¢ ze ich ekspresja jest zmieniona u pacjentow z RZSem, aczkolwiek ich ekspresja zalezy od
populacji komoérek. W odniesieniu do SOCS3 wykazano jego podwyzszong ekspresje gtdéwnie
w monocytach pochodzacych z krwi obwodowej w porownaniu do grupy kontrolnej. Jesli
poréwnac¢ to badanie do niniejszej pracy (ekspresja vs. metylacja), to Isomiki 1 wspot.
uzywali monojadrzastych komorek krwi obwodowej, natomiast w niniejszej pracy byta to
krew petna mrozona. Pomimo tego, ze udato si¢ w naszym badaniu osiggng¢ limit detekcji
1%, to nie byliSmy w stanie wykry¢ potencjalnych zmian na poziomie metylacji pomiedzy

pacjentami a kontrola.

Niniejsza praca wskazata, po raz pierwszy, ze polimorfizm rs4969168 w SOCS3 moze
by¢ zwigzany z RF-negatywnymi pacjentami RZS jesli przyjmie si¢ nad-dominujacy model
genetyczny. Modele genetyczne sa uzywane do lepszego zrozumienia interakcji pomiedzy

genotypem a okre§lonym fenotypem, glownie w odniesieniu do uktadu do$wiadczenia
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chorzy-kontrola, aczkolwiek ze wzgledu na brak dostatecznej grupy kontrolnej zostaty one
zaadoptowane do szukania zaleznosci pacjenci RF-pozytywni RF-negatywni [*!,”2]. Oba SNP
nie byly jednoczes$nie badane w rasie kaukaskiej w odniesie do RZSu. Z analizy literatury
wynika, ze najprawdopodobniej jest tylko jedna publikacja poszukujaca zwigzku miedzy
nimi, a RZSem [>*], w ktorej jednak badany zwiazek nie zostal znaleziony. Ciekawe wnioski
dotyczace tego polimorfizmu sformulowali Fang i wspot. [°], badajac czestosci
wystepowania genotypéw w odniesieniu do zwigkszania podatnosci na astme u dzieci w
populacji chinskiej. Zauwazyli oni, Zze grupa pacjentoOw z astmg oraz grupa kontrolna r6znig
si¢ czestosciom wystepowania genotypu AG (model nad-dominujacy w tej pracy). Genotyp
AG wystgpowatl czesciej u pacjentow z astmg w poréwnaniu do zdrowej kontroli (60,5% vs.
50,3%). Publikacja ta moze potwierdzi¢, ze omawiany polimorfizm moze by¢ zwigzany z
okreslonym fenotypem tylko u uktadzie heterozygotycznym, tak jak to zostalo pokazane w

niniejszej pracy.

Podsumowujac niniejsza czg$¢ pokazuje, ze SNP w obrebie genu SOCS3 moze mieé
wplyw na rozw6j RZSu. Do potwierdzenia tych wnioskéw wymagana jest duzo wigksza
grupa pacjentow, gdyz limitacja tej czgsci badan jest ograniczona moc statystyczna testu
spowodowana mala grupa badana. Inne badania z zakresu epigentyki jak np.: ekspresja
miRow skierowanych przeciwko temu genowi, czy badanie modyfikacji histonow moga

dostarczy¢ cennych informacji na temat omawianego genu.

Gen IL6R jest od dawna obiektem zainteresowania wsrod badaczy, szczegolnie w
odniesieniu do potencjalnych korzysci z uzycia przeciwciat przeciwko temu receptorowi. [*4].
Dla /L6R analizowany byl rejon promotora do ktéorego moze przylaczy¢ si¢ czynnik
transkrypcyjny IRF5. Jak wspomniano wcze$niej jest on wazng molekula odpowiedzialng za
proces transkrypcji [*°] oraz jest zwigzany z ostra i przewlekla odpowiedziom
immunologiczng [*']. W niniejszej publikacji nie znalezliémy réznic w poziome metylacji
pomigdzy pacjentami a kontrolg, natomiast de la Rica i wspot. [**] wskazali réznice w obrebie
IL6R pomigdzy fibroblastami pacjentow z RZSem (RASFs) a fibroblastami pochodzacymi od
pacjentow z zapalaniem kosci (OASF). DNA pochodzace z RASF wykazato hypometylacje w
stosunku do tych z OASF. IL6R oraz jego ligand petnig wazng funkcje w patogenezie RZSu,
odpowiadajac m.in. za degradacje stawow, tak wiec by¢ moze poszukiwanie zmian metylacji
w obrebie np. tkanki maziowej dostarczyto by bardziej cennych informacji niz badanie DNA
pochodzacego z krwi pelniej. Co wigcej, brak wykrytej metylacji w krwi obwodowej mozna

thumaczy¢ szerokosciom rozpowszechniania tego receptora na powierzchni duzej liczby
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komorek. Dodatkowo poprzez proces ograniczonej proteolizy IL6R lub poprzez alternatywny
splicing mRNA moze zosta¢ wytworzona rozpuszczalne forma receptora, ktéora moze
uczestniczyé w procesie trans-sygnatowym [*¢,37]. Nalezy zwroci¢ uwage, ze przytoczone
wczesniej badanie asocjacyjne GWAS-EWAS [*] wskazalo cztery potencjalne DMP
zwigzane z fenotypem RZSu, co moze sugerowa¢ potencjalng zmiane metylacji w obrebie
omawianego genu. W badaniu asocjacyjnym poszukiwano roéznic w metylacji analizujac
pojedyncze pozycje CpG, natomiast w tej pracy metodyka opierata si¢ w wigkszym stopniu
na analizie rejonu regulatorowego np. miejsca wigzania czynnika transkrypcyjnego. Pomimo
tego, 1z niniejsze badanie oraz to prowadzone przez Liu i wspol. byly przeprowadzone na

krwi obwodowej nie udato nam si¢ znalez¢ Zadnych ro6znic pomigdzy pacjentami a kontrolg.

Nie udalo si¢ rowniez wykaza¢ roznic we frekwencji badanych SNP zaréwno u
pacjentéow RF-pozytywnych jak i RF-negatywnych. Poprzednie publikacje [*,’®] pokazaly
mozliwy zwigzek polimorfizméw w IL6R ze sklonno$cia do zachorowania na RZS jak
rowniez degradacja stawow u pacjentow. Wedlug naszej wiedzy brak jest wczesniejszych
proéb zbadania zwigzku tych polimorfizmoéw z seropozytywnymi/seronegatywnymi pacjentami

RZS.

Ograniczeniem pracy dotyczacej metylacji DNA jest testowany material. Zostata
zbadana zamrozona krew pelng, ktora zawierata DNA pochodzace ze wszystkich komorek
jadrzastych, podczas gdy analiza DNA pochodzacego w subpopulacji komoérkowych tj.
limfocyty T, B, monocyty, neutrofile mogta by by¢ bardziej pomocna w glebszym poznaniu
roli badanych genow w RZSie. Co prawda istnieja modele estymacji proporcji komorek,
aczkolwiek w naszym przypadku byly one niedostgpne. Wsrdd nich mozna wyrdzni¢ dwa
podejscia: bezposrednie i posrednie. Bezposrednie podejscie polega na przeliczeniu proporcji
uzyskanego poziomu metylacji na populacje komorek z morfologii krwi. PodejScie posrednie
obejmuje gtownie predykcje odsetkow subpopulacji w oparciu o analize ekspresji wybranych
gendéw lub metylacji dla subpopulacji wysortowanych komoérek. W naszym przypadku nie
dysponowalismy $wiezym materiatem, ani reprezentatywng populacja z ktdrej mozna by byto
wyizolowaé poszczegodlne subpopulacje.[’’]. Z drugiej strony krew pelna jest najtatwiejszym
do pobrania oraz przechowywania materialem. Oznacza to, ze uzyskane wyniki metylacji
IRF5 moga by¢ uzyte w przysztosci jako nowy molekularny marker. Tak wigc, pomimo tego,
iz wigkszo$¢ badan nad metyzacja odbywa si¢ z korekta na subpopulacje komorek, to badanie

krwi petniej rowniez moze by¢ zroédlem warto$ciowych informacji [*%].
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Ekspresja miR-22 oraz miR-221

Niniejsza praca pokazuje jako pierwsza zwigzek pomiedzy ekspresja miR-22 a
aktywnoscig RZS mierzonej w osoczu. W toku tej pracy wykazano, rowniez po raz pierwszy,
ze moze istnie¢ interakcja pomiedzy poziomem miR-22 oraz poziomem metylacji genu /RF5,
ktéra moze popiera¢ wcezesniejszy wniosek dotyczacy IRFS5 jako by byl waznym elementem

zwigzanym z RZSem.

Wczesniejsze badania pokazywatly zwigzek miR-22 z takimi jednostkami
chorobowymi jak SLE, RZS, choroby psychiczne czy kardiologiczne ['4, 34,3336 57]. W
badaniu przedstawionym przez Zhanga i wspot. [>°] zostali zestawieni ze sobg pacjenci
chorzy na SLE, RZS oraz zdrowa kontrola, ktorych osocze zostato profilowane pod katem
ekspres;ji kilku miRow, w tym miR-22. W odniesieniu do tego miRa wykazano, ze wystepuje
on w nizej ekspresji u pacjentow z SLE w porownaniu do zdrowej kontroli (n=20). Réwniez
pacjenci z RZSem (n=16) wykazali nizszy poziome ekspresji tego miRa. Co prawda nie
wykazano zwigzku omawianego miRa z aktywnoscig SLE, aczkolwiek udowodniono jego
potencjalng warto$¢ jako molekularnego markera pozwalajacego odrézni¢ pacjentéw SLE od
tych z powiktaniem nefropatii toczniowej. Badanie przeprowadzone przez Ouboussada i
wspot. [°7] wykazato istotny zwigzek pomiedzy miR-22 w surowicy a mozliwa progresja ze
stanu ukfadowej autoimmunizacji do wczesnej fazy RZSu. Wykazali oni, Zze miR-22 ulega
nadekspresji w grupie pacjentow ACPA pozytywnych (bez rozpoznania RZSu) oraz we
wczesnej fazie RZSu. Dodatkowo wykazali, ze jego poziom ulega silniejszej nadekspresji u
pacjentow ktorzy ulegli progresowi z fazy uktadowej immunizacji do wczesnego RZSu, co
pokazuje jego potencjalng rol¢ jako markera molekularnego przyczyniajacego si¢ do
wczesnego rozpoznania choroby. Wyniki przedstawione w tej pracy pokazuja dodatkowo, ze
poziom tego miRa jest zroznicowany w zaleznos$ci od aktywnosci choroby u pacjentow z
wieloletnim rozpoznaniem RZSu ($redni czas trwania choroby to okoto 10 lat wsrod
badanych pacjentow). Aspektem, ktory jest warty podkreslenia, ze w obydwu pracach
poziome ekspresji zostal zbadany w materiale pochodzacym z krwi (surowica/osocze) co
znaczaco utatwia jego potencjale wykorzystanie jako markera. Badania przedstawione przez
Perez-Sanchez i wspot. [*°] wsréd pacjentdw cierpiacych na zesztywniajace zapalenie
kregostupa potwierdzaja role miR-22 jako markera aktywnosci przewleklych chordob
zapalnych. W publikacji wykazano, ze w osoczu wystepuje nadekspresja miR-22 u
pacjentow w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Co ciekawe, w badaniu zbadano rowniez

korelacje pomiedzy ekspresjg miROw, a parametrami zapalnymi. Wykazano, ze miR-22
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koreluje z osoczowym poziomem CRP, TNFa, IL-1B oraz IL-5. Doniesienie to potwierdza
korelacje otrzymang w tej pracy pomigedzy miR-22 a OB czy CRP. Dodatkowo Perez-Sanchez
dokonali transfekcji limfocytéw (n=3) m.in. sztucznymi transkryptem miR-22. Zmierzono
poziome ekspresji w odniesieniu do trzech molekut: TNFa, IL-1p oraz IL-5. Okazato sig, ze
poziom ekspresji IL-1p oraz IL-5 znaczaco si¢ obnizyl, co udowadnia rolg¢ omamianego miRa
w odprowadzi immunologicznej. Kolejng rzecza, ktorag wykazano w stosunku do miR-22 byt
jego zwiazek z aktywnos$cig choroby. Pacjenci zostali podzieli na dwie grupy: w fazie
aktywnej 1 nieaktywnej na podstawie uszkodzen strukturalnych mierzonych obecnoscig lub
brakiem syndesmofitow. Obie grupy, podobnie jak w niniejszej pracy nie roznity si¢ czasem
trwania choroby. Wykazano, ze miR-22 wykazuje wyzsza ekspresje u pacjentéw z aktywna
postacig choroby w stosunku do tych w fazie nieaktywnej, potwierdzajac dane uzyskane w tej
pracy, iz poziome ekspresji tego miRa wzrasta wraz z aktywnos$cia choroby. Sam miR-22
jako wazny element w autoimmunologicznych zapaleniach stawoéw zostal zbadany rowniez na
modelach zwierzecych [!%°]. Postugujac sie adjuwantowym modelem zapalenia stawow u
szczurdw wykazano wazng role 8 miRéw, w tym omawianego, jako elementow zwigzanych z
zapaleniem stawow, wskazujac ich role w patogenezie oraz ewentualnej odpowiedzi na
leczenie celastrolem. Sam zwigzek miROw oraz leczenia biologicznego u pacjentow RZS
zostat przedawniony przez Krintela i wspét. ['°']. Wykazali oni, na grupie pacjentéw ze
wczesnym rozpoznaniem RZSu, ze niski poziom ekspresji miR-22 w kombinacji z wysoka
ekspresja miR-886-3p jest dobrym wskaznikiem na leczenie adalimumabem. Jak podaja
Krinstel 1 wspot. okoto 30% pacjentéw z RZSem nie odpowiada na leczenie biologiczne i
wymagaja oni dobrego markera molekularnego zanim terapia celowana zostanie zastosowana.
MiR-22 wydaje si¢ bardzo cenng molekulg z tego punku widzenia. Po pierwsze ulega ono
dobrej ekspresji w osoczu/surowicy, co powoduje Ze pobranie materiatu klinicznego nie jest
procedurg inwazyjng. Po drugie ulega on ekspresji zar6wno u pacjentéw w fazie
autoimmunizacji uktadowe;j, fazie wczesnego RSZu oraz , co pokazata ta praca u pacjentow z
wieloletnim rozpoznaniem, dodatkowo rozdzielajac ich na aktywnos$¢ choroby. Szeroka
ekspresja miR-22 w roznych stanach choroby sprawia, Ze moze on spetni¢ si¢ jako

dhlugofalowy marker nasilania choroby.

W odniesieniu do miR-221/222 w tej pracy nie wykazano roznic pomiedzy kontrolg a
RZSem. MiR-221. W literaturze malo jest informacji dotyczacych zwigzku pomi¢dzy miR-
221 aRZSem [!!, 1*]. Wigkszo$¢ informacji opiera sie na publikacji Yanga i wspot. [°1],

ktorzy wykazali, ze poziome ekspresji omawianego miRa jest wyzszy w tkance maziowej
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oraz w surowicy u pacjentow RZS w poroéwnaniu do kontroli. Wykazali, ze nad-ekspresja
miR-221 wzmaga produkcje cytokin tj. IL-1p, IL-6, TNFa czy chemokiny CXCL16,
zwigksza proliferacje fibroblastow oraz hamuje apoptoze. Dodatkowo wykazano, ze miR-221
wplywa na migracj¢ komorek poprzez stymulacje ekspresji MMP-3, MMP-9 oraz VEGF.
ElAtta i wspot. ['%?] wykazali, ze poziom ekspresji miR-221 jest podwyzszony w komorkach
monojadrzastych pacjentow z RZSem. Wydaje sig, ze jest to jedyna do tej pory publikacja
szukajaca rowniez zwigzku pomig¢dzy nasileniem RZSu a poziomem ekspresji. Nalezy jednak
zwroci¢ uwage na liczebnosci grup badanych. Pacjenci RZS (n=30) zostali podzieleni ze
wzgledu na DAS-28 na 3 grupy: niska (n=4), $rednia (n=20) i wysoka (n=6). Autorom nie
udato si¢ wykaza¢ zalezno$ci pomiedzy poziomem ekspresji a aktywnos$cig choroby, jak
réwniez pomiedzy poziomem ekspresji a zastosowanym leczeniem. Brak potwierdzenia
wynikéw podanych przez Yanga i wspot. oraz ElAtta i wspot. dla miR-221 moze wynikac z
tego ze ekspresja jest bardziej ukierunkowana populacyjnie, aczkolwiek miR-221 wydaje si¢
ciekawg molekuta pod katem jej roli w procesach immunologicznych i dalsze badania nad jej

ekspresja sa konieczne.
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WNIOSKI

1.

Profil metylacji genu /RF5 moze by¢ uzyty jako nowy molekularny marker RZSu,
ktéry jest niezalezny od aktywnos$ci choroby, leczenia czy markeréw zapalnych , tj.
OB czy CRP, aczkolwiek moze by¢ zalezny od genotypu.

Ekspresja miR-22 w osoczu moze stuzy¢ jako molekularny marker aktywnos$ci
choroby.

Wilaczenie w szerszym zakresie markeréw epigenetycznych i1 genetycznych do
diagnostyki/ kryteriow klasyfikacji moze pomdc we wcze$niejszym rozpoznaniu
zaburzen o charakterze autoimmunologicznym np. w fazie przed-chorobowe;.
Poszukiwanie zwigzku pomig¢dzy kilkoma czynnikami molekularnymi tj. metylacja-
ekspresja mikro-RNA czy metylacja-polimorfizmy wraz z uzyciem narzedzi
predykcyjnych moze by¢ zrédlem cennych informacji dotyczacych regulacji ekspres;ji

genow.
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STRESZCZENIE
WSTEP:

Reumatoidalne  zapalenie  stawow  (RZS) jest choroba o  podiozu
autoimmunologicznym, ktére dotyka okolo 1% populacji globalnej, w przebiegu ktorej
dochodzi glownie do degradacji stawow. Wspotistnienie genetycznych i §rodowiskowych
czynnikéw ryzyka zwigksza prawdopodobienstwo rozwoju choroby. Do genetycznych
czynnikow zalicza si¢ glownie nosicielstwo alleli ryzyka w ukladzie HLA. Pomimo duzej
wiedzy na temat czynnikéw ryzyka molekularny mechanizm choroby nie zostat do konca

wyjasniony.

Czynnik V regulowany interferonem (IRFS5) jest czynnikiem transkrypcyjnym, ktéry bierze
udziat w ostrych i przewleklych odpowiedziach immunologicznych i jest zaangazowany w
Sciezke sygnatowa receptorow Toll podobnych, ktéra odgrywa wazna rolg¢ w RZSie. Supresor
IIT sygnalizacji cytokin (SOCS3) oraz receptor dla interleukiny 6 (IL6R) sa zaangazowane w
szlak sygnatowy interleukiny 6 (IL-6), ktora odgrywa wazna role w patogenezie RZSu.

CEL:

Glownym celem pracy bylo oznaczanie markerow molekularnych dla RZSu i ich
zwigzku z nasileniem choroby, ktére obejmowaty analiz¢ metylacji DNA wybranych genow
oraz ekspresj¢ wyselekcjonowanych mikro-RNA (miR). Celem podrzednym byta analiza
wybranych polimorfizméw pomiedzy pacjentami RZS pozytywnymi 1 negatywnymi pod
wzgledem czynnika reumatoidalnego (RF).

MATERIALY I METODY:

Do badania wlaczono 122 pacjentow z RZSem, z ktorych 82 bylo RF-pozytywnych, a
40 RF negatywnych oraz 24 zdrowe kontrole. Wérod pacjentow z RZSem wybrano 32 o
wysokiej aktywnosci choroby oraz 22 w remisji jak rowniez zdrowa kontrle, ktorzy zostali
wlaczenie do analizy metylacji DNA 1 ekspresji miRow. Metylacja DNA zostala oszacowana
przy pomocy metylacyjno-specyficznej reakcji tancuchowej polimerazy (MSP), analiza
polimorfizmy oraz ekspresja przy pomocy tancuchowej reakcji polimerazy (PCR) w czasie

rzeczywistym (Real-time PCR).
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WYNIKI:

Dla genu /RF5 pacjenci RZS wykazali o 43,6% nizszy stopien metylacji w stosunku
do grupy kontrolnej, aczkolwiek poziom metylacji nie zalezat od aktywnos$ci choroby. Nie
wykazano réznic w metylacji dla genow SOCS3 oraz IL6R. Pacjenci RF-ujemni wykazali
wyzsza frekwencje w polimorfizmach IRF5 rs4728142 oraz SOCS3 154969168, aczkolwiek
zalezalo to od zastosowanego modelu genetycznego. Ekspresja miR-22 byta wyzsza o okoto
62% w grupie pacjentow z RZSem w stosunku do grupy kontrolnej 1 byla zalezna od

aktywnosci choroby.
WNIOSKI:

Zmiany w metylacji /RF5 we krwi obwodowej moga by¢ uzyte jak nowy
molekularny marker RZSu, ktory nie jest zwigzany z aktywnosciom choroby. Ekspresja miR-
22 stanowi roéwniez potencjalny osoczowy marker RZSu, ktorego ekspresja zalezy od

nasilenia choroby.
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SUMMARY
BACKGROUND:

Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune disease affecting about 1% of global
population, and mainly leads to the joints destruction. Coexistence of the genetic and
environmental risk factors increase the probability of disease development. A genetics risk
involves mainly HLA risk alleles carriers. Despite of the great knowledge about risk factors

the molecular mechanism of disease still remains unclear.

The interferon regulatory factor V (IRF5) is the transcription factor responsible for
chronic and acute inflammation, and was involved in Toll-like receptor pathway which plays
an important role in RA development. The suppressor of cytokine signaling 3 (SOCS3) and
interleukin 6 receptor (IL6R) are involved in interleukin 6 signaling pathway, which plays a

significant function in pathogenesis of RA.
AIMS:

The main aim of this study was to evaluate the molecular markers of RA and
relationship between them and disease severity. Markers analysis involved DNA methylation
of selected genes as well as micro-RNA (miR) expression. Secondary challenge was to
evaluate the frequency of the single nucleotide polymorphisms (SNPs) between rheumatoid
factor (RF) positive and RF-negative RA patients.

MATERIALS AND METHODS:

A total of 122 RA patients, 82 RF-positive and 40 RF-negative as well as 24 healthy
controls were enrolled to the study. From RA patients, 32 in high disease activity and 22 in
remission were selected. These patients and controls were included in DNA methylation and
miR expression assessments. DNA methylation was evaluated by methylation-specific
polymerase chain reaction (MSP), real-time polymerase chain reactions were used for SNPs

genotyping and miRs expression analysis.
RESULTS:

In /RF'5 gene the methylation level was 43.6% lower in RA patients than in the healthy
controls and methylation level was not associated with the disease activity. In SOCS3 and
IL6R no differences in methylation states were found. RF-negative patients have had a higher

IRF'5 154728142 and SOCS3 154969168 SNPs frequency, but it was associated with the used
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genetic model. MiR-22 expression was higher about 62% in RA patients than in healthy

controls and was associated with disease activity.
CONCLUSIONS:

DNA methylation changes in /RF5 may be used as a new potential marker of RA in a
whole blood which is independent of disease activity. MiR-22 expression may be considered

as plasma marker of RA which expression is associated with disease activity.
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