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1.Streszczenie

Regeneracja jest to zdolno$¢ do odbudowy uszkodzonych Ilub utraconych
tkanek, konczyn oraz narzadow. Efektywne procesy regeneracji obserwowane sg
u prymitywnych kregowcow, u ktorych moga przejawia¢ si¢ w tak spektakularnych
zjawiskach jak odtworzenie catych konczyn po ich amputacji. U wyzszych kregowcow
zdolnosci  regeneracyjne sg znacznie bardziej ograniczone. Rozwd] metod
umozliwiajacych badanie globalnych profili ekspresji 1 metylacji genéw pozwala na

nowe spojrzenie na problem regeneracji u ssakow.

W niniejszej pracy skupiono si¢ na charakterystyce molekularnych podstaw
potencjatu regeneracyjnego ssakow w oparciu o dwa modele charakteryzujace si¢
podwyzszong  odpowiedzig  regeneracyjng: mysz MRL/MpJ oraz skoéra
pietnastodniowych embrionéw (E15) myszy C57BL/6J. Mysz MRL/MplJ i skora
ptodowa sa waznymi modelami badawczymi w dziedzinie regeneracji. Mysz MRL/MplJ
wzbudza zainteresowanie z uwagi na podwyzszong odpowiedz regeneracyjng
obserwowang w rdéznych tkankach u dorostego ssaka, natomiast skoéra ptodowa
ze wzgledu na zdolno$¢ do idealnego bezbliznowego gojenia ran wystgpujaca do
poczatku trzeciego trymestru cigzy. Mysz MRL/Mpl, to szczep wsobny, ktory posiada
szereg charakterystycznych nietypowych cech genetycznych podczas gdy bezbliznowe

gojenie ran skory ptodu obserwuje si¢ u roznych ssakow.

Poréwnanie genomowych profili transkrypcji pigciu badanych tkanek u myszy
MRL/MpJ oraz dwodch kontrolnych szczepéw myszy - C57BL/6J 1 BALB/c wykazato
wystepowanie znacznych réznic w poziomie ekspresji wielu gendéw. Posrod gendw
0 obnizonym, w stosunku do dwoch szczepdw kontrolnych, poziomie ekspresji u myszy
MRL/MpJ, nadreprezentacj¢ wykazywaly transkrypty zwigzane z odpowiedzia
immunologiczng. Wérod transkryptow wykazujacych podwyzszony poziom ekspresji
charakterystyczna byta nadreprezentacja genow uczestniczacych w szlaku metabolizmu
retinolu lub wigzania retinoidéw obserwowana we wszystkich analizowanych tkankach.
Posrod transkryptow o podwyzszonym poziomie ekspresji w sercu myszy MRL/MpJ
nadreprezentacje¢ wykazywaly takze geny zwigzane ze szlakiem PPAR
(ang. Peroxisome Proliferator-Activated Receptor). Ponadto, profile ekspresji genow
w sercu dorostej myszy MRL/MpJ przejawiaja pewne podobienstwo do serc

noworodkowych i embrionalnych.
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Analiza zmian w globalnych profilach metylacji i ekspresji w skorze grzbietowej
ptodow pietnastodniowych (E15) w pordwnaniu do osiemnastodniowych
I dziewigtnastodniowych plodow oraz dorostych myszy, czyli przed i po utracie
zdolnosci do bezbliznowego gojenia ran, umozliwita identyfikacj¢ grupy genéw, ktore
zmieniajg status metylacji 1 ekspresji po dniu E15. W tej grupie nadreprezentowane byty
geny zwigzane z odpowiedzig immunologiczng oraz morfogenezg embrionalng, jak np.
geny homeotyczne. Geny 0 podwyzszonym poziomie metylacji i obnizonym poziomie
ekspresji w embrionalnym dniu 15 byly zwigzane z odpowiedziag immunologiczng, za$
geny wykazujace obnizony poziom metylacji 1 podwyzszong ekspresje byty
zaangazowane w rozwo¢j organizmu i funkcjonowanie synaps. Powyzsze rezultaty
wskazuja, ze zmiany w profilach metylacji DNA zachodzace po embrionalnym dniu 15
moga przyczynia¢ si¢ do utraty podwyzszonych zdolnosci regeneracyjnych skory

grzbietowej ptodow.

Cecha wspdlng myszy MRL/MpJ oraz skory grzbietowej ptodow w dniu
embrionalnym 15 byta podwyzszona ekspresja genéw homeotycznych oraz obnizona
odpowiedz uktadu immunologicznego. Wskazuje to na kluczowa rolg tych dwoéch

czynnikéw w odpowiedzi regeneracyjne;.

Podsumowujac, wyniki moich prac badawczych poszerzaja dotychczasowa
wiedz¢ o molekularnych podstawach regeneracji ssakow. Efektem tych badan jest
uzyskanie po raz pierwszy w $wiecie globalnych profili metylacji genéw w skorze
grzbietowe] myszy na roznych etapach rozwoju oraz unikalna poroéwnawcza analiza
transkryptomiczna wykonana dla pigciu réznych tkanek myszy MRL/MplJ 1 dwoch
szczepéw kontrolnych. W szczegolnosci, rezultaty powyzszych badan dostarczaja
dowodow na epigenetyczne uwarunkowania zdolnosci do bezbliznowego gojenia ran
skory plodowej oraz wskazujg szlak metabolizmu retinolu jako potencjalny cel do

farmakologicznej stymulacji regeneracji u dorostych ssakow.
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Abstract

Regeneration is the ability to self-repair damaged or lost tissues, limbs and
organs. Efficient regeneration processes are observed in primitive vertebrates where
they could be manifested with such spectacular phenomena as the restoration of whole
limbs following amputation. In higher vertebrates, regeneration abilities are rather
limited. The development of methods for global gene expression and methylation

profiling allows new insights into regeneration in mammals.

This work was focused on the characteristics of the molecular mechanism of
mammalian regeneration potential based on two models displaying increased
regenerative response, the MRL/MpJ mouse and the skin of murine foetus at embryonic
day 15 (E15) of the C57BL/6J strain. The MRL/MpJ mouse and the foetal skin are
considered as important models of regeneration, the first one as an adult mammal
displaying enhanced healing in different tissues, the latter one, owing to perfect
scar-free healing of skin wounds observed in the foetus till the beginning of the third
trimester of pregnancy. While the MRL/MpJ mouse is an inbred strain exhibiting
a number of distinctive metabolic and genetic traits, scar-free foetal skin wound healing

is observed in different mammals.

The results obtained from global gene expression profiling in five different
tissues of the MRL/MpJ mouse and two control, non-regenerative murine strains,
C57BL/6J and BALBI/c, revealed multiple genes which show different expression levels
between the strains. Among the transcripts which were down-regulated in the
MRL/MpJ mouse, there were overrepresented genes involved in immune response. The
up-regulated transcripts in the MRL/MpJ mouse, were greatly enriched with genes
associated with retinol metabolism or retinoid binding pathways in all examined tissues.
Moreover, among the transcripts up-regulated in the heart of the MRL/MpJ mouse,
there were also those involved in PPAR signalling pathway (Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor). Furthermore, there were remarkable similarities between the
expression patterns in the neonatal and embryonic hearts and inthose of adult
MRL/MpJ mouse.

The analysis of transcriptomes and DNA methylomes in the dorsal skin of
15-day-old embryos compared to those of 18-19-day-old ones and those of adults,
which is to say, before and after the decline of scarless healing, revealed a number of

genes displaying changes in their methylation and expression profiles following

8
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embryonic day 15. Among the differentially methylated and expressed genes, there
were those responsible for immune response and embryonic morphogenesis, including
the Hox genes. While the genes showing increased methylation and reduced expression
at embryonic day 15 were related to immune response, those displaying elevated
expression and decreased methylation were associated with developmental processes
and synapse functions. The observations indicate that the changes in DNA methylation
profiles, after embryonic day 15 may contribute to the loss of ability to heal dorsal skin

wounds without scarring.

The common features of the MRL/MpJ mouse strain and the dorsal skin of
foetuses at embryonic day 15 were the elevated expression of Hox genes and decreased
immune system response. This implicates the crucial role of immune response and

embryonic morphogenesis genes in regenerative response.

In conclusion, my studies should add to the knowledge on the molecular basis of
regenerative potential in mammals. The results of my works include the first global
gene methylation profiling in mouse dorsal skin in the course of development as well as
a unique comparative transcriptomic analysis in five different tissues in the MRL/MpJ
mouse and two reference strains. In particular, my results reveal the epigenetic basis of
regenerative skin wound healing in the foetus as well as they indicate retinol
metabolism pathway as a possible target for pharmacological stimulation of

regeneration in adult mammals.
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2. Wstep

2.1. Proces regeneracji - organizmy modelowe

Wsrdd organizméw wyzszych wyrdznia si¢ dwa procesy bedace odpowiedzig na
zranienia tkanek, narzadéw oraz konczyn: regeneracj¢ oraz gojenie ran. Proces
regeneracji jest to zdolno$¢ do odtworzenia utraconych struktur tkankowych z ich peing
funkcjonalnos$cig oraz architekturg. Natomiast w procesie gojenia ran obserwuje si¢
powstawanie  witoknistej tkanki tacznej oraz  odkladanie si¢  kolagenu
w niezorganizowanej formie, co skutkuje powstaniem blizny [1]. Zdolno$¢ do
bezbliznowego gojenia ran jest najczesciej obserwowana u organizmow nizszych takich
jak ptazy ogoniaste, ryby kostnoszkicletowe czy robaki plaskie (ang. planarian

flatworm).

Jednymi z najlepiej zbadanych organizmow wykazujacych podwyzszone
zdolnosci regeneracyjne sa ptazy ogoniaste (ang. Urodele amphibians), takie jak traszki
czy aksolotl meksykanski. Plazy ogoniaste wykazuja zdolnos¢ do odbudowy
uszkodzonych tkanek i narzadéw na kazdym etapie swojego zycia. W trakcie procesu
regeneracji konczyn utych organizméw wyrdznia si¢ kilka kluczowych etapow.
Jednym z nich jest podwyzszona aktywno$¢ metaloproteinaz macierzy
zewnatrzkomorkowej (ang. Matrix Metalloproteinases, MMPs) w miejscu zranienia,
ktore poprzez usuwanie komorek mezodermy umozliwiaja powstawanie populacji
komorek niezroznicowanych, w tym multipotentnych komoérek mezenchymalnych.
Proliferujace komorki mezenchymalne tworza blasteme, czyli mase odroznicowanych
komorek, z ktorych rozwinie si¢ nowa konczyna [2]. Traszki moga takze przetrwac
wyciecie duzej czesci ich serca oraz zregenerowac brakujacy fragment tego narzadu
W ciggu 2-3 miesigcy od resekcji [3]. Zdecydowanie bardziej ograniczone zdolnosci
regeneracyjne maja plazy bezogoniaste, takie jak zaba Xenopus laevis, ktora wykazuje
zdolno$¢ do odtworzenia utraconej tkanki tylko na pewnym etapie rozwoju. Zaba na
etapie kijanki, przed metamorfoza, wykazuje zdolno$¢ do pelnej regeneracji, podobnie
jak ptazy ogoniaste. Natomiast w stadium dojrzatym, Zzaba po amputacji konczyny,
wytwarza kikut zamiast w pelni funkcjonalnego narzadu ruchu [4, 5]. Innym
przyktadem organizmu modelowego, bardzo dobrze zbadanego i1 wykazujacego
podwyzszong zdolnos¢ do regeneracji jest ryba Danio pregowany (tac. Danio rerio).

Po amputacji ptetwy ogonowej ryba ta, podobnie jak inne ryby kostnoszkieletowe,

10
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aw odréznieniu od chrzestnoszkieletowych, potrafi odtworzy¢é wszystkie rodzaje
tkanek budujacych ptetwe. Wydaje sie, ze komorki macierzyste zachowujg zdolnos$¢ do

odtworzenia oryginalnej morfologii ptetwy ogonowe;j [6].

Roéwniez w przypadku jednodniowych noworodkéw myszy wykazano zdolnos¢
do podwyzszonej regeneracji serca po jego uszkodzeniu. Zdolnosci tej nie obserwuje si¢

juz w siodmym dniu zycia myszy [7].

W tym rozdziale wymieniono tylko niektore modele regeneracji znane
z literatury naukowej. Ponizej zaprezentowane zostang dwa modele badan
regeneracyjnych, ktore sg przedmiotem niniejszej pracy, czyli dorosta mysz MRL/MpJ
oraz ssacze modele embrionalne, ze szczegdlnym uwzglednieniem modelu skory

ptodowe;.
2.2, Mysz MRL/MpJ

Szczep myszy MRL/MplJ zostat wyprowadzony w wyniku krzyzowania czterech
wsobnych szczepéw myszy C57BL/6J (0,3%), C3H/HeDi (12,1%), AKR/J (12,6%)
1LG/)  (75%)  (http://jaxmice.jax.org/strain/000486.html).  Mysz ~ MRL/MpJ
wykorzystywana jest czesto jako model badania nad rumieniowatym toczniem
uktadowym, gdyz wraz zwiekiem wykazuje ona sklonnos¢ do chordb uktadu
immunologicznego [1, 8]. W latach 90-tych ubieglego wieku w laboratorium
prof. E. Heber-Katz wykazano, ze mysz MRL/Mpl posiada zdolnos¢ do bezbliznowego
gojenia otworow o srednicy 2 mm wycietych w matzowinie usznej. Juz okoto 30 dni od
zranienia nastepuje doskonate odtworzenie architektury tkanek, w tym skory, migsni,
nerwéw obwodowych oraz naczyn krwiono$nych. W zregenerowanym obszarze
pojawiaja si¢ tez mieszki wlosowe 1 gruczoty tojowe, cho¢ nie ustalono czy rozwijaja
si¢ od poczatku, czy ich obecnos¢ jest efektem przemieszczenia z sasiadujacych
obszarow nieuszkodzonych. W miejscu zranienia obserwowano takze powstawanie
struktury podobnej do blastemy, ktora umozliwia procesy regeneracji m.in. u kijanki

zaby Xenopus laevis czy tez salamander i traszek [1, 9].

Po6zniejsze badania pokazaty, ze jeden z przodkow myszy MRL/MplJ, mysz LG/J
wykazuje podobng zdolno§¢ do zamykania otworow w matzowinie usznej [10],
co wskazuje, ze zdolnosci regeneracyjne myszy MRL/MpJ sa odziedziczone po myszy

LG/J, ale pochodzenie tej ostatniej jest nieznane.

11
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Regeneracja otworow wycietych w malzowinie usznej myszy MRL/MpJ

Powszechnym, chociaz w ostatnich latach coraz rzadziej stosowanym, Sposobem
trwalego znakowania myszy laboratoryjnych jest wycinanie otworow w matzowinie
usznej o $rednicy 2 mm, ktore z reguty nie zarastaja do konca zycia myszy. Technika ta
umozliwia pewne i trwale znakowanie zwierzat. W trakcie badan nad szczepem myszy
MRL/MplJ okazato si¢, ze otwory wycigte W uszach tej myszy ulegaja pelnemu,
bezbliznowemu zamknigciu w ciggu okoto czterech tygodni od zranienia, przy czym
nastepuje wytworzenie normalnej architektury tkanki. W przeciwienstwie do myszy
MRL/MpJ lub MRL/lpr (wariant szczepu, u ktérego szybciej niz u myszy MRL/MpJ
wystepuja symptomy chordb autoimmunologicznych), u myszy kontrolnej C57BL/6J
otwory wyciete W matzowinie usznej nie zarastaja do konca zycia, aczkolwiek w ciggu

miesigca po uszkodzeniu ich srednica zmniejsza si¢ okoto dwukrotnie [1].

Pierwszego dnia po wycigciu otworéw w malzowinie usznej u obu szczepdw
myszy mozna zaobserwowac zamykanie brzegéw zranienia oraz pojawienie si¢
odczynu zapalnego [11]. Roéznice histologiczne w trakcie gojenia ran pomiedzy
obydwoma szczepami myszy sa widoczne juz drugiego dnia po zranieniu. Roznice
obserwowane w tym procesie dotyczac odmiennej szybkosci odtwarzania nabtonka,
pojawienia si¢ pier§cieniowego obrzeku, angiogenezy, proliferacji tkanki lgcznej

i chondrogenezy [1].

Badania wykazaty, ze formowanie si¢ struktury podobnej do blastemy u myszy
MRL/MpJ umozliwia jej bezbliznowa regeneracje w miejscu zranienia, podobnie jak
W procesie regeneracji u ptazow ogoniastych [1]. Odbudowa nerwéw obwodowych jest
kluczowa w tym procesie, gdyz stymuluje formowanie si¢ blastemy i umozliwia dalszg
regeneracje. Wykazano, iz u myszy MRL/MpJ, w porownaniu do myszy C57BL/6J,
w przypadku uszkodzen matzowiny usznej, w 14 dniu po zranieniu, kiedy powstaje
struktura podobna do blastemy, obserwowana jest podwyzszona regeneracja nerwow
obwodowych w malzowinie usznej [9]. Jest zatem mozliwe, ze wigksza liczebno$¢
regenerujacych si¢ nerwow obecnych w uszkodzonym uchu myszy MRL/MpJ,
w poréwnaniu z Myszag kontrolng, aktywuje regeneracje tkanek przez uwolnienie
wigkszej iloéci czynnikéw mitogennych oraz umozliwia angiogeneze [9].

Pomimo catkowitej regeneracji obserwowanej w maltzowinie usznej myszy
MRL/MpJ, badany szczep nie posiada jednak zdolno$ci do bezbliznowego gojenia ran
utworzonych w wyniku nacigcia (5 mm) badz wycigcia kawatka skory (2 mmz)
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z grzbietu zwierzgcia. Po 14 dniach od daty uszkodzenia nastgpuje catkowite
zamknigcie rany utworzonej na skorze grzbictowej z wytworzeniem wyczuwalnej

I zauwazalnej blizny u myszy MRL/MpJ [12].

Uszkodzenia mi¢snia sercowego myszy MRL/MpJ

Mysz MRL/MpJ wykazuje takze, wedlug niektorych badan, podwyzszona
zdolnos¢ do regeneracji mig¢snia sercowego, ktora przejawia si¢ niemal bezbliznowym
gojeniem w ciggu okoto 60 dni od kriouszkodzenia oraz mniejszym obszarem blizny po

wczesnych zawatach serca [13-16].

W trakcie pierwszego tygodnia po zranieniu, w tkance serca myszy MRL/MpJ
mozna zaobserwowaé Wystepowanie kardiomiocytow w miejscu zranienia wraz
Z pojawiajacymi si¢ miejscowo komorkami fibroblastow. Do 15 dnia po zranieniu
umyszy MRL/MpJ tworzy si¢ nowa tkanka tgczna zawierajaca bogata sie¢ naczyn
krwiono$nych oraz odtwarza si¢ normalna struktura migsnia sercowego. U szczepu
kontrolnego C57BL/6J, w tym samym czasie, obserwowano jedynie niewielkie
odtworzenie mig¢$nia Sercowego W miejscu zranienia. Do 60 dnia po zranieniu, serce
myszy MRL/MpJ wykazuje catkowite zamknigcie rany z niewielka blizng lub bez
blizny, w przeciwienstwie do szczepu myszy C57BL/6J, gdzie serce po uszkodzeniu
zawierato rozlegle blizny [13]. Inne badania potwierdzity podwyzszong zdolnos¢ do
regeneracji serca myszy MRL/MpJ [14-16]. Funkcjonalng regeneracje potwierdzity
badania echokardiograficzne.

W innych niezaleznych badaniach nie zaobserwowano zdolnosci do regeneracji
serca myszy MRL/MpJ zaréwno po kriouszkodzeniach sondg jak rowniez po zawatach
serca [17-21].

Regeneracja w innych tkankach myszy MRL/MpJ

Wedlug innych badan mysz MRL/MpJ wykazuje takze podwyzszong odpowiedz
regeneracyjng po hemisekcji rdzenia kregowego [22], szybszy wzrost koniuszkow palca
po amputacji [23, 24], zwigkszong regeneracje siatkbwki oka oraz nabtonka
barwnikowego siatkowki oka [25, 26], przyspieszone gojenic rogowki oka
po oparzeniach $§rodkami zasadowymi [27] oraz odbudowe chrzastki stawowej [28, 29]

i $ciegien po uszkodzeniach [30].
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Reasumujac, podwyzszone zdolnosci regeneracyjne u myszy MRL/Mpl sa
manifestowane przez regeneracyjne zarastanie otwor6w w malzowinie usznej,
co zbadano w kilku laboratoriach, w wielu niezaleznych eksperymentach [1, 9, 11, 31].
Szereg innych badan pokazuje, ze te podwyzszone zdolnosci do regeneracji mozna
zaobserwowa¢ w innych tkankach, natomiast nie w skorze grzbietowej, ale
W odniesieniu do poszczegdlnych tkanek, wyniki sg opublikowane tylko w jednym lub
dwoch artykutach. Kwestia regeneracji serca u myszy MRL/MpJ w §wietle sprzecznych

danych literaturowych wymaga wyjasnienia.

Molekularne podstawy odpowiedzi regeneracyjnej myszy MRL/MpJ

Dotychczasowe badania wykazaty, ze waznym aspektem bezbliznowego gojenia
ran u myszy MRL/MpJ jest jej zdolnos¢ do niszczenia btony podstawnej (ang. basement
membrane), ktora tworzy si¢ podczas oraz po procesie pokrywania miejsca zranienia
przez nabtonek. U myszy C57BL/6J btona podstawna jest caly czas obecna w trakcie
gojenia rany. Zanik blony podstawnej u myszy MRL/Mpl jest analogiczny jak
w przypadku odpowiedzi regeneracyjnej obserwowanej u plazéw, gdzie blona
podstawna w ogodle nie powstaje lub zanika bardzo szybko [16]. Okazuje sie, ze
aktywowanie powstawania btony podstawnej w amputowanych konczynach u ptazow
powoduje zahamowanie odpowiedzi regeneracyjnej iformowanie blizny w miejscu

amputacji [16].

Za niszczenie blony podstawnej odpowiedzialne sg metaloproteinazy macierzy
(ang. Matrix Metaloproteinases, MMPs), nalezace do systemu proteaz odgrywajacych
wazng rolg¢ w degradacji macierzy pozakomoérkowej. Gloéwnymi proteazami
odpowiedzialnymi za procesy gojenia ran oraz regeneracj¢ sa metaloproteinazy MMP-2
oraz MMP-9. Wykazano, ze u myszy MRL/MplJ jest wiecej aktywnych form MMPs niz
u szczepu kontrolnego myszy C57BL/6J [16, 32]. Niszczenie blony podstawnej
W obrebie miejsca zranienia u myszy MRL/MpJ umozliwia tworzenie si¢ Struktury

podobnej do blastemy, ktora daje poczatek odtworzonym tkankom [16].

Mechanizm regeneracji myszy MRL/MpJ probowano rowniez wyjasni¢ poprzez
mapowanie QTL (ang. Quantitative Trait locus, locus cechy ilosciowej) w celu
znalezienia genéw odpowiedzialnych za gojenie ran i regeneracje tkanek. W badaniach
QTL krzyzowano szczep myszy MRL/MplJ ze szczepami o nizszej zdolnoSci

regeneracyjnej takimi jak C57BL/6, CAST/Ei oraz SJL/J [31, 33-35]. Dzi¢ki temu

14


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

zidentyfikowano kilkanascie QTL prawdopodobnie odpowiedzialnych za proces
regeneracji [31, 33-35]. Udowodniono, ze zdolno$¢ do bezbliznowego gojenia ran
myszy MRL/MpJ jest cecha wielogenows, jednak jednoznacznie nie udato si¢ okresli¢

genotypu regeneracyjnego.

Dorosta mysz MRL/MpJ wykazuje ponadto wiele cech biochemicznych
I metabolicznych, charakterystycznych dla etapu embrionalnego. Wsrdéd tych cech
mozna wyrozni¢ tzw. tlenowy metabolizm glikolityczny (charakterystyczny dla ptodow
I guzow nowotworowych), podwyzszone utlenianie glutaminianu, zredukowang
wydajnos¢ utleniania kwasow tluszczowych. Tkanki MRL/MpJ, wlaczajac serce,
watrobg oraz regenerujgce ,,obrzeza” ran w malzowinie usznej, wykazuja spadek
transmembranowego potencjalu mitochondrialnego, spadek poziomu aktywnych
zwigzkéw tlenu (ROS, ang. Reactive Oxygen Species), obnizong fosforylacje
oksydacyjng oraz wzrost ilo§ci DNA mitochondrialnego [36]. Ponadto w sercu doroste;j
myszy MRL/MpJ znajduja si¢ komorki, w ktorych podwyzszonej ekspresji ulegaja geny
uznawane za markery pluripotencji takie jak Nanog, Islet-1 czy Sox2. Wymienione
markery sg produkowane na stosunkowo niskim poziomie w komoérkach
nieuszkodzonego serca myszy MRL/MplJ (ale wyzszym niz u myszy kontrolnej),

natomiast po uszkodzeniu narzadu ich ekspresja gwattownie wzrasta [36].

Roéwniez badania przeprowadzone w Katedrze Biotechnologii Molekularnej
i Mikrobiologii Politechniki Gdanskiej wykazaty, ze u myszy MRL/MpJ] wiele
regioné6w promotorowych genow odpowiadajgcych za rozwdj embrionalny wykazuje

obnizony poziom metylacji W poréwnaniu do kontrolnego szczepu myszy [37] (Tab.1).
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Tab. 1. Analiza ontologiczna genéw o obnizonym poziomie metylacji u myszy MRL/MpJ

W poréwnaniu do szczepu kontrolnego myszy C57BL/6J.

Analiza przedstawia grupy gendéw nalezace do kategorii nadreprezentowanych wsrod genow
wykazujacych obnizony status metylacji. Istotno$¢ statystyczng wynikow oszacowano za pomocg
doktadnego testu Fishera przy wartosci p<0,05. Wyniki istotne statystycznie po korekcie Benjaminiego

zaznaczono pogrubiona czcionka [37].

Grupy gendéw wykazujace nadreprezentacje wsrod genow
0 obnizonym poziomie metylacji u myszy MRL/MpJ

Liczba genéw 0 obnizonym
poziomie metylacji u myszy

MRL/MpJ
Serce | Watroba | Sledziona

Homeobox 39 20
G0:0048562~embryonic organ morphogenesis 6 23 9
developmental protein 79 27
GO0:0001501~skeletal system development - - 12
G0:0001568~blood vessel development 8 30 -
G0:0001654~eye development 6 - -
GO0:0001655~urogenital system development 6 - -
G0:0001944~vasculature development 8 30 -
G0:0002088~lens development in camera-type eye 3 - -
GO0:0007423~sensory organ development 12 - 11
GO:0007507~heart development - 24 -
G0:0009792~embryonic development ending in birth or egg ) 39 15
hatching

G0:0014031~mesenchymal cell development 12 5
G0:0021510~spinal cord development - 9 5
G0:0021517~ventral spinal cord development - - 4
G0:0030879~mammary gland development 4 - -
G0:0030900~forebrain development - 20 -
G0:0030902~hindbrain development - - 6
GO0:0031175~neuron projection development - - 10
G0:0035270~endocrine system development - 12 -
G0:0035295~tube development 32 -
G0:0043009~chordate embryonic development - 39 14
G0:0043010~camera-type eye development 6 - -
G0:0043583~¢ear development 6 - -
G0:0048568~embryonic organ development - 35 11
G0:0048598~embryonic morphogenesis - 45 14
G0:0048666~neuron development - - 13
G0:0048706~embryonic skeletal system development - - 6
G0:0048732~gland development 6 22 -
G0:0048839~inner ear development 5 - -
G0:0060429~epithelium development - - 11
G0:0060485~mesenchyme development - 12 5
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Ponadto nietypowa cechg myszy MRL/MpJ jest obnizony poziom albo brak
biatka p21 w matzowinie usznej. Biatko p21 jest inhibitorem cyklu komoérkowego.
W zwiagzku z tym, komorki podobne do fibroblastow (ang. fibroblast-like cells) myszy
MRL/MpJ wykazuja wicksze nagromadzenie w fazie cyklu komoérkowego G2/M
co powoduje podwyzszong odpowiedz komorkowg na napraweg/uszkodzenia DNA
w regenerujacej si¢ tkance. Podobng odpowiedz komorkowa obserwuje si¢
w embrionalnych komorkach macierzystych ssakoéw oraz u organizméw posiadajacych

podwyzszone zdolno$ci regeneracyjne [38].

Analiza zmian w globalnym poziomie ekspresji genéw u myszy MRL/MpJ

w trakcie procesu regeneracji

Dotychczas opublikowano wyniki kilku badan transkryptomicznych, ktore miaty
na celu zbadanie zmian w globalnym poziomie ekspresji genéw u myszy MRL/MpJ

w trakcie procesu regeneracji w porownaniu do kontrolnych szczepéw myszy.

Wykazano, iz w trakcie procesu bezbliznowego gojenia ran serca u myszy
MRL/MpJ, w porownaniu do myszy C57BL/6J, podwyzszonej ekspresji ulegaty geny
kodujace biatka strukturalne serca, czynniki wzrostu oraz geny zwigzane z procesami
tworzenia naczyn krwiono$nych oraz regulujace cykl komorkowy [15]. Inne badania
wykazaly, ze geny zwigzane z odpowiedziag immunologiczna oraz apoptoza ulegaja
obnizonej ekspresji w tkance uszkodzonego serca myszy MRL/MpJ, w porownaniu do
szczepu kontrolnego, zas podwyzszonej ekspresji ulegaja geny zwigzane z procesem

gojenia ran [14].

Réznice w poziomie ekspresji gendéw obserwowano takze w trakcie naprawy
amputowanego fragmentu palca u myszy MRL/MpJ w poréwnaniu do dwoch
kontrolnych szczepéw myszy - CBA oraz C57BL/6J. Wykazano, iz grupa 75 genow
ulega odmiennej ekspresji u myszy MRL/MplJ, w porownaniu do dwoch kontrolnych
szczepow. Posrod tych gendw podwyzszonej ekspresji ulegaty migdzy innymi geny
odpowiedzialne za morfogeneze konczyn i naprawe centralnego uktadu nerwowego
[23]. Badania Masinde i wsp. pozwolily na zidentyfikowanie 36 rdznie
eksprymowanych genéw w trakcie procesu gojenia ran wycigtych w matzowinie usznej
u myszy MRL/MpJ w poréwnaniu do szczepu myszy C57BL/6J. Wsrod gendow
0 odmiennej ekspresji wystepowaty transkrypty zwigzane z procesem gojenia ran [39].

Inna analiza zmian w profilach ekspresji genéw w trakcie gojenia ran utworzonych

17


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

w matzowinie usznej dowiodta, iz znaczaca liczba gendow 0 podwyzszonej ekspresji
u szczepu myszy kontrolnej C57BL/6J, w poréwnaniu do myszy MRL/MplJ, kodowata
geny zwigzane z odpowiedzia zapalng. Natomiast u myszy MRL/MpJ obserwowano
podwyzszony poziom ekspresji genéw kodujacych biatka odpowiedzialne za naprawe

uszkodzonej tkanki [40].

Powyzsze badania wykazaty, ze u myszy MRL/MpJ w trakcie procesu gojenia
ran podwyzszonej ekspresji ulegaja geny odpowiedzialne za proliferacje i naprawe
uszkodzonej tkanki, podczas gdy obnizong ekspresj¢ wykazywaty transkrypty zwigzane
z odpowiedzia immunologiczng. Wiadomo, iz podwyzszone zdolno$ci regeneracyjne
myszy MRL/MplJ sa cecha wielogenow3, jednak na podstawie dotychczasowych badan
nic mozna jednoznacznie wskaza¢ nadrzednego czynnika odpowiedzialnego za te
zdolnosci. Z wynikow dotychczasowych badan transkryptomicznych nie mozna

wyprowadzi¢ charakterystycznego dla myszy MRL/MpJ profilu transkryptomicznego.

2.3. Mysz AIRmax oraz mysz naga jako inne przyklady

szczepOow myszy o podwyzszonych zdolnosciach regeneracyjnych

Oprocz myszy MRL/Mp] w badaniach nad procesami regeneracyjnymi
wykorzystywane sg takze inne modele myszy. Linia myszy AIRmax (maximum Acute
Inflammatory Reactivity), wykazujaca maksymalng ostrg odpowiedz zapalng, zostata
wyselekcjonowana przez krzyzowanie o$Smiu szczepow myszy (A/J, DBA/2J, P/,
SWR/J, SIL/J, CBA/J, BALB/cJ oraz C57BL/6J). Wykazano, iz szczep myszy AIRmax
posiada zdolno$¢ do szybkiego, bezbliznowego gojenia otworéw wycigtych
w matzowinie usznej, co przypomina proces obserwowany u myszy MRL/MpJ oraz
LG/J. Globalna analiza poziomu ekspresji genéw dowiodla, ze kluczowa dla procesu
regeneracji u myszy AIRmax jest wczesna aktywacja gendéw zaangazowanych
W odpowiedzZ zapalng 1 zahamowanie ekspresji genow zwigzanych z kontrakcja migsni.
Wykazano, iz szybka aktywacji odpowiedzi zapalnej, juz po 48 h od momentu

zranienia, sprzyja procesowi regeneracji w przypadku szczepu myszy AIRmax [41].

Rowniez szczep myszy z deficytem genu Foxnl (myszy nagie, bez grasicy,
wykazujace niedobor limfocytow T) jest zdolny do bezbliznowego gojenia ran skory
I otworow wycietych w matzowinie usznej [42]. Wykazano, ze wptyw na podwyzszone
zdolno$ci regeneracyjne myszy nagich moze mie¢ wyzsza ekspresja genéw kodujacych

metaloproteinazy macierzy MMP-9 i MMP-13 w miejscu zranienia skory [43, 44].
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Metaloproteinazy uczestniczg w wielu biologicznych procesach takich jak morfogeneza,
gojenie ran czy regeneracja. Uwalnianie metaloproteinaz w miejscu zranienia przez
komorki fibroblastow wptywa najprawdopodobniej na przebudowe struktury kolagenu
w trakcie pozniejszej fazy gojenia ran i umozliwia zamknigcie rany bez powstania

blizny u myszy nagich [44].

2.4. Bezbliznowe gojenie ran skory w trakcie rozwoju

embrionalnego

W trakcie rozwoju embrionalnego skora ptodow, w zaleznosci od wieku
cigzowego, wykazuje r6zng odpowiedz na zranienia. W trakcie pierwszego i drugiego
trymestru cigzy, ptody posiadaja zdolnos¢ do szybkiego gojenia ran skory grzbietowej
bez powstawania odpowiedzi zapalnej oraz blizny. Blisko poczatku trzeciego trymestru
zdolnosci ptodu do bezbliznowego gojenia ran skory sa juz tracone. W tym okresie rany
goja si¢ zdecydowanie wolniej, a W miejscu zranienia mozna zaobserwowac
nagromadzenie kolagenu, co skutkuje powstaniem blizny [45]. Wykazano, ze u ludzi
bezbliznowe gojenie ran skory grzbietowej ptodéw jest obserwowane do 22-24
tygodnia cigzy [45, 46]. W przypadku myszy ostatnim dniem, w ktorym obserwuje si¢
zdolnos¢ do bezbliznowego gojenia ran jest dzien embrionalny 16 (E16, zwany dalej

dniem tranzycji, Rys. 1) [47] lub wedlug innych zrodet embrionalny dzien 17 [48].

Regeneracja Naprawa
Bezbliznowe gojenie ran
Brak odpowiedzi zapalnej o Powstawanie blizny w migjscu zranienia
Odbudowa mieszkéw wiosowych Dzien Wolniejsze_go!enie sig ran
i gruczotow tojowych tranzycji Odpowiedz zapalna
11 Il trymestr cigzy I trymestr cigzy - dorostosé
/o
;s >
ff /
EO-E15 El6 E17-d0 / /  Dorosty
’ osobnik

Rys. 1. Schemat przedstawiajacy okresy rozwoju embrionalnego myszy.

EO0-E17 - dni embrionalne, dO - dzien narodzenia (rysunek przygotowany na podstawie Wilgus, 2007

[45]).
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2.4.1. Czynniki regulujace zdolno$¢ do bezbliznowego

gojenia ran skory plodowe;j

Skladniki macierzy zewnatrzkomorkowej

Macierz zewnatrzkomorkowa (ECM, ang. ExtraCellular Matrix) peini wazna
rolg w trakcie gojenia ran, gdyz moze regulowac czynniki wzrostu oraz cytokiny [49].
Badania in vitro wykazaty, ze fibroblasty ptodow produkujg wigkszg ilos¢ catkowitego
kolagenu, przy czym w komorkach jest wyzszy stosunek kolagenu typu III 1 IV niz
w fibroblastach skory dorostej. Dorosta skora zawiera glownie kolagen typu I. Ocenia
si¢, ze wicksza ilos¢ kolagenu typu III w skorze ptodéw, przed etapem tranzycji,
przyczynia si¢ w znacznym stopniu, do tego ze po uszkodzeniu skora regeneruje sig
bezbliznowo [50]. W przeciwienstwie do fibroblastow dorostej skory, fibroblasty
ptodéw wykazuja ponadto zdolno$¢ do szybszej migracji i do jednoczesnej syntezy
kolagenu i proliferacji [50].

Ponadto dowiedziono, iz w ranach ptodowych wystepuje podwyzszony poziom
glikozaminoglikanow takich jak siarczan chondroityny czy kwas hialuronowy
(HA, ang. hyaluronic acid), ktore wystepuja na powierzchni komorki lub w ECM [50].
Kwas hialuronowy wystepuje w wyzszym stezeniu i dtuzej utrzymuje si¢ W ranach
skory ptodu w porownaniu do dorostych osobnikéw [51]. Jest to najprawdopodobniej
spowodowane obnizong aktywnoscig hialuronidazy u plodow oraz podwyzszona
ekspresja receptora kwasu hialuronowego (CD44), w poréwnaniu do dorostych
fibroblastow [52]. Badania in vitro wykazaly, ze podawanie HA przeciwdziata
formowaniu si¢ blizny w tkankach uszkodzonej konczyny myszy po etapie tranzycji (po
dniu E16) [53].

Odpowiedz zapalna

Inng cechg charakterystyczng skory ptodow, przed poczatkiem trzeciego
trymestru cigzy, jest zmniejszona odpowiedz zapalna na zranienia skory. Dowiedziono,
ze plytki krwi ptodéw wykazuja zmniejszong agregacje w odpowiedzi na kolagen,
sktadnik macierzy zewnatrzkomoérkowej, ktory stymuluje agregacje plytek krwi
w trakcie gojenia ran u dorostych. Ponadto ptytki krwi ptodow uwalniajg mniejszg ilos¢

cytokin, ktore sg odpowiedzialne za odpowiedZ zapalng w miejscu uszkodzenia tkanki
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[45]. Rowniez w ranach gojacej sie bezbliznowo skory ptodow, w porownaniu do skory
dorostych ssakow, obserwuje si¢ mniejszg ilo§¢ innych komorek uktadu
immunologicznego, ktore sa aktywowane w trakcie gojenia ran takich jak makrofagi,
limfocyty T i B [54]. W skorze embriondw przed trzecim trymestrem cigzy na nizszym
poziomie ulegajg ekspresji geny kodujace interleuking 6 (IL-6) [55] oraz IL-8 [56],
natomiast na wyzszym poziomie jest produkowana IL-10 [57]. Inhibicja ekspresji genu
IL-10 w trakcie gojenia ran skory ptodowej [57] lub wprowadzenie rekombinantowej
IL-6 skutkuje zahamowaniem procesu regeneracji oraz powstaniem blizny [55]. Takze
ilo$¢ transformujacych czynnikow wzrostu (TGF-B) jest r6zna w ranach skéry ptodu
oraz u dorostych osobnikéw. W ranach skory ptodowej ilos¢ TGF-B3 jest wigksza,
natomiast u dorostych ssakow obserwuje si¢ podwyzszong ekspresje Tgf-p1 1 Tgf-f2
[58]. W wyniku niedokrwienia, w obszarze rany wystepuja warunki hipoksji (niska
zawarto$¢ tlenu), natomiast u ptodéw obserwuje si¢ podwyzszony poziom ekspresji
czynnika Hifla (czynnik transkrypcji aktywowany w warunkach hipoksji), ktory
oddziatujac z TGF-B3 moze opozniaé odpowiedz ukltadu immunologicznego [50].
Jednak trzeba doda¢, ze proby kliniczne zastosowania rekombinantowego czynnika
TGF-B3, znanego jako avotermin lub juvista, w celu stymulacji bezbliznowego gojenia
ran skory, nie byly udane, gdyz nie uzyskano znaczacej statystycznie réznicy w ocenie
jakosci blizny w poréwnaniu z placebo w badaniach przeprowadzonych na 350

pacjentach (www.fiercebiotech.com/press-releases/juvista-eu-phase-3-trial-results).

Poziom ekspresji genow

Wykazano, ze zdolno$¢ do bezbliznowego gojenia ran skoéry ptodéw wynika
réwniez z odmiennego poziomu ekspresji gendw nalezacych do rodziny genow
homeotycznych. Geny te odgrywaja wazng role w trakcie roznicowania komorek na
etapie wczesnego rozwoju embrionalnego [50]. Posrod 39 dobrze poznanych genow
homeotycznych wykazano, ze geny HOXA4, HOXA5, HOXA7, HOXB13, PRX-2
ulegaja odmiennej ekspresji w skorze ptodow ludzkich przed poczatkiem trzeciego
trymestru cigzy w porownaniu do skéry dorostych osobnikéw. Rowniez geny MSX-1,
MSX-2, MOX-1, nie nalezagce do rodziny genow homeotycznych, wykazywaly

podwyzszony poziom ekspresji w skorze ptodow [59-61].

Ponadto, inny profil ekspresji wykazuja geny, zwiazane z proliferacja

I wzrostem komorki, w uszkodzonej skorze ptodu przed poczatkiem trzeciego trymestru
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cigzy oraz u jednodniowych myszy. W skorze ptodu wigkszos¢ gendow jest aktywowana
zaraz po zranieniu, po czym ich poziom ekspresji stopniowo spada. W przypadku
mtodych myszy, po zranieniu skoéry, nie obserwuje si¢ naglej aktywacji ekspresji
genow. Dopiero po 24 h wigkszo$¢ gendéw, o podwyzszonym poziomie ekspresji
w skorze ptodowej, zostaje aktywowana w skorze noworodkowej. Opdzniona indukcja
ekspresji genéw w skorze dorostych myszy moze wigza¢ sie z utrata zdolnoSci do

bezbliznowego gojenia ran [48].

Inne badania poréwnujgce zmiany w globalnych profilach ekspresji genoéw
w keratynocytach i fibroblastach nieuszkodzonej skory embrionéw z dnia 16 i 18
dowiodly, ze 546 gendw wykazywalo co najmniej 2-krotne rdéznice w poziomie
ekspresji pomigdzy tymi dniami. Analiza ontologiczna dla gendw o réznym poziomie
ekspresji wykazata, ze podwyzszonej ekspresji w dniu E18, w porownaniu do dnia E16,
ulegaly transkrypty zwigzane ze szlakiem sygnalizacyjnym WNT oraz PDGF.
Natomiast podwyzszonej ekspresji w fibroblastach embrionéw z dnia E16 ulegaly geny

zwigzane z degradacjg wolnych rodnikow [62].

Komorki tuczne

Komoérki tuczne ulegajg szybkiej degranulacji w wyniku uszkodzenia tkanki
skory, uwalniajac wiele czynnikéw pro-zapalnych. W trakcie gojenia ran, komorki
tuczne migruja do miejsca uszkodzenia, zwigkszajac swoja ilos¢. Zwigzki uwalniane
przez komorki tuczne wplywaja na odczyn zapalny w miejscu zranienia, produkcje
kolagenu oraz angiogeneze. Ostatnie badania dowiodty, ze ilo§¢ dojrzatych komorek
tucznych w skoérze ptodowej myszy w dniu E15 jest zdecydowanie nizsza niz
u embriondow w dniu E18, u ktérych rany goja si¢ z powstaniem blizny. Ponadto
wprowadzenie lizatu komorek tucznych do ran skory ptodéow z dnia embrionalnego 15
skutkuje powstaniem blizny w miejscu uszkodzenia. Rowniez w przypadku mutantow
embrionow myszy w dniu E18, u ktorych nie byly produkowane komorki tuczne,
obserwowano zmniejszenie obszaru blizny w miejscu uszkodzenia skory. Powyzsze
wyniki wskazujg na to, ze komorki tuczne mogg odgrywac istotng role w odpowiedzi na

zranienie prowadzacej do powstawania blizny po dniu E15 [63].
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Wplyw Srodowiska zycia embrionéw na bezbliznowe gojenie ran skory

Plody rozwijaja si¢ w Srodowisku o obnizonej zawartosci tlenu, sterylnym,
bogatym w pltyny owodniowe i skladniki odzywcze. W zwigzku z tym sprawdzono
wplyw §rodowiska zycia embrionéw na zdolno$¢ do bezbliznowego gojenia ran.
Przeszczepiono fragment skory z podbrzusza dorostej owcy w 60 dniu cigzy do ptodu
jagniecia (okres cigzy u owiec wynosi 145 dni) i po 40 dniach od przeszczepu
wykonano nacigcie zardwno na skorze przeszczepionej jak i ptodowej. Okazato sie, ze
fragment przeszczepionej dorostej skory goit si¢ wolniej, co skutkowato powstaniem
blizny, podczas gdy uszkodzona skéra ptodu goita si¢ bezbliznowo [64]. Srodowisko
zycia embrionéw nie ma wigc decydujacego wpltywu na zdolnos¢ do bezbliznowego
gojenia ran skory ptodu przed trzecim trymestrem cigzy [64]. Ponadto podwyzszone
zdolnosci regeneracyjne sg obserwowane w liniach komérkowych wyprowadzonych ze
skory plodowej przed dniem tranzycji [65, 66]. W zwigzku z powyzszym,
najprawdopodobniej na réznice w sposobie gojenia ran wplywaja endogenne
wlasciwosci skory ptodowej .

Pomimo licznych badan (Tab. 2) nie udato si¢ w petni wyjasni¢ molekularnych
podstaw regeneracji skory ptodu przed poczatkiem trzeciego trymestru cigzy. Zmiany

epigenetyczne s3 kluczowe w trakcie rozwoju embrionalnego i moga mie¢ wplyw na

réznice w poziomie ekspresji gendéw odpowiedzialnych za bezbliznowe gojenie ran.
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Tab. 2. Poréwnanie czynnikéw odpowiadajacych za bezbliznowe gojenie ran skéry plodéw i dorostych

ssakow.

Skora embrionalna

Cecha (przed 17 dniem Skéra dorostych ssakéw
embrionalnym)
Gojenie ran bezbliznowe powstaje blizna

Macierz zewnatrzkomérkowa (ECM)

Kwas hialuronowy [51] podwyzszony obnizony
Receptor kwasu hialuronowego odwyiszon obnizon
CD44 [52] podwyzszony y
Dekoryna [67] obnizona podwyzszona
Fibromodulina [68] podwyzszona obnizona
Stosunek MMP (metaloproteinaz
macierzy) do TIMP (inhibitorow podwyzszony obnizony

metaloproteinaz macierzy)[52]

Tenascyna C [69, 70]

wczesniejsze odkladanie

pozniejsze odktadanie

Odpowiedz zapalna

Poziom komorek odpowiadajgcych

za odpowiedz zapalng [54, 63, 71] niski wysoki
Poziom cyklooksygenazy 2 (Cox2) i o .
prostaglandyny 2 (PGE-2)[72] niski wysoki
Poziom ekspresji interleukiny 6 obnizon odwyiszon
(IL6)[55] i interleukiny 8 (IL8)[56] y podwyzszony
Poziom czynnikow wzrostu
podwyzszony (szybsze
PDGF [52] usuwanie z miejsca obnizony
zranienia)
obnizony (wg niektorych .
VEGF[73] srodel) podwyzszony
FGF7/FGF10/FGF2 [52] obnizony/obnizony/ podwyzszony/
podwyzszony podwyzszony/obnizony
StosunekT'glszl;g?)[gg]TGFﬁ Li podwyzszony Obnizony

Pozostale czynniki

Geny homeotyczne [59-61]

odmienny poziom ekspresji wybranych genow

A\ MOST
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2.5. Epigenetyczna regulacja ekspresji genéw - metylacja DNA

Wsrod zmian epigenetycznych mozna wyr6zni¢ kondensacje chromatyny
I zwigzane z tym zjawiskiem procesy metylacji i hydroksymetylacji DNA oraz
kowalencyjne modyfikacje histonéw takie jak metylacja, acetylacja, fosforylacja czy
ubikwitynacja [74]. Rowniez krotkie, niekodujace, jednoniciowe mikroRNA (miRNA)
moga by¢ zaliczane do mechanizméw regulacji epigenetycznej wplywajac na proces
translacji lub stabilnosci mRNA [75]. Modyfikacje epigenetyczne generalnie wplywaja
na poziom ekspresji genow, nie powodujac zmian w sekwencji DNA. Jedng

Z najczesciej badanych modyfikacji epigenetycznych jest metylacja DNA.

U kregowcow metylacja DNA z reguty zachodzi na weglu 5 reszty cytozyny
wystepujacej w dinukleotydach CpG, czgsto okreslanych mianem wysp CpG [76].
Wyspy CpG sa definiowane jako regiony DNA genomowego, o dlugo$ci minimum
550 pz i czestosci wystgpowania nukleotydow CpG powyzej 65% [77]. Wyspy CpG sa
glownie zlokalizowane w regionach promotorowych i egzonowych ssaczych

genow [78].

Oprécz metylacji w obregbie dinukleotydow CpG, grupa metylowa moze zostac¢
takze dodana do reszty cytozyny wystepujacej w dinukleotydach CpA, CpT czy CpC.
Ten rodzaj modyfikacji epigenetycznej okreslany jest mianem metylacji "non-CpG".
Znaczacy poziom metylacji "non-CpG" zidentyfikowano w embrionalnych komadrkach
macierzystych oraz w zréznicowanych komodrkach ludzkich migéni szkieletowych czy
mozgu. Metylacja cytozyny w dinukleotydach CpA, CpT i CpC najprawdopodobniej,
tak jak w przypadku metylacji w obrebie sekwencji CpG, odpowiada za hamowanie
procesu transkrypcji, poprzez zmniejszenie wigzania czynnikow transkrypcyjnych do

sekwencji regionéw promotorowych genow [79].

Heterochromatyna i euchromatyna

Epigenetyczne modyfikacje, wptywajac na struktur¢ chromatyny, reguluja
poziom ekspresji gendw. Regiony DNA genomowego, ze wzgledu na regulacje
epigenetyczng ekspresji genow, s3 zorganizowane w dwa podstawowe typy
chromatyny: euchromatyn¢ i heterochromatyng. Termin euchromatyna odnosi si¢ do
rozluznionej struktury chromatyny, zawierajacej gldwnie geny aktywne transkrypcyjnie

np. geny metabolizmu podstawowego. W regionach promotorowych gendéw aktywnych
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transkrypcyjnie miejsca CpG sg z reguly niemetylowane, zas dochodzi do potrojnej
metylacji reszty lizyny 4 (Lys4) histonu H3 (H3K4me3), co powoduje rozluznienie
struktury chromatyny. Heterochromatyna natomiast, ktora jest wzbogacona
w metylowane DNA oraz reszty histonowe pozbawione acetylacji, dzieli si¢ na dwie
podgrupy: konstytutywng i fakultatywng. Konstytutywna heterochromatyna zawiera
silnie skondensowane regiony genomu nieaktywne transkrypcyjnie, ktore sg
wzbogacone w metylacje lizyny 9 histonu 3 (H3K9), do ktérych naleza centromery.
Fakultatywna heterochromatyna odnosi si¢ do regionow genomu, ktore sg wyciszone,
ale mogg by¢ aktywowane transkrypcyjnie w pewnych sytuacjach lub typach komorek,
a wiec sg podatne na regulacje. W obszarach tych wystepuja glownie geny regulujace

rozwdj organizmu [80].

Metylotransferazy DNA

Za proces metylacji DNA  odpowiedzialne s3 enzymy zwane
metylotransferazami DNA (DNMTs, ang. DNA Nucleotide Methyltransferases).
Powyzsze enzymy  katalizuja  transfer grupy metylowej z  czasteczki
S-adenozylo-L-metioniny (AdoMet lub SAM) na wegiel 5 reszty cytozyny. W wyniku
tej reakcji powstaje 5-metylocytozyna oraz produkt poboczny
S-adenozylo-L-homocysteina. Grupa metylowa cytozyny umiejscowiona jest w duzej
bruzdzie nici DNA, gdzie moze by¢ efektywnie rozpoznawana przez biatka wykazujace
powinowactwo do metylowanych sekwencji DNA [74]. Wsrdéd ssaczych
metylotransferaz DNA mozemy wyrdzni¢ sze$¢ najlepiej poznanych enzyméw (Dnmtl,
Dnmtlo, Dnmt2, Dnmt3a, Dnmt3b oraz Dnmt3L) [81]. Dnmt1, metylotransferaza DNA
1 wykazuje powinowactwo wzgledem hemimetylowanego DNA i odpowiada za
utrzymane wzoru metylacyjnego w trakcie procesu replikacji oraz naprawy DNA
(metylacja bierna lub zachowawcza) [74, 76, 82]. Dnmtl jest produkowana zaréwno
w komorkach embrionalnych oraz dorostych ssakow i jest gtowna metylotransferaza
obecna w komorkach somatycznych [82, 83]. Enzym Dnmtlo jest izoformg biatka
Dnmtl, aktywng do stadium blastocysty [84]. Metylotransferazy Dnmt3a i Dnmt3b
wykazuja powinowactwo wzgledem niemetylowanych oraz hemimetylowanych
sekwencji DNA 1 odpowiadaja za tak zwang de novo metylacje¢ chromatyny na
wczesnych etapach rozwoju embrionalnego i w komorkach rozrodczych [74]. Ich
poziom ekspresji w dorostych komorkach ssaczych jest stosunkowo niski w porownaniu

do komoérek embrionalnych [83]. Nalezgca do tej samej rodziny metylotransferaza
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Dnmt3L nie posiada wilasciwosci katalitycznych, natomiast oddzialuje z enzymami
Dnmt3a i Dnmt3b wzmacniajgc ich aktywno$¢ [76]. Metylotransferazy Dnmt3a,
Dnmt3b oraz Dnmt3L najprawdopodobniej odpowiadajg tez, za metylacje cytozyny
w dinukleotydach "non-CpG" [79]. Biatlko Dnmt2 zostalo zaliczone do rodziny
metylotransferaz  DNA ze wzgledu na jego wysoka homologi¢ strukturalng
i sekwencyjng do pozostalych metylotransferaz DNA. Badania wykazaly jednak, ze
enzym Dnmt2 jest odpowiedzialny za metylacj¢ 38 reszty cytozyny w antykodonowej

petli tRNA kwasu asparaginowego [85].

Bialka TET (Ten-Eleven Translocation)

Biatka nalezace do rodziny TET (TET1, TET2, TET3) sg dioksygenazami
zaleznymi od tlenu, zelaza i 2-oksoglutaranu zdolnymi do utleniania 5-metylocytozyny
(5-mC) do 5-hydroksymetylocytozyny (5-hmC), nastepnie do 5-formylocytozyny (5-fC)
I 5-karboksylocytozyny (5-caC). Biatka TET najprawdopodobniej poprzez modyfikacje
5-mC uczestnicza w aktywnej demetylacji reszty cytozyny. Zaklada sig¢, ze do
demetylacji reszty 5-metylocytozyny dochodzi poprzez aktywacje enzymu glikozylazy
tymidynowej DNA, ktory rozpoznajac 5-fC oraz 5-caC aktywuje system naprawy DNA
BER (ang. Base-Excision Repair). Powoduje to wyciecie z nici DNA 5-fC lub 5-caC
oraz wstawianie w ich miejsce niemodyfikowanej reszty cytozyny [86]. Wysoki poziom
5-hmC wystepuje w embrionalnych komorkach macierzystych i jest pozytywnie
skorelowany z ich zdolnosciami do pluripotencji [87]. W dorostym organizmie 5-hmC

jest obecna w regionach promotorowych genéw w neuronach [88].

Metylacja DNA w regionie promotorowym i wewnatrz genu

Proces metylacji DNA moze zachodzi¢ zaréwno w regionach promotorowych
genow jak rowniez wewnatrz gendbw w miejscach intronowo-egzonowych. Wykazano,
ze metylacja DNA w regionie promotorowym genu (w obrgbie TSS), gtdéwnie wplywa
na wyciszenie ekspresji genu, poprzez bezposrednie hamowanie przez 5-mC wigzania
czynnikow transkrypcyjnych do regionéw promotorowych gendéw lub poprzez wigzanie
do 5-metylocytozyn biatek MBD (ang. Methyl-CpG Binding Domain proteins). MBDs
aktywuja kompleks biatek modyfikujacych chromatyne do formy nieaktywnej
transkrypcyjnie [89].
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Natomiast metylacja wewnatrz sekwencji genu nie blokuje jego ekspresji i moze
nawet stymulowaé proces elongacji w trakcie transkrypcji. Pozytywna korelacje
pomiedzy metylacja DNA a aktywng transkrypcja potwierdzono mig¢dzy innymi
w trakcie badania procesu transkrypcji genow z aktywnego chromosomu X oraz
zapomocg sekwencjonowania wodorosiarczynowego genomow zwierzat i ro$lin.
Ponadto wykazano, iz z reguly miejsca egzonowe posiadajg wyzszy stopien metylacji
niz miejsca intronowe genoéw [90]. Najczgséciej zmiana w stopniu metylacji zachodzi na
granicy miejsc intronowo-egzonowych, co sugeruje wplyw metylacji DNA na regulacje
sktadania egzonéw z pre-mRNA w procesie splicingu [90] oraz stymulacje procesu

elongacji w trakcie transkrypcji [89].

2.6. Wplyw regulacji epigenetycznej na rozwdj organizmu

| proces regeneracji

Regulacja epigenetyczna odgrywa kluczowa role w zjawisku pigtnowania
genomowego, wyciszaniu ekspresji okre§lonych grup genéow w réznicowaniu tkanek
i komoérek oraz w lionizacji, czyli inaktywacji jednego z chromosoméw X u kobiet.
Ponadto metylacja DNA jest takze zwigzana z procesem naprawy DNA oraz

wyciszaniem elementow transpozycyjnych i retrowirusowych w genomie ssakow [76].

Zmiany we wzorze 1 poziomie globalnej metylacji wptywaja na proces
embriogenezy 1 prawidlowego rozwoju organizmu. Juz na etapie gametogenezy
dochodzi do specyficznej zmiany wzoru metylacyjnego DNA okreslonych sekwencji
nukleotydowych zaro6wno w meskich jak 1 zenskich komoérkach rozrodczych. Drugie
wazne przeprogramowanie wzoru metylacyjnego DNA zachodzi na etapie wczesnego
zarodka. Wiele sekwencji DNA jest aktywnie demetylowanych w zygocie. Nast¢pnie
metylotransferazy DNMT3A i DNMT3B przeprowadzaja proces de novo metylacji
DNA. W wyniku powtdrnej metylacji regionow promotorowych gendw w trakcie
rozwoju embrionalnego dochodzi do wyciszenia ekspresji gendw bedacych markerami
pluripotencji takich jak Nanog, Oct4 czy Leftyl [91]. Metylacja regiondéw
promotorowych tych gendéw moze wpltywaé na utrate zdolnosci do regeneracji

w dorostych organizmach ssaczych.

Embrionalne komorki macierzyste wykazujg zdolnos¢ do samoodnowy 1 moga
réznicowa¢ si¢ do kazdego typu komorek dorostych. Ich zdolno$¢ do pluripotencji

wynika z obecnosci biwalentnego stanu epigenetycznego w regionach promotorowych
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genow odpowiedzialnych za rozwoj organizmu. W obrgbie miejsca transkrypcji tych
genow wystepuje jednoczesnie potrdjna metylacja lizyny 27 (represja ekspresji) oraz
lizyny 4 (aktywacja ekspresji) histonu 3. Wspdtistnienie tych antagonistycznych
znakow epigenetycznych w obrgbie poczatku startu transkrypcji pozwala na aktywacje
transkrypcji kluczowych genow w trakcie rozwoju organizmu. Komorki macierzyste
W dorostym organizmie mogg wystepowa¢ w réznych tkankach 1 posredniczy¢
W procesach roznicowania komorek oraz regeneracji w odpowiedzi na zranienia.
Somatyczne komoérki macierzyste moga si¢ odnawiac i roznicowac jedynie do pewnej
ograniczonej liczby typow komorek okreslonej dla rodzaju komoérek wyjéciowych.
Takie komorki zidentyfikowano miedzy innymi w tkankach krwi, mézgu, migsni, skory
oraz jelita. Badania wykazaty, ze w tkankach, ktore posiadaja zdolno$¢ do regeneracji,
regiony promotorowe genoéw kluczowych dla tego procesu posiadaja biwalentny stan
epigenetyczny, analogicznie do embrionalnych komodrek macierzystych [80]. Liczba
takich tkanek w naszym organizmie jest jednak ograniczona i kregowce wyzsze, w tym

ludzie, posiadaja czesto bardzo ograniczone zdolno$ci regeneracyjne.

Innym przyktadem wskazujacym na zwigzek pomigdzy metylacja DNA
a zdolnoscig regeneracyjng jest odbudowa uszkodzonych w wyniku kontuzji migsni
u ssakéw. W mieg$niach ssakow wystepuja komorki satelitarne, petnigce funkcje
podobng do embrionalnych komorek macierzystych, ktore sa prekursorami komorek
miogennych. Do regeneracji mig$ni konieczna jest aktywacja genow Myf5 i MyoD.
Aktywacja ekspresji tych genow, poprzez demetylacje ich region6w promotorowych
umozliwia proliferacj¢ komoérek satelitarnych, ich pdzZniejsze rdznicowanie

I w konsekwencji regeneracje uszkodzonej tkanki migéniowej [92].

Przyktadem bardziej ograniczonych zdolno$ci regeneracyjnych, obecnych tylko
na pewnym etapie rozwoju, jest kijanka zaby Xenopus laevis. Wykazano, ze utrata
zdolnosci do regeneracji konczyn u dorostej zaby jest zwigzana z metylacja sekwencji
wzmacniajacej ekspresje genu Shh (ang. Sonic hedgehog) - morfogenu
odpowiedzialnego za prawidlowy rozwdéj konczyn. W blastemie kijanek zaby, gdzie
dochodzi do ekspresji genu Shh, sekwencja wzmacniajaca jego ekspresje - MFCS1, jest
hipometylowana, natomiast po metamorfozie kijanki dochodzi do metylacji tego

regionu regulatorowego [4].

Dowiedziono takze wpltyw regulacji epigenetycznej na naprawe centralnego

uktadu nerwowego. Szlak kwasu foliowego odgrywa wazng role w naprawie

29


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

centralnego uktadu nerwowego po uszkodzeniach. Wykazano, ze taka naprawa
zachodzi przynajmniej cze¢sciowo przez regulacje metylacji DNA. U gryzoni z urazem
nerwu kulszowego regeneracja aksondéw centralnego ukladu nerwowego, w ktorej
posredniczg foliany, zalezy od aktywacji receptora 1 kwasu foliowego (Folrl). Badania
wykazaty, ze wplyw folianéw na regeneracj¢ doprowadzajacych neuronéw rdzenia byt
cisle skorelowany =z zakresem dawek kwasu foliowego oraz z globalng
I genowo-specyficzng metylacja DNA, ekspresja zarowno receptora kwasu foliowego
Folrl jak i de novo metylotransferaz DNA [93].

Rowniez muszka owocowa Drosophila wykazuje podwyzszong zdolnos¢ do
regeneracji w stadium larwalnym dzigki obecnosci tkanki zawigzkowej (primordium)
zwanej tarczami imaginalnymi (ang. imaginal dicscs). Wykazano zdolnos¢ do
regeneracji  dyskow imaginalnych u muszki owocowej po uszkodzeniach
spowodowanych naswietlaniem promieniowaniem X. Dowiedziono, ze obnizona
aktywnos$¢ kompleksu biatek polycomb (PcG, ang. Polycomb repressive complexes 1 i 2
(PRC1, PRC2)), ktore katalizuja, miedzy innymi, wyciszanie ekspresji gendw poprzez
potrdjng metylacje lizyny 27 histonu 3 (H3K27me3), moze odpowiada¢ za zdolno$¢ do

odbudowy utraconych konczyn u larw muszki owocowej [94].

Powyzsze badania wskazuja, iz regulacja epigenetyczna nie tylko odgrywa
kluczowa rolg w trakcie rozwoju organizmu i embriogenezy, pozwalajac na prawidtowe

roznicowanie komorek 1 budujacych je tkanek, ale réwniez za procesy regeneracyjne.

W odniesieniu do skory ptodu znamienne jest natomiast zachowanie zdolno$ci
tej tkanki do bezbliznowego gojenia po przeszczepie do dorostego organizmu, co
sugeruje epigenetyczng determinacje tego fenomenu. W zwigzku z powyzszym
ustalenie zmian we wzorze metylacyjnym DNA przed i po 16 dniu embrionalnym
myszy w skorze grzbietowej moze przyczyni¢ si¢ do wyjasnienia molekularnych

podstaw regeneracji ssakow.

2.7. Badanie globalnego poziomu metylacji i ekspresji genow

Opracowano wiele metod umozliwiajagcych badanie poziomu metylacji
I ekspresji genéw na skalg genomows. Z regulty sa one oparte o system mikromacierzy

lub sekwencjonowanie drugiej generacji (NGS, ang. Next-Generation Sequencing).
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Posrod technik stuzgcych do badania zmian w globalnych profilach metylacji
DNA mozemy wyrozni¢ technik¢ oparta o immunoprecypitacje metylowanego DNA
(MeDIP, ang. Methylated DNA ImmunoPrecipitation), w ktorej stosuje si¢ przeciwciata
specyficzne wobec reszty 5-metylocytozyny do precypitacji fragmentow DNA
zawierajagcych metylowane regiony CpG [95] lub inne biatka wigzgce 5-mC (np. MBD).
Inng metodg jest technika oparta na konwersji wodorosiarczynowej DNA, a nast¢pnie
sekwencjonowaniu drugiej generacji [96]. W przypadku metody MeDIP, DNA
genomowe jest najpierw fragmentowane poprzez sonikacje, denaturowane
| precypitowane za pomocg przeciwcial specyficznych wobec metylowanej reszty
cytozyny. Nastepnie, badane ikontrolne DNA jest znakowane za pomocg réznych
barwnikow (z reguly cyjanianéw) i poddane hybrydyzacji na mikromacierzach,
zawierajacych sondy specyficzne wobec okreslonych loci genowych. Pojedyncze loci
genowe mogg by¢ natomiast analizowane poprzez standardowe metody takie jak

ilosciowy PCR w czasie rzeczywistym [97].

W przypadku techniki NGS, przed wykonaniem sekwencjonowania, zaggszcza
si¢ frakcj¢ DNA bogatag w miejsca CpG. NajczeScie] stosuje sie do tego celu technike
RRBS (ang. Reduced Representation Bisulphite Sequencing). W metodzie RRBS DNA
genomowe zostaje, na poczatku, poddane trawieniu przy zastosowaniu enzymow
restrykcyjnych (np. Mspl) [98]. Nastepnie fragmenty DNA o odpowiedniej wielkosci,
Z przytaczonym adaptorem, sg poddawane konwersji wodorosiarczynowej, W wyniku
ktorej niemetylowana reszta cytozyny jest przeksztalcana do uracylu [99]. Tak

otrzymana matryca jest nastgpnie poddawana sekwencjonowaniu [100].

Metoda NGS, w poroéwnaniu do MeDIP-chip, zapewnia rozdzielczosci
z doktadnos$cig do jednego nukleotydu. Natomiast zaleta metody MeDIP-chip jest
badanie DNA bez etapu konwersji chemicznej i zwigzanych z tym problemow niepetne;
konwersji, degradacji oraz eliminacji cytozyn z sekwencji nukleotydowej, co zwigksza

poziom niejednoznaczno$ci w sekwencji nukleotydowe;.

W przypadku badan transkryptomicznych rowniez najczgsciej stosuje si¢ metode
opartg na hybrydyzacji cDNA do mikromacierzy lub metod¢ NGS. Pomimo tego, iz
technologie mikromacierzowe sa bardzo czesto wykorzystywane w badaniach
transkryptomicznych, maja one pewne ograniczenia. Na przyktad, duze tlo hybrydyzacji
ogranicza mozliwo$¢ wykrycia transkryptow, ktore sg eksprymowane na niskim

poziomie. Ponadto, sondy roznig si¢ w swoich wlasciwosciach hybrydyzacyjnych
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| za pomocg macierzy mozemy zbada¢ poziom ekspresji tylko tych transkryptow, dla
ktorych sg zaprojektowane sondy. Technika NGS daje wicksze mozliwosci
w przypadku badania transkryptomu. Umozliwia wykrycie istotnych réznic w poziomie
ekspresji wszystkich genow oraz wykazuje wigksza czuto$¢. Dodatkowo, utatwia
znalezienie nowych wariantéw transkrypcyjnych, poniewaz nie jest ograniczona jedynie
do sekwencji okreslonych sond [101]. Za atut metod macierzowych mozna uznac

oprécz nizszych kosztow, takze znacznie tatwiejsza analize wynikow.
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3. Cel pracy

Gléwnym celem pracy byla proba okreslenia potencjalnych molekularnych
mechanizméw, a w szczeg6lnosci réznic w profilach metylacji 1 ekspresji genow,
odpowiadajacych za podwyzszone zdolnosSci regeneracyjne ssakow w oparciu o dwa
modele: dorostej myszy MRL/MplJ] oraz skory embrionéw myszy posiadajacych

zdolnos$¢ do bezbliznowego gojenia ran.
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4. Materialy i metody

4.1. Materialy

4.1.1. Tkanki

e Tkanki serca, $ledziony, malzowiny usznej, watroby (pobrane na odczynnik
stabilizujacy RNA, RNAlater), szpiku kostnego i krwi (pobranej na EDTA)
pochodzace od osmiotygodniowych samic myszy MRL/MpJ (nr kat. #000486)
oraz C57BL/6J (nr kat. #000664) zostaly dostarczone przez The Jackson
Laboratory (Stany Zjednoczone), natomiast tkanki pochodzace od myszy
BALB/c oraz serca pochodzace od embriondéw inoworodkow myszy
C57BL/6] zostaly zakupione w Trdjmiejskiej Akademickiej Zwierzgtarni
Doswiadczalnej (Gdanski Uniwersytet Medyczny).

e Tkanki serca, $§ledziony i watroby pochodzace od pigciotygodniowych samcow
myszy MRL/MpJ (nr kat. #000486) oraz C57BL/6J (nr kat. #000664) zostaty

dostarczone przez The Jackson Laboratory (Stany Zjednoczone).

e Skora grzbietowa, serca embriondw z dnia embrionalnego E15, E16, E18, E19
oraz z dorostych myszy szczepu CS57BL/6J w wieku 3 miesigcy zostaty
pobrane w Trojmiejskiej Akademickiej Zwierzgtarni Do$wiadczalnej (Gdanski
Uniwersytet Medyczny). Wiek embriondéw myszy zostal okreslony na
podstawie utworzenia czopu waginalnego po zaptodnieniu u samic (dzien
zaplodnienia zostal oznaczony jako EQ). Dodatkowo wykonano oceng¢ cech
morfologicznych okreslonych wg skali Theilera. Samice myszy w wieku
ciazowym E15, E16, E18, E19 zostaty uspione przy zastosowaniu izofluranu
I poddane eutanazji poprzez przerwanie rdzenia krggowego. Nastepnie
embriony zostaly usunig¢te z macicy samicy myszy, uSmiercone i pobrano
Z nich skorg grzbietowa oraz serca. Doswiadczenia zostaty wykonane za zgoda
Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzgtach nr 3 w Gdansku
(nr MPK 667, nr pozwolenia 5/2013).

Pobrane tkanki byly stabilizowane w roztworze RNAlater (Qiagen, nr kat. 76104)
i przechowywane w temperaturze -80°C.
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4.1.2. Odczynniki stosowane do izolacji DNA genomowego

Izolacja genomowego DNA byla prowadzona za pomoca zestawow DNeasy

Blood and Tissue firmy Qiagen (nr kat. 69504).

4.1.3. Odczynniki stosowane do izolacji RNA

Izolacja catkowitego RNA byta prowadzona za pomoca zestawéw RNeasy Mini
firmy Qiagen (nr kat. 74104). W celu usunigcia genomowego DNA z probki, uzyto
zestawu wolnej od RNaz DNazy (ang. RNase-free DNase Set) firmy Qiagen,

zawierajacy DNaze | (2,7 U/ul).

4.1.4. Odczynniki stosowane do odwrotnej transkrypcji

A) Synteza pierwszej nici cDNA
e Calkowite RNA (ang. total RNA)

e Roztwor trifosforandw deoksyrybonukleozydow (po 10 mM dATP,
dGTP, dCTP, dTTP)

e Odwrotna transktyptaza Maxima Reverse Transcriptase 200 U/ul
(Thermo Scientific, nr kat. EP0742)

e 5x stezony bufor do odwrotnej transkryptazy (Thermo Scientific,
nr kat. EP0742)

e Oligonukleotydy dT o 100 uM (Genomed, Polska)

B) Synteza dwuniciowego cDNA (zestaw cDNA Synthesis System, Roche,
nr kat. 11 117 831 001)

e jednoniciowe cDNA (z etapu 4.1.4. A)
e 5x stezony bufor do syntezy drugiej nici

e Roztwor trifosforanow deoksyrybonukleozydow (po 10 mM dATP,
dGTP, dCTP, dTTP)

e mieszanka enzyméw do syntezy drugiej nici cDNA (mieszanina

polimerazy | DNA, ligazy E. coli, RNazy H)
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e polimeraza T4 DNA 1 U/ul
e RNaza | 10 U/ul

e proteinaza K 50 U/ul

4.1.5. Odczynniki stosowane do oczyszczania ds cDNA

Oczyszczanie ds cDNA byto prowadzone za pomocg zestawow High Pure PCR
Product Purification firmy Roche (nr kat. 11732668001).

4.1.6. Odczynniki stosowane do trawienia DNA genomowego

enzymami wrazliwymi na metylacje (Hpall)

Trawienie DNA genomowego za pomoca enzymoéw restrykcyjnych
(Hpall/Mspl) bylo prowadzone przy uzyciu zestawu EpiJET DNA Methylation
Analysis Kit (Thermo Scientific, nr kat. K1441).

. Enzymy restrykcyjne Mspl i Hpall
. 10x stezony bufor reakcyjny Epi
o Niemetylowana kontrola pUC19/Smal DNA (0,5 pg/ul)

. Metylowna kontrola pUC19/Smal DNA (0,5 pg/ul)

Enzym Sekwencja rozpoznania Temperatura
dzialania enzymu
5...CYCGG...3'
Hpall 3..GGGC..5' 37°C

Brak trawienia, gdy C w obrebie dinukleotydu CG
jest metylowana

5..C'CGG..3
3...GGGC...5
Niewrazliwy na metylacj¢ C

Mspl 37°C

4.1.7. Odczynniki stosowane do reakcji PCR w czasie

rzeczywistym

e Zestaw Fast Essential DNA Green Master (Roche, nr kat. 06402712001);
e jednoniciowe cDNA Ilub DNA genomowe poddane lub niepoddane

trawieniu enzymem restrykcyjnym Hpall;
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e Startery o sekwencji nukleotydowej z nici sensownej (F) i antysensownej
(R) (10 uM):

Startery zaprojektowano w oparciu o sekwencje nukleotydowe pozyskane z baz
danych ENSEMBL, UCSC Genome Browser lub NCBI. Startery te sg komplementarne

tylko do sekwencji nukleotydowej badanych regionéw DNA. Specyficznos¢ starterow

potwierdzono przy uzyciu programu Primer Blast. W celu eliminacji sygnatow

pochodzacych od amplifikacji fragmentow genomowego DNA, startery do analizy

poziomu ekspresji zostaty zlokalizowane na granicy pomig¢dzy egzonami, wykluczajac

miejsca intronowe.

A) Sekwencje starter6w stluzacych do analizy poziomu ekspresji (t) genéw metoda qPCR
zaprojektowane na podstawie wynikow uzyskanych z mikromacierzy ekspresyjnej dla szczepéw myszy
MRL/MpJ, C57BL/6J oraz BALB/c (o§miotygodniowe samice)

A\ MOST

Numer genu LG
g Gen/Loci produktu Nazwa startera Sekwencja startera
(transkryptu) .. e
genowe reakcji (5°-3’)
wg NCBI (b2)
tUIbp1-168-F TAAAGAAGACTACAGAGGGCGA
NM_029975 Ulbpl 168 MUlbpi-168-R GTCTTAATTTACAAGAGACTCCGAA
) tWisp2-121-F CCCAGGAGAATACAGGTGCCAG
BC032877 Wisp2 121 Mwisp2-121R GAGTGACAAGGGCAGAAAGTTG
) tAdipog-162-F | TCCTGGAGAGAAGGGAGAGAAA
BC028770 Adipog 152 HAdipog-152-R | GATACACATAAGCGGCTTCTCC
tLbx1-142-F CAAGACCTTTAAGGGGCTGGAG
BCL19L77 Lbx1 142 Hilbxi-142R CAACTCGTAGATCTGGTGGTTG
tMmp9-138-F TAAAGACGACATAGACGGCATC
BC046991 Mmp9 138 iMmpo-138-R GAGGTATAGTGGGACACATAGT
tRbp1-136-F TCGGAACTATATCATGGACTTCCAA
BC091751 Rbpl 136 Rpp1-136-R CTCCTTCTCTCCCTTCTGCACA
tFgf21-148-F TCATTCAAATCCTGGGTGTCAAA
BC049592 Fgf21 148 MEgfi1-148R GCTTCAGACTGGTACACATTGTAA
tMamdc2-136-F | TTTGATAGAAGGTGTCCTGGGA
BC042773 Mamdc2 136 iMamdc2-136-R | GAACCAGTTCACATTGGGATTC
tGpcl-123-F ATCTACGGGGCTAAGGGCTTTA
BC062902 Gpel 123 FGpei-123R GGCCAAATTCTCCTCCATCTCA
At tACtb-500-F TCAGAAGGACTCCTATGTGG
NM_007393 Sgﬂfﬁ,)”vglg 500
e on) tACtb-500-R TCTCTTTGATGTCACGCACG
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B) Sekwencje starterow stuzacych do analizy poziomu metylacji (g) i ekspresji (t) genéw metoda qPCR,
zaprojektowane na podstawie wynikow uzyskanych z mikromacierzy metylacyjnej dla szczepow myszy
MRL/MpJ i C57BL/6J (pieciotygodniowe samce)

N:Vr;('a\lrcg;r:u Ggeer;/c)l;egi pl:;lziiolftéu Nazwa startera Sekwe?sc f% ,S; artera

reakcji (pz)
NM_OloHs | Bamil | 189 o A TCARAGCAAACTGTGTGOAAATC
wioiows | et |  [SHNLUE | TACCTICGASSESCASAANTA
NM_OIGBSS | Akrlel | 189 e GG ARCCATGGAAAACATOCCTA
wioissy | mee | s AL {TACTATACACATGASACS
i | v | e | LSS CASMTACCATCCTCRCCTCE

C) Startery sluzace do analizy poziomu metylacji (g) lub ekspresji genow (t) metoda qPCR,
zaprojektowane na podstawie wynikéw uzyskanych z mikromacierzy metylacyjnych i ekspresyjnych
dla tkanek skory grzbietowej embrionéw i dorostych osobnikéw szczepu myszy CS7BL/6J

Numer genu 8 Dlugosé -
(transkryptu) Gi%lﬁgl produktu Nazwa startera Sekwe?scgg’s;[ artera
wg NCBI g reakcji (pz)
gHoxa7-159-F | TATTGGGCTTGGAGACTATGTC
NM_010455 | Hoxa7 19 I'gHoxa7-159-R | TTCGCTGCTGAGAGGTTTTTCA
9S0X6-300-F TGGTCAGTCTTCCTAGCCAGG
NM_001025560 |  Sox6 300
- X gS0x6-300-R GGTAGGAGAGGGAACCCTGAA
gHoxa2-223-F | GTGCGGGGGAATGGAGAGGA
NM_010451 | Hoxa2 223 gHoxa2223-R | GATAGAGGCCGCGGTTTCAA
gScrtl-202-F GTGGTGACCTTATACGGACTGG
NM_130893 Sertl 202 gScrtl-202-R GGAGCGAAGTCGCTAACATAAA
tHyal1-133-F CTACGTCCAGATCTTCTATGAAAT
BC021636 Hyall 133 tHyal1l-133-R GGTACTTGTTTTGTCTGAGCTTA
tFn1-142-F CAAATCGTGCAGCCTCAATC
BC099373 Fnl 142 tFn1-142-R TTCCTCCATAGCAGGTACAAAC
1111f8-128-F GAAACTACAGGGTTCATGACTC
BC119517 11178 128 1111f8-128-R TTCCGTGTCTCTACATGCTATC
BC103666 ki1t 133 tKrt16-133-F TGAAGATCCGGGACTGGTACCA
BC103615 tKrt16-133-R TGCAAAGTGAACTGTGCATTCT
tDapl1-121-F GGATGCGAATCTCCAAAAAACAA
BC116916 Dapll 121 tDapl1-121-R GTCAGAGCATCCAACATCTGTA
tTert-157-F CCATTGTGAACATGAGTTATAGC
BC127068 Tert 157 tTert-157-R TTCATACCCAGTACAGAAGACC
—— it 120 tKrt17-120-F CGCTTATTACCATACCATTGAGG

tKrt17-120-R

TTGGTACGGAAGTCATCGGC

38



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=93277107
http://mostwiedzy.pl

4.1.8. Odczynniki stosowane do reakcji PCR

e DNA genomowe lub DNA genomowe poddane konwersji wodorosiarczynowej

e Roztwor chlorku magnezu (50 mM)

e Roztwor trifosforanow deoksyrybonukleozydow (po 2,0 mM dATP, dGTP,
dCTP, dTTP)

e Polimeraza DNA HotStart Taq 5 U/ul (Thermo Scientific, nr kat. EP0602)

e 10x

stezony bufor

do reakcji PCR dla polimerazy HotStart Taq

(Thermo Scientific, nr kat. EP0602)

e Startery (10 uM):

A). Okreslanie plci plodow myszy

Gen/Loci Nazwa startera Sekwencja startera Uwagi
genowe (5°-3)
Sekwencje starterow
SX-F GATGATTTGAGTGGAAATGTGAGGTA zaczerpniete z publikacji [103];
amplifikacja na chromosomie X
Sly / Xir daje produkty o wielkosci
SX-R CTTATGTTTATAGGCATGCACCATGTA 480 pz, 660 pz i 685 pz;
amplifikacja na chromosomie Y
-produkt o wielkosci 280pz

A\ MOST

B). Sekwencjonowanie wodorosiarczynowe

Gen/Loci

genowe Nazwa startera Sekwencja startera Obszar amplifikowanego

(dtugosé¢ (5°-3”) piku metylacyjnego
produktu pz)

Tbrgl (271)

bTbrgl-271-F

TTTTTTTATTATTTATATGAAGAGGGAT chr9:37,467,581-

bTbrgl-271-R CCAAATTACCTTCTAATCTCCATACA 37,467,851
Akriel (234) bAkrlel-234-F TTTTAGGATTATAGGAGAGAGAGTTT chr13:4,608,144-
bAkrlel-234-R AAAAAACCATAAAAAACATCCCTA 4,608,377

4.1.9. Kon

wersja wodorosiarczynowa

Chemiczna konwersja (ang. bisulphite conversion) genomowego DNA byta

prowadzona

za

pomocg

zestawow EZ  DNA  Methylation™  Kit

(Zymo Research, nr kat. D5001).
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4.1.10. Elektroforeza DNA w Zelu agarozowym

Rozdziat elektroforetyczny DNA oraz RNA przeprowadzany byt w zelu
agarozowym o stezeniu 1% lub 2%, w buforze 1XxTAE z dodatkiem bromku etydyny
o0 stezeniu 0,1 pg/ml. Do probek dodawano bufor obcigzajacy 6X Green Gel Loading
Dye (DNA Gdansk, Polska).

4.1.11. Markery wielkosci DNA

Marker M1 (pUC19/Mspl) (DNA Gdansk, nr kat. MR11) — wielko$¢
fragmentow: 501, 489, 404, 331, 242, 190, 147, 111, 110 pz.

4.1.12. Pozostale bufory i roztwory

e Bufor TE (pH 8,0): 10 mM Tris, 1 MM EDTA

e Bufor 50xTAE (pH 8,3): 242 g Tris, 57,1 ml lodowatego kwasu octowego,
100 ml 0,5 M EDTA, woda destylowana do 1000 ml

e Bufor Tris (pH 8,5): 10 mM Tris-HCI

e EDTAO0,2M (pH 8,0)
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4.2. Metody

4.2.1. Izolacja genomowego DNA

Izolacje DNA genomowego (4.1.2) przeprowadzano z zastosowaniem zestawu
DNeasy Blood and Tissue firmy Qiagen (nr kat. 69504), zgodnie z procedurg zalgczong

przez producenta. Wyizolowane DNA genomowe bylo przechowywane
w temperaturze -20°C.

4.2.2. 1zolacja RNA

Izolacj¢ catkowitego RNA przeprowadzano przy zastosowaniu zestawu RNeasy
Mini (nr kat. 74104) z trawieniem DNA na kolumnie (nr kat. 79254) (4.1.3) zgodnie

z procedura zalaczong przez firm¢ Qiagen do zestawu. Wyizolowane RNA byto
przechowywane w temperaturze -20°C.

4.2.3. Wyznaczanie stezenia DNA, RNA i ds cDNA

Stezenie DNA genomowego, RNA oraz dwuniciowego cDNA wyznaczono
uzywajac spektrofotometru NanoDrop Thermo Scientific. Jako$¢ dwuniciowego cDNA

sprawdzano takze uzywajac Bioanalyzer Agilent 2100 (Rys. 2) (Corelab, Pracownia
Analiz Mikromacierzy, Warszawa).

[bp]

Ladder
sample 1
sample 2

2000 — —— sample 1 sample 2

1000 — —
600 — —— .
500 — —— [Fu] [FU]

mTTT T T TTITTIrTT M TTT T T T I arrd
L 1 2 35 150 300 500 1000 10380 [bp] 35 150 300 500 1000 10380 [bp]

Rys. 2. Przykladowy elektroforegram, otrzymany dla prébek ds c¢DNA po analizie na
bioanalizatorze Agilent 2100, stuzacy do oceny jakosci ds cDNA uzywanego do hybrydyzacji do
mikromacierzy ekspresyjnej.

FU- jednostka fluorescencji; Sample 1- ds cDNA E15; Sample 2- ds cDNA E18.
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4.2.4. Odwrotna transkrypcja

A) Sklad pierwszej mieszaniny reakcyjnej (4.1.4 A):

Do syntezy pierwszej nici cDNA zastosowano RNA, wyizolowane z tkanek

pochodzenia embrionalnego oraz dorostych myszy szczepu C57BL/6J, MRL/MpJ oraz

BALB/c (4.1.1). Do podzniejszej syntezy dwuniciowego cDNA, uzywanego do

hybrydyzacji do mikromacierzy ekspresyjnej, wyizolowane RNA pochodzace od trzech

osobnikow w tym samym wieku lub od tego samego szczepu myszy, laczono

w rownych ilo$ciach (po 1000 ng). Synteze cDNA uzywanego w reakcji (PCR

przeprowadzano w objetosci 20 pl, za$ synteze¢ ¢cDNA wykorzystywanego dalej do

syntezy ds cDNA przeprowadzano w obje¢tosci 40 pl.

Skladnik Objetosé (na 20 ul/40 ul)
Catkowite RNA 200 ng/3000 ng
Oligo dT 0 (100 uM) 1pl2uw
dNTPs (10 mM kazdego z ANTPs) 1ul/2

Woda

do 14,5 pl/29 pl

Tak otrzymang mieszaning reakcyjng inkubowano w 65°C przez 600 s. Nastepnie do

mieszaniny dodawano:

Skladnik Objetosé

5x bufor do odwrotnej transkryptazy 4 ul/8 ul
Inhibitor RNaz 0,5 pl/1 pl

Odwrotna transkryptaza Maxima Reverse 1 ul/2 pl

Transcriptase (200 U/ul)

Woda

do 20 pl/40 pl

Nastepnie ~ mieszaning inkubowano

temperaturowo - czasowym:

zgodnie Z  ponizszym

Temperatura [°C] Czas [s]
50 1800
85 300

profilem

Otrzymane cDNA przechowywano w temperaturze -20°C lub wykorzystano

bezposrednio do syntezy drugiej nici cDNA.
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B) Sklad mieszaniny reakcyjnej do syntezy drugiej nici cDNA (zestaw cDNA
Synthesis System, Roche, nr kat. 11 117 831 001, 4.1.4 B):

Skladnik Objetosé (na 150ul)
cDNA 40 pl
Bufor do syntezy drugiej nici cDNA 30 pl
dNTPs (10 mM kazdego z ANTPs) 1,5l
Mieszanina eznymow do syntezy drugiej nici 6,5 pl
Woda 72 ul

Nastepnie tak sporzadzona mieszanine inkubowano przez 2h w 16°C. Po tym
czasie dodano 20 pl (20 U) polimerazy DNA T4 i inkubowano mieszaning przez
kolejne 5 min w temperaturze 16°C. Reakcje¢ syntezy drugiej nici cDNA zatrzymano
przez dodanie 17 ul 0,2 M EDTA o pH 8,0 (4.1.12).

Po reakcji syntezy ds cDNA, w celu usunigcia pozostatego catkowitego RNA,
dodano do probki 1,5 pl (15 U) RNazy | i inkubowano mieszaning przez 30 min
w temperaturze 37°C. Nastepnie dodano 5 ul (0,25 U) rekombinantowej proteinazy K
i inkubowano probke przez kolejne 30 min w 37°C. Tak otrzymane ds cDNA byto

nastepnie oczyszczane na kolumnach ze ztozem silikonowym (4.1.5).

4.2.5. Oczyszczanie ds cDNA

Dwuniciowe cDNA (ds cDNA) byto oczyszczane z zastosowaniem zestawu
High Pure PCR Product Purification (Roche, nr kat. 11732668001) (4.1.5) zgodnie
z protokotem dotaczonym przez firme¢ Roche do zestawu. Dwuniciowe CDNA eluowano
Z kolumny 50 pl buforu do elucji (Tris-HCI, pH 8,5). Oczyszczone ds cDNA byto
przechowywane w temperaturze -80°C.

4.2.6. Trawienie DNA genomowego enzymami wrazliwymi na

metylacje

Reakcje trawienia DNA genomowego przy uzyciu enzymow Hpall i Mspl
(4.1.6) przeprowadzano zgodnie z instrukcja dotaczong do zestawu EpIJET DNA
Methylation Analysis Kit (ThermoScientific, nr kat. K1441). Do reakcji uzywano po
200 ng DNA genomowego. Reakcja kontrolna byla wykonywana w celu sprawdzenia

braku inhibicji przez jakikolwiek czynnik w trakcie trawienia DNA.
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Sklad mieszaniny reakcyjnej dla 1 probki (20 pl):

Skladnik Objetosé [pl]
DNA genomowe (25 ng/ul) 8
Epi Hpall 1
10X stezony bufor Epi 2
Woda 9

Sklad mieszaniny reakcyjnej dla 1 probki (20 pl) mieszaniny kontrolne;j:

Skiladnik Objetos¢ [ul]
DNA genomowe (25 ng/ul) 8
pUC19/Smal DNA niemetylowane (0,5 pg/ pl)
lub pUC19/Smal DNA CpG metylowane 1
(0,5 pug/ pl)
Epi Mspl lub Hpall 1
10X stezony bufor Epi 2
Woda 8

Profil temperaturowo — czasowy

Temperatura [°C] Czas [s]
37 3600
90 600

4.2.7. lloSciowa analiza PCR w czasie rzeczywistym

Do reakcji gPCR (4.1.7) uzywano po 5 ng cDNA lub DNA genomowego
kontrolnego/trawionego enzymem Hpall. Dla kazdej matrycy reakcje wykonywano
w trzech powtorzeniach. Jako gen referencyjny, w przypadku analizy poziomu ekspresji
gendw, stosowano startery (4.1.7) komplementarne do transkryptu genu g-aktyny [102].
Do analizy poziomu metylacji jako matryce referencyjng stosowano DNA genomowe
nie poddane trawieniu enzymem restrykcyjnym Hpall. Wzgledny poziom

ekspresji/metylacji genu badanego obliczano zgodnie ze wzorem (1):
ACt(probka badana) = Ct genu badanego — Ct genu referencyjnego
ACt(probka kontrolna) = Ct genu badanego — Ct genu referencyjnego

Obliczanie wzglednego poziomu ekspresji/metylacji badanego genu w probie

nieznanej wzglgedem kalibratora przeprowadzano wedtug wzoru:

Gen DNA genomowe trawione enzymem Hpall _
StosunekActblub( £ Y P )= 274Ct (1)

DNA genomowe kontrolne (nietrawione)

gdzie,
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Ct— cykl progowy (Ct) po ktérym kinetyka reakcji wchodzi w fazg logarytmicznego

wzrostu.

Obliczanie znormalizowanego wzglednego poziomu ekspresji badanego genu

W probie nieznanej wzgledem kalibratora przeprowadzano wedtug wzoru:

robka badana —
k pro — —AACt (2)

n =
Stosune probka kontrolna

Specyficzno§¢ reakcji PCR potwierdzono przez analiz¢ krzywych topnienia

amplikonow po reakcji.

Istotno$¢ statystyczng wynikow reakcji PCR w czasie rzeczywistym obliczono
stosujagc niesparowany dwustronny test t-Studenta heteroskedastyczny (analiza dla
trzech badanych probek) Iub nieparametryczny test Manna-Whitneya (wigcej niz trzy
badane probki). Bledy pomiaru 0szacowano przez wyznaczenie wartosci odchylenia

standardowego.

Sklad mieszaniny reakcyjnej (na jedng prébke - 20 pl) (4.1.7):

Skladnik Objetos¢ [ul]
cDNA/DNA genomowe (5 ng) 2
FastStart Essential DNA Green 10

Master, 2x stezony

Starter F (10 uM) 0,5

Starter R (10 uM) 0,5
Woda 7

Rodzaj uzywanych starteréow w zaleznosci od rodzaju amplikonu oraz
temperatura ich przylaczania:

Amplikon Temperatura przylaczania
starterow [°C]

tTbrgl 57
tAdipog, tMmp9, tRbp1, tMamdc2, tWisp2, tUlbpl,
tLbx1, gHoxa7, tHyall, t111f8, tDapll, Tert, tKrtl7, 60

tAkrlel, gBarhll

tFgf21, tGpcl, gSox6, gScrtl, tFnl, tKrtl6, tBarhll, 62

gAkrlel

gHoxa? 64
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Profil czasowo — temperaturowy reakcji:

o Szybkos$¢ zmiany Liczba
Etap Temperatura ['C] temperatury [°C/s] Czas [s] cykli
Denaturacja 95 4 600 1
wstepna
Denaturacja 95 5 20
Przylaczanie W zaleznosci od
starterOw amplikonu 4 20 45
Wydluzanie 72 4 30
Denaturacja 95 5 60 1
Analiza HRM
Wstepny etap 60 4 20 1
Analiza HRM 95 0,05 20 1
Koncowy etap
Chtodzenie 40 5 60 1
4.2.8. Amplifikacja fragmentu DNA przy zastosowaniu reakcji
PCR

Sklad mieszaniny reakcyjnej (na jedng probke — 50 pl) (4.1.8):

Skladnik Objetos¢ [pl]
DNA genomowe (20 ng) 10
Starter F (10 uM) 1,0
Starter R (10 uM) 1,0
MgCl, (50 mM) 2,0
dNTPs (2 mM kazdego z ANTPs) 50
Bufor HotStart Tag 10x 50
Polimeraza DNA HotStart Taq 0,4

(5 U/ul)

Woda 34,6

A) Profil temperaturowo-czasowy reakcji PCR dla starteréw SX (4.1. 8 A) - okreSlanie plci

A\ MOST

plodéw myszy

Etap Temperatura [°C] Czas [s] Liczba cykli
Denaturacja wstepna 94 120 1
Denaturacja 94 30
Przyla,cz’ame 57 30 35
starterow
Wydluzanie 72 30
Wydtuzanie 72 300 1
koncowe
Chtodzenie 4 00 1
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B) Profil temperaturowo-czasowy reakcji PCR dla starterow Tbrgl i Akrlel

(4.1.8 B) - sekwencjonowanie wodorosiarczynowe

Amplikon Thrgl Akrlel
Starter F bTbrgl-271-F bAkrlel-234-F
Starter R bThrgl-271-R bAkrlel-234-R
Temperatura przylaczania starterow 52 56
[°C]
Etap Temperatura [°C] Czas [s] Liczba cykli
Denaturacja wstepna 95 300 1
Denaturacja 95 20
Przytaczanie w zaleznosci od 20 45
starterow rodzaju amplikonu
Wydluzanie 72 30
WydrluZanie 79 360 1
koncowe
Chtodzenie 4 ) 1

4.2.9. Konwersja wodorosiarczynowa DNA

Konwersje wodorosiarczynowa (4.1.9) DNA genomowego w ilosci 1 pg
przeprowadzano zgodnie z protokotem zatagczonym do zestawu EZ DNA Methylation™

Kit (Zymo Research, nr kat. D5001).

4.2.10. Rozdzial elektroforetyczny DNA i RNA w Zelu

agarozowym

Zel agarozowy o odpowiednim stezeniu (4.1.10) umieszczano w aparacie
do elektroforezy agarozowej zawierajacym bufor 1XTAE (4.1.12). Do studzienek zelu
nanoszono po 5-50 pl probki DNA lub RNA wymieszanej z buforem obcigzajacym 6X
Green Gel Loading Dye (DNA Gdansk). Nastepnie prowadzono rozdziat
elektroforetyczny przez okoto 50 minut przy napieciu 5-10 V na 1 cm dlugosci zelu.

Wynik rozdziatu DNA lub RNA obserwowano w $wietle lampy UV.

4.2.11. Izolacja DNA z prazka zelu agarozowego

Izolacje DNA z prazkow zelu agarozowego przeprowadzono z zastosowaniem
zestawow Isolate PCR and Gel Kit firmy Bioline i postepowano zgodnie z procedurg

dotaczong przez producenta do zestawu.
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4.2.12. Mikromacierz metylacyjna

DNA genomowe izolowano (4.2.1) z tkanek skory (4.1.1) pochodzacych od
ptodow w wieku E15, E16, E18, E19 oraz dorostych myszy szczepu C57BL/6J w wieku
3 miesigcy. Stezenie genomowego DNA mierzono za pomocag spektrofotometru
NanoDrop (4.2.3). DNA genomowe pochodzgce od trzech samic (ple¢ ptodow
potwierdzona reakcjg PCR (4.2.8 A)) z kazdego dnia embrionalnego i myszy dorostych
zostalo potaczone w rownych ilosciach (po 2334 ng od kazdej z trzech myszy) przed
hybrydyzacja. Oznaczenia z wykorzystaniem mikromacierzy metylacyjnej firmy
NimbleGen (Roche, Mouse DNA Methylation 3x720K CpG Island Plus RefSeq
Promoter Arrays) zostaly wykonane wedlug standardowych protokotow dla metody
NimbleGen przez mgr Ann¢ Ronowicz w Katedrze i Zakladzie Biologii i Botaniki

Farmaceutycznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

W celu otrzymania wynikdw obraz z mikromacierzy metylacyjnych zostat
zeskanowany przy zastosowaniu skanera Scanner MS200 (Roche, NimbleGen)
0 rozdzielczosci 2 um. Wstepna obrobka danych w programie DEVA v. 1.0.2 (4.2.17)
polegatla na wyznaczeniu wartosci log2 stosunku sygnalu pochodzacego od DNA
immunoprecypitowanego do sygnatu pochodzacego od wyjsciowego DNA. Srednie
warto$ci log2 zostaty policzone i znormalizowane w obrebie slajdu przy zastosowaniu
dwuwagowej funkcji Tukeya. W celu wyznaczenia obszaréw o réznym poziomie
metylacji, zostaly wyodrebnione sondy, dla ktorych warto§¢ piku metylacji,
wyrazonego jako wynik testu Kotmogorowa-Smirnowa (KS), okre$lana jako warto$¢ P
(ang. P-score), wynosita co najmniej 2,0 lub wigcej w jednej probcee, a jednoczesnie
byla nizsza lub rowna 1,0 w poréwnywanej probce. Jako region genu rdznie
metylowany zostal uznany obszar dla ktorego trzy kolejne sondy wykazywaty roznice
w poziomie metylacji. W programie DEVA v. 1.0.2. (4.2.17) zmapowano obszary
réznie metylowane w zakresie 5000 pz powyzej i 1000 pz ponizej od miejsca startu

transkrypcji gendow, pierwotnych transkryptow, wysp CpG 1 innych regionow metylacji.

4.2.13. Mikromacierz ekspresyjna

Dwuniciowe cDNA (ds cDNA) (4.2.4) zostato zsyntezowane na matrycy RNA
pochodzacego ztkanek watroby, $ledziony, serca, malzowiny usznej oraz szpiku
kostnego szczepéw myszy MRL/MplJ, C57BL/6] i BALB/c oraz skory grzbietowej
ptodow i dorostych myszy szczepu C57BL/6J (4.1.1). Stezenie i jakos¢ ds cDNA po
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syntezie (4.2.4) ioczyszczaniu (4.2.5) sprawdzano zapomocg spektrofotometru
NanoDrop oraz Bioanalizatora Agilent 2100 (4.2.3). Oznaczenia z wykorzystaniem
mikromacierzy ekspresyjnej firmy NimbleGen (Roche, NimbleGen mouse gene
expression 12x135K array) zostaly wykonane wedtug standardowych protokotow dla
metody NimbleGen przez mgr Ann¢ Ronowicz w Katedrze 1 Zakltadzie Biologii

i Botaniki Farmaceutycznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

Surowe dane zostaly nastgpnic poddane normalizacji w programie
DEVAVv.1.0.2 (Roche) (4.2.17) z wykorzystaniem algorytmu RMA (ang. Robust
Multi-chip Average). Otrzymane wyniki byly nastgpnie sortowane i analizowane
w arkuszu kalkulacyjnym Excel. Do analizy wyselekcjonowano transkrypty wykazujace
co najmniej dwukrotng roznic¢ w poziomie ekspresji miedzy probka badang

a kontrolna.

4.2.14. Sekwencjonowanie drugiej generacji (NGS)

Analiza NGS zostata wykonana dla RNA wyizolowanego z pojedynczych serc
o$miotygodniowych myszy MRL/MpJ, C57BL/6J oraz BALB/c (4.1.1). Stezenie RNA
mierzono przy pomocy spektrofotometru NanoDrop (4.2.3). llos¢ RNA wymagana do
przeprowadzenia sekwencjonowania wynosita 1,5 pg. Sekwencjonowanie zostalo
wykonane przy zastosowaniu platformy HiSeq Illumina Sequencing w ramach
komercyjnej ustugi wykonanej w Genomics Core of Heflin Center for Genomic Science
of University of Alabama (Birmingham, Stany Zjednoczone). Analize odczytow
sekwencjonowania wykonano wykorzystujac mapowanie TopHat zaktadajac $rednia
wewnetrzng odleglo§¢ 150 pz miedzy insertami, a nastepnie analize CuffLink
umozliwiajaca okreslenie rdznic w poziomie ekspresji transkryptow pomiedzy
badanymi  szczepami  myszy. Analizy  przeprowadzano  z wykorzystaniem

oprogramowania udostepnionego przez serwer UseGalaxy (https://usegalaxy.org).

4.2.15. Stezenie retinolu w pelnej krwi myszy

Stezenie retinolu zostalo zmierzone w pelnej krwi, w probkach o objgtosci
0.3-0.5 ml, pobranych na EDTA od szesciu samic myszy MRL/MpJ oraz szeSciu samic
myszy C57BL/6J w wieku 8 tygodni (4.1.1). Probki krwi zostaty zmieszane z 0.2 ml
siarczanu magnezu i chlorku sodu, a nastgpnie poddane podwojnej ekstrakcji

z mieszaning heksan : chlorek metylenu w stosunku 3:2 (v/v). W kolejnym etapie
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oddzielono i odparowano faz¢ organiczng. Tak przygotowang probke rozpuszczono
w1ml metanolu. Pomiar st¢zenia retinolu wykonano metoda wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC) w uktadzie faz odwroconych stosujac system pomp
600 (Waters), kolumng¢ HPLC X-Terra RP18 5u, 150x4.6 mm (Waters) z detektorem
UV-DAD 2996. Pomiary wykonywano przy dlugosci fali 320 nm. Pomiar st¢zenia
retinolu zostal wykonany w ramach ustugi komercyjnej we Wroctawskim Parku

Technologicznym przez mgr inz. Andrzeja Kwasnice.

4.2.16. Sekwencjonowanie DNA

Oczyszczone produkty PCR (4.2.11) zostaly poddane sekwencjonowaniu przy

uzyciu sekwencjonowania cyklicznego z rozdziatem kapilarnym przy uzyciu aparatu do

sekwencjonowania Applied Biosystem ABI 3730XL/ABI3700 (Genomed, Polska).

4.2.17. Programy komputerowe i bazy danych

Startery do reakcji PCR zaprojektowano przy pomocy programu
Vector NTI (Invitrogen) lub programu LightCycler Probe 2 (Roche). Specyficzno$¢
starterow weryfikowano przy uzyciu programu Primer Blast

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast).

Digitalizacjg, przetworzenie, normalizacj¢ wynikéw uzyskanych przy
zastosowaniu mikromacierzy metylacyjnych i ekspresyjnych przeprowadzono
w programie DEVA 1.0.2 lub NimbleScan (NimbleGen, Roche).

Analiz¢ ontologiczng gendéw wykonano za pomoca programu DAVID
(http://david.abcce.ncifcrf.gov/home.jsp) [104, 105].

Sekwencje poszczegolnych genow lub transkryptéw pozyskiwano z baz danych
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), Ensembl (www.ensembl.org) oraz
UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/). Polimorfizmy nukleotydowe

sprawdzano w bazie Sanger (http://www.sanger.ac.uk).

Mapy cieplne oraz wykresy rozrzutu sporzadzono przy zastosowaniu programu

DNASTAR Lasergene 12 (DNASTAR, Inc; Madison, Stany Zjednoczone).
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Analize wynikow sekwencjonowania kapilarnego przeprowadzono w programie
FinchTV (Geospiza, Inc., Stany Zjednoczone) oraz ContigExpress (VectorNTI,

Invitrogen).

Geny o potwierdzonym wptywie na proces gojenia ran skoéry sprawdzono
w bazie "RESOLVE - Wound Healing and Fibrosis-related  Genes"
(http://resolve-whfg.appspot.com/).
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5.Wyniki

5.1. Globalne profile ekspresji genow myszy MRL/MpJ oraz
szczepOow kontrolnych myszy C57BL/6J oraz BALB/C

Przeprowadzone badania miaty na celu analize globalnych profili ekspresji
w roznych nieuszkodzonych tkankach myszy MRL/MpJ (matzowina uszna, Serce,
watroba, §ledziona i1 szpik kostny). Kluczowym etapem bylo wyznaczenie rdznic
w profilach ekspresji miedzy szczepem myszy wykazujacym zdolnos¢ do
bezbliznowego gojenia ran w pordéwnaniu do dwodch, niespokrewnionych blisko,

szczepow kontrolnych (C57BL/6J oraz BALB/c).

5.1.1. Analiza wynikéw otrzymanych przy zastosowaniu

mikromacierzy ekspresyjnej

Analiza poziomu ekspresji wszystkich gendw myszy MRL/MpJ i dwoch
szczepow kontrolnych C57BL/6J oraz BALB/c zostata wykonana przy zastosowaniu
mikromacierzy ekspresyjnej firmy NimbleGen Roche (4.2.13). Ta platforma pozwala na
zbadanie poziomu ekspresji 44 170 transkryptéw odpowiadajacych 24 204 genom.
Analiza transkryptomiczna zostala wykonana dla pieciu tkanek o$miotygodniowych
myszy (4.1.1): serca, matzowiny usznej, $ledziony, watroby i szpiku kostnego. Tkanka
serca zostala wybrana do badania ze wzgledu na ograniczone zdolno$ci regeneracyjne
tego narzadu ussakoéw, przy istnieniu przestanek o wystepowaniu podwyzszonej
odpowiedzi regeneracyjnej po uszkodzeniu serca umyszy MRL/MpJ [13-16].
W matzowinie usznej natomiast, po raz pierwszy zaobserwowano bezbliznowe
zamykanie wycietych otworéw, a badania te byly wielokrotnie powtarzane
i potwierdzane [1, 9, 11, 39]. Tkanka watroby zostala wybrana do badan
transkryptomicznych, gdyz omawiany organ posiada naturalnie wysokie zdolnosci do
regeneracji. Ponadto, do badan uzyto tkanke $ledziony i1 szpiku kostnego ze wzgledu
naich istotng rolg w ukltadzie immunologicznym, ktérego dziatanie jest kluczowe

W procesie gojenia ran.

Oprocz szczepu C57BL/6J, w badaniach zostal zastosowany takze, dla
porownania, szczep myszy BALB/c, ktory nie jest spokrewniony z mysza MRL/MplJ
oraz nie wykazuje podwyzszonych zdolnosci regeneracyjnych, a co wigcej, w wypadku
tego wilasnie szczepu stwierdzono najmniej efektywne zarastanie otworéw wycigtych

w matzowinie usznej [10].
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Kazdy z uzyskanych genomowych profili transkrypcji reprezentuje RNA od

trzech osobnikdéw przygotowane z catych sproszkowanych narzadéw.

W analizie skupiono si¢ na genach odpowiadajacych transkryptom
wykazujacym co najmniej dwukrotng réznic¢ w poziomie ekspresji miedzy MRL/Mpl
a obydwoma szczepami kontrolnymi. Na Rys. 3 pokazana jest ilos¢ genow
wykazujacych roznice w poziomie ekspresji migdzy myszg MRL/MplJ a szczepami
kontrolnymi w pigciu badanych tkankach. Wykresy rozrzutu przedstawiajace geny
o odmiennym poziomie ekspresji oraz korelacje liniowe (R?) dla analizowanych tkanek
pokazano na Rys. 4. Im bardziej zblizone sg profile ekspresji genow w danej tkance tym

blizsza 1 jest wartos¢ R%
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Rys. 3. Mapy cieplne prezentujgce réznice w poziomie ekspresji genéw miedzy mysza MRL/MpJ i kontrolnymi szczepami C57BL/6J oraz BALB/c w malzowinie usznej, sercu,
watrobie, §ledzionie i szpiku kostnym.

Geny sg pogrupowane stosownie do poziomu ekspresji, co pokazane jest za pomoca dendrograméw po lewej stronie, a wartosci (logy) ze znormalizowanego sygnatu ekspresji genow
odpowiadaja skali umieszczonej powyzej kazdej z pigciu map.
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5.1.2. Liczba genéw wykazujacych réznice w poziomie ekspresji

Liczba transkryptow roznie eksprymowanych pomigdzy szczepem myszy
MRL/MpJ a szczepami kontrolnymi jest przedstawiona na Rys. 5.

Liczba transkryptow o réznym poziomie ekspresji u myszy MRL/Mp)

— 2813
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— 3136 3831] O MRL/MpJ vs. BALB/c
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Rys. 5. Liczby transkryptow wykazujacych co najmniej dwukrotne roéznice w poziomie ekspresji
w analizowanych tkankach szczepow myszy MRL/MpJ, C57BL/6J oraz BALBI/c.

Sposrod transkryptow wykazujacych co najmniej dwukrotne réznice ekspresji,
W poszczegdlnych tkankach pomiedzy szczepem myszy MRL/MpJ] a szczepami
kontrolnymi grupa 28 transkryptow jest wspolna dla pieciu badanych tkanek (Tab. 3),
z czego jedynie cztery maja podwyzszong ekspresje u myszy MRL/Mpl.

Wsrod gendw o obnizonej ekspresji mozemy migdzy innymi wyrdzni¢ gen
Cradd odpowiadajacy za proteolize i apoptoze komorki, gen Nsun3, ktory koduje biatko
biorgce udzial w szlaku metylacji kwasow nukleinowych oraz aldo-keto reduktaze
(Akrlel). Jednak wigkszos¢ transkryptow wykazujacych odmienny poziom ekspresji
W pigciu analizowanych tkankach myszy MRL/MplJ koduje biatka o niepoznanej dotad
funkcji lub odpowiada niescharakteryzowanym niekodujacym RNA (IncRNA). Do tej
ostatniej grupy zaliczy¢ mozna: 1110019D14Rik, 1810058124Rik, 5330426P16Rik.
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Tab. 3. Transkrypty o co najmniej dwukrotnie wigkszym lub mniejszym poziomie ekspresji we wszystkich analizowanych tkankach myszy MRL/MpJ w poréwnaniu do szczepow
kontrolnych C57BL/6J oraz BALBI/c.

Poziom ekspresji wyrazony jest log2 ze znormalizowanego sygnatu dla danego transkryptu. *Pelne nazwy genow w tej i kolejnych tabelach podano w wersji angielskiej, poniewaz nie
wszystkie z tych gendw maja ustalone polskie nazwy w obowiazujacej terminologii naukowe;.
- 300 500 7,00 900 11,00 1300 1500 16,00

BALB/c C57BL/6J MRL/MpJ
Numer
transkryptu Symbol genu B i , i B i Pelna nazwa genu
(wg Ngg ) Y J Uszy | Serce | Watroba | Sledziona kSOZSFt):}i; Uszy | Serce | Watroba | Sledziona kSOZsI:InI; Uszy | Serce | Watroba | Sledziona kSonF'Elnl; g
Podwyzszona ekspresja
AK166453 AA465934 551 | 581 | 557 6,20 7,38 | 503 | 6,23 5,89 6,02 761 | 10,34 [11,81| 1032 1154 | 12,08 | Mammary gland RCB-
0527 Jyg-MC(B)
AK170885 Akna 439 | 503 | 468 547 | 531 | 495 | 452 | 482 451 | 505 | 630 | 611 | 6,88 1035 | 9,95 AT'hOO';;g‘;‘rSC”p“O”
Hypothetical protein
XM_001477212 GmM3556 704 | 6,49 | 7,08 8,19 7,73 | 719 | 5,68 7,50 8,43 763 | 896 | 794 | 884 9,58 8,88 . 5C100041870
cDNA clone
BC044745 N/A 543 | 637 | 6,15 7,65 705 | 547 | 542 5,23 5,58 506 | 10,30 | 9,87 | 9,94 12,08 | 12,06 IMAGE 5149239
Obnizona ekspresja
. RIKEN cDNA
AK003812 |1110019D14Rik | 6,59 | 824 | 8,07 6,68 6,86 | 6,39 | 823 8,18 6,92 715 | 3,85 5,57 5,06 5,04
1110019D14 gene
] RIKEN cDNA
BC096621 | 1700029101Rik | 9,09 | 9,00 | 8,32 955 | 10,36 | 8,49 | 846 7,82 9,29 | 1054 | 465 | 481 | 3,83 6,16 7,02
1700029101 gene
AK158055 | 1810058124Rik | 9.98 | 1048 | 1097 | 972 | 1047 | 1007 | 1063 | 12099 | 953 | 1098 | 761 | 871 | 7.95 807 | 9,00 RIKEN cDNA
1810058124 gene
AK163429 | 4933439C10Rik | 9,91 | 899 | 959 10,36 | 11,06 | 1054 | 896 | 10,19 1047 | 11,00 | 835 | 7,31 | 853 9,28 g49 | Adultmale corpora
quadrigemina cDNA
XM_992800 | 5330426P16Rik | 8,55 | 9,49 | 6,13 935 | 1001 | 7.8 | 922 6,94 8,87 943 | 549 | 695 | 4,44 5,93 6,27 RIKEN cDNA
5330426P16 gene
i Bone marrow
AK151508 | 5330426P16Rik | 9,19 | 10,16 | 7,87 1042 | 1021 | 853 | 9,92 7,87 9,94 967 | 6,77 | 7,47 | 571 7,65 7,19 macrophage
BC099946 | 9930104L06Rik | 9,58 | 9,60 | 9,44 9,55 9,57 | 948 | 9,48 9,27 9,58 977 | 7,80 | 783 | 7,35 7.47 7,11 RIKEN cDNA
9930104L06 gene
BC012692 Akrlel 943 | 1024 | 11,88 9,06 8,73 | 9,85 | 1093 | 12,12 9,06 9,10 | 6,96 | 89 | 9,39 6,11 6,71 | Aldo-keto reductase
family 1, member E1
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Complement

BC067409 Cab 1291 | 11,13 | 1501 | 1242 | 1182 | 1291 | 1054 | 1480 | 1249 | 1118 | 11,15 | 946 | 1367 | 1073 | 955 | component 4B (Childo
blood group)
Complement
BC039141 Cdb 1296 | 11,25 | 1482 | 1282 | 1098 | 12,96 | 10,70 | 1470 | 12,75 | 1048 | 11,86 | 9,65 | 1365 | 11,37 | 9,33 | component 4B (Childo
blood group)
carcinoembryonic
AB236331 Ceacaml 873 | 1077 | 1382 | 1109 | 1325 | 794 | 1110 | 1378 | 1137 | 1272 | 598 | 975 | 12,33 864 | 1098 | antigen-related cell
adhesion molecule 1
CASP2 and RIPK1
BC005608 Cradd 856 | 907 | 972 708 | 682 | 866 | 950 | 1024 745 | 713 | 549 | 668 | 758 3,87 522 | domain containing
adaptor with death
domain
AKO081862 Dusp12 768 | 653 | 877 682 | 700 | 772 | 627 | 825 727 | 723 | 484 | 404 | 426 5,24 5,44 Dual specificity
phosphatase 12
Family with sequence
AK160923 Fam173b 633 | 741 | 6,16 611 | 7,67 | 589 | 7,65 | 6,67 505 | 7,74 | 460 | 575 | 4,39 438 | 589 | similarity 173, member
B
Similar to p47 protein
XM_001476645 | Gm10060 | 8,67 | 8,05 | 841 894 |1011 | 835 | 7,72 | 838 821 | 98 | 726 |622| 714 708 | 870 | 0 100041567)
Similar to 2-cell-stage,
NM_001037925 | LOC625360 | 4,37 | 524 | 4,89 1012 | 9,08 | 433 | 573 | 503 994 | 904 | 305 |302| 337 640 | 531 variable group,
member 3
Clone
BC022696 N/A 670 | 648 | 793 747 | 663 | 660 | 614 | 795 781 | 679 | 549 | 488 | 6,06 529 | 391 IMAGE 4459415
CDNA,
AK202070 N/A 816 | 7,73 | 552 807 | 752 | 859 | 7,73 | 6,9 837 | 757 | 527 | 558 | 447 599 | 611 | o oic0taoEls
NOL1/NOP2/Sun
AK153942 Nsun3 10,13 | 9,76 | 10,63 951 | 9,75 | 10,10 | 9,97 | 1084 963 | 998 | 772 | 844 | 924 7,52 7,93 | domain family member
3
BC008571 Slc2sal7 | 11,09 | 9,60 | 10,92 964 | 1007 | 11,25 | 974 | 11,56 964 |1035| 841 | 798| 815 571 | 850 So'zuger‘;‘]aerr:g;:alr;‘”y
StAR-related lipid
BC061022 Stard6 612 | 7,69 | 553 765 | 728 | 636 | 759 | 538 717 | 716 | 325 | 411 | 3,69 415 | 437 | transfer (START)
domain containing 6
AK170496 Tmem18 10,07 | 9,73 | 10,66 998 |1014 | 977 | 960 | 10,10 914 | 913 | 520 | 554 560 | NOD-derived CDllc
+ve dendritic cells
NM_029975 Ulbp1 722 | 820 | 469 924 | 1079 | 666 | 818 | 629 918 | 1063 | 503 | 6,86 764 | U0 Pincing protein
BC066107 Zfp870 691 | 7,98 | 718 702 | 647 | 645 | 822 | 703 694 | 626 | 403 | 633 4,06 | zinc finger protein 870
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5.1.3. Analiza ontologiczna w programie DAVID dla wynikéw

uzyskanych przy zastosowaniu mikromacierzy ekspresyjnej

Program DAVID (4.2.17) umozliwia wykonanie analizy ontologicznej
polegajacej na przyporzadkowaniu genow do danej grupy =zaleznie od ich roli
biologicznej oraz statystycznej oceny nadreprezentacji gendw nalezacych do
poszczeg6lnych kategorii. Taka analiz¢ wykonano dla genéw wykazujacych co
najmniej dwukrotne réznice w poziomie ekspresji miedzy szczepem myszy MRL/Mpl
a szczepami C57BL/6J i BALB/c. Grupy gendéw wykazujacych nadreprezentacje wsrod

gendéw o podwyzszonej i obnizonej ekspresji u myszy MRL/MplJ pokazano na Rys. 6.

Na diagramie przedstawiono wytacznie kategorie ontologiczne zwigzane
z genami, dla ktorych wyznaczono istotng statystycznie (wartos¢ p<0,05)
nadreprezentacje w obrebie transkryptow wykazujacych réznice. Do oceny istotno$ci
statystycznej uzyto zmodyfikowanego dokladnego testu Fishera. Sposrod
kilkudziesigciu kategorii ontologicznych, dla ktérych wykazano istotno$¢ statystycznag
na wykresach przedstawiono tylko cze$s¢. W wyborze kierowano si¢ tzw. wartoscia
wzbogacajacg (ang. enrichment score), ktory plasuje znaczenie biologiczne grupy
genéw w oparciu o ogolne wyniki EASE (zmodyfikowany dokladny test Fishera)
I pokazuje warto$¢ wzbogacenia (nadreprezentacji) danej grupy genow w stosunku do
wszystkich genéw uzytych do analizy. Dodatkowo o wyborze przedstawionych na
Rys. 6 kategorii ontologicznych decydowata liczba genéw w danej grupie lub ich

potencjalne znaczenie w regeneracji lub gojeniu ran.
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Rys. 6. Klastery gené6w wykazujacych nadreprezentacje wsrod transkryptow wykazujacych co najmniej
dwukrotne réznice w ekspresji miedzy mysza MRL/MpJ a szczepami kontrolnymi.

Po lewej stronie pokazano wykresy reprezentujace geny o ekspresji wyzszej, po prawej, nizszej u myszy MRL/MpJ
w poszczegdlnych tkankach: (A, F) Ht - serca, (B, G) Ears - uszu, (C, H) Spl - $ledziony, (D, I) Liv - watroby,
(E, J) BMr - szpiku kostnego. Wszystkie kategorie byly istotne statystycznie (warto$¢ p<0,05). Znakiem ,,*” oznaczono klastery
genow istotne po korekcie Benjaminiego. W nawiasach obok kazdej kategorii funkcyjnej podano liczbe genow.
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Geny zwiazane z odpowiedzig immunologiczng

Posrod gendw o obnizonym poziomie ekspresji (Rys. 6) u myszy MRL/MpJ,

W poréwnaniu do dwodch kontrolnych szczepdw myszy, we wszystkich pieciu

analizowanych tkankach, wystepuja geny kodujace czynniki zwigzane z odpowiedzig na

zranienia i uktadem immunologicznym (Tab. 4).

Tab. 4. Geny kodujace czynniki odpowiedzi immunologicznej wykazujace obnizony poziom ekspresji
u myszy MRL/MpJ w poréwnaniu do szczepow kontrolnych C57BL/6J oraz BALB/c.

Wymienione klastery genow wykazywaly istotno$¢ statystyczng (wartos¢ p<0.05). Geny zwiazane
Z toczniem rumieniowatym uktadowym sa zaznaczone kolorem czerwonym.

Maizowina Serce Watroba Sledziona Szpik kostny
uszna
positive
immune immune response _regulatlon of immune immune
response GO:0006955 immune response response
G0:0006955 response G0:0006955 G0:0006955
G0:0050778
C4b, Ulbpl
Cda, Azgpl, Btla, C1qgb, C9, C4a, Cd19, C4a, Ccl24, C4a, Dhx58,
Cd180, Cd55, |Cd300c, Cd74, Fcer2a, H2-K1, |Cd55, Ddx58, |Fcamr, Fcgr2b,
Cfh, Clec4n, Cd79a, Cd79b, Ciita, |H2-Q6, Kirblc, |Dhx58, Eda, Gbp5, H2-Aa,
Colec12, Clec5a, Cr2, Dhx58, |Masp2, Tnfrsfl3c | Exol, Faim3, H2-Q6, Ifihl,
Dhx58, Exol, Faim3, Fcamr, Fas, Fasl, Igh, Skapl,
Fas, Fcgr2b, Fcgr2b, Fcgr3, Gbp4, Fcamr, Fcgr2b, | Sla2, Swap70,
Gbp2, Gbp4, Gbp5, H2-Aa, H2- Ghp5, Ticam2, Tnfsf4
Gbp5, Ghpé, Abl, H2-D1, H2- Gm10169, H2-
H2-Bl, H2-D1, |DMa, H2-DMb1, H2- Aa, H2-D1, H2-
H2-K1, H2-M3, | DMb2, H2-Eb1, H2- M5, H2-Q7,
H2-Q6, Hc, gs10, H2-K1, H2-Q6, Ifihl, Igh,
Ifihd, 117, Igh, Ly86, Ptprc, 1118rap, Il1rn,
Oasla, Oaslg, |Samhdl, Snap91, 112, Mx1, Mx2,
Qasll, Oasl2, TIr7, TIr8, Tnfrsf13c Oasla, Oaslyg,
Pou2f2, Oas2, Oas3,
Ticam2, TIr3, Oasl1, Oasl2,
Tlr7, Tlr8, Ptprc, Swap70,
Tnfsf13b Themis,
Ticam2,
Tnfsf15, Tratl
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Keratyny

W malzowinie usznej znaczgca liczba gendéw o podwyzszonym poziomie
ekspresji (57) u myszy MRL/MpJ byla zwiagzana z keratynami (geny Krt) (Tab. 5),
czemu odpowiada tez wyjatkowo wysoki poziom istotnosci statystycznej (warto$é
p:5.51*10'60). Keratyny sg grupa bialek, ktore tworzg ramy konstrukcyjne komorek
nabtonka wyscielajacych powierzchnie i1 jamy ciata. Najczgsciej keratyny budujg tkanke
wlosow, skory i1 paznokci. Podwyzszony poziom ekspresji niektorych gendéw Krt zostat
zaobserwowany w trakcie procesu regeneracji fragmentéw palcéw po ich amputacji
u myszy MRL/MpJ w poréwnaniu do kontrolnego szczepu myszy C57BL/6J [106] oraz
w trakcie procesu bezbliznowego gojenia otworéw wycietych w malzowinie usznej

u myszy MRL/MpJ (Krt 1-14) [31].

Tab. 5. Geny keratyn i zwigzane z keratynami wykazujace co najmniej dwukrotnie podwyzszony
poziom ekspresji u myszy MRL/MpJ w poréwnaniu do szczepéw kontrolnych CS57BL/6J oraz
BALB/c.

Malzowina uszna

SP_PIR_KEYWORDS Keratin

1110025L11Rik, 5430421N21Rik, AY026312, Gm10228, Gm10229, Gm11554, Gm11563,
Gm11564, Gm11567, Gm11595, Gm11937, Gm11938, Gm2692, Gm7288, Gm7574, Krt18,
Krt25, Krt26, Krt28, Krt32, Krt33a, Krt33b, Krt34, Krt35, Krt36, Krt40, Krt71, Krt72,
Krt73, Krt81, Krt82, Krt84, Krt85, Krtap10-4, Krtap12-1, Krtapl-3, Krtapl13-1, Krtap14,
Krtapl5, Krtap16-1, Krtap16-10, Krtap16-4, Krtap16-5, Krtap16-8, Krtapl7-1, Krtap2-4,
Krtap26-1, Krtap3-1, Krtap3-2, Krtap3-3, Krtap4-16, Krtap4-2, Krtap4-6, Krtap4-7,
Krtap4-8, Krtap5-1, Krtap5-4, Krtap5-5, Krtap6-1, Krtap7-1, Krtap8-1, Krtap9-1, Krtap9-
3, Krtap9-5

Szlak metabolizmu retinolu i wigzania retinoidéw

W tkankach serca, $ledziony, watroby 1 uszu podwyzszonej ekspresji ulegaja
geny zwigzane z metabolizmem retinolu lub wigzaniem retinoidow. W tkance serca
I Sledziony (Tab. 6A) sa to glownie geny nalezace do rodziny cytochromu P450
odpowiadajace za utlenianie nadmiernych ilosci kwasu retinowego i jego pochodnych
w organizmach zwierzat. W tkankach uszu i watroby (Tab. 6B) podwyzszonej ekspresji
ulegaja geny odpowiedzialne za wigzanie retinoidow (Rbp7, Rbpl i Ptgds). Geny
kodujace biatka wigzace retinol s3 wyzej eksprymowane we wszystkich badanych
tkankach myszy MRL/MpJ (Tab. 7). Gen Rbp7 ulega podwyzszonej ekspresji
w tkankach serca, watroby i uszu, natomiast gen Rbpl - w tkankach $ledziony, szpiku

kostnego i uszu.
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Funkcja wymienionych powyzej genow w szlaku przeksztalcania retinolu
I kwasu retinowego zostala dobrze scharakteryzowana. Syntetaza prostaglandyny D2
(Ptgds) wiaze all-trans- i 9-cis- kwas retinowy oraz trans- i 13-cis-retinal z takim
samym powinowactwem jak przenosniki retinoidow [107]. Biatko 1 wiazace
komorkowy retinol (Rbpl, zwane CRBP1) odgrywa istotna role w konwersji retinolu do
estrow retinylu, ktore sa przechowywane w watrobie [108]. W tkance watroby myszy
MRL/MpJ podwyzszonej ekspresji ulega takze gen Apod, ktorego ekspresja jest
indukowana przez kwas retinowy, a ktory jest odpowiedzialny migdzy innymi
za procesy nowotworzenia [109]. Geny Cyp4 nalezace do rodziny cytochromu P450,
koduja enzymy odpowiedzialne za metabolizm zwigzkow aktywnych biologicznie,
takich jak hormony steroidowe, kwasy zotciowe czy witaminy A i D [110]. Réwniez
geny nalezace do grupy Cyp3a moga uczestniczy¢ w szlaku metabolizmu form all-trans

kwasu retinowego [111].

Tab. 6. Geny metabolizmu retinolu i wiazania retinoidow wykazujace co najmniej dwukrotne
réznice w ekspresji miegdzy mysza MRL/MpJ a szczepami kontrolnymi C57BL/6J oraz BALB/c.

1)podwstzona ekspresja rowniez w tkance serca myszy MRL/MplJ;

2 podwyzszona ekspresja rowniez w tkance szpiku kostnego i $ledziony myszy MRL/MpJ.

A) mmu00830:Retinol metabolism/
G0:0046914~transition metal ion binding/ oxidoreductase (SPIR_ KEYWORDS)

Serce Sledziona
Cyp2a4, Cyp2a21-ps, Cypdalza, Cypda3l

Adn, Cyp2b10, Cyp4al2b, Cypdall Cyp2c50, Cyp2c69, Cyp3all, Cyp3adlb

Cyp4a3?2
B) GO:0005501~retinoid binding
Watroba | Malzowina uszna
Ptgds, Rbp7”
Apod | Rbp1?
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Tab. 7. Podwyzszona ekspresja transkryptow genéw Rbpl i Rbp7 w poszczegolnych tkankach
myszy MRL/MpJ.

Ekspresja co najmniej dwukrotnie podniesiona u myszy MRL/MpJ wzglgdem C57BL/6]J i BALB/c
0znaczona jest czarnym polem.

c z w g 72\ wm

Nl %S| 2| 2| B

Numer 3 g— 9 = 2 =
o L

transkryptu | Symbol =) S| S -}
o

(wgNCBI) | genu = 2

<

BC091751 Rbpl

BCO18254  |Rbpl

BC028432 Rbp7

Geny homeotyczne

Geny homeotyczne byty nadreprezentowane wsrod transkryptow wykazujacych
podwyzszony poziom ekspresji w tkankach serca, $ledziony i szpiku kostnego
o$miotygodniowych myszy MRL/MpJ (Tab. 8). Natomiast w malzowinie usznej
roéwniez znaleziono geny homeotyczne o podwyzszonym poziomie ekspresji u myszy
MRL/MpJ, jednak nie byty one nadreprezentowane.

Posrod genow nalezacych do tej grupy funkcyjnej mozemy wyrdzni¢ gen Meis2,
ktory wraz z genem Meisl jest aktywowany przez kwas retinowy i bierze udziat
W tworzeniu osi ciala, w trakcie rozwoju organizmu [112]. Biatka MEIS1 oraz PBX1
oddzialuja z biatkami homeotycznymi [113]. Ponadto w sercu myszy MRL/MpJ

podwyzszonej ekspresji ulega gen Nanog, bedacy markerem pluripotencji.
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Tab. 8. Geny homeotyczne wykazujace co najmniej dwukrotnie podwyzszong ekspresje u myszy
MRL/MpJ w poréwnaniu ze szczepami kontrolnymi.

Malzowina

Sledziona” Serce" Szpik kostny” 2
uszna

. IPR017970:
SMO00389: HOX |PRO12287:Homeaao Homeobox, Hox

il conserved site
Meis2, Rhox2e
4933403003Rik, Dux, Crxosl1,
gmggg, gmgggj, gmgggg, DIx3, DIx2,
o o PP Ary, Cyp4alo, | Crx, Gm7148, | DIx1, Hnflb,

Gm4023, Gm4745, Hoxch,
Isll, Lbx1, Obox2, Obox3,
Gm8053, Gm5889, Gm8040,
Obox5, Otx2, Rhox2b, Rhox2c,
Rhox2a, Rhox2f, Rhox2g,
Rhox3g, Rhox3h, Rhox4a,
Rhox4d

Cyp4a32, Cyp4a3l, | Gsc2, Hoxd10, Meis2, Lhx4,
Gm8743, Gsc2, Hoxcs, | Irx1, Irx4, Nkx2- | Cuxl, Poulfi,
Nanog, Pax6, Pbx1, | 6, Pbx4 Gm12605,

Pou6f2, Sebox Rhox3g, Pbx4

Y geny homeotyczne o podwyzszonym poziomie ekspresji u myszy MRL/MpJ wykazujace
nadreprezentacje po$rdd innych genoéw (kategorie wskazane przez program DAVID)

2 geny homeotyczne o podwyzszonym poziomie ekspresji u myszy MRL/Mpl] w tkance uszu,
nie wykazujace nadreprezentacji posrod innych genow

Geny odpowiedzialne za gojenie ran (kategoria ,,wound healing”)

Analiza ontologiczna w programie DAVID (4.2.17) wykazata, ze w tkankach
$ledziony, uszu i serca myszy MRL/MpJ odmiennej ekspresji ulegaja takze transkrypty

zwigzane z procesem gojenia ran (Tab. 9).

W $ledzionie myszy MRL/MpJ wérod gendéw nalezacych do kategorii gojenie
ran mozemy wyrdzni¢ transkrypty kodujace glikoproteiny (Gp5, Gp6, Gp9) oraz
czynniki odgrywajace role w procesie koagulacji krwi (F5, F10, Vwf). Natomiast
posrod gendow o podwyzszonej ekspresji w tkance uszu mozemy wyrdznié transkrypty
kodujace chemokiny (Ccl7, Ccl25) oraz interleuking 6 (116), kluczowy czynnik

odgrywajacy rolg w trakcie powstawania odpowiedzi zapalnej w ranie.

W sercu i matzowinie usznej obnizonej ekspresji ulegaja rowniez geny zwigzane
z kategorig funkcyjng "odpowiedz na zranienie" (Tab. 9B). Wigkszos¢ z wymienionych
w Tab. 9b transkryptow gendéw jest zwigzana z odpowiedzig zapalng. Geny C4b, Tlr7
I TIr8 wykazuja obnizony poziom ekspresji zarowno w tkance serca, jak i uszu myszy
MRL/MpJ.
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Tab. 9. Geny zwigzane z gojeniem ran wykazujace co najmniej dwukrotne roznice w ekspresji
u myszy MRL/MpJ w poréwnaniu ze szczepami kontrolnymi.

A. Transkrypty wykazujace podwyzszona ekspresj¢ w tkance uszu i §ledziony u myszy MRL/MplJ oraz B.
Transkrypty wykazujace obnizona ekspresj¢ w tkance serca i uszu myszy MRL/MpJ. Transkrypty
zwigzane z odpowiedzia zapalna s3 zaznaczone czerwong czcionka.

A. Transkrypty o podwyzszonej ekspresji w tkance uszu i sledziony

Malzowina uszna Sledziona

G0:0042060~wound

CIOREDIEI = rERpTEE 0 BT healing/GO:0007599~hemostasis

Gp5

C4b, Ccl25, Ccl7, Ggts, Gjal, Gm2023,
Hbegf, 116, Maspl, Procr, Rtn4rl2, Saal,
Scnnlb, Shh

Anxa8, F10, F5, Gp6, Gp9, Otog, P2rx1, Pf4,
Vwf

B. Transkrypty o obnizonej ekspresji w tkance serca i uszu

Malzowina uszna Serce

G0:0009611~response to wounding G0:0009611~response to wounding

C4b, Tlr7, TIr8

C4a, Cd180, Cd55, Cfth, Gap43, Hc,
Mecom, Myh2, P2ry12, Tfpi, Ticam2,
TIr3

Alox5, C1gb, C9, Ciita, Cr2, Fcgr3, Fgg, Ly86,
Reg3b, Snap9l

A\ MOST

Szlak sygnalizacji PPAR (ang. Peroxisome Proliferator-Activated Receptor)

Inng kategoriag funkcjonalng gendéw wykazujacych co najmniej dwukrotne
réznice w poziomie ekspresji pomiedzy szczepem myszy MRL/Mpl a szczepami
kontrolnymi w tkance serca, jest szlak sygnalizacji PPAR (Tab. 10).

Biatka uczestniczace w tym szlaku odpowiadajg przede wszystkim za spalanie

| przechowywanie tluszczy oraz adipogeneze. Znamienna jest indukcja u myszy

MRL/MpJ dwoéch kluczowych markerdéw tej $ciezki sygnalizacyjnej: Adipoq i Ucpl.

Tab. 10. Geny zwiazane z sygnalizacja PPAR wykazujace co najmniej dwukrotne réznice
w poziomie ekspresji w sercu u myszy MRL/MpJ w poréwnaniu ze szczepami kontrolnymi.

mmu03320:PPAR signalling pathway

Adipoq, Pck1, Plinl, Ucpl
Acaalb, Cyp4al0, Cypdal2a, Cyp4al2b, Cyp4a3l, Cypda32, Hmgcs2, Slc27al, Slc27a2,
Sorbsl
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5.1.4. Sekwencjonowanie drugiej generacji

W celu potwierdzenia wynikéw otrzymanych przy zastosowaniu mikromacierzy
ekspresyjnej, metoda sekwencjonowania drugiej generacji (ang. Next-Generation
Sequencing, NGS) (4.2.14) zbadano poziom ekspresji transkryptow genow w tkance
serca pojedynczych osobnikéw myszy MRL/MpJ, C57BL/6J oraz BALB/c (4.1.1).
Restrykcyjne kryteria selekcji wynikow uzyskanych przy zastosowaniu techniki NGS
pozwolily na wskazanie 25 transkryptow, dla ktorych istotnosé statystyczna wyniku
wyznaczono zaréwno W odniesieniu do wartosci p, jak | warto$ci q (po korekcie wyniku
dla powtoérzen wielokrotnych) i ktére wykazywaly co najmniej dwukrotne réznice
W poziomie ekspresji pomigdzy badanym szczepem myszy MRL/MpJ a dwoma
szczepami kontrolnymi (Tab. 11). Posrod wymienionych transkryptow geny Vwaba,
Ucpl, Rbp7, Pckl, Cidec, Cdol, Car3 oraz Adipoq wykazuja podwyzszony poziom
ekspresji tak jak w przypadku wynikoéw otrzymanych przy zastosowaniu mikromacierzy
ekspresyjnej firmy NimbleGen. Rowniez transkrypty Scube2, Pccb, Ifltdl, Hsd17b7,
Ezhl oraz Als2, o dwukrotnie nizszym poziomie ekspresji w tkance serca myszy
MRL/MpJ (Tab. 11), wykazuja podobny poziom ekspresji zgodny z wynikami
mikromacierzowymi. Rozbiezno$ci pomigdzy wynikami uzyskanymi przy zastosowaniu
techniki NGS i mikromacierzy moga wynikaé¢ przede wszystkim z innego sposobu
analizy wynikow. W wypadku badan mikromacierzowych nie stosowano bowiem
korekty statystycznej dla powtorzen wielokrotnych, ktora w wypadku zastosowanej
analizy wynikow NGS umozliwia wytypowanie niewielkiej liczby, ale najbardziej
wiarygodnych rezultatow. Ponadto, sekwencjonowanie drugiej generacji zostalo
wykonane dla pojedynczych serc badanych myszy, a w przypadku mikromacierzy
ekspresyjnej otrzymano Sredni poziom ekspresji dla trzech potaczonych serc kazdego ze
szczepOw myszy. Poza tym wyniki mikromacierzowe moga dotyczy¢ jedynie
wybranych wariantow transkrypcyjnych, a rezultaty NGS odnosza si¢ do wszystkich
wariantow transkrypcyjnych danego genu. Ztych powodow te dwie metody nie
doprowadzity do uzyskania identycznych, ale zblizonych do siebie wynikow.
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Tab. 11. Reprezentatywne geny wykazujace réznice w ekspresji w sercu myszy MRL/MpJ zidentyfikowane
przy uzyciu NGS.

Lista obejmuje transkrypty wykazujace co najmniej dwukrotne rdznice w poziomie ekspresji w tkance serca
myszy MRL/MpJ, w poréwnaniu do dwoch kontrolnych szczepéw myszy C57BL/6J oraz BALB/c. Wszystkie
rezultaty sg istotne statystycznie pod wzglgdem warto$ci p i po korekcie dla powtdrzen wielokrotnych (warto$¢ q).
Kolorem czerwonym zaznaczono geny wykazujace co najmniej dwukrotne réznice w ekspresji wg wynikow
mikromacierzowych (4.2.13). Wartosci sg zaprezentowane jako log.

Al i s so o oo um [EEN

Numer
transkryptu Symbol genu C57BL/6J | BALB/c | MRL/MpJ Opis
(wg NCBI)

Transkrypty wykazujace podwyzszony poziom ekspresji w tkance serca myszy MRL/MpJ

NM_008218 Hba-al 757 8.95 - hemoglobin alpha, adult chain 1
NM_007606 Car3 4,40 3,52 7,19 carbonic anhydrase 3
NM_009127 Scdl 4,94 4,13 7,01 stearoyl-Coenzyme A desaturase 1
NM_022020 Rbp7 5,24 4,63 6,70 retinol binding protein 7, cellular
von Willebrand factor A domain
NM_172767 Vwaba 3,70 3,78 5,562 containing 5A (Vwaba), transcript variant
1
NM_007988 Fasn 4,08 3,32 5,50 fatty acid synthase
phosphoenolpyruvate carboxykinase 1,
NM_011044 Pckl 2,68 ! 5,21 cytosolic
. adiponectin, C1Q and collagen domain
NM_009605 Adipog 2,47 1,17 4,95 containing
NM 009463 Ucpl 449 uncoupling protein 1 (mitochondrial,
- P ' proton carrier)
NM_033037 Cdol 4,41 cysteine dioxygenase 1, cytosolic
NM 178373 Cidec 439 cell death-inducing DFFA-like effector ¢
- ' (Cidec), transcript variant 1
NM 008081 Bagalnt2 281 beta-1,4-N-acetyl-galactosaminyl

transferase 2

Transkrypty wykazujace obnizony poziom ekspresji w tkance serca myszy MRL/MpJ

amyotrophic lateral sclerosis 2 (juvenile)
NM_028717 Als2 2,01 1,89 (Als2), transcript variant 1
intermediate filament tail domain
NM_028742 Ifltd1 2,39 containing 1
NM_010476 Hsd17b7 2,39 3,90 hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 7
NM_007970 Ezhl 3,69 3,65 enhancer of zeste homolog 1 (Drosophila)
NM_020052 Scube? 2,94 2,97 signal peptide, CUB domain, EGF-like 2
leucine-rich repeat-containing G protein-
NM_001033409 Lgr6 4,08 4,00 coupled receptor 6
NM_177039 | A530016L24Rik 4,06 4,61 2,43 RIKEN cDNA A530016L.24 gene
NM_009503 Vep 517 5,01 2,71 valosin containing protein
NM 026921 Iscal 6.45 575 426 iron-sulfur cluster assembly 1 homolog (S.
- ' ' ' cerevisiae)
NM 025835 Pech 579 574 441 propionyl Coenzyme A carboxylase, beta
- ' ' ' polypeptide
NM_009942 Cox5b 8,38 8,58 6,55 cytochrome c oxidase subunit Vb
NR_002905 Snora74a 10,11 11,16 8,80 small nucleolar RNA, H/ACA box 74A
NR_004445 Snord22 _ 9,77 small nucleolar RNA, C/D box 22
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Analiza ontologiczna w programie DAVID (4.2.17) wykazata, ze posrod gendw
0 podwyzszonym poziomie ekspresji znajdujg si¢ transkrypty zwigzane ze szlakiem
sygnalizacji PPAR oraz procesem metabolizmu kwasoéw tluszczowych (Tab. 12).
Wyniki te potwierdzajg rezultaty uzyskane przy zastosowaniu mikromacierzy
ekspresyjnej, zgodnie z ktorymi podwyzszonej ekspresji ulegaty transkrypty zwigzane
ze szlakiem PPAR (Rys. 6). Natomiast, wsrdd transkryptow 0 obnizonym poziomie

ekspresji zwraca uwage nadreprezentacja genow zwigzanych z procesem acetylacji.

Tab. 12. Analiza ontologiczna grup genéw wykazujacych roznice w ekspresji znalezione przy
uzyciu NGS w sercu myszy MRL/MpJ

Analiza wykonano dla genow o co najmniej dwukrotnie wyzszej lub nizszej ekspresji u myszy MRL/MpJ
w poréwnaniu do szczepow kontrolnych w tkance serca. Wszystkie rezultaty byty istotne statystycznie
(warto$¢ p<0,05). "*" - wyniki istotne po korekcie Benjaminiego.

Analiza dla transkryptow o podwyzszonym poziomie ekspresji

PPAR signaling pathway [Scdl, Ucpl, Adipog, Pck1]*
Oxidoreductase [Scdl, Fasn, Cdol]
Monosaccharide metabolic process [B4galnt2, Adipog, Pck1]
Transition metal ion binding [Hba-al, Scdl, Fasnh, Cdol, Car3, Pck1]
Lyase [Fasn, Car3, Pckl]

Fatty acid metabolic process [Scdl, Fasn, Adipoq]

Cytosol [Hba-al, Cdol, Cidec]

Analiza dla transkryptéw o obnizonym poziomie ekspresji

Transit peptide [Iscal, Cox5b, Pccb]
Acetylation [Als2, Vcp, Cox5b, Pcch, Hsd17b7]
Positive regulation of hydrolase activity [Als2, Vcp]

5.1.5. Pomiar stezenia kwasu retinowego we krwi myszy

MRL/MpJ oraz C57BL/6J

Analiza wynikow uzyskanych przy zastosowaniu mikromacierzy ekspresyjnej
wykazala, iz we wszystkich analizowanych tkankach myszy MRL/MpJ podwyzszonej
ekspresji ulegaja geny kodujace biatka uczestniczace W wigzaniu retinoidow lub
metabolizmie retinolu, co moze wptywa¢ na st¢zenie tego metabolitu we krwi.
W zwigzku z tym sprawdzono stgzenie retinolu metoda HPLC (4.2.15) w pelnej krwi
sze$ciu myszy MRL/MpJ oraz szesciu myszy szczepu kontrolnego C57BL/6J (4.1.1).
Wiyniki zostaty przedstawione na Rys. 7. Srednie stezenie retinolu oznaczone w petnej
krwi myszy MRL/MpJ wynosito 1,09 ug/ml, natomiast u myszy szczepu kontrolnego -
1,42 pg/ml. Zmierzony $redni poziom retinolu we krwi myszy MRL/MpJ jest zatem

0 okoto 25% nizszy niz u myszy C57BL/6J, a r6znica ta jest istotna statystycznie.
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Stezenie retinolu we krwi myszy MRL/MpJ i kontrolnego
szczepu myszy C57BL/6)
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Rys. 7. Stezenia retinolu w pelnej krwi myszy MRL/MpJ oraz CS7BL/6J.
Roznice w poziomie st¢zenia retinolu pomiedzy badanymi szczepami myszy byly istotne statystycznie

(* - wartos¢ p=0.026), co potwierdzono za pomoca testu t-Studenta (homoskedastyczny, rozktad
dwustronny).

5.1.6. Poréwnanie profili ekspresji genéw w sercach dorostych
myszy MRL/MpJ oraz sercach embrionalych i noworodkowych
myszy C57BL/6J

Znaleziono dowody, ze mysz MRL/MplJ wykazuje pewne cechy metabolizmu
embrionalnego [36]. W celu sprawdzenia czy istniejg analogiczne podobienstwa
w profilach transkrypcji wykonano zestawienie wynikow mikromacierzowych
otrzymanych dla serc dorostej myszy MRL/MplJ, dorostej myszy C57BL/6J, serc
ptodéw myszy C57BL/6]J z dnia embrionalnego 15, 16, 18 119 oraz serc
jedno- i siedmiodniowych noworodkéw (4.1.1). Z powyzszego zestawienia wynika, ze
profile ekspresji genow w sercu dorostej myszy MRL/MpJ wykazuja wigcej
podobienstw do poziomu ekspresji genéw w sercach myszy jednodniowych
I siedmiodniowych szczepu kontrolnego niz profile ekspresji dorostej myszy szczepu

kontrolnego.

Posrod transkryptow o podwyzszonym poziomie ekspresji (Tab. 13)
odrdzniajacych serce myszy MRL/MpJ oraz serca noworodkowe od dorostych serc
szczepu kontrolnego mozna wyrdézni¢ geny nalezace do klasteru cytochromu P450,

metabolizmu retinolu oraz szlaku sygnalizacji PPAR. Ws$rod transkryptow
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0 podwyzszonym poziomie ekspresji  wspolnych dla MRL/MpJ, embrionow
i noworodkow znaleziono mig¢dzy innymi gen Nanog, znany marker pluripotencji.
Natomiast transkrypty wykazujace obnizony poziom ekspresji w sercu dorostej myszy
MRL/MpJ oraz sercach embrionalnych i noworodkowych byly gléwnie zwigzane
z odpowiedzig immunologiczng. Jak pokazuje Tab. 13b, profile transkrypcji znacznej
liczby genow o obnizonej ekspresji wykazujg podobienstwa w sercach dorostej myszy
MRL/MpJ oraz noworodkéw i embriondw myszy kontrolnej, natomiast profile
transkrypcji pewnej liczby genow o podwyzszonej ekspresji wykazujg podobienstwa
miedzy sercami dorostej myszy MRL/MpJ 1 noworodkami, ale nie embrionami myszy

kontrolnej.
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Tab. 13. Podobienstwo profili ekspresji genow w sercach doroslej myszy MRL/MpJ oraz embrionow
i noworodkow myszy C57BL/6J — analiza ontologiczna.

Geny o odpowiednio podwyzszonym (A)/obnizonym (B) poziomie ekspresji w tkance serca myszy MRL/MpJ, sercach
embrionalnych (E15, E16, E18, E19) oraz noworodkow jednodniowych (NB d1) i siedmiodniowych (NB d7) w poréwnaniu
do dorostych serc dwumiesiecznych (2 msc) myszy C57BL/6J nalezace do istotnych statystycznie kategorii ontologicznych
znalezionych przy pomocy programu DAVID wéréd wszystkich transkryptow wykazujacych co najmniej dwukrotnie
podwyzszong lub obnizong ekspresje.

A) Transkrypty o podwyzszonym poziomie

ekspresji

B) Transkrypty o obniZonym poziomie ekspresji

Stosunek poziomu
ekspresji do myszy Kategoria
C57BL/6J (2 msc) funkcyjna

Symbol
genu

C57BL/6J

XOH

cAN/THIN

ST3
9713
873

wisIjogelaW jounsy
Aemyred Buijeubis Yvdd
| dnoub ‘sseja-3 ‘05 d awodys01AD

P aN
sw g npvy

673
TP aN
Auanoe donqiyur ssepndsdopug

Symbol
genu

Stosunek poziomu

ekspresji do myszy
C57BL/6J (2 msc)

Kategoria funkcyjna

C57BL/6J

cAdN/THN

qT4

913
874
613
TP aN
Lp aN
osw g 1jnpy

H2-Abl

H2-DMb2

Cyp4al2a
Cyp4al0
Cyp4a3l
Cyp4a32

Cyp2a4
Cyp2a4
Cyp2a4 -
Cyp2a21-ps i
Cyp2b10
Cyp2f2
Cyp2d10
Cyp4fls
Slc27a2
Slc27a2
Slc27a2
Acaalb
Pckl
1tih3

Serpinald
BC117090 |

Wfdc2
Barhl2
Gm7148

Nanog

Skala

H2-Aa

H2-Ebl

H2-Ebl

H2-Aa

H2-Aa

H2-DMa

H2-0b

H2-K1

H2-Q6

Klra3

Klra3

Klra3

Fcgr3

Fcgr3

C4b

Clgb

Igh

Fcgrd

Hist2h3c2

Cr2

TIr7

TIr7

Ciita

TIr8

Ciita

Cd74

Cd74

Faim3

Gbp5

Cd79b

Cd79a

Gbp4

Clecba

Alox5
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5.1.7. Analiza poziomu ekspresji wybranych genéow metoda

PCR w czasie rzeczywistym

W celu potwierdzenia wynikow uzyskanych przy zastosowaniu mikromacierzy
ekspresyjnej wybrano kilka genéw wykazujacych co najmniej dwukrotne rdznice
w poziomie ekspresji miedzy szczepem myszy MRL/MpJ adwoma szczepami
kontrolnymi - C57BL/6J oraz BALB/c.

Dla wybranych genow (Tab. 14) analiza zostata wykonana metodg ilosciowego
PCR w czasie rzeczywistym (gPCR). Analize poziomu ekspresji przeprowadzono
zgodnie z procedurg opisang w punkcie 4.2.7. Jako gen referencyjny zastosowano gen
S-aktyny. Reakcje wykonano na matrycach cDNA (4.2.4 A) pochodzacych ze sledziony,
watroby 1 serc (4.1.1) od trzech osobnikéw (samic) myszy MRL/MpJ, C57BL/6J oraz
BALB/c. Wyniki oznaczenia poziomu ekspresji dla wszystkich analizowanych genow

przedstawiono na Rys. 8 oraz zestawiono w Tab. 14.

Geny do tej analizy wybrano bioragc pod uwagg ich potencjalny wplyw na
podwyzszone zdolnosci regeneracyjne myszy MRL/MpJ. Gen Adipog jest wyzej
eksprymowany w tkance serca myszy MRL/MpJ w poréwnaniu do kontrolnych
szczepow myszy i bierze udziat w szlaku PPAR. Produkt biatkowy genu Rbpl (analiza
w tkance $ledziony) odgrywa kluczowg role w szlaku kwasu retinowego i odpowiada za
wigzanie retinolu i wprowadzanie go do komorki. Natomiast gen Mmp9 koduje
metaloproteinaz¢ macierzy. Ponadto sprawdzitam poziom ekspresji genow roznie
eksprymowanych w tkance watroby myszy MRL/MplJ. Posrod gendow wybranych do
analizy metodg qPCR mozna wyr6zni¢ miedzy innymi gen Fgfl, kodujacy czynnik
wzrostu fibroblastow oraz gen Gpcl, ktéry moze odgrywac role w regulacji podzialow

komorkowych 1 wzrostu komorki.

Dla powyzszych gendéw wyniki otrzymane przy zastosowaniu mikromacierzy

ekspresyjnej zostaty potwierdzone metodg qPCR.
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Rys. 8. Weryfikacja mikromacierzowych pomiaréw ekspresji genéw wykonana dla wybranych
transkryptow metoda qPCR.

Histogramy pokazujg $rednie relatywne poziomy transkryptow oznaczone dla probek od trzech
osobnikow.

nd - nie wykryto transkryptu. Istotno$¢ statystyczng wyznaczono stosujac heteroskedastyczny,

dwuskrzydtowy test t-Studenta. "*"- oznaczono wyniki o wartosci istotnosci statystycznej p<0,05. Stupki
btedoéw odpowiadaja warto§ciom odchylenia standardowego.
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Tab. 14. Zestawienie wynikéw analizy poziomu ekspresji wybranych genow metoda qPCR.

Wyniki przedstawiono jako znormalizowany wspotczynnik poziomu ((2), 4.2.7) ekspresji genéw u myszy MRL/MpJ
wzgledem C57BL/6J lub BALB/c. Istotno$¢ statystyczng wyznaczono stosujac test t-Studenta (rozktad dwustronny,
heteroskedastyczny); "*" - oznaczono wyniki o wartosci istotnosci statystycznej p< 0,05.

Poziom ekspresji Zno_rmallzowan_y Poziom ekspresji genu
Numer transkryptu poziom ekspresji (NGS)
transkrvot Symbol | Analizowana (mikromacierz) transkryptu (QPCR)

a SNgglu genu tkanka MRL/MpJ- | MRL/MpJ | MRL/MpJ | MRL/MpJ | MRL/MpJ | MRL/MpJ-
(Wg ) C57BL/6J - BALB/c -C57BL/6J - BALB/c -C57BL/6J BALB/c
BCozs77o | AdiPod Serce 2,78 4,13 4,06 13,79* 558 13,74
BCo91751 | RPP Sledziona 481 3,16 5,17* 3,33* - -
BCo4ego1 | MmP9 | Sledziona 3,48 2,68 3,98 3,25 ; ;
BC049592 | Fgf21 Watroba 4,39 2,00 10,85 3,63 - -
BC042773 | Mamdc2 |y ba 0,022 0037 | 431E-03 | 3,05E-03 - -
BC062902 Gpel Watroba 3,63 2,96 3,54 6,79 i i

NM_029975 | Ulbpl | ¢1c4ziona 0,08 0,07 0,00* 0,00* - -
BC119177 | Lhx $ledziona 2,35 277 108,03 9,61 - -
BCO32877 1 Wisp2 | ¢ 4ziona 2,86 3,70 4,43 5,32 ; ;

5.2. Badanie profili metylacji wybranych genéow myszy

MRL/MpJ

Celem poroéwnawczego badania genomowych profili metylacji w tkankach

myszy MRL/MpJ i myszy C57BL/6J bylo znalezienie gendow i regiondw DNA
wykazujacych znaczne rdéznice w metylacji z zamiarem sprawdzenia czy te rdznice
moga mie¢ zwigzek z regeneracyjnym potencjatem myszy MRL/MpJ. Do badan
zastosowano DNA genomowe wyizolowane z tkanek serca, watroby 1 S$ledziony
pochodzace od 3 pigciotygodniowych samcow kazdego szczepu myszy (4.1.1). Wyniki
tych badan zostaty przedstawione w artykule opublikowanym w DNA Research [37].

Istotng czg$cig tej pracy i moim gtéwnym wkladem w tych badaniach bylo
potwierdzenie wynikow uzyskanych za pomoca mikromacierzy metylacyjnej dla kilku
wybranych genéw, metoda sekwencjonowania wodorosiarczynowego (4.2.16) oraz przy

uzyciu endonukleazy restrykcyjnej wrazliwej na metylacje CpG (4.2.6) i qPCR (4.2.7).

Biorac pod uwage wyniki otrzymane przy uzyciu mikromacierzy metylacyjnej

oraz analiz¢ ontologiczng wykonang w programie DAVID (4.2.17) sprawdzono, ktore
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z genoOw nalezacych do grupy genow homeotycznych 1 odpowiadajacych
za embriogeneze sg hipometylowane u myszy MRL/MpJ w porownaniu do kontrolnego
szczepu myszy C57BL/6J. Fragment analizy wraz z wartosciami pikow metylacji dla
wybranych genéw zestawiono w Tab. 15.

Tab. 15. Zestawienie genow wykazujacych odmienna metylacj¢ miedzy szczepami myszy
MRL/MpJ i C57BL/6J, ktore pelnia role w trakcie embriogenezy.

Szarym ttem zaznaczono geny, dla ktérych zostata wykonana dalsza analiza. Skroty: S — serce,
W -watroba, S — §ledziona.

Wartos¢ piku Wartos¢ piku
metylacji dla metylacji dla
Symbol genu | Pelna nazwa genu MRL/MpJ C57BL/6J

S W /| S| s | w/|S§

forkhead box C2

Foxc2 0,00 | 0,00 | 0,00 | 1,56 | 2,29 | 2,36
Rarg retinoic acid 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 2,05 | 1,54
receptor, gamma
Barhl1 20 T 1,65 | 0,00 | 0,00 | 1,93 | 2,04 | 1,82
(Drosophila)
retinol
Rdh10 dehydrogenase 10 | 1,17 | 0,00 | 0,00 | 1,56 | 2,53 | 1,91
(all-trans)

transforming growth
Tofbrl factor, beta receptor | 0,00 | 1,38 | 1,16 | 0,00 | 2,89 | 2,12
I
transforming growth
Tbrgl factor beta regulated | 2,5 | 2,2 | 2,7 | 0,00 | 0,00 | 0,00
gene 1

Geny wymienione w powyzszej tabeli odgrywaja kluczowa role w trakcie
embriogenezy, a sa hipometylowane w tkankach myszy MRL/MpJ.

Analiza poziomu metylacji genu Tbrgl

Region promotorowy genu Tbrgl wykazywal znaczne rdéznice w poziomie
metylacji w trzech analizowanych tkankach myszy MRL/Mp] w poréwnaniu do
szczepu kontrolnego. Produkt biatkowy tego genu dziata jako inhibitor wzrostu
komorki. Moze aktywowac biatko p53, powodujac zahamowanie cyklu komorkowego

w fazie G1.

W celu weryfikacji réznic w poziomie metylacji pomiedzy obydwoma
szczepami myszy przeprowadzono bezposrednie sekwencjonowanie (4.2.16) produktow
PCR (4.2.8) o dlugosci 271 pz odpowiadajacych badanemu regionowi, uzyskanych na

matrycach genomowego DNA poddanego konwersji wodorosiarczynowej (4.2.9)
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(Rys.9 1 Rys.10). Sekwencjonowanie przeprowadzono dla probek Sledziony
pochodzacej od trzech pigciotygodniowych samcéw myszy MRL/MpJ i dwoch
pigciotygodniowych samcow myszy C57BL/6J (4.1.1).

A MRL/Mp) el
AAGAGGGAT TTAAATGATTIGTATAAAAAAAT TTTYTTAAGAAATATATAATATATAGT TTAAAAATATTTATTAAGAG
10 20 30 40 50 60 70 80 90 19c

1!
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Rys. 9. Reprezentatywny wynik sekwencjonowania wodorosiarczynowego dla fragmentu regionu
promotorowego genu Tbrgl amplifikowanego na matrycy DNA genomowego wyizolowanego
ze §ledziony myszy MRL/MpJ i C57BL/6J.

W czerwonych ramkach zaznaczono analizowane dinukleotydy CpG. W czarnych ramkach zaznaczono warianty
sekwencji nukleotydowej u obu szczep6éw myszy. Chromatogramy przygotowano w programie FinchTV (4.2.17).
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Section 1

Tbrgl C57BL/6] Spleen
Tbrgi MRL/Mp] Spleen

(1 10 20 30 48
(1) TTTTTTTTWTTATTTATATGAAGAGGGATTTARATGATTTGTATARALRL
(1) TTTTTTTTWTTWITTATATGAAGAGGGATTTAAATGATTTGTATAAAA
Section 2

Thrgl C57BL/6] Spleen
Thrgl MRL/MpJ] Spleen

(49) 49 80 70 80 96
(49) AMATTTTYTTAAGAAATATATAATATATAGTTTAAARAATATTTATTALA

(49) AAATTTTYTTAAGAAATATATAATATATAGTTTAAAAATATTTATTAA

Section 3

(97) 97 110 120 130 144

Tbrgl C57BL/6] Spleen (97) GAGTTA GGGTATTGGGGATAGETATTTTTTGAATTAGAGTT
Tbrgl MRLfMpJ Spleen (97) GAGTTAICGAGCGGGTATTGGGGATAG TATTGTTTTTTGAATTAGAGTT
Section 4

(145) 145 150 1860 170 180 192

Tbrg1l C57BL/6] Spleen (145) AA-GTTGTGATAATTAGATGTGGAGGAAATAGTGAATGGAGAGTA
Tbrgl MRL/Mp] Spleen (145) AAGTTGTGATAATTAGATGTIARGGAGGAAATAGTGAATGGAGAACGTA
Section 5

(193) 193 200 210 220
Tbrgl C57BL/6] Spleen (193) TAGAAGTGGATICGATGGEGGATTTGTATGTT
Tbl‘gl MRL/MPJ Spleen (193) TAGAAGTGGATICGATGGGATTTGTATGTT

Rys. 10. Poréwnanie wynikéw sekwencjonowania wodorosiarczynowego dla fragmentu regionu
promotorowego genu Thbrgl amplifikowanego na matrycy DNA genomowego wyizolowanego
ze §ledziony myszy MRL/MpJ i C57BL/6J.

W czerwonych ramkach zaznaczono analizowane dinukleotydy CpG. W czarnych ramkach zaznaczono warianty
sekwencji nukleotydowej u obu szczepéw myszy. Sekwencje poréwnano w programie VectorNTI (4.2.17).

Wynik sekwencjonowania dla fragmentu rejonu promotorowego genu Tbrgl
wskazuje na metylacje trzech badanych miejsc CpG u myszy CS57BL/6J, natomiast
umyszy MRL/MpJ wyspa w pozycji -1955 od TSS pozostaje niemetylowana.
Dodatkowo powyzszy wynik wskazuje na istnienie kilku wariantow sekwencyjnych
umyszy MRL/MpJ, wtym substytucji tyminy do cytozyny, ktora jest metylowana
umyszy MRL/MpJ. U myszy MRL/MpJ znaleziono cztery, natomiast u myszy
C57BL/6J trzy miejsca CpG. W Tab. 16 podsumowano wszystkie rdznice
nukleotydowe w badanej czesci regionu regulatorowego genu Thrgl migdzy szczepami
myszy MRL/MpJ i C57BL/6J.

Tab. 16. Poréwnanie roznic w sekwencji nukleotydowej regionu promotorowego genu Thrgl.

,»Built mm9” oznacza wersj¢ bazy danych zawierajacej sekwencj¢ nukleotydowa DNA genomowego dla
szczepu myszy C57BL/6J wraz z informacjg o pozycjach poszczegdlnych genow sporzadzong w kwietniu
2007 roku.

Chr9; pozycja nukleotydowa MRL/MpJ C57BL/6]
(built mm9)
37467701 A G
37467744 A C
37467768 C T

Takie same warianty sekwencji nukleotydowej w analizowanym regionie

znaleziono réwniez U innych szczepéw myszy laboratoryjnych: 129S1/SVImJ, A/J,
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BALB/cJ, C3H/HeJ, CAST/EiJ, CBA/J (wyniki potwierdzone w bazie danych Sanger
(4.2.17)).

Mimo znalezionych réznic w sekwencji nukleotydowej i statusie metylacyjnym
genu Thrgl u myszy MRL/MpJ nie wykryto statystycznie istotnego podniesienia lub
obnizenia poziomu ekspresji tego genu u myszy MRL/MpJ w poréwnaniu ze szczepem

kontrolnym.

Analiza poziomu metylacji genu Barhl1

Gen Barhll zostaly wybrany do analizy ze wzgledu na jego istotng rolg
w trakcie rozwoju embrionalnego. Analiz¢ poziomu metylacji wykonano przy
zastosowaniu enzymu restrykcyjnego Hpall wrazliwego na metylacj¢ (4.2.6). Wyniki
oznaczenia poziomu metylacji fragmentu regionu promotorowego genu Barhll,
przeprowadzone na trzech probkach pochodzacych z tkanki watroby myszy MRL/MpJ
I trzech probkach pochodzacych od myszy C57BL/6J, przedstawiono na Rys. 11.

Barhl1

&k

Wzgledny poziom metylacji
DNA trawione/nietrawione

MRL:’MpJ C57BL/6J

Rys. 11. Analiza poziomu metylacji fragmentu regionu promotorowego genu Barhll (**-p<0,01).

Histogramy pokazuja $rednie relatywne poziomy transkryptow oznaczone dla probek od trzech
osobnikow.

W celu sprawdzenia wplywu metylacji rejonow promotorowych DNA na
poziom ekspresji tego genu w tkance watroby przeprowadzono reakcj¢ PCR w czasie
rzeczywistym (4.2.7). W wypadku powyzszego genu poziom ekspresji w tkance
watroby byl zbyt niski dla skutecznego oznaczenia iloSciowego przy uzyciu

stosowanego uktadu qPCR.
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Analiza poziomu ekspresji i metylacji genu Akrlel

Gen aldo—keto reduktazy Akrlel u myszy MRL/MpJ jest metylowany
w regionie promotorowym, w tkance serca, zgodnie z wynikami otrzymanymi przy
zastosowaniu mikromacierzy metylacyjnej. W zwiazku z powyzszym potwierdzono
réznice w poziomie metylacji fragmentu regionu promotorowego genu w tkankach
serca dla trzech pieciotygodniowych osobnikéw szczepu myszy C57BL/6J (4.1.1) oraz
trzech osobnikow myszy MRL/MplJ (4.1.1) przy zastosowaniu endonukleaz wrazliwych
na metylacj¢ (Hpall) (4.2.6) i sekwencjonowania wodorosiarczynowego (4.2.16).

Wyniki zamieszczono odpowiednio na Rys. 12 i 13.

Akrie1
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g3 0.3
g 2 097
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=00 r

MRL/MpJ C57BL/6J

Rys. 12. Poziom metylacji fragmentu regionu promotorowego genu Akrlel w tkankach serca myszy
MRL/MpJ i C57BL/6J (**p<0,01).

Histogramy pokazuja $rednie relatywne poziomy metylacji oznaczone dla probek od trzech osobnikow.
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Rys. 13. Reprezentatywny wynik sekwencjonowania wodorosiarczynowego dla fragmentu regionu
promotorowego genu Akrlel amplifikowanego na matrycy DNA genomowego wyizolowanego
z tkanki serca myszy MRL/MpJ i C57BL/6J.

W czarnych ramkach zaznaczono analizowane dinukleotydy CpG. Chromatogramy przygotowano
w programie FinchTV (4.2.17).
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Whyniki sekwencjonowania (Rys. 13) potwierdzaja rezultaty otrzymane
za pomocg mikromacierzy metylacyjnej. U myszy MRL/MpJ w badanym regionie
promotorowym wystepuje metylacja miejsc CpG, podczas gdy ten sam region nie jest
metylowany umyszy C57BL/6J. Takze wyniki otrzymane przy uzyciu analizy
z zastosowaniem enzymu Hpall (4.2.6) (Rys. 12) potwierdzajg rdéznice w poziomie

metylacji (u myszy MRL/MplJ poziom metylacji jest okoto 5 razy wiekszy).

W celu sprawdzenia wplywu metylacji na poziom ekspresji tego genu
przeprowadzono reakcje PCR w czasie rzeczywistym (4.2.7) dla probek tkanki serca
pochodzacych od trzech osobnikow kazdego z badanych szczepéw myszy. Wyniki

analizy poziomu ekspresji zamieszczono na Rys. 14.

Akrie1
0.010-

0.008+
0.006-
0.004-

0.002+

0.000 I I

MRLIIM pJ C57BL/6J

Wzgledny poziom ekspresiji
Akr1e1/Actb

Rys. 14. Analiza poziomu ekspresji genu Akrlel na matrycy serc myszy MRL/MpJ i C57BL/6J
(*** p<0,005).

Histogramy pokazuja Srednie relatywne poziomy transkryptéw oznaczone dla probek od trzech
osobnikow.

Powyzszy wynik wskazuje, Zze poziom ekspresji genu Akrlel jest nizszy
w sercu myszy MRL/MpJ niz u myszy C57BL/6J. Gen Akrlel bierze udziat
w metabolizmie glukozy, a obnizony poziom 1,5-anhydro-D-glucitolu jest markerem
hiperglikemii, jednak informacje o funkcji i znaczeniu tego genu dostgpne w literaturze
sg bardzo skape. Wyrazna réznica w statusie metylacyjnym Akrlel migdzy MRL/MpJ
aszczepem kontrolnym skorelowana ze znaczng rdéznica w poziomie ekspresji
W potaczeniu z mozliwg rolg tego genu w regulacji metabolizmu energetycznego

stanowig sugestie, ze ten watek badan warto rozwing¢.
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5.3. Zmiany w poziomie metylacji i ekspresji genow zachodzace

w trakcie rozwoju embrionalnego myszy szczepu C57BL/6J

W trakcie rozwoju embrionalnego ssakéw zachodza liczne zmiany
epigenetyczne, co pozwala na prawidtowy rozwoj organizmu. Co cickawe, wykazano iz
skora grzbietowa ptodow ssakow wykazuje zdolnos¢ do bezbliznowego gojenia ran do
konca drugiego trymestru cigzy. Na poczatku trzeciego trymestru dochodzi do zmian
w skorze, takze na poziomie molekularnym, ktére powodujg utrate zdolnosci
regeneracyjnych. U myszy skoéra embriondw goi si¢ bezbliznowo do dnia

embrionalnego 15 (E15), natomiast po dniu E16, te zdolnosci zanikaja [47].

W celu okreslenia potencjalnego wptywu regulacji epigenetycznej na
morfogeneze 1 bezbliznowe gojenie skory u ptodow myszy zbadano i pordwnano profile
metylacji i ekspresji genow w dniu embrionalnym 15, 16, 18, 19 i u dorostych myszy
w wieku 3 miesiecy szczepu C57BL/6J (4.1.1) przez zastosowanie mikromacierzy
metylacyjnych i ekspresyjnych firmy NimbleGen (Roche) (4.2.12, 4.2.13). Powyzsze
platformy hybrydyzacyjne pozwalaja na oszacowanie ekspresji dla wiekszo$ci znanych
gendw myszy 1 statusu metylacyjnego ich regiondw regulatorowych. Do badan uzyto
tylko tkanek pobranych od osobnikéw tej samej pici (samic). Nalezy podkresli¢, ze
kazdy z uzyskanych genomowych profili metylacji DNA 1 transkrypcji reprezentuje t¢

sama probke przygotowang z wycinkoéw skory pobranych od trzech réznych osobnikow.
5.3.1. OKreslenie pkci plodow

W celu eliminacji zmiennej zwigzanej z picig, byto istotne, aby do badania
wybra¢ probki pochodzace od ptoddéw tej samej plci. Z uwagi na to, ze wigkszos¢
innych badan genomowych profili metylacji i ekspresji genow przeprowadzonych
w naszym zespole badawczym wykonano dla samic, w wypadku badania skory, takze

wybrano samice.

Poniewaz ocena anatomiczna pici ptodéw myszy bytaby bardzo trudna, o ile
W ogole mozliwa, w celu sprawdzenia plci embrionow, ze skory grzbietowej ptodow
(4.1.1) wyizolowano DNA genomowe (4.2.1) i wykonano reakcjg PCR (4.2.8 A)
umozliwiajagcg rozrdznienie samcOw od samic. Zastosowano startery 1 profil
temperaturowo-czasowy do amplifikacji fragmentu genow Sly 1 XlIr zgodnie

z opublikowang metodg oznaczania ptci myszy [103].
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Na Rys. 15 przedstawiono przyktadowy wynik reakcji PCR, dla DNA
genomowego wyizolowanego ze skory ptodow z dnia E18, w formie zdjecia z rozdziatu
elektroforetycznego DNA w zelu agarozowym (4.2.10).

685 pz

660 pz
480 pz

280 pz

Rys. 15. Oznaczenie plci embrionéw myszy przy uzyciu metody PCR.

Rozdziat elektroforetyczny produktéw amplifikacji fragmentu gendéw Sly i XIr na matrycy DNA
genomowego wyizolowanego ze skory grzbietowej ptodéw myszy z dnia E18. M1 — marker wielkos$ci
DNA M1 (100-500 pz; DNA-Gdansk); K - kontrola negatywna; 1- produkt amplifikacji genu Xlr na
matrycy DNA genomowego pochodzacego od dorostej samicy myszy; 2-9 — produkty amplifikacji genow
Sly i XIr na matrycach probek DNA genomowego ptodéw myszy E18.

Elektroforeza w 2% zelu agarozowym barwionym bromkiem etydyny (4.2.10).

Metoda opisana przez McFarlane i wsp. [103] umozliwia okres$lenie plci myszy
w oparciu o reakcje PCR. W wyniku amplifikacji fragmentu genu Sly, znajdujacego si¢
na chromosomie Y w okoto 70 kopiach, obserwuje si¢ po rozdziale elektroforetycznym
DNA w zelu agarozowym jeden produkt o wielkosci 280 pz. W przypadku amplifikacji
fragmentu genu Xly, ktory wystepuje w okoto 50-70 kopiach w dwoch obszarach na
kazdym z chromosoméw X, jako wynik obserwuje si¢ fragmenty DNA o wielkosci
odpowiednio 685 pz, 660 pz i 480 pz. Pomimo, iz u samcoéw wystepuja chromosomy X
I 'Y, amplifikacja krotszego fragmentu genu pochodzgcego z chromosomu Y jest
znacznie wydajniejsza, stad obserwuje si¢ tylko jeden produkt [103]. Reakcja
umozliwita wigc tatwe rozroznienie samcoéw od samic U ptodow myszy. Na Rys. 15
produkty amplifikacji znajdujace si¢ w studzienkach oznaczonych numerami 1, 2, 4, 6,

7 pochodza od osobnika o genotypie XX (samica).
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5.3.2. Analiza zmian w poziomie metylacji genomowego DNA

w trakcie rozwoju embrionalnego w skorze grzbietowej myszy

Analizg zmian w poziomie metylacji genomowego DNA w trakcie rozwoju
embrionalnego w skorze grzbietowej myszy wykonano przy uzyciu mikromacierzy
metylacyjnej 3x720K firmy NimbleGen (4.2.12), ktéra umozliwia oszacowanie
poziomu metylacji 15.980 wysp CpG oraz 20.404 regionéw promotorowych
odpowiadajacych 22.881 transkryptow.

W celu wyodrebnienia genéw o roznym poziomie metylacji przyjeto nastgpujace

zatozenia:
a) geny o obnizonym poziomie metylacji w dniu E15:
e skora grzbietowa z dnia E15 - warto$¢ piku metylacji < 1

e skora grzbietowa z dnia E18, E19 i dorostych myszy - warto$¢ piku

metylacji > 2

e liczba sgsiadujacych ze sobg na genomie sond hybrydyzacyjnych

przypadajaca na dany region promotorowy genu > 3
b) geny o podwyzszonym poziomie metylacji w dniu E15:
e skora grzbietowa z dnia E15 - wartos$¢ piku metylacji > 2

e skora grzbietowa z dnia E18, E19 i dorostych myszy - warto§¢ piku

metylacji < 1

e liczba sgsiadujacych ze sobg na genomie sond hybrydyzacyjnych

przypadajaca na dany region promotorowy genu > 3.

Przyjecie tak restrykcyjnych zatozen pozwolilo na wyselekcjonowanie gendéw
wykazujacych najwigksze réznice w poziomie metylacji. Uzycie takich kryteridow nie
oznacza jednak, ze regiony promotorowe wyselekcjonowanych gendéw o obnizonej
metylacji w ogodle pozbawione s3 metylacji. Caly region promotorowy moze
wykazywa¢ znaczny stopien metylacji, a réznica moze dotyczy¢ tylko pewnej cze$ci
tego regionu. Z danych literaturowych wiadomo, ze takie réznice moga miec efekt
fenotypowy [114, 115]. Analiza wynikow uzyskanych przy zastosowaniu
mikromacierzy metylacyjnej (4.2.12) (Rys. 16) wykazala, ze najwigcej rdznic

w profilach metylacji wystepuje pomigdzy dniem embrionalnym 15 i 16. Ze wzgledu na
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to, iz w embrionalnym dniu 16 zdolno$¢ do gojenia bezbliznowego moze ulegac
zanikowi, w analizie wynikow skupitam si¢ na réznicach pomi¢dzy dniem E15 a dniem
E18. Wiek embrionalny ptodow z dnia E15, E16, E18 i E19 byt potwierdzony nie tylko
poprzez utworzenie czopa waginalnego po zaptodnieniu, ale rowniez zweryfikowany
przez poréwnanie ze skalg Theilera, obrazujaca zmiany w rozwoju plodu myszy
W poszczegélnych  dniach ~ embrionalnych.  Analize  danych  ekspresyjnych
I metylacyjnych ograniczono do poréwnania embrionéw, U ktorych na pewno obserwuje
si¢ podwyzszone zdolnosci regeneracyjne (dzien E15) oraz ptodow, u ktérych z calg
pewnos$cig obserwuje si¢ powstawanie blizny po zranieniu skory grzbietowej (E18,
E19).

Liczba gendéw o obnizonym/podwyiszonym poziomie metylacji

4000

3500 +——

3000 +—f

2500 +—— 2291

0 Obnizona metylacja

Liczba genéw

1500 +——

1000 +——

1347
500 +———— 296

li' —
0 : 382 : 184 : 153

E15vs. E16 E15vs. E18 E15 vs. (E18, E19) E15 vs. (E18, E19, Ad)

2000 +———— 0O Podwyzszona metylacja

Rys. 16. Liczba genéw wykazujacych znaczne réznice w poziomie metylacji w regionie
promotorowym w skorze grzbietowej embrionéw na réznych etapach rozwoju i u dorostych myszy.

Ad - doroste myszy w wieku 3 miesigcy.

Pomiedzy dniem E15 i E18 obnizony poziom metylacji w obregbie TSS oraz
wewnatrz genu wykazywaty 342 geny, za§ 296 genéw miato podwyzszony poziom
metylacji. Dla tak wyselekcjonowanych genoéw wykonano analiz¢ ontologiczng przy
uzyciu programu DAVID (4.2.17), umozliwiajaca przyporzadkowanie genoéw do
kategorii funkcjonalnych (Tab. 17). Wsrod gendéw wykazujacych obnizony poziom
metylacji w dniu embrionalnym 15 wyr6zniono grupy zwigzane z regulacja
transkrypcji, morfogeneza embrionalng, rozwojem gruczolow, nerwoéw, mezodermy
I epidermy oraz funkcjami synaps. Ponadto 15 genow zostato zaklasyfikowanych do
rodziny gendow homeotycznych. Posrdéd gendw o podwyzszonym poziomie metylacji
wyodrebniono grupy genéw powigzane ze S$miercia komorkowa, roéznicowaniem

komorek nabtonka oraz odpowiedzig immunologiczng. Dodatkowo jednym z genow
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0 wyzszym poziomie metylacji w dniu E15 w poréwnaniu do dnia E18 byt gen Hyall,

kodujacy hialuronidaze.

Tab. 17. Klastery gen6w wykazujacych nadreprezentacje wsrod genéw o obnizonym lub podwyzszonym
poziomie metylacji w regionie promotorowym i wewnatrz genu pomiedzy dniem E15 i E18 w skorze
grzbietowej myszy.

Nadreprezentacja wskazanych grup genéw spetniata kryterium istotnosci statystycznej (przy wartosci p< 0,05),
za wyjatkiem grup oznaczonych jako NS. Klastery genow oznaczone "*" spelnialy kryterium istotnosci
statystycznej przy wartosci q< 0,05 po korekcie Benjaminiego.

A) Obnizony poziom metylacji w E15 vs. E18

G0:0006355~regulation of
transcription, DNA-
dependent*

Bmil, Cbx4, Pax5, Cask, Zfp872, Ybx1, Ctnnb1, App, Tdgfl, Nr2f6, Hsf4,
MII3, Nr2f2, Bhlhe41, Ss18l1, Rxrb, Mbd2, Hoxd8, Hoxd3, Foxc2, Zfpm1,
Kdmeb, Irx3, Tshz3, Hoxal3, Ube3a, Nr3c2, Nfix, Sfpil, Nr3cl, Sox9,
Tnfrsf4, Hoxa3, Handl, Hoxa5, Hoxa6, Lhx2, Hoxa7, Nfatc4, Hnrnpab,
Sim2, Mafg, Smad6, Crebl, KIf11, Nr4a2, Rybp, Nr4al, Ski, Smad2,
Thx1, Celsr2, Tead3, DIx6os1, Hoxb1, Ebf4, DIx6, Hoxb5, Csrnpl,
Hoxb6, Bcl6b, Jak3, Zfhx3

G0:0048598~embryonic
morphogenesis*

Bmil, Hoxal3, Ctnnbl, Atp2b2, Hoxa3, Chd7, Macfl, Handl, Hoxabs,
Hoxa6, Tdgfl, Hoxa7, Fbn2, Ski, Thx1, Smad2, Shank3, Vegfc, Hoxbl,
DIx6, Hoxd3, Hoxb5, Hoxb6, Foxc2, Sp8

IPR001356:Homeobox*

Tshz3, 1rx3, Hoxal3, Hoxb1, Hoxd8, Hoxa3, Hoxa5, DIx6, Lhx2, Hoxd3,
Hoxa6, Hoxb5, Hoxa7, Hoxb6, Zfhx3

G0:0007498~mesoderm
development *

Macfl, Handl, Lhx2, Foxc2, Smad2, Thx1, Tcf1l5

G0:0048732~gland
development*

Plagl, Hoxal3, Ube3a, Crebl, Thx1, Nr3cl, Sox9, Mdk, Src, Ctnnb1,
Atp2b2, Hoxa3, Hoxab, Hoxd3

G0:0060429~epithelium
development

9030409G11RIK, Vegfc, Hoxal3, Hoxa5, DIx6, Hoxb5, Smad2, Nr3cl,
Sox9, Src, Shank3, Ctnnbl

G0:0001568~blood vessel
development

Vegfc, Chd7, Hoxa3, Hand1, DIl4, Tdgfl, Foxc2, Tbx1, Nr2f2, Ctnnbl

G0:0007389~pattern
specification process*

Bmil, Irx3, Ringl, Celsr2, Smad2, Thx1, Ctnnbl, Hoxbl, Hoxa3, Hoxd8,
Hoxab, Hoxb5, Hoxa6, 1hx2, Hoxd3, Hoxa7, Tdgfl, Hoxb6, Foxc2, Sp8,
Nr2f2, Tcfl5, Sim2

G0:0003002~regionalization*

Bmil, Irx3, Ringl, Celsr2, Smad2, Tbx1, Ctnnbl, Hoxb1, Hoxa3, Hoxds,
Hoxab, Hoxb5, Hoxab, 1hx2, Hoxd3, Hoxa7, Tdgfl, Hoxb6, Foxc2, Sp8,
Nr2f2, Tcfls

G0:0048666~neuron
development

Atp2b2, App, Efnb3, Crebl, 1hx2, Mtaplb, Nr4a2, Nr2f6, Ntng2, Dst,
Ss18l11

G0:0045202~synapse

Septb, Grin2a, Cask, Nbea, Homer2, Shank3, Amph, App, Gplbb, Grin2d,
Primal, Camk2a, Syt17, Chrng

G0:0003707~steroid
hormone receptor activity *

Rxrb, Nr3c2, Nrda2, Nr2f6, Nr4al, Nr3c1, Nr2f2

IPR006210:EGF-like

Ltbp4, DII4, Fbnl, Tdgfl, Ntng2, Lrp8, Celsr2, Fbn2, Adam15

B) Podwyzszony poziom metylacji w E15 vs. E18

G0:0008219~cell death

Ckap2, Prfl, Gulpl, Fam188a, Cxcr2, Sgmsl, 1121, Bcap31, Wdr92,
Naip6, Naip7, Bag4, Dap, Dram1

Keratin

Krt6a, Krtap3-2, Krt14, Krt2, Krtap16-7, Krt85

G0:0030855~¢epithelial cell
differentiation

Krt6éa, Psap, Ppl, Krt14, Fzd1l, Wdr92

G0:0006954~inflammatory
response;
G0:0009611~response to
wounding (NS)

11118, Tnfsf4, Mefv, Sgms1, Tpsh2

domain: EGF-like (NS)

Hyall, Prfl, Zan, Hspg2
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Analiza majaca na celu pordwnanie utrzymujgcych si¢ zmian w poziomie
metylacji pomiedzy dniem E15 oraz E18, E19 i trzymiesigcznymi dorostymi myszami
szczepu C57BL/6J wykazata, ze dla 58% gendéw zmiany w poziomie metylacji

regionow promotorowych po dniu E15 utrzymujg si¢ az do dorostosci.

5.3.3. Analiza zmian w poziomie globalnej ekspresji genow

w trakcie rozwoju embrionalnego w skorze grzbietowej myszy

Globalna analiza zmian w poziomie ekspresji genéw zostata wykonana dla skory
grzbietowe] ptodow z dnia embrionalnego 15, 16, 18, 19 oraz dla dorostych myszy
szczepu C57BL/6J (4.1.1) przy zastosowaniu mikromacierzy ekspresyjnej firmy
NimbleGen (Roche) (4.2.13). Transkrypty wykazujace co najmniej dwukrotne rdéznice

w poziomie ekspresji zostaly uznane za roznie eksprymowane.

Liczba transkryptow wykazujacych réznice w poziomie ekspresji pomigdzy
dniem E15 a dniem El16, E18, E19 oraz dorostymi myszami zostala pokazana na
Rys. 17. Najwicksze zmiany w poziomie ekspresji transkryptoéw zaobserwowano
pomiedzy dniem E15 a E18. Jednak istotne zmiany w poziomie ekspresji gendw po
dniu E15 utrzymujg si¢, az do dorostosci. W celu sprawdzenia jakie funkcje petnig geny
wykazujace roznice w poziomie ekspresji pomigdzy E15 a E18, E19 i dorostymi
myszami przeprowadzono analiz¢ w programie DAVID (4.2.17). Wyniki analizy
przedstawiono w Tab. 18.

Liczba gendw o roZznym poziomie ekspresji

9000

8000

7000
32 6000 4884
9 3154
% 5000 3539 [0 Obnizona ekspresja
8§ 4000 2649 . )
N O Podwyiszona ekspresja
S 3000

2000 3954

3220 5y o
1000
0 T T T 1
E15vs. E16 E15vs. E18 E15vs. (E18,E19)  E15vs. (E18, E19, Ad)

Rys. 17. Liczba genéw wykazujacych co najmniej dwukrotne roznice w poziomie ekspresji
pomiedzy dniem E15 a dniem E16, E18, E19 i dorostymi trzymiesiecznymi myszami (Ad) w skérze
grzbietowej.
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Tab. 18. Klastery genéw wykazujacych nadreprezentacje ws$réd genéw o obnizonym lub
podwyzszonym poziomie ekspresji pomiedzy dniem E15 a E18, E19 i doroslymi myszami szczepu
C57BL/6J w skorze grzbietowej.

W nawiasach podano liczby genéw zaangazowane w dany proces. Nadreprezentacja wskazanych grup genow
spetniata kryterium istotnosci statystycznej (przy wartosci p<0,05). Klastery genow oznaczone * spetniaty
kryterium istotnosci statystycznej przy wartosci q< 0,05 po korekcie Benjaminiego.

Podwyzszony poziom ekspresji w E15 Obnizony poziom ekspresji w E15 vs. E18,
vs. E18, E19 i doroste myszy E19 i doroslte myszy
1 *
> GO:0006355~regulation of transcription, DNA- | ~ Immune response (72)*
» IPR013783:Immunoglobulin-like fold (124)*
dependent (199)*

» G0:0009913~epidermal cell differentiation (22)*
» G0:0030216~keratinocyte differentiation (20)*
» Apoptosis (66)*

» G0:0031012~extracellular matrix (65)*

» G0:0048562~embryonic organ
morphogenesis (33)*
» G0:0045202~synapse (158)*

» G0:0048666~neuron development (98)* > GO:0030414~peptidase inhibit tivity (38)*
» GO:0030054~cell junction (149)* : peptidase inhibitor activity (38)

> IPRO01356:Homeobox (69)* » G0:0006954~inflammatory respgnse (69)*

> IPR003598:Immunoglobulin subtype 2 (56)* > GO:0009611~response to wounding (91)*

» G0:0006816~calcium ion transport (37)* >SP_PIR_KEYWORDS keratin (28)

» G0:0050770~regulation of axonogenesis (14)* > _IPR01_3032:EGF-I|ke region, conserved site (47)
> GO:0003002~regionalization (39)* including Hyall, Hspg2

» G0:0030855~epithelial cell differentiation (21)

Analiza ontologiczna przy uzyciu programu DAVID wykazata, ze wsrod
transkryptow o podwyzszonym poziomie ekspresji w dniu E15 w porownaniu do E18,
E19 i dorostych myszy nadreprezentowane sg geny zwigzane z regulacjg transkrypcji,
morfogenezg organow embrionalnych, rozwojem neuronow i funkcjami synaps,
roznicowaniem komorek nablonka oraz geny kodujace biatka homeotyczne. Wsrod
transkryptow wykazujacych co najmniej dwukrotnie nizszy poziom ekspres;ji
nadreprezentowane s3 geny zwigzane z odpowiedzig immunologiczng oraz procesem
gojenia ran. Rowniez po dniu embrionalnym 15, az do dorosto$ci obnizony poziom
ekspresji wykazuje gen Hyall, kodujacy hialuronidazg oraz Hspg2 kodujacy biatko

perlekan oddziatywujace z r6znymi sktadnikami macierzy zewnatrzkomorkowe;.

5.3.4. Korelacje pomiedzy poziomem metylacji i ekspresji

genow

Metylacja DNA w regionach promotorowych gendéw moze wplywaé na ich
poziom ekspresji. Z reguly podwyzszony poziom metylacji w obrgbie TSS hamuje
transkrypcje gendéw. W przypadku metylacji DNA w regionach wewnatrz genu,
metylacja moze utatwia¢ elongacj¢ transkrypcji lub wptywac na alternatywne sktadanie
egzonéw. W zwigzku z powyzszym, w celu okreslenia potencjalnego wptywu zmian

W poziomie metylacji na poziom ekspresji genéw w trakcie rozwoju embrionalnego, do
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porownania zostaly wybrane tylko regiony promotorowe gendw wykazujagce zmiany
w poziomie metylacji w rejonie zwigzanym z poczatkiem startu transkrypcji

(do 5000 pz powyzej i 1000 pz ponizej TSS).

Powyzsze poréwnanie zmian w poziomie metylacji i poziomie ekspresji genow
pomiedzy dniem embrionalnym 15 i pozostalymi badanymi probkami skory grzbietowe]
wykazalo, ze znaleziono pewng liczbe gendéw, w wypadku ktérych zmiana poziomu
metylacji DNA pod dniu E15 jest skorelowana negatywnie ze zmianami poziomu
ekspresji (Rys. 18), czyli wzrost metylacji ze spadkiem ekspresji, a spadek metylacji

Z jej wzrostem.

Liczby gendw wykazujgcych korelacje pomiedzy poziomem metylacji i ekspresji

fea)
[=}
o

v
[=}
o

B
o
o

290 O Podwyiszona metylacja i obnizona

ekspresja

Liczba genow
w
o
o

O Obnizona metylacja i podwyiszona
ekspresja

[ ]
(=]
o

224

[
o
o

68

= =
0 . 29 ’
E15vs. E16 E15vs. E18 E15vs. (E18,E19) E15vs. (E18, E19, Ad)

Rys. 18. Liczby genéw wykazujacych podwyzszony/obnizony poziom metylacji i odpowiednio
obnizony/podwyzszony poziom ekspresji miedzy dniem E15 i pozostalymi dniami embrionalnymi
i dorostymi (Ad) myszami szczepu C57BL/6J w skérze grzbietowej.

W wyniku poréwnania zmian metylacji i ekspresji pomigdzy E15 i E18
znaleziono 130 genéw wykazujacych negatywne korelacje pomigdzy poziomem
metylacji i poziomem ekspresji. Znaczna czg$¢ sposrod tych genow swoj status

metylacyjny i ekspresyjny utrzymuje po dniu E15 az do dorostosci (Tab. 19).
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Tab. 19. Geny wykazujace negatywne korelacje zmian statusu metylacji i poziomu ekspresji po dniu
E15 w skorze plodowej myszy.

Ad - doroste myszy w wieku 3 miesigcy.

C330021F23Rik

RIKEN cDNA C330021F23 gene

Obnizona Podwyzszona Stosunek zmiany
metylacjaw | metylacjaw | poziomu ekspresji E15
Symbol genu Nazwa genu 2 LA V.
E18&
E18 | E19&
Ad

Krt85 keratin 85 - -
S100a3 S100 calcium binding protein A3 - -
Xdh xanthine dehydrogenase - -

tumor necrosis factor receptor superfamily, member
Tnfrsf9 9 - -
Al317395 expressed sequence Al1317395 - -
Ly6d lymphocyte antigen 6 complex, locus D - -
Lrrc39 leucine rich repeat containing 39 - -
Clcab chloride channel calcium activated 5 - -
Draml DNA-damage regulated autophagy modulator 1 - -
Krtap3-2 keratin associated protein 3-2 - -
Carl2 carbonic anyhydrase 12 - -
Ccdcl44b coiled-coil domain containing 144B - -
Cish cytokine inducible SH2-containing protein - -
S100a4 S100 calcium binding protein A4 - -
Hspg2 perlecan (heparan sulfate proteoglycan 2) - -
Gprl46 G protein-coupled receptor 146 - -
Tcf23 transcription factor 23 - -
Cass4 Cas scaffolding protein family member 4 - -

gamma-aminobutyric acid (GABA) C receptor,
Gabrr2 subunit rho 2 - -
Mcee methylmalonyl CoA epimerase - -
Naip6 NLR family, apoptosis inhibitory protein 6 - -
Ephx3 epoxide hydrolase 3 - -
Ankrd9 ankyrin repeat domain 9 - -
Scgblal secretoglobin, family 1A, member 1 (uteroglobin) - -
Ext2 exostoses (multiple) 2 - -
Dnahc8 dynein, axonemal, heavy chain 8 - -
Krt2 keratin 2 - -
Slcl16a3 solute carrier family 16, member 3 - -
1117rb interleukin 17 receptor B - -
Synpo Synaptopodin - -
Ash14 ankyrin repeat and SOCS box-containing 14 - -
Bola3 bolA-like 3 (E. coli) - -

glucose-fructose oxidoreductase domain containing
Gfodl 1 B -
Fabp6 fatty acid binding protein 6, ileal (gastrotropin) - -
Gja3 gap junction protein, alpha 3 - -
Hyall hyaluronoglucosaminidase 1 - -
Rsul Ras suppressor protein 1 - -
Tpsh2 tryptase beta 2 - -
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Naip7

NLR family, apoptosis inhibitory protein 7

2610028H24Rik

RIKEN cDNA 2610028H24 gene

phosphoinositide-3-kinase, catalytic, gamma

Pik3cg polypeptide
F630110N24Rik | RIKEN cDNA F630110N24 gene
1fi202b interferon activated gene 202B
Nubpl nucleotide binding protein-like
Tpenl two pore channel 1
Rgs14 regulator of G-protein signaling 14
alcohol dehydrogenase 7 (class IVV), mu or sigma
Adh7 polypeptide
Krt14 keratin 14
Immt inner membrane protein, mitochondrial
Gpri120 G protein-coupled receptor 120
11118 interleukin 1 family, member 8
ABO blood group (transferase A, alpha 1-3-N-
acetylgalactosaminyltransferase, transferase B, alpha
Abo 1-3-galactosyltransferase)
Hsd17b14 hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 14
Srl Sarcalumenin
Sorbsl sorbin and SH3 domain containing 1
Myl1l myosin, light polypeptide 1
Clgtnfl C1q and tumor necrosis factor related protein 1
Sgmsl sphingomyelin synthase 1
Gm3417 predicted gene 3417
Gm3448 predicted gene 3448

A430078G23Rik

RIKEN cDNA A430078G23 gene

Cytip cytohesin 1 interacting protein

Bcl2alb B-cell leukemia/lymphoma 2 related protein Alb

Vkorcl vitamin K epoxide reductase complex, subunit 1

Znrf3 zinc and ring finger 3

Ifitm3 interferon induced transmembrane protein 3

Ccdc91 coiled-coil domain containing 91

Homer2 homer homolog 2 (Drosophila)

Nr2f2 nuclear receptor subfamily 2, group F, member 2

Ube3a ubiquitin protein ligase E3A

Snx10 sorting nexin 10

Slc37al solute carrier family 37, member 1

Pcbp3 poly(rC) binding protein 3
coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain containing

Chchd7 7

1gfbp2 insulin-like growth factor binding protein 2

Olfml olfactomedin 1

Slc4a3 solute carrier family 4 (anion exchanger), member 3

Frs3 fibroblast growth factor receptor substrate 3

9030409G11Rik

RIKEN cDNA 9030409G11 gene

potassium voltage gated channel, Shaw-related

Kene3 subfamily, member 3

Dusp8 dual specificity phosphatase 8

Rxfp2 relaxin/insulin-like family peptide receptor 2
Gsbs G substrate
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Sh3gl3

SH3-domain GRB2-like 3

synovial sarcoma translocation gene on chromosome

Ss1811 18-like 1
Hoxa6 homeobox A6
Apc2 adenomatosis polyposis coli 2
Hoxb5 homeobox B5
low density lipoprotein receptor-related protein 8,
Lrp8 apolipoprotein e receptor
potassium voltage gated channel, Shaw-related
Kenc2 subfamily, member 2
Sytl7 synaptotagmin XV1I
Htr7 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 7
glutamate receptor, ionotropic, NMDA2A (epsilon
Grin2a 1)
Panx2 pannexin 2
Mab21I1 mab-21-like 1 (C. elegans)
Atp2b2 ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 2
Disp2 dispatched homolog 2 (Drosophila)
Hsf4 heat shock transcription factor 4
Srgapl SLIT-ROBO Rho GTPase activating protein 1
Bmil Bmil polycomb ring finger oncogene
Arhgap20 Rho GTPase activating protein 20
Zygllb zyg-11 homolog B (C. elegans)
Prdmé6 PR domain containing 6
Fam125b family with sequence similarity 125, member B
Eiflb eukaryotic translation initiation factor 1B
Ubash3b ubiquitin associated and SH3 domain containing, B
Zdhhc?2 zinc finger, DHHC domain containing 2
Sox12 SRY-hox containing gene 12
Mdk Midkine
Hoxa3 homeobox A3
Epb4.111 erythrocyte protein band 4.1-like 1
Fnbp1l formin binding protein 1-like
Zswim6 zinc finger, SWIM domain containing 6
Gm347 predicted gene 347
Hoxbl homeobox B1
Mbd2 methyl-CpG binding domain protein 2
Nsgl neuron specific gene family member 1
DIx6 distal-less homeobox 6
Hoxa5 homeobox A5
Rasd2 RASD family, member 2
Vstm2b V-set and transmembrane domain containing 2B
Lrrn2 leucine rich repeat protein 2, neuronal
Cdc42 cell division cycle 42 homolog (S. cerevisiae)
UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine:polypeptide
Galnt14 N-acetylgalactosaminyltransferase 14
Efnb3 ephrin B3
Tmem150c transmembrane protein 150C
Slc30a10 solute carrier family 30, member 10
Amph Amphiphysin
Scrtl scratch homolog 1, zinc finger protein (Drosophila)
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Analiza funkcjonalna wykonana za pomocg programu DAVID (4.2.17)
(Tab. 20) wykazata, ze geny, dla ktorych zaobserwowano wzrost metylacji i spadek
ekspresji w dniu E18 w poréwnaniu do dnia E15 byly gtéwnie zwigzane z morfogeneza
organdéw embrionalnych, rozwojem synaps oraz rozwojem embrionalnym (geny
homeotyczne). Natomiast geny, dla ktorych wystapit spadek metylacji i wzrost ekspresji
w dniu E18 w porownaniu do dnia E15 byly zaangazowane w odpowiedz
immunologiczng (11118, Sgms1, Tpsb2 (wg Tab. 19)) oraz rozktad kwasu hialuronowego
(Hyall).

Tab. 20. Klastery genéw wykazujacych nadreprezentacje wsréd genéw o roznym poziomie
metylacji i ekspresji pomiedzy dniem E15 a dniem E18 w skorze grzbietowej myszy.

W nawiasach podano liczby genéw zaangazowane w dany proces. Nadreprezentacja wskazanych grup
genow spelniala kryterium istotnosci statystycznej (przy wartosci p<0,05), za wyjatkiem grup
oznaczonych jako NS. Klastery genow 0znaczone ,,*” spetniaty kryterium istotnosci statystycznej przy
wartoséci g< 0,05 po korekcie Benjaminiego.

Geny o obnizonym poziomie metylacji i Geny o podwyzszonym poziomie metylacji
podwyzszonej ekspresji w dniu E15 vs. E18 i obnizonej ekspresji w dniu E15 vs. E18
» (G0:0048562~embryonic organ » SP_PIR_KEYWORDS cell junction (6)

morphogenesis (8)*
» GO0:0007389~pattern specification proces /
G0:0003002~regionalization (7)*
> DNA-binding region: Homeobox (6) » G0:0045095~keratin filament (4)
» GO: 0044456~synapse part (4) NS

» IPR013032: EGF-like region, conserved
site (4), including Hyall, Hspg2; NS

5.3.5. Odpowiedz na zranienie i odpowiedZ zapalna

Posrod genow wykazujacych roéznice w poziomie ekspresji, pomigdzy dniem
E15 a dniami E18, E19 oraz dorostlymi myszami, znaczaca cz¢$¢ zaangazowana jest
W odpowiedz zapalng lub odpowiedZz na zranienie. Wigkszo§¢ gendw zwigzanych
z procesem gojenia ran wykazuje obnizony poziom ekspresji lub podwyzszony poziom
metylacji w embrionalnym dniu E15 w poréwnaniu do pozostatych dni embrionalnych
i dorostych myszy, u ktorych gojenie ran skory grzbictowej jest zwigzane
z powstawaniem blizny. W Tab. 21 przedstawiono kluczowe geny zaangazowane
W poszczegdlne etapy procesu gojenia ran skory w zestawieniu ze zmianami
W poziomie ich ekspresji w dniu E15. Liste kluczowych gendéw uczestniczacych
w odpowiedzi na zranienie i gojeniu ran skory przygotowano wg przegladowego
artykutu Stroncek i Reichert, 2008 [116].

94



http://mostwiedzy.pl

Pobrano z mostwiedzy.pl

A\ MOST

Tab. 21. Zmiany w poziomie ekspresji kluczowych genéw zwiazanych z gojeniem ran po tranzycji
W skorze embrion6w myszy .

Wybbr kluczowych gendéw zwigzanych z gojeniem ran skory sporzadzono na podstawie artykutu przegladowego Stroncek
i Reichert, 2008 [116]. Zmiany w poziomie ekspresji przedstawiono jako stosunek znormalizowanych mikromacierzowych
sygnatow ekspresji dla E15 do E18, E19 i myszy dorostej (Ad).

HEM- hemostaza; INF -odpowiedz zapalna; REP - naprawa; SREP - druga faza naprawy; pREP- pierwsza faza naprawy;
REM - remodeling.

| Skala | 05 1,0 2,0 10,0
- Symbol Stosunek zmiany poziomu
Faza gojenia ran Nazwa genu Transkrypt genu ekspresji E15 vs.
E18 E19 Ad
HEM fibrinogen, B beta BC031715 Fab 3,01 081 | 2.66
HEM integrin alpha 2b BC120493 Itga2b 0.67 065 | 1,07
HEM integrin beta 3 BC125518 Tere I BOZN OIS 139
HEM platelet-derived growth factor alpha AY 324648 Pdafa 0,53 057 | 1.29
HEM platelet derived arowth factor B AK087840 Pdafb [ 026 |
HEM platelet-derived growth factor C AK081347 Pdafc 0.69 066 | 152
HEM/INF/REP/REM transforming growth factor, beta 1 BC013738 Tafbl 0.53 048 | 064
HEM/REP fibrinogen, alpha BC005467 Faga 4,31 0,98 6,43
HEM/secondary REP vascular endothelial growth factor A AY120866 Veafa | e | 1,33
INF chemokine (C-C motif) ligand 2 BC145867 Ccl2 0,52 049 |
INF chemokine (C-C maotif) ligand 3 BC111443 Ccl3 1,00 1,72 348
INF chemokine (C-C maotif) ligand 4 BC119257 Ccl4 1,03 1,24 0,86
INF chemokine (C-C maotif) ligand 5 BC033508 Ccl5 0,58 1,09
INF intercellular adhesion molecule BC008626 lcaml 0,69 048 | 045
INF interleukin 1 alpha BC003727 ll1a
INF activated spleen cDNA AK157245 Hib | e e
INF intearin beta 2 BC145644 Itab2 | el
INF selectin, platelet (p-selectin) ligand AK089214 Selpla |- (0] 0.45
INF thrombospondin 1 BC042422 Thbsl 0.71 062 | 067
INF tumor necrosis factor BC117057 Tnf 0,62 054 | 064
INF/pREP vitronectin BC012690 Vtn 4,71 451 | 528
INF/REP fibronectin 1 BC099373 Enl 0.46 . 041 |
pREP epidermal growth factor BC060741 Eaf | 032 [T0227]
pREP fibroblast growth factor 7 AK033934 Faf7 0,65 049 | 069
PREP integrin alpha 5 (fibronectin receptor alpha) BC050943 Itga5 0,71 050" 2,08
pREP 10 days neonate cerebellum cDNA AK140647 Itgav 0,77 [ 042 |MoZ2W
pREP integrin beta 1 (fibronectin receptor beta) BC050906 Itgbl 0.77 065 | 072
DPREP inteqrin beta 6 AK008867 Itab6 024 |
pREP matrix metallopeptidase 10 BC130027 Mmp10 065 | 1,14
pREP matrix metalloproteinase 11 AK165778 Mmpi1l 1,20 2,87
pREP matrix metalloproteinase 12 AK171435 Mmp12 053 |IC0ZN
pREP matrix metallopeptidase 13 BC125320 Mmp13 048 [ 039 |
PREP matrix metallopeptidase 14 BC076638 Mmp14 | 0.48 [ 040
pREP matrix metallopeptidase 15 BC047278 Mmp15 , 1,16 1,17
pREP matrix metalloproteinase 16 AK046170 Mmpl6 . 2,36
pREP matrix metallopeptidase 17 BC051917 Mmpl7
pREP matrix metallopeptidase 19 BC112966 Mmp19
pREP matrix metallopeptidase 1a BC117756 Mmpla
pREP matrix metallopeptidase 1b BC146301 Mmplb
pREP matrix metallopeptidase 2 BC070430 Mmp2
pREP matrix metallopeptidase 20 BC152335 Mmp20
pREP matrix metallopeptidase 21 BC106860 Mmp21
pREP matrix metallopeptidase 23 BC107358 Mmp23
PREP matrix metallopeptidase 24 BC156391 Mmp24 62.69 8591 | 67.63
pREP matrix metallopeptidase 25 BC112379 Mmp25 1,63 1,72 3,29
pREP Matrix metalloproteinase-27 AK155813 Mmp27
pREP matrix metalloproteinase 28 (epilysin) AK151100 Mmp28 059 044
pREP matrix metallopeptidase 3 BC006725 Mmp3 1,50 1,08
pREP matrix metallopeptidase 7 BC119057 Mmp7 0,66 0.67 |.0.45
pREP matrix metallopeptidase 8 BC042742 Mmp8 | ooe | o R
pREP matrix metallopeptidase 9 BC046991 Mmp9 10,01 1737 | 1.08
pREP plasminogen activator AK053476 Plat 2,01 1,88 1,34
pREP plasminogen activator, urokinase BC120709 Plau 041
pREP transforming growth factor alpha AK165017 Tafa | ol [ o [ o]
SREP fibroblast growth factor 2 BC156158 Faf2 0,65 04874 1,07
REM actin, alpha 2 AK080187 Acta2 0.45
REM collagen, type |, alpha 1 BC050014 Collal 1,00 0,94 1,11
REM Rho-associated coiled-coil containing protein BC156147 Rockl 0,83 064 | 072
REM Rho-associated coiled-coil containing protein DQ864977 Rock2
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Dodatkowo porownano geny wykazujace roéznice w poziomie ekspresji
pomiedzy dniem E15 a dniami E18, E19 i dorostymi myszami oraz genami dla ktoérych
eksperymentalnie, poprzez nokaut lub mutageneze, potwierdzono wplyw na gojenie ran.
W bazie danych "Resolve" (4.2.17) zamieszczonych jest 207 genow o zbadanym
wplywie na proces gojenia ran skory u myszy. Przeprowadzona analiza danych
wykazata, ze 69 gendéw, posrod 207, zamieszczonych w powyzszej bazie danych,
wykazuje co najmniej dwukrotne réznice w poziomie ekspresji pomi¢edzy dniem E15
aE18, E19 i dorostymi myszami. Posrod tych 69 zidentyfikowanych gendow, 58
wykazywato obnizony poziom ekspresji w dniu E15. Wybrane geny z tej grupy
przedstawiono w Tab. 22. Geny o obnizonym poziomie ekspresji w dniu E15 sg
glownie  zaangazowane  w odpowiedZ  immunologiczng,  natomiast  geny

0 podwyzszonym poziomie ekspresji majg pozytywny wplyw na proces gojenia ran.
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Tab. 22. Geny wykazujace znaczne réznice w poziomie ekspresji w skorze plodowej po dniu E15,
ktérych wplyw na gojenie ran potwierdzono eksperymentalnie na modelach zwierzecych w innych
opublikowanych pracach.

Geny zostaly wybrane z zestawienia zawartego w bazie "Resolve" (4.2.17). Zmiany w poziomie ekspresji
przedstawiono jako stosunek znormalizowanych mikromacierzowych sygnatow ekspresji dla E15 do E18,
E19 i myszy dorostej (Ad).

Symbol Nazwa genu Zmiana poziomu ekspresji
genu E15 wzgledem
E18 E19 Ad

Hspg?2 Perlecan 0,21 0,21 0,33
1rl interleukin 1 receptor, type | 0,41 0,37 0,40
Itgh?2 integrin beta 2 0,36 0,43 0,05
Itgh6 integrin beta 6 0,33 0,26 0,14
Pik3cg phosphoinositide-3-kinase, catalytic, gamma polypeptide 0,50 0,47 0,44
Ppara peroxisome proliferator activated receptor alpha 0,03 0,22 0,20
Selp selectin, platelet 0,11 0,08 0,22
Sicllal solute carrier family 11, member 1 0,45 0,48 0,11
Thbd Thrombomodulin 0,45 0,38 0,28
Tnfrsfla tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1la 0,45 0,44 0,40
Calca calcitonin/calcitonin-related polypeptide, alpha 26,31 | 24,41 18,37
Chrm3 cholinergic receptor, muscarinic 3, cardiac 10,76 | 18,06 39,27
Chrm4 cholinergic receptor, muscarinic 4 2,66 2,04 6,45
Cx3cl1 chemokine (C-X3-C motif) ligand 1 2,30 2,47 3,04
Edil3 EGF-like repeats and discoidin I-like domains 3 28,02 8,85 45,75
Hbegf heparin-binding EGF-like growth factor 2,79 2,12 4,20
Npy2r neuropeptide Y receptor Y2 2,93 3,33 55,61
Tert telomerase reverse transcriptase 2,76 2,05 14,81
Vin Vitronectin 4,71 451 5,28

Skala| 0,1 5,00 50,00

5.3.6. Analiza poziomu metylacji i ekspresji wybranych genéw

metodga PCR w czasie rzeczywistym

W celu potwierdzenia wynikow uzyskanych przy zastosowaniu mikromacierzy
ekspresyjnych i metylacyjnych wykonano analiz¢ poziomu metylacji i ekspresji dla

wybranych genéw metodg PCR w czasie rzeczywistym (4.2.7).

Analize zmian w poziomie metylacji przeprowadzono stosujagc metode
z uzyciem endonukleazy restrykcyjnej Hpall, ktora jest wrazliwa na metylacje reszty
cytozyny wystepujacej w dinukleotydzie CpG (4.2.6). Probki DNA genomowego
traktowanego i nietraktowanego Hpall uzyto jako matryc w analizach gPCR (4.2.7).
W celu potwierdzenia zmian w poziomie metylacji pomigdzy probkami skéry z r6znego

okresu rozwoju myszy, do analizy wybrano cztery regiony promotorowe roznych
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genow: Hoxa7, Sox6, Hoxa2 i Scrtl (Rys. 19). Istotno$¢ statystyczng wyznaczono

stosujgc niesparowany, heteroskedastyczny, dwuskrzydtowy test t-Studenta (4.2.7).

W celu potwierdzenia zmian w poziomie ekspresji wybranych gendéw na
wyizolowanym RNA ze skory grzbietowe]j ptodow i dorostych myszy (4.1.1)
przeprowadzono reakcje odwrotnej transkrypcji (4.2.4 A) i dla tak otrzymanego cDNA
wykonano reakcje qPCR (4.2.7). Do analizy wybrano transkrypty (Hyall, 1118, Dapl1,
Fnl, Krtl6, Krtl7 i Tert) wykazujace réznice w poziomie ekspresji pomi¢dzy dniem
E15 a dniami E18, E19 i dorostymi myszami szczepu C57BL/6J (Rys. 20). Jako gen
referencyjny zastosowano gen kodujacy p-aktyne. Dodatkowo analiza zmian
W poziomie ekspresji genow metodg qPCR zostata przeprowadzona dla dwoch réznych
miotow myszy z dnia E15 oraz samcéw i samic z dnia E18, w celu potwierdzenia
wynikOw na szerszej grupie myszy, a zwlaszcza w celu weryfikacji wynikow
W odniesieniu do innego miotu E15. Istotno$¢ statystyczng rezultatow wyznaczono
stosujac test Manna-Whitneya (4.2.7). Wzgledny poziom ekspresji i metylacji gendw

obliczono zgodnie ze wzorem (1) (4.2.7).
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Rys. 19. Weryfikacja mikromacierzowych oznaczen metylacji DNA przy uzyciu Hpall i gPCR.
Histogramy pokazuja $rednie relatywne poziomy metylacji regionéw promotorowych wybranych genow
w skorze ptodowej myszy przed i po tranzycji wyznaczone za pomoca trawienia enzymem restrykcyjnym
wrazliwym na metylacje CpG i metody ilosciowego PCR.

*- warto$¢ p<0.05; **-wartos¢ p<0.01. Stupki bledow odpowiadajag wartos§ciom odchylenia
standardowego.

99


http://mostwiedzy.pl

/\/\\ MOST WIEDZY Pobrano z mostwiedzy.pl

e

Hyal1

= 0.0025 . s i 11f8
3 ..
5 = 0.008- r = 1
& 0.0020- - [ |
= —— &
=) £ 0.006
g 3 0.0015 . s
g | — £ o
= S E
2 S 0.0010 & < 0.0044
= c@
zT SE
-=
g 00005 £ 0.002-
o E nd
= 00000 2
P = oo
& & & =) o) S o
& <& <& & of o o o
& & & &
Dapl1 Fn1
= 0.204 o = 0.044
g ' , ¢ .
o o L |
£ 0154 . £ 0.03
(N1 1 [
£ g ¥
N = 0.104 wN < 0.024 -
== . g% —
= lg > =
E 0.05- § 0.014
& nd >
= 0.00- = 0.00
o) ) oy 8 ) B 5 o)
o @ o « o o o
< <& & <& & <& o
¥ v
Krt16 Krt17
= 0.0104 i_;._:—\ ! = 0.8+
H & T =
& a
& 0008 2 o8 .
[~ (-] L —
E B 0.006- £
24 2 E 0.4
[T N~ -
2T 0.004- 2
g X .
B  0.0021 3
o o
N N
= 0.000- = 0.0-
) ) o) o) & A o A
o o o & ﬁ,@’e o oF &
& & <& & & & <& o
v v
Tert
= 000017 — = '
Q — 1
2 1
0
S
0.0001
5
NZ
8T
Q
> 0.0000
8
o
~N
= 0.0000 r :
) ) N S
& & o N
& & &

Rys. 20. Weryfikacja mikromacierzowych oznaczen ekspresji genéw przy uzyciu qPCR.
Histogramy pokazuja $rednie relatywne poziomy ekspresji transkryptow. * - wartos¢ p<0.05; **- wartos¢

p<0.01. nd - nie wykryto ekspresji danego genu. Stupki btedéw odpowiadaja warto§ciom odchylenia
standardowego.
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6.0Omowienie wynikow i dyskusja
6.1. Model myszy MRL/MpJ

Mysz MRL/MpJ wykazuje podwyzszong odpowiedz regeneracyjng w réznych
typach tkanek po ich uszkodzeniu, m.in. w malzowinie usznej, Sercu, rdzeniu
kregowym, rogowce, teczéwce, $ciggnach. Przeprowadzone dotychczas badania na tym
modelu myszy wskazaly, ze zdolno$¢ do bezbliznowego gojenia otworow wycigtych
w matzowinie usznej myszy MRL/MplJ jest cechg wielogenowa, jednak jednoznaczny
genotyp regeneracyjny nie zostal dotad wyjasniony. Badania przeprowadzone
w Katedrze Biotechnologii Molekularnej 1 Mikrobiologii Politechniki Gdanskiej
dotyczace analizy globalnych profili metylacji myszy MRL/MpJ oraz C57BL/6J
wykazaty, ze wiele regiond6w promotorowych genoéw homeotycznych oraz zwigzanych
z morfogenezg embrionalng jest pozbawionych metylacji w przeciwienstwie do tych
samych regionéw promotorowych szczepu myszy C57BL/6J [37]. Dla wybranych
genow (Akrlel, Barhll oraz Tbrgl) potwierdzono, metodg sekwencjonowania
wodorosiarczynowego lub metoda przy uzyciu enzymoéw restrykcyjnych wrazliwych na
metylacje CpG, roéznice w poziomie metylacji miedzy szczepem myszy MRL/Mpl
a kontrolnym szczepem C57BL/6J. M9j udziat w tych badaniach dotyczyt gtownie
weryfikacji wynikéw uzyskanych przy zastosowaniu mikromacierzy metylacyjnej.
Ze wzgledu na to, iz wezesniejsze badania epigenetyczne na modelu myszy MRL/MplJ
byly przeprowadzone na grupie samcow w wieku pigciu tygodni oraz ograniczone bytly
jedynie do jednego szczepu kontrolnego myszy, nie zestawiono z nimi wynikéw
z analizy globalnego poziomu ekspresji przedstawionych w niniejszej rozprawie

doktorskiej.

Moje badania na modelu myszy MRL/MpJ dotyczyly gtéwnie analizy profili
transkrypcji. Z perspektywy poréwnawczych badan transkryptomu i metylomu skory
ptodowej, mozna doda¢, ze chociaz badania epigenetyczne wnosza w odniesieniu do
regeneracji znacznie wiecej elementow nowosci, to w badaniach transkryptomicznych
znacznie tatwie] wykona¢ oznaczenia, analizy i weryfikacj¢ wynikow. W badaniach
transkryptomicznych kazdemu transkryptowi przypisywana jest jedna wartos¢ ekspresji,
a w badaniach metylomu poszczegdlnym genom mozna przypisywac rézne wartosci
poziomow metylacji wielu miejsc CpG zlokalizowanych w bardzo szerokim zakresie

odlegtosci od danego genu.

101


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

W celu wyznaczenia charakterystycznych profili ekspresji genéw, ktore
odrozniajg badany szczep myszy od dwoéch szczepdw kontrolnych, wykonano analize
transkryptomu myszy MRL/MplJ, C57BL/6J oraz BALB/c w pigciu réznych tkankach:
serca, watroby, $ledziony, szpiku kostnego 1 malzowiny usznej. Badania
z zastosowaniem  mikromacierzy  ekspresyjnej  zostaly  przeprowadzone na
nieuszkodzonych tkankach myszy. Dzigki temu uzyskano wiarygodne wyniki dla
populacji wielu typéw komoérek wystepujacych w narzadzie. Z pewnos$cia wyniki
uzyskane dla regenerujacych si¢ tkanek bylyby réwniez interesujace, lecz
przygotowanie  odpowiednich  probek  wymagatoby kosztownych, trudnych
i czasochtonnych doswiadczen z uzyciem wielu zwierzat, a niewlasciwa separacja
tkanek z miejsc regenerujacych si¢ od nieuszkodzonych obszaréw mogtaby wptynac na

prawidtowos$¢ wynikow, stad badania przeprowadzono na tkankach nieuszkodzonych.

Analiza transkryptomiczna dla myszy MRL/MplJ i dwoch kontrolnych szczepow
- C57BL/6J oraz BALB/c w tkance serca, $ledziony, watroby, malzowiny usznej
i szpiku kostnego wykazata, ze pomiedzy szczepami myszy wystepuja znaczne roznice
w poziomie ekspresji genow. Zastosowanie dwoch szczepow kontrolnych zwiekszyto
szans¢ na wyselekcjonowanie réznic w poziomie ekspresji, charakterystycznych dla
szczepu myszy MRL/MplJ, a wiec potencjalnie zwigzanych z odpowiedzig
regeneracyjng. Analiza majaca na celu wytypowanie transkryptow genow
0 charakterystycznym profilu ekspresji we wszystkich pigciu badanych tkankach
umozliwita identyfikacje grupy gendéw o0 profilach ekspresji charakterystycznych dla
myszy MRL/MplJ. W tej grupie znalez¢ mozna nastgpujace geny biatkowych czynnikow
regulatorowych takich jak Cradd, Akrlel czy Nsun3. W celu oceny znaczenia tych
genow dla potencjalu regeneracyjnego myszy MRL/MplJ wskazane sg badania ich
aktywno$ci w innych szczepach myszy, aby ustali¢, czy rzeczywiscie profile
transkrypcji tych genow sa unikalne dla myszy MRL/MpJ lub pomiary w komoérkach
macierzystych i tkankach ptodowych albo noworodkowych, aby okresli¢ czy te
transkrypty mogg by¢ reliktami embrionalnymi, czy wreszcie tzw. eksperymenty
mechanistyczne majace za zadanie potwierdzenie ewentualnego wptywu tych gendéw na

procesy regeneracji.

Innym podejsciem, w celu znalezienia zwigzku miedzy profilami ekspresji
gendw u myszy MRL/MpJ] a jej zdolnosciami regeneracyjnymi, jest analiza

ontologiczna dla grup transkryptow wykazujacych znaczne (w tym wypadku co
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najmniej dwukrotne) roznice w poziomie ekspresji migdzy myszg MRL/MpJ a myszami
szczepoOw kontrolnych w poszczegolnych tkankach. Analiza z uzyciem programu
DAVID wykazata, ze w kazdej z badanych tkanek obnizonej ekspresji u myszy
MRL/MpJ ulegaja rézne geny zwigzane z odpowiedzia immunologiczng. Mysz
MRL/MpJ, wraz z wiekiem, wykazuje sktonno$¢ do choréb uktadu immunologicznego,
jak  np. ukladowy toczen rumieniowaty. Nietypowa odpowiedz uktadu
immunologicznego na zranienia moze wpltywac na szybsze gojenie ran [117]. Nalezy
jednak zwréoci¢é uwage, ze u myszy MRL/MpJ obserwowane sa efekty odpowiedzi
autoimmunologicznej [1, 8], ale nie niedobory odpornosci. Poczatkowo podejrzewano,
ze mutacja W genie Fas, ktora skutkuje zahamowaniem apoptozy limfocytow u szczepu
myszy MRL/lpr, jest odpowiedzialna za podwyzszone zdolnosci regeneracyjne. Jednak
zarowno szczep myszy MRL/lpr z mutacja w genie Fas oraz szczep pozbawiony
mutacji (MRL/MpJ) wykazuja podobne zdolnosci regeneracyjne [1]. Zatem w wypadku
tego szczepu wptyw odpowiedzi immunologicznej na gojenie ran i regeneracje wigze
si¢ zapewne z jej nietypowym przebiegiem, ale nie ogdlnym obnizeniem. Ponadto,
wiadomo, iz odpowiedz immunologiczna oraz proces zapalny odgrywaja wazng rolg

w trakcie gojenia ran oraz w procesach regeneracyjnych [27, 117, 118].

Wsrod transkryptow o podwyzszonym poziomie ekspresji u myszy MRL/Mpl,
w poréwnaniu do dwodch kontrolnych szczepow, w zaleznosci od badanej tkanki,
nadreprezentacje wykazywaly geny odpowiadajace za wigzanie retinoidow lub
metabolizm retinolu. Szlak kwasu retinowego jest kluczowy w trakcie rozwoju
organizmu [119]. Wykazano takze istotny wplyw pochodnej witaminy A na zdolno$ci
regeneracyjne i przebieg proceséw regeneracji u niektorych organizmow takich jak ryba
Danio prggowany [120], aksolotl [121], czy inne ptazy [5]. Profil retinoidow u myszy
MRL/MpJ moze by¢ bardzo nietypowy w zwigzku z podwyzszong ekspresja genow
odpowiadajacych za ich metabolizm oraz wigzacych retinol. Pomiar stezenia retinolu
W pelnej krwi sze$ciu samic myszy MRL/MplJ oraz C57BL/6J metoda HPLC, wykazat,
ze poziom retinolu umyszy MRL/MplJ jest nizszy w porownaniu do kontrolnego
szczepu myszy. Wynik ten moze $wiadczy¢ o szybszym rozktadzie retinolu, co mozna
powiagza¢ z podwyzszonym stgzeniem kwasu retinowego w tkankach myszy MRL/MpJ,
a to z kolei mogloby wptywaé na zdolno$¢ do bezbliznowego gojenia ran, tak jak ma to
miejsce u innych dobrze zbadanych modeli regeneracji. Z drugiej strony obnizony
poziom retinolu moze by¢ odbiciem wyzszych stezen pochodnych tlenowych retinolu

(ak np. kwas 4-okso-retinowy), ktore powstaja w efekcie dzialania enzymoéw
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nalezagcych do rodziny biatek cytochromu P450, ktorych transkrypty wykazujg
podwyzszong ekspresje w tkankach myszy MRL/MpJ. Nie zbadano dotad profilu
retinoidow u myszy MRL/MpJ. Wczeséniejsze badania QTL, wykazaty jedynie, ze
jednym z gendéw odpowiedzialnych za podwyzszone zdolno$ci regeneracyjne myszy
MRL/lpr moze by¢ gen kodujacy receptor gamma kwasu retinowego (Rarg, ang.
Retinoic acid receptor gamma). Produkt biatkowy genu Rarg, wptywa na proces
réznicowania komorek naskorka oraz aktywuje geny homeotyczne [34]. Wyniki badan
transkryptomicznych przedstawione w niniejszej pracy, dowiodly, ze gen Rarg nie
wykazuje istotnej réznicy w poziomie ekspresji pomiedzy badanymi szczepami myszy,
jednak wspotdziatajac z innymi genami uczestniczacymi w szlaku wigzania

I metabolizmu retinoidéw moze odgrywac znaczacg rolg w procesie regeneracji.

Geny homeotyczne réwniez wykazywaly nadreprezentacje wsréd gendw
0 podwyzszonej ekspresji u myszy MRL/MplJ, w poréwnaniu do myszy C57BL/6J oraz
BALB/c. Otrzymane wyniki sa zgodne z danymi literaturowymi, ktére wskazuja na to,
iz mysz MRL/MpJ posiada wiele cech metabolizmu embrionalnego [36], takich jak
ekspresja gendow homeotycznych. Poroéwnanie z profilami transkrypcji w sercach
embriondéw 1 noworodkéw myszy C57BL/6J wskazuje z kolei na wigksze podobienstwo
profili transkrypcji myszy MRL/MpJ do tych drugich w poréwnaniu z pierwszymi.
Moze to sugerowaé, ze u MRL/Mpl obserwujemy raczej relikty noworodkowe, a nie
embrionalne, chociaz niewatpliwie cechy neonatalne i embrionalne wykazujg wiele
zbieznosci. Nalezy jednak podkresli¢, ze mysz MRL/MpJ wykazuje jedynie pewne

cechy neotenii, ale nie jest organizmem neotenicznym w takim sensie jak np. aksolotl.

Geny zwigzane z kategorig ontologiczng gojenia ran w tkankach uszu i §ledziony
wykazywaly podwyzszony poziom ekspresji. Wsrod genow nalezacych do danej
kategorii w tkance uszu podwyzszonej ekspresji ulega takze gen Shh, ktorego ekspresja
jest niezbedna w trakcie procesu regeneracji miedzy innymi u kijanki zaby Xenopus
laevis. Ponadto w sercu i uszach co najmniej dwukrotnie obnizong ekspresje wykazuja
inne geny, takze zwigzane z odpowiedzig na zranienie. Warto zwrdci¢ uwage, ze
w literaturze naukowej opisano szereg przypadkow, gdy wylaczenie ekspresji danego
genu zwigzanego z odpowiedzig na zranienie, powoduje paradoksalnie poprawione lub
przyspieszone gojenie ran. Wykazano, ze myszy z delecja genu Cdknla posiadaja
zdolno$¢ do bezbliznowego gojenia otworow wycietych w malzowinie usznej [38],

a delecja genu Socs3 przyspiesza regeneracj¢ nerwu wzrokowego po jego uszkodzeniu
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[122]. Takze w przypadku myszy MRL/MpJ odmienny poziom ekspresji genow
kodujacych biatka biorace udziat w gojeniu ran moze mie¢ wptyw na jej podwyzszone

zdolno$ci regeneracyjne.

W tkance serca myszy MRL/MplJ zaobserwowano takze nadreprezentacje
genow, o podwyzszonym poziomie ekspresji, zwigzanych ze szlakiem PPAR. Niektore
biatka uczestniczace w szlaku PPAR regulujg proliferacje komorek satelitarnych
I regeneracje migséni szkieletowych [123] oraz przyspieszaja proces gojenia ran skory
[124]. Dwa kluczowe markery adipogenezy wykazywaly podwyzszony poziom
ekspresji u badanego szczepu myszy: adiponektyna (Adipoq) oraz gen Ucpl.
Wykazano, ze produkt biatkowy genu Adipoq moze odgrywac istotng rol¢ w procesie
gojenia ran skory [125]. Wsrod gendw uczestniczacych w powyzszym szlaku
wykazujacych podwyzszony poziom ekspresji w sercu myszy MRL/Mpl] warto
wymieni¢ takze gen Ucpl. Koduje on biatko odpowiedzialne za przeksztalcanie
trojacylogliceroli w energie uwalniang w formie ciepta [126]. Ekspresja genu Ucpl jest
obserwowana u niemowlat oraz u zwierzat zapadajacych w sen zimowy. Wykazano, ze
linie komérkowe H9c¢2, otrzymane z embrionalnej tkanki serca, transfekowane genem
Ucpl posiadajg wyzszg odpornos¢ na uszkodzenia kardioblastow [127]. W zwigzku
Z powyzszym, podwyzszony poziom ekspresji genu Ucpl moze chroni¢ serce przed
uszkodzeniami [126]. Analiza zmian w globalnym poziomie ekspresji genow metoda
sekwencjonowania drugiej generacji wykazata, ze posréd gendéw wykazujacych
podwyzszony poziom ekspresji w sercu myszy MRL/MpJ w poréwnaniu do dwoch
kontrolnych szczepow, nadreprezentacj¢ wykazywaly transkrypty zwiazane ze szlakiem

sygnalnym PPAR.

Podsumowujac, podwyzszone poziomy ekspresji genow nalezacych do
wymienionych powyzej szlakow moga mie¢ kluczowe znaczenie dla potencjatu
regeneracyjnego myszy MRL/MpJ. Szczegdlnie istotng rolg moga odgrywac geny

zwigzane ze szlakiem retinolu oraz genéw kodujacych biatka homeotyczne.

Ponadto profile ekspresji genéw w sercu dorostej myszy MRL/MpJ wykazuja
podobienstwo do profili ekspresji tych gené6w w sercach embrionalnych oraz
noworodkowych szczepu myszy C57BL/6J. Wsrod gendow wykazujacych podwyzszony
poziom ekspresji w sercu dorostej myszy MRL/MplJ, sercach embrionalnych oraz
noworodkowych w poréwnaniu do dorostych serc myszy C57BL/6J, mozna wyrdznic¢

kilka genéw homeotycznych. Obnizonej ekspresji ulegaly natomiast geny zwigzane
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z odpowiedzig immunologiczng. Dodatkowo, podobne profile ekspresji w sercu myszy
MRL/MplJ oraz sercach noworodkowych wykazywaly geny zwigzane ze szlakiem
PPAR. Woczesniejsze badania Porrello i innych [7] wykazaly, Zze serca myszy
jednodniowych wykazuja podwyzszone zdolno$ci regeneracyjne do pigtego dnia po
urodzeniu, po czym zanikajg [7]. Podobienstwo w poziomie ekspresji réznych
transkryptow w sercach dorostych myszy MRL/MplJ oraz noworodkowych moga
wskazywac na to, iz potencjalnie te same czynniki transkrypcyjne sa odpowiedzialne za
zdolnos¢ do bezbliznowego gojenia ran serca w obu badanych przypadkach. Jednak
nalezy doda¢, jak wspomniano we wstepie, ze mozliwo$ci regeneracyjne serca myszy

MRL/MplJ sa w §wietle badan naukowych kwestig dyskusyjna.

Zbadanie poziomu ekspresji kilku wybranych genéw metoda qPCR pozwolito na
potwierdzenie wynikow uzyskanych przy zastosowaniu mikromacierzy ekspresyjne;j.
Powyzsza analiza pozwolila stwierdzi¢, ze otrzymane wyniki z mikromacierzy sa

wiarygodne.

Warto podkresli¢, ze w opublikowanych dotad pracach dotyczacych analiz
transkryptomu myszy MRL/Mpl nie wskazano na aktywacje¢ sygnalizacji PPAR i réznic
w metabolizmie kwasu retinowego. Zapewne wynika to z innego podejscia, ktore
zastosowano w badaniach przedstawionych w niniejszej pracy doktorskiej - czyli
oparciu analiz o porownanie z dwoma réznymi szczepami kontrolnymi. Otrzymane
wyniki badan poszerzaja wiedz¢ na temat molekularnych podstaw potencjatu
regeneracyjnego szczepu myszy MRL/Mpl 1 wskazuja na nowe, kluczowe geny,

mogace odpowiada¢ za podwyzszong odpowiedz regeneracyjng.

6.2. Wplyw regulacji epigenetycznej na bezbliznowe gojenie
ran skory plodowej myszy

Do poczatkdw trzeciego trymestru cigzy plody wykazuja podwyzszone
zdolnosci regeneracyjne. W przypadku ptodow myszy ostatnim dniem w ktorym
obserwuje si¢ zdolno$¢ do bezbliznowego gojenia ran skory grzbietowej jest
embrionalny dzien 16 (dzien tranzycji) [45] lub embrionalny dzien 17 [48]. Po tym dniu
skora grzbietowa ptodow wykazuje typowa odpowiedz na zranienia obserwowang
W dorostym organizmie. Liczne badania wskazujg na to, iz za podwyzszone zdolnosci
regeneracyjne skory embrionalnej odpowiadaja m.in. podwyzszony poziom kwasu

hialuronowego, obnizona odpowiedz zapalna, czy odmienny poziom ekspres;ji
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czynnikow wzrostu i gend6w homeotycznych [45]. Wykazano takze, ze na zdolnos¢ do
bezbliznowego gojenia ran decydujagcego wplywu nie wywiera $srodowisko, w jakim
zyja embriony [64]. W zwiazku z tym zmiany w profilach metylacji DNA i ekspresji
réoznych gendéw, moga odpowiadaé za utrate zdolnosci regeneracyjnych skory

grzbietowej ssakdw na poczatku trzeciego trymestru cigzy.

Przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej badania, miaty na celu
okreslenie zmian w profilach metylacji DNA w skorze grzbietowej ptodow po dniu
E15, czyli w embrionalnych dniach 16, 18 i 19 oraz u dorostych trzymiesi¢cznych
myszy szczepu C57BL/6J. Zmiany te moga warunkowaé utrate zdolnosci do
bezbliznowego gojenia ran po dniu E15. Najwigksze zmiany w poziomie metylacji
DNA zostaty zaobserwowane pomigdzy E15 a E16, w ktorym odpowiedz regeneracyjna
moze jeszcze wystgpowac. Obserwowane zmiany w poziomie metylacji regionow
promotorowych genéw miedzy dniem EI5 i E16 trudno jednoznacznie powigzaé
z obnizeniem zdolno$ci regeneracyjnych, ale niewatpliwie odzwierciedlaja one

dynamizm zmian w metylomie skory w trakcie rozwoju embrionalnego.

W analizie powyzszych wynikow skoncentrowano si¢ na poréwnaniu zmian
epigenetycznych pomigdzy dniem E15 i E18. Wiele zmian w poziomie metylacji DNA
obserwowanych pomiedzy dniem E15 i E18 utrzymuje si¢ az do dorosto$ci, w zwigzku
z czym mogg one odgrywac istotna rolg w utracie zdolnosci do bezbliznowego gojenia

ran.

W celu sprawdzenia wplywu zmian epigenetycznych na poziom ekspresji
gendw, wykonano dodatkowo analiz¢ wynikéw transkryptomicznych uzyskanych przy
zastosowaniu mikromacierzy ekspresyjnej. Posrod gendéw wykazujacych obnizony
poziom metylacji w obrebie TSS 1 podwyzszony poziom ekspresji pomi¢dzy dniem E15
oraz dniami E18, E19 1 dorostymi myszami szczepu C57BL/6J wiele zaangazowanych
byto w regulacje transkrypcji, embrionalng morfogenezg, rozwdj neuronéw. Ponadto
posrod gendw o obnizonym poziomie metylacji w obrebie TSS oraz o podwyzszonym
poziomie ekspresji w dniu E15 w poréwnaniu do dnia E18, E19 i dorostych myszy
nadreprezentowane byly geny homeotyczne. Wczesniejsze badania, przy zastosowaniu
techniki qPCR oraz in situ hybrydyzacji, innych autoréw dowiodty, ze podwyzszony
poziom ekspresji genéw homeotycznych: Hoxa4, Hoxc4, Hoxa7, Hoxa5, Hoxb13 oraz
Prx2 moze by¢ kluczowy w trakcie procesu bezbliznowego gojenia ran skory ptodowe;j

[60, 61]. Przeprowadzona analiza zmian w poziomie metylacji i ekspresji genow
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pomiedzy dniem E15 1 E18 pozwolita mi na zidentyfikowanie genéw homeotycznych
(Hoxbl, Hoxa3, DIx6, Hoxb5, Hoxa6), ktorych poziom ekspresji jest prawdopodobnie
regulowany przez metylacje DNA.

Analiza ontologiczna z uzyciem programu DAVID réwniez wykazata, ze posrod
genow o obnizonym poziomie metylacji 1 podwyzszonym poziomie ekspresji w dniu
E15, w poréwnaniu do E18, nadreprezentacje wykazywaty geny zwigzane z rozwojem
synaps (Grin2a, Sytl7, Homer2, Amph). System nerwowy odgrywa wazng role¢
W procesie regeneracji oraz gojenia ran skory [128]. Wiadomo tez, ze utrata unerwienia
zaburza proces gojenia ran u diabetykow [129]. W zwigzku z powyzszym, w przypadku
gojenia ran skory, regulacja epigenetyczna genéw zwigzanych z rozwojem komorek
nerwowych moze odgrywac zasadnicza role w procesie regeneracji u ptodow przed

dniem tranzycji.

Wsérdéd gendw o obnizonej ekspresji w dniu E15 zdecydowana wigkszos¢
zwigzana byla z odpowiedzia immunologiczna oraz odpowiedzia na zranienie.
Obnizona odpowiedz uktadu immunologicznego w trakcie procesu gojenia ran u ptodu
jest pozytywnie skorelowana z podwyzszonymi zdolno$ciami regeneracyjnymi [50]. Jak
przedstawiono w Tab. 21, wigkszos$¢ genow uczestniczacych w roznych etapach gojenia
ran skory wykazuje obnizony poziom ekspresji w dniu E15 w poréwnaniu do dni E18,
E19 oraz dorostych myszy. Tylko nieliczne geny, kodujace miedzy innymi
witronektyng (Vin) oraz niektore metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej
wykazywaly podwyzszony poziom ekspresji. Ponadto znaczna czgs¢ kluczowych
gendw o ustalonej roli w roéznych fazach gojenia ran skory, wykazuje roznice
w ekspresji pomiedzy dniem E15 a E19, E18 i dorostymi myszami. Przewazajaca liczba
sposrod tych genow, w szczegolnoscei te, ktore dziatajg w fazie zapalnej w trakcie

gojenia rany, wykazuje obnizony poziom ekspresji.

Posrod gendow o podwyzszonym poziomie metylacji w dniu E15, w poréwnaniu
do probek kontrolnych, nie znaleziono genoéw wczesniej zidentyfikowanych jako
kluczowe dla procesu bezbliznowego gojenia ran, takich jak 116, 118 czy 1110. Jednak,
powyzsza analiza pozwolita na wskazanie nowych genéw odmiennie metylowanych
I eksprymowanych przed tranzycja, ktore uczestnicza w odpowiedzi zapalnej na
zranienie (1117rb, Ly6d, Cish).

Ponadto, gen Hyall wykazuje podwyzszony poziom metylacji i obnizony

poziom ekspresji w skorze grzbietowej ptodow w dniu E15 w poréwnaniu do dnia E18,
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E19 i trzymiesiecznych dorostych myszy szczepu C57BL/6J. Gen Hyall koduje enzym
hialuronidaze 1 odpowiadajacy za rozktad kwasu hialuronowego. Wczeéniejsze badania
pokazaty, ze u ptodow przed dniem tranzycji poziom kwasu hialuronowego jest wyzszy
niz w skorze osobnikow dorostych [53, 130]. Zmiana poziomu metylacji DNA
W obrebie regionu promotorowego genu Hyall po dniu embrionalnym 15 moze by¢
sciSle skorelowana ze wzrostem poziomu ekspresji tego genu i utrata zdolnosci

regeneracyjnych.

Przestawione w niniejszej pracy wyniki badan wykazaty, ze geny zwigzane
Z odpowiedzig immunologiczng i rozwojem uktadu nerwowego oraz geny homeotyczne
moga by¢ potencjalnie odpowiedzialne za podwyzszone zdolno$ci regeneracyjne skory
grzbietowe]j ptodu przed dniem tranzycji. Jednakze, aktywacje wymienionych gendéw
zwigzanych z rozwojem organizmu oraz represj¢ gendw odpowiedzialnych za
odpowiedz immunologiczng, mozna takze ttumaczy¢ zmianami rozwojowymi, ktore nie

muszg wigzac si¢ ze zdolnos$cig do bezbliznowego gojenia ran skory ptodowe;.

W celu znalezienia dodatkowych dowodow na rolg zidentyfikowanych genow
W procesie regeneracji skory mozna by bylo przeprowadzi¢ badania in vitro w kulturach
tkankowych, polegajace na wyciszeniu lub aktywacji wybranych gendéw i zbadaniu ich
wptywu na zdolno$¢ do proliferacji keratynocytow lub fibroblastow skory. Ponadto
mozna wykona¢ podobne badania metylacji DNA i ekspresji genow, jak przedstawione
W niniejszej pracy, ale na modelu uszkodzonej skory ptodowej i sprawdzi¢ jakie geny sa
szczegblnie aktywne w procesie regeneracji. Dalsze badania mogtyby réwniez opieraé
si¢ na wyborze genow wykazujacych roznice w poziomie metylacji i ekspresji po
tranzycji 1 przeprowadzeniu eksperymentow polegajacych na nokaucie lub mutagenezie
tych gendéw i sprawdzeniu ich wptywu na proces gojenia ran in vivo na modelach
zwierzecych. Nalezy tu jednak podkresli¢, ze dla znacznej liczby sposrod genow
wykazujacych rdznice w poziomie ekspresji przed i po dniu tranzycji udowodniono juz
eksperymentalnie wplyw na proces gojenia ran (geny wymienione w bazie danych

"Resolve”).

Dla wybranych genow zweryfikowano poziom metylacji DNA oraz ekspresji
metoda PCR w czasie rzeczywistym. Przeprowadzona analiza metoda qPCR pozwolita
uzna¢ wyniki uzyskane przy zastosowaniu mikromacierzy ekspresyjnej i metylacyjnej
za wiarygodne. Ponadto analiza zmian w poziomie ekspresji genéw metoda qPCR

zostala przeprowadzona dla dodatkowego miotu myszy z dnia E15 (4 osobnikéw),
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samcOw 1 samic z dnia E18 oraz dodatkowych dwoch dorostych osobnikow myszy
szczepu C57BL/6J. Zastosowanie dodatkowych osobnikoéw miato na celu wykluczenie
potencjalnych btgdow zwigzanych z okre§laniem wieku plodowego czy ewentualnych

btedow w oznaczeniach mikromacierzowych.

Badania z zastosowaniem mikromacierzy metylacyjnej i ekspresyjnej dla skory
grzbietowe] myszy pozwolity na znalezienie istotnych zmian epigenetycznych
I transkryptomicznych, ktore moga by¢ zwigzane z utratg zdolnosci do bezbliznowego
gojenia ran skory grzbietowej po dniu E15. Zidentyfikowane roznice w poziomie
metylacji i ekspresji gendéw pomiedzy dniem E15 i prébkami po dniu tranzycji byty
glownie zwigzane z embriogeneza, funkcjami synaps, rozwojem nabtonka, odpowiedzig
immunologiczng oraz degradacja kwasu hialuronowego. Stosunkowo niewielka liczba
gendw wykazywata negatywne korelacje pomiedzy zmianami w statusie metylacji
I ekspresji genow w skorze grzbietowej nastgpujacych po dniu E15. Moze to wynikac
z tego, iz ekspresja genow jest regulowana przez wiele innych mechanizméw oprocz
metylacji DNA. Ponadto, przestawione tu analizy dotyczg jedynie genéw wykazujacych
stosunkowo wysokie zmiany w poziomach metylacji i ekspresji. Jednak nawet
stosunkowo nieliczne geny wykazujace negatywne korelacje zmian metylacji i ekspresji
po utracie zdolnosci do bezbliznowego gojenia ran a takze powigzane z tymi genami
funkcje stanowig do$¢ przekonujacy dowdd na rolg czynnikow epigenetycznych

w zdolnosci do bezbliznowego gojenia ran skory.
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7.Podsumowanie

Podsumowujac, wyniki oraz analizy przedstawione w niniejszej pracy
doktorskiej wnoszg nowy wkiad do dotychczasowej wiedzy na temat molekularnych
podstaw regeneracyjnych ssakéw. Analiza uzyskanych wynikow dla myszy MRL/MpJ
oraz skory grzbietowej plodow myszy C57BL/6J na ro6znym etapie rozwoju, pozwolita
na wyznaczenie nowych potencjalnych celow molekularnych, w tym szlak kwasu
retinowego i szlak sygnalizacji PPAR, ktére w przysztoSci mogg zostaé zastosowane
w terapiach regeneracyjnych. Przedstawione wyniki badan w niniejszej rozprawie
doktorskiej dotyczace molekularnych podstaw potencjatu regeneracyjnego ssakow sa

unikalne na skalg¢ $wiatowa. W badaniach tych wykazano, ze:
1. Cecha wspodlna badanych modeli ssaczych byta:

e obnizona ekspresja transkryptdow genow zwigzanych z odpowiedzig
immunologiczng (wspdlne geny o obnizonej ekspresji w poszczegdlnych

tkankach myszy MRL/MpJ oraz w tkance skory z dnia E15);

e podwyzszona ekspresja szeregu gendéw zwigzanych z funkcjg synaps
w tkankach uszu, serca, watroby 1 $ledziony myszy MRL/MpJ oraz
w tkance skory ptodow myszy przed tranzycja;

e podwyzszona ekspresja genow homeotycznych (cho¢ nie znaleziono tych

samych gendw homeotycznych dla obu modeli).

2. W przypadku myszy MRL/MpJ analiza transkryptomiczna wskazata na
podwyzszony poziom ekspresji gendw zwigzanych z metabolizmem lub
wigzaniem retinolu oraz z szlakiem sygnalizacji PPAR. Powyzsze transkrypty
moga odgrywac wazng rol¢ w podwyzszonej odpowiedzi regeneracyjnej.

3. Wykazano podobienstwo w poziomie ekspresji réznych genow u myszy
MRL/MplJ do poziomu ekspresji tych genéw w sercach noworodkowych myszy.

4. Analiza zmian w poziomie metylacji oraz ekspresji zachodzacych w skorze
grzbietowej ptodow po dniu E15 wykazata, ze kluczowe znaczenie dla procesow

regeneracyjnych moga mie¢ geny zwigzane z embriogeneza oraz geny zwigzane

z rozktadem kwasu hialuronowego, a w szczegolnosci gen Hyall.
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5. Dynamiczne zmiany epigenetyczne w poziomie metylacji DNA moga by¢
jednym z Kkluczowych czynnikow odpowiedzialnych za utrate zdolnosci

regeneracyjnych ptodow po dniu embrionalnym 15.
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9.Spis symboli i skrotow

DNA
cDNA

ds cDNA
dNTPs

EDTA
HPLC
HRM
M
MRL
NGS
PCR
pz
RNA
MRNA
tRNA
gPCR
SD
SDS
TAE
Tris
TSS

uv
UV-DAD

kwas deoksyrybonukleinowy;
ang. complementary DNA; pol. komplementarne DNA,;
ang. double stranded cDNA; pol. dwuniciowe komplementarne DNA,;

ang. deoxynucleotide triphosphates; pol. trifosforany
deoksyrybonukleozydows;

wersenian disodowy;

High-Performance Liquid Chromatography;
High Resolution Melting;

stezenie molowe;

Murphy Roths Large;

Next- Generation Sequencing;

ang. Polymerase Chain Reaction; pol. tancuchowa reakcja polimerazy;

par zasad;

kwas rybonukleinowy;

matrycowy RNA;

transportujacy RNA;

ang. quantitative PCR, pol. ilosciowa tancuchowa reakcja polimerazy;
ang. Standard Deviation; pol. odchylenie standardowe;

ang. Sodium Dodecyl Sulfate; pol. dodecylosiarczan sodu;
bufor o sktadzie zasada Tris, kwas octowy, wersenian disodowy;
2-amino-2-(hydroksymetylo)-1,3-propanodiol;

ang. Transcription Start Site; pol. poczatek startu tramskrypcji;
ang. Units; jednostka aktywnoS$ci enzymu,

ang. Ultra Violet; pol. promieniowanie ultrafioletowe

Ultra Violet - Diode Array Detector;
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