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Sarkoidy zaliczane sg do najczesciej diagnozowanych nowotwordw skory u gatunkow
zwierzat koniowatych (Equidae). Za glowny czynnik etiologiczny sarkoidow uznawane sg
wirusy brodawczaka bydta (BPV). Obecno$s¢ DNA wirusowego potwierdzono w prawie
wszystkich ocenianych zmianach tego typu. Obecnie badanie histologiczne sarkoidow
uwazane jest za najbardziej niezawodng metode diagnostyczng. Jednakze jest to metoda
czasochlonna i wymagajaca stosowania rozpuszczalnikow organicznych, czgsto szkodliwych
dla zdrowia cztowieka. Dlatego tez, poszukiwane sa nowe strategie diagnostyczne, ktére
umozliwig szybka i precyzyjng diagnostyke schorzenia. W ostatnich latach szczeg6lng uwage
poswiecono badaniom majagcym na celu zastosowanie i optymalizacje epigenetycznych
markerow nowotworowych. Termin epigenetyka odnosi si¢ do zmian w dziedzicznym
materiale genetycznym, innych niz zmiany w sekwencji nukleotydowej DNA. Jedng
z najlepiej poznanych zmian epigenetycznych zwigzanych z procesem kancerogenezy jest
nieprawidlowa metylacja DNA.

Celem pracy doktorskiej byla ocena profilu metylacji genéw o potencjalnym
znaczeniu diagnostycznym i/lub prognostycznym w sarkoidach konskich. Analizie metylacji
DNA poddano panel dziewigciu genow: APC, CCND2, CDNK2B, DCC, RARB, RASSF1,
RASSF5, THBS1 oraz TRPM1, wykorzystujac technike tancuchowej reakcji polimerazy
i sekwencjonowania DNA po konwersji bisulfitem (BS-PCR). Poza analiza metylacji
poszczegolnych gendéw, w pracy podjeto takze probe identyfikacji regiondw genomu
charakteryzujacych si¢ r6znicowa metylacja DNA w sarkoidach, w oparciu o technik¢ RRBS
1 sekwencjonowanie nastepnej generacji. Dodatkowo przeprowadzono kompleksowa analize
transkryptomu z uzyciem mikromacierzy cDNA, w celu identyfikacji r6znic w poziomie
ekspresji gendéw pomiedzy sarkoidem a tkanka zdrowa oraz powigzania zidentyfikowanych
réznic z wytypowanymi zmianami profilu metylacji DNA.

W niniejszych badaniach nie wykazano rdéznic w poziomie metylacji DNA oraz
ekspresji analizowanego panelu dziewigciu genéw kandydujacych pomiedzy tkanka guza
a tkanka kontrolng. Pomimo licznych doniesien opisujacych nieprawidtlowa metylacje

promotoréw analizowanych genéw w nowotworach u ludzi, uzyskane dane nie potwierdzity



wystepowania tego typu zaleznosci w badanych prébach sarkoidu, co wyklucza mozliwos¢
wykorzystania wspomnianych genéw do diagnostyki tego schorzenia u koni.

Poroéwnawcza analiza metylacji frakcji genomu bogatej w dinukleotydy CpG (technika
RRBS), umozliwita identyfikacje 136 regionéw wykazujacych réznice w poziomie metylacji
miejsc CpG (DMR) pomigdzy sarkoidem a tkanka zdrowa. Wigkszos¢ sposrod
zidentyfikowanych DMR, stanowily niewielkie fragmenty, nieprzekraczajace 1 kpz,
zlokalizowane w rejonach migdzy genowych, oddalonych od miejsc startu transkrypcji.
Sposrod gendw, w obrebie ktorych zidentyfikowano DMR, locus SFN charakteryzowato sie
obecno$cig regionu hipermetylowanego oraz obnizong ekspresja mRNA w tkance guza, co
sugerowaé moze, iz metylacja jest elementem mechanizmu odpowiadajacego za
nieprawidlows ekspresja tego genu w tkance guza.

Przeprowadzona analiza profilu metylacji wybranych DMR na wigkszej grupie
badawczej, umozliwita identyfikacj¢ istotnych réznic w poziomie metylacji DNA pomiedzy
tkankg zdrowa i chora, w obrebie genow RALGPS1, Clorfl06 oraz EFEMP2. W tkance
nowotworowej stwierdzono takze istotnie obnizony poziom metylacji fragmentu DNA,
wchodzacego w sktad potencjalnej sekwencji promotorowej genu SPARC, w przypadku
ktérego odnotowano réwniez podwyzszony poziom ekspresji. Wyniki te wskazywaé moga na
wystepowanie zalezno$ci pomiedzy hipometylacja tego regionu a nadekspresja SPARC
w tkance sarkoidow.

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki analizy transkryptomu sarkoidéw konskich
umozliwily identyfikacje 901 gendéw wykazujacych istotne réznice w poziomie ekspres;ji
w tkance guza w odniesieniu do tkanki zdrowej (DGE). W grupie tej odnotowano 628 genow
charakteryzujacych si¢ obnizong ekspresja oraz 273 geny o podwyzszonej ilosci transkryptu
w analizowanych tkankach guza. W obrebie wytypowanych DEG stwierdzono obnizong
ekspresje szeregu genow pehiagcych funkcje supresorowa w transformacji nowotworowej
oraz nadekspresj¢ genow zwigzanych z procesami petnigcymi kluczowa role w regulacji
wzrostu 1 progresji nowotworow - zwigzanych glowinie z funkcjami immunologicznymi,
onkogeneza oraz zaangazowanych w odpowiedZ organizmu na infekcje wirusowa.

Znajomo$¢ zmian zachodzacych zardbwno w procesie metylacji DNA, jak 1 ekspresji
genéw moze stanowi¢ podstawe do opracowania nowych alternatywnych podejs$¢
diagnostycznych oraz terapeutycznych, majacych na celu przywrdcenie prawidlowego
funkcjonowania genow, ktorych aktywnos$¢ ulegla zaburzeniu zwigzanym z etiologia

powstawania sarkoidow.



