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Streszczenie

Skolioza idiopatyczna (SI) jest to trojplaszczyznowa, rozwojowa deformacja, ktora jest
najczesciej pojawiajacym si¢ schorzeniem kregostupa u dzieci oraz mtodziezy. Pomimo wielu
przeprowadzonych badan, etiopatogeneza skolioz idiopatycznych jest ciggle stabo poznana.
Przyjmuje sig, iz SI jest schorzeniem o zlozonej etiologii warunkowanym migdzy innymi
przez czynniki hormonalne, biomechaniczne, o podlozu neuronalnym, czy genetyczne.
W ostatnich latach coraz cze$ciej wskazuje si¢ na rol¢ czynnikoéw epigenetycznych
w etiopatogenezie SI. Postuluje si¢, ze zalezno$¢ progresji SI od pici oraz okresu dojrzewania
moze mie¢ zwigzek z wptywem estrogendw na rozwoj skoliozy idiopatycznej. Poniewaz nie
udatlo si¢ jednoznacznie okresli¢ roli estrogenéw z wystepowaniem SI zasugerowano,
ze moze dochodzi¢ do zaburzen transdukcji sygnalu w komorkach docelowych. Estrogeny
dziataja na komoérki docelowe przez dwa typy receptoréw: receptor estrogenowy 1 (ESR1)
oraz receptor estrogenowy 2 (ESR2). W dostepnym pismiennictwie wskazywany jest rowniez
wplyw estrogendw na migsnie szkieletowe, w ktorych wykazano obecno$¢ obu typow
receptoréw estrogenowych zaré6wno na poziomie mRNA, jak i na poziomie biatka.

Zatozenia 1 cele pracy

Wskazuje sig, ze do elementéw modyfikujacych przebieg SI moga naleze¢ rowniez czynniki
epigenetyczne. W niewielu publikacjach postuluje si¢, ze badania epigenetyczne sg nowa
perspektywa analizy etiologii 1 progresji SI. Analizujagc mechanizmy epigenetyczne
w skoliozie idiopatycznej nalezy pamigtaé roéwniez o tym, ze czynniki oddziatujace
na organizm mogg dziata¢ lokalnie (na konkretng tkanke) oraz globalnie (na caly organizm).

Celem pracy byla ocena poziomu metylacji globalnej genomowego DNA oraz lokalnej
w obrebie wybranych regionow regulatorowych gendéw ESR1 oraz ESR2 w migéniach
grzbietu u chorych ze skolioza idiopatyczna.

Materiat i metody

Badania zostaly podzielone na etapy majace na celu analiz¢ metylacji globalnej, poziomu
ekspresji mRNA genow ESR1 oraz ESR2, lokalnej metylacji wysp CpG gendéw receptoréw



estrogenowych oraz powigzania poziomu metylacji lokalnej wysp CpG gendéw ESR1 i ESR2
z poziomem ekspresji.

Badanie metylacji globalnej zostalo przeprowadzone na DNA wyizolowanym z krwi
obwodowej pacjentek ze stwierdzong skoliozg idiopatyczng oraz od zdrowych kobiet
z ujemnym wywiadem rodzinnym w kierunku skoliozy. W przypadku analizy poziomu
metylacji wysp CpG genéw receptoréw estrogenowych oraz oceny poziomu ekspresji mRNA
genéw ESR1 1 ESR2 do badan zakwalifikowano pacjentki leczone operacyjnie ze wskazan
wynikajacych z przebiegu SI. Od pacjentek tej grupy, ktére spelniaty kryteria wilaczenia
do badan pobrano probki krwi obwodowej i tkanek migsni grzbietu (migénie powierzchniowe
oraz glgbokie ze strony wypuktej 1 wklestej skrzywienia).

Pacjentki zostaty poddane badaniu klinicznemu, radiologicznemu i genetycznemu, a z grupy
kontrolnej tylko badaniu klinicznemu i genetycznemu. Na podstawie analizy danych
klinicznych wyr6zniono jednolite podgrupy. W grupie pacjentek ze skolioza idiopatyczng
wystepowaty przypadki ze stwierdzong nieprogresywng oraz progresywng postacig skoliozy
idiopatycznej. Ze wzgledu na wiek w momencie rozpoznania skoliozy idiopatycznej
wyodrebniono dwie grupy: dziecigca oraz mtodziencza. Kolejne podzialy oparte byty
o klasyfikacje wg Lenke, w ktorej wyrdzniono skoliozy o lokalizacji piersiowej i lgdzwiowej
glownego skrzywienia oraz skoliozy jednolukowe i dwulukowe. Ze wzgledu na wielkos¢
skrzywienia wyodrgbniono dwie grupy (kat Cobba <75° oraz >75°). Analiza statystyczna
przeprowadzona zostala z uzyciem programu Statistica oraz arkusza kalkulacyjnego Excel.

Wyniki

Badanie metylacji globalnej wykazalo nizsza zawarto§¢ metylowanych cytozyn w grupie
pacjentek ze skoliozg idiopatyczng, w porownaniu do grupy kontrolnej. Roznica ta nie byta
istotna statystycznie. Nie wykazano réwniez rdznic w poziomie metylacji globalnej miedzy
grupami klinicznymi.

Poziom metylacji dwoch dinukleotydow CpG regionu T-DMR1 genu ESR1 rdznit si¢ istotnie
statystycznie pomiedzy migsniem powierzchniowym a mig$niami glgbokimi grzbietu.
W przypadku pigciu CpG regionu T-DMRZ2 genu ESR1 zaobserwowano rdznice migdzy
poziomem metylacji w mig$niu powierzchniowym a mig¢sniem glgbokim po stronie wkleslej
skrzywienia. W obu regionach CpG najwyzszy poziom metylacji byl obserwowany w mig$niu
powierzchniowym. Dodatkowo, w migéniu glgbokim po stronie wklesltej poziom metylacji
byt nizszy niz po stronie wypuktej skrzywienia. Réznica byla nieistotna statystycznie.

Poziom metylacji regionéw T-DMR1 i T-DMR2 genu ESRI1 nie roznil si¢ istotnie
statystycznie pomi¢dzy pacjentkami z dziecigca i mlodziencza skoliozg idiopatyczna.

Biorac pod uwage podzial pacjentek na grupy kliniczne stwierdzono brak istotnych rdéznic
w poziomie metylacji T-DMR1 w zaleznosci od wielkosci skrzywienia. Poziom metylacji
w regionie T-DMR?2 ro6znit si¢ istotnie w przypadku czterech dinukleotydow CpG w mig$niu
glebokim po stronie wklgstej skrzywienia. Poziom metylacji byl wyzszy u pacjentek z katem



skrzywienia >75°. W przypadku miegs$ni po stronie wypuklej skrzywienia mimo podobnego
trendu, r6znica nie byta istotna statystycznie.

Nie stwierdzono rdéznic istotnych statystycznie w poziomie metylacji regionéow T-DMR1 i T-
DMR?2 u pacjentek w zaleznosci od lokalizacji oraz liczby tukow skrzywienia.

Na podstawie wyznaczonych wartosci kwartyli dla procentowego poziomu metylacji
utworzono przedziaty obejmujace hipometylacje, metylacje $rednig oraz hipermetylacje.
W przypadku jednego dinukleotydu regionu T-DMR1 oraz dwoch CpG regionu T-DMR2
wykazano istotng rdznice w przedziatowych warto$ciach metylacji. Niezaleznie od lokalizacji
mig$nia dominowata metylacja na poziomie S$rednim. W migéniach glebokich grzbietu
analizujac przedzialowy poziom metylacji nie zaobserwowano istotnych réznic (dla obu
badanych regionow) w wyodrebnionych grupach klinicznych. W migs$niu powierzchniowym
w regionie T-DMR1 dominowat $redni poziom metylacji dinukleotydu CpGl w grupie
pacjentek z katem Cobba >75°. W pozostatych przypadkach nie stwierdzono istotnych roznic.

Poziom metylacji dinukleotydow CpG w obu badanych regionach T-DMR genu ESR1
byl $rednio, silnie lub bardzo silnie skorelowany ze soba. Analizujac korelacje pomiedzy
poziomem metylacji a ekspresja genu ESR1 wykazano istotng korelacj¢ w migsniu gltgbokim
po stronie wklestej skrzywienia dla jednego dinukleotydu T-DMRI1 oraz szeSciu CpG T-
DMR?2. Bioragc pod uwage podzial pacjentek na podgrupy kliniczne zaobserwowano,
ze poziom metylacji CpG1 regionu T-DMRI1 istotnie koreluje z ekspresja ESR1 w mig$niu
glebokim po stronie wklestej, zarbwno w grupie z dziecigca 1 mtodziencza skolioza
idiopatyczna. W regionie T-DMR2 w tej samej lokalizacji mig$niowej wystepowata istotna
korelacja pomiedzy poziomem metylacji a ekspresja ESR1 wiekszosci dinukleotydow CpG
w grupie z miodziencza skolioza idiopatyczna. W grupie pacjentek z katem Cobba >75°
korelacja dotyczyta dwoch dinukleotydéw regionu T-DMR1 w mig$niu glebokim po stronie
wkleslej skrzywienia. W drugim badanym regionie, zarowno po stronie wypuktej jak
1 wklestej skrzywienia wykazano istotne korelacje dla wigkszo$ci CpG u pacjentek z katem
Cobba <75°. W zaleznosci od

lokalizacji glownego skrzywienia w regionie T-DMR1 zaobserwowano korelacj¢ poziomu
metylacji z ekspresja w przypadku dwoéch dinukleotydow, odpowiednio w migéniu gltebokim
po stronie wklestej w lokalizacji piersiowej oraz w migsniu powierzchniowym pobranym
od pacjentek wykazujacych lokalizacje ledzwiowa skrzywienia. Z kolei w regionie T-DMR2
korelacja wystgpowata gtownie w migsniu glebokim po stronie wklestej w lokalizacji
ledzwiowej. Niezaleznie od liczby lukéw skrzywienia, nie wykazano korelacji migdzy
poziomem metylacji T-DMR1 a ekspresjag ESR1. W regionie T-DMR2 stwierdzono korelacje
w skrzywieniu dwulukowym dla czterech CpG oraz w jednotukowym dla dwoch
dinukleotydow w migs$niu glebokim po stronie wklestej. Istotne statystycznie korelacje
pomiedzy poziomem metylacji regionow T-DMR1 i T-DMR2 a ekspresja genu ESR1 byly
wprost proporcjonalne.

Analiza grupowania aglomeracyjnego, niezaleznie od badanej tkanki, pozwolita
na wyodrgbnienie dwodch skupien o zréznicowanym poziomie metylacji. Grupa
charakteryzujaca si¢ wyzszym poziomem metylacji w regionie T-DMR2 wykazywata istotnie



wyzszy poziom ekspresji genu ESR1. Dla regionu T-DMRI1 nie wykazano roznicy
w poziomie ekspresji miedzy wyodrgbnionymi skupieniami. Biorgc pod uwage lokalizacje
migénia analiza aglomeracji wykazata istotng roéznice¢ w poziomie ekspresji miedzy
skupieniami regionu T-DMR2 w mig$niu glebokim po stronie wklgstej skrzywienia. Réznic
tych nie stwierdzono dla skupien wyznaczonych dla regionu T-DMR1, niezaleznie od badanej
tkanki.

Poziom metylacji promotora ON oraz eksonu ON genu ESR2 nie réznit si¢ istotnie
statystycznie mi¢dzy badanymi grupami migsni.

Bioragc pod uwage grupy pacjentek z dziecigca oraz mlodziencza skolioza idiopatyczng
wykazano réznice w poziomie metylacji dwoch dinukleotydow CpG promotora ON. W obu
przypadkach poziom metylacji CpG byt wyzszy u pacjentek z dziecigcg skolioza idiopatyczng
1 dotyczyl odpowiednio migénia glebokiego po stronie wypuklej skrzywienia (CpG15)
oraz mig¢snia powierzchniowego (CpG16). Poziom metylacji czterech dinukleotydow CpG
eksonu ON roznil si¢ istotnie statystycznie pomi¢dzy wyrdznionymi grupami w migéniu
glebokim po stronie wklgstej skrzywienia. Wyzszy poziom metylacji wystepowal w grupie
pacjentek z mtodziencza skoliozg idiopatyczna.

Poziom metylacji w promotorze ON nie r6znit si¢ istotnie statystycznie pomig¢dzy pacjentkami
w zaleznos$ci od kata Cobba. W eksonie ON zaobserwowano roéznice w dinukleotydzie CpG16
w miegséniu glebokim po stronie wklestej skrzywienia. Poziom metylacji byl istotnie wyzszy
u pacjentek z katem Cobba <75°. Zaobserwowano, ze

poziom metylacji wszystkich dinukleotydow promotora ON genu ESR2 nie roznit si¢ istotnie
statystycznie pomiedzy grupami w zalezno$ci od lokalizacji glownego skrzywienia. Poziom
metylacji o$miu dinukleotydow CpG eksonu ON gtownie w mig$niu glebokim po stronie
wypuktej skrzywienia byt istotnie wyzszy w przypadku pacjentek wykazujacych lokalizacje
piersiowa gléwnego skrzywienia. Dodatkowo w dwoch dinukleotydach zaobserwowano
wyzszy poziom metylacji w grupie charakteryzujacej si¢ lokalizacja piersiowg skrzywienia
W migs$niu powierzchniowym.

Zaobserwowano istotnie wyzszy poziom metylacji CpG14 promotora ON u pacjentek
ze skrzywieniem dwulukowym w migs$niu glebokim po stronie wklestej skrzywienia.
Analizujac ekson ON genu ESR2 wykazano istotnie wyzszy poziom metylacji u pacjentek
ze skrzywieniem dwulukowym. W przypadku pieciu CpG rdéznica dotyczyla migénia
glebokiego po stronie wklestej skrzywienia, w dwoch pozostatych migénia
powierzchniowego.

Na podstawie wyznaczonych wartosci kwartyli dla procentowego poziomu metylacji
utworzono przedziaty obejmujace hipometylacje, metylacje $rednig oraz hipermetylacje.
W przypadku przedziatlow metylacji wyznaczonych na podstawie kwartyli dla promotora ON
genu ESR2 w badanych tkankach dla Zadnej z analizowanych 16 dinukleotydow CpG
nie uzyskano istotnych réznic w przedzialowym poziomie metylacji.



Analiza przedziatow metylacji dla promotora ON u pacjentek w zaleznosci od wieku
rozpoznania skoliozy idiopatycznej wykazala istotng réznice w przypadku dwodch
dinukleotydéw dla migéni powierzchniowych oraz jednego CpG w migs$niach glebokich
po stronie wypuklej skrzywienia. Pacjentki z mlodziefncza skolioza idiopatyczng w przypadku
mig$nia powierzchniowego charakteryzowaly si¢ w wigkszosci obnizong metylacja
w stosunku do grupy z dzieciecg skoliozg idiopatyczng. W migsniu glebokim po stronie
wypuktej skrzywienia w obu grupach dominowata metylacja na poziomie $rednim.

Analizujac przedzialy metylacji dla promotora ON u pacjentek z katem Cobba w przedziatach
<75° oraz >75°, nie uzyskano istotnej roznicy w zadnej z analizowanych dinukleotydow CpG
w badanych tkankach. Réwniez w przypadku grup z piersiowa lub ledzwiowa lokalizacja
gléwnego skrzywienia, nie uzyskano istotnych réznic w zadnym z analizowanych
dinukleotydéw CpG, niezaleznie od badanej tkanki.

W zalezno$ci od liczby tukéw skrzywienia wykazano istotng roznice w przypadku dwoéch
dinukleotydéw promotora ON. Zarowno w skrzywieniu jednolukowym jak 1 dwulukowym
w przypadku CpG11 dominowata hipometylacja, a w CpG15 metylacja na poziomie $rednim.

W przypadku przedzialow metylacji wyznaczonych na podstawie rozstgpu kwartylowego
dla eksonu ON genu ESR2 w badanych tkankach uzyskano istotna ro6znicg tylko dla jednego
dinukleotydu. Niezaleznie od lokalizacji mig¢$nia dominowata hipometylacja. Analizujac
przedzialy metylacji dla eksonu ON, w zalezno$ci od wieku w momencie rozpoznania
skoliozy, uzyskano istotng réznice w przypadku dinukleotydu CpG12 w migsniu po stronie
wklestej skrzywienia. Zar6wno w grupie z dziecigcg jak i mtodziencza skoliozg idiopatyczng
dominowaty przypadki z metylacjg srednig.

Analizujac przedzialy metylacji dla eksonu ON w zalezno$ci od wielkosci skrzywienia
stwierdzono, ze w szesciu dinukleotydach CpG u pacjentek z katem Cobba >75° dominuje
metylacja na poziomie srednim. U pacjentek z katem Cobba wynoszacym <75° w poréwnaniu
do drugiej grupy byto wiecej przypadkow z hipermetylacja.

Na podstawie przedziatow metylacji dla eksonu ON stwierdzono roznice dla dwoch
dinukleotydéw w zalezno$ci od lokalizacji anatomicznej gtownego skrzywienia. U pacjentek
charakteryzujacych si¢ piersiowa lokalizacjg skrzywienia dominowat $redni poziom metylacji
w migsniu glebokim po stronie wklestej. Natomiast w drugiej grupie nieznacznie przewazat
odsetek przypadkow z hipometylacja.

Biorac pod uwage przedzialy kwartylowe poziomu metylacji eksonu ON genu ESR2
stwierdzono réznice dla dinukleotydow CpGl13 i CpG19 w zaleznosci od liczby tukow
skrzywienia. W przypadku pierwszego z wymienionych dominowata metylacja $rednia
u pacjentek ze skrzywieniem dwutukowym (w migéniu glgbokim po stronie wklestej).
W CpG1l9 odsetek przypadkow z hipometylacja i metylacja $rednig byt taki sam
w skrzywieniu dwulukowym.

Poziom metylacji dinukleotydow CpG w obu badanych regionach genu ESR2 byt $rednio,
silnie lub bardzo silnie skorelowany ze sobg. Obserwowano istotng statystycznie korelacje



poziomu metylacji promotora ON z ekspresjg ESR2 po stronie wklestej skrzywienia (dziewigé
dinukleotydéw na szesnascie). Z kolei, po stronie wypuktej korelacja byla istotna tylko
w przypadku czterech CpG. Analiza korelacji wykazata, ze po stronie wypuktej skrzywienia
u pacjentek z AIS poziom metylacji siedmiu z szesnastu CpG promotora ON byl odwrotnie
proporcjonalnie i istotnie statystycznie skorelowany z ekspresja ESR2. Dodatkowo wykazano
istotng, odwrotnie proporcjonalng korelacje miedzy poziomem metylacji czterech
(z szesnastu) CpG w migs$niu glebokim po stronie wklestej skrzywienia u pacjentek z EOIS.
Analiza korelacji wykazata z kolei, ze wraz ze

wzrostem poziomu metylacji w eksonie ON stwierdzono zwigkszong ilos§¢ mRNA genu ESR2
u pacjentow z AIS w migsniu glebokim po stronie wypuktej skrzywienia.

U pacjentek z katem Cobba >75° nie zaobserwowano istotnych korelacji migdzy poziomem
metylacji promotora ON a ekspresja genu ESR2. Z kolei w drugiej grupie w wigkszoS$ci
dinukleotydéw poziom metylacji promotora ON byt odwrotnie proporcjonalnie skorelowany
z ekspresja ESR2 zaré6wno w miegéniu powierzchniowym, jak i w migsniach gl¢bokich.
Takiego wzoru nie zaobserwowano dla eksonu ON. W migéniu powierzchniowym u pacjentek
z katem Cobba >75° poziom metylacji kilku dinukleotydéw byl odwrotnie proporcjonalnie
skorelowany z ekspresja ESR2. Korelacja poziomu metylacji promotora ON z ekspresja ESR2
wykazata istotng statystycznie, $rednig odwrotnie proporcjonalng zalezno$¢ dla czterech
dinukleotydow CpG po stronie wklestej skrzywienia w lokalizacji piersiowej. Z kolei
w lokalizacji ledzwiowej, zarowno w migsniach powierzchniowych, jak 1 glebokich
zaobserwowano silng oraz bardzo silng odwrotnie proporcjonalng korelacje w przypadku
dwoch dinukleotydow CpG.

Wykazano rowniez istotng statystycznie, odwrotnie proporcjonalna, $rednig i silng korelacje
migdzy poziomem metylacji szesciu dinukleotydow CpG promotora ON a ekspresja genu
ESR2 w mig$niu glebokim po stronie wypuklej skrzywienia jednotukowego. Analiza korelacji
poziomu metylacji eksonu ON z ekspresja ESR2 nie wykazala jednoznacznych zaleznosci.

Analiza grupowania aglomeracyjnego, niezaleznie od badanej tkanki, pozwolila
na wyodrgbnienie dwodch skupien o zrdéznicowanym poziomie metylacji. W przypadku
promotora ON w grupie o nizszym poziomie metylacji ekspresja ESR2 byta istotnie wyzsza.
Wyznaczajac skupienia w grupach mig$niowych, uzyskano zréznicowany poziom ekspresji
tylko w migsniu glebokim po stronie wklestej skrzywienia. Zwigkszony poziom metylacji
promotora ON w sposob istotny hamowat transkrypcje genu ESR2.

Whioski

1. poziom metylacji globalnej genomowego DNA pacjentek ze skoliozg idiopatyczng
nie rdzni si¢ istotnie od jego poziomu w zdrowej populacji,

2. pacjentki z r6znym obrazem klinicznym SI nie r6znig si¢ znamiennie poziomem metylacji
globalnej genomowego DNA, co nie stwarza mozliwosci wykorzystania tej analizy
do prognozowania przebiegu tej patologii,



3. wzér metylacji siedmiu badanych dinukleotydow CpG gDNA w obrgbie regiondow
regulatorowych T-DMR1 i T-DMR2 genu ESR1 pacjentek ze skolioza idiopatyczng roézni si¢
znamiennie pomi¢dzy migsniami powierzchniowymi

a glebokimi grzbietu, réznicy takiej nie wykazuje poziom metylacji promotora ON i eksonu
ON genu ESR2,

4. pacjentki operowane z powodu skoliozy idiopatycznej wykazuja wyzszy poziom metylacji
dinukleotydow CpG gDNA w obrgbie regiondw regulatorowych genéw ESR1 i ESR2
w migsniach glebokich grzbietu po stronie wypuktej skrzywienia, w porownaniu do strony
wklestej, co moze si¢ wigzac z etiopatogenezg SI,

5. analiza wzoru metylacji dinukleotydow CpG gDNA w obrebie regiondw regulatorowych
genow ESR1 i ESR2 wykonana w mig$niach grzbietu pacjentek ze skoliozg idiopatyczna
wskazuje na obecno$¢ dinukleotydow CpG, ktoérych poziom metylacji wigze si¢ z fenotypem
klinicznym skoliozy,

6. zaobserwowane w migéniach grzbietu pacjentek operowanych z powodu skoliozy
idiopatycznej zalezno$ci pomigdzy poziomem metylacji w obrebie regionéw regulatorowych
genow ESR1 i ESR2, a ekspresja tych genow wskazujg, ze ten rodzaj modyfikacji genomu
jest istotnym czynnikiem mogacym wplywac na odpowiedzi badanych tkanek na estrogeny.



