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1. Cel pracy

Celem tej pracy doktorskiej bylo zbadanie genomowych profili metylacji DNA,
a w szczegolnosci analiza zwigzku pomiedzy réznicami w metylacji DNA i potencjatem
regeneracyjnym w oparciu o znane modele regeneracji u ssakow: (i) myszy MRL/MpJ,
ktéra zamyka 2 mm otwory wyciete w matzowinie usznej bez wytworzenia blizny
I wykazuje podwyzszone zdolnosci regeneracyjne w innych tkankach, (i) serca
noworodkédw myszy, u ktérych przed ukonczeniem 7 dnia zycia obserwuje sie

regeneracje rozlegtych uszkodzen lewej komory serca.
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2. Streszczenie

W pracy tej otrzymano genomowe profile metylacji DNA dla dwéch modeli
regeneracji u ssakow: (i) dorostej myszy MRL/MpJ, ktdra jest zdolna do zamykania
otworéw w matzowinie usznej oraz wykazuje podwyzszone zdolnosci regeneracyjne
w wielu innych narzgdach oraz (ii) sercach noworodkéw myszy, u ktérych zachodzi
regeneracja rozlegtych uszkodzen lewej komory serca.

Zidentyfikowano szereg odmiennie metylowanych regionéw DNA, regionow
DMR, pomiedzy myszg MRL/MpJ oraz szczepami kontrolnymi C57BL/6J i BALB/c
w réznych tkankach: szpiku kostnym, $ledzionie, watrobie, sercu i matzowinie usznej
pochodzacych od niezranionych zwierzat. W malzowinie usznej, geny znalezione
w sgsiedztwie regionbw DMR byly zwigzane z procesami wplywajgcymi na
regeneracje, takimi jak tworzenie przednio-tylnego wzorca ekspresji gendw, stan
zapalny i apoptoza. Regiony promotorowe tych gendw posiadaty miejsca wigzana dla
czynnika transkrypcyjnego Smadl, nalezgcego do szlaku sygnatowego Tgf/Bmp.
Ponadto wiele z tych genéw bylo potozone w sasiedztwie loci cechy ilosciowej
zdolnosci do zamykania otworéw w uszach.

W modelu serca noworodkbw myszy zidentyfikowano regiony DMR
wyrézniajgce profile metylacji DNA w dniu 1, kiedy obserwowana jest zdolno$¢ do
regeneracji, i pdzniejszymi stadiami: dniem 7, 2 oraz 8 tygodniem, kiedy zdolnos$¢ ta
zanika. Geny zwigzane z regionami DMR odpowiedzialne byly za rozwdj serca oraz
tworzenie przednio-tylnego wzorca ekspresji genoéw. W poréwnaniu z dniem 1, w dniu
siocdmym zaobserwowano przewazajgcg liczbe regiondbw DMR, w ktérych nastgpit
wzrost poziomu metylacji DNA. Analiza bioinformatyczna wylonita potencjalne czynniki
transkrypcyjnej regulacji, ktérymi sg, zaangazowane w morfogeneze serca Mef2c,
Nr2f2, Tead4 oraz Mfsd6l, o funkcji blizej nieznanej, majgce miejsca wigzania

w poblizu odpowiednio okoto 25% i 50% z 929 region6éw DMR.
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Abstract

In this work a global DNA methylation analysis was performed in two
mammalian models of regeneration: the adult MRL/MpJ mouse and neonatal
murine hearts. The MRL/MpJ mouse is known to close through-and-through holes
in the ear pinnae without scarring and to display enhanced regenerative responses
in other tissues. Neonatal murine heart heals perfectly after partial resection.

A number of differentially methylated regions (DMRS) distinguishing between
the MRL/MpJ mouse and the control C57BL/6J and BALB/c strains were identified
in a selection of tissues: bone marrow, spleen, liver, heart and ear pinnae collected
from uninjured animals. In the ear pinnae, the genes located in the vicinity of the
DMRs were associated with key processes that contribute to regeneration such as
anterior/posterior pattern specification, inflammation, and apoptosis. The regulatory
regions of those genes were enriched in the target sequence motifs of Smadl
transcription factor which participates in Tgf/Bmp signaling pathway. What is
more, some of them were located within the intervals of the quantitative trait loci
responsible for ear punch closure.

In the neonatal heart regeneration model a number of DMRs were identified in
the heart between day 1, when the regenerative repair is observed, and later
stages day 7, week 2, and week 8, when it declines. The genes associated with
these DMRs are involved in heart development and anterior/posterior pattern
specification. The critical transition from d1 to d7 is characterized by a considerable
excess of genes increasing over those decreasing their methylation status. The
transcription factors predicted to regulate the 929 genes increasing their
methylation status from d1 to d7 include Mef2c, Nr2f2, Tead4, known to be involved
in heart morphogenesis and together targeting over a forth part of differentially
methylated genes, as well as Mfsd6l, which has no recognized function but targets

over a half of differentially methylated genes.
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3. Wstep
3.1. Metylacja DNA, jako epigenetyczny mechanizm re  gulacji ekspresji genow

Metylacja DNA, obok kowalencyjnych modyfikacji histonéw i dziatania
niekodujgcych RNA, jest epigenetycznym mechanizmem regulacji ekspresji genow.
U ssakow metylacja DNA polega na przytgczeniu grupy metylowej w pozycji 5
pierscienia cytozyny w obrebie dinukleotydow CpG, w wyniku czego powstaje
5-metylocytozyna (5-meC) (Cheng 2011). Jednak warto pamietaé, ze w embrionalnych
komorkach macierzystych i mézgu metylacja DNA jest réwniez odnajdywana poza tym
kontekstem nukleotydowym (Ziller et al. 2011). Genom ssakow jest stosunkowo ubogi
w dinukleotydy CpG, ktore wystepujg srednio raz na 50-100 par zasad. Dodatkowo ich
dystrybucja nie jest rbwnomierna, aich najwieksze zageszczenie obserwuje sie
w obrebie wysp CpG, CGI (ang. CpG island) (Smith and Meissner 2013). Metylacja
DNA odgrywa wazng role w wielu procesach biologicznych, takich jak réznicowanie sie
komorek, rozwdj organizmu, lionizacja, piethowanie genomowe, represja regionéow

repetytywnych oraz utrzymanie stabilnosci genomu.
3.1.1. Metylotransferazy DNA

Przylgczanie grupy metylowej jest prowadzone przez metylotransferazy DNA, Dnmt
(ang. DNA methyltransferase), ktérych mechanizm dziatania oparty jest na wywijaniu
cytozyny poza strukture podwojnej helisy (ang. base flipping). Enzymy te wykorzystujg
S-adenozylo-L-metionine jako donor grup metylowych. U ssakéw wystepujg trzy
metylotransferazy DNA: metylaze DNA Dnmtl, kt6ra odtwarza wzér metylacji DNA na
nowo syntetyzowanej nici po replikacji DNA, w miejscach hemimetylowanych, czyli na
podstawie wzoru wystepujgcego na nici matrycowej, dzieki czemu jest on dziedziczony
przez komérki potomne oraz prowadzgce metylacje de novo, Dnmt3a i Dnmt3b. Do
rodziny bialek Dnmt3 nalezy réwniez pozbawione aktywnosci katalitycznej biatko
Dnmt3l. Tworzy ono tetrameryczne kompleksy wraz z metylazami Dnmt3a/b. Biatko
Dnmt3l jest zdolne do oddzialywania z N-terminalnymi czesciami histonéw, co
umozliwia powigzanie mechanizmu metylacji DNA z modyfikacjami histonéw (Cheng
2011). Mimo ze gtdbwna funkcjg Dnmt3a/b jest ustanawianie metylacji DNA de novo, ich
aktywnosc jest réwniez niezbedna w komorkach somatycznych (Spruijt and Vermeulen
2014).

3.1.2. Tlenowe pochodne metylocytozyny

Metylacja DNA nie jest jedyng modyfikacjg zasad DNA u ssakoéw. 5-meC moze
ulegac dalszym przeksztatceniom w swoje tlenowe pochodne:

5-hydroksymetylocytozyne (5-hmC), formylocytozyne (5-fC) i karboksycytozyne
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(5-caC), a proces ten prowadzony jest przez biatka Tet1-3 (Kohli and Zhang 2013). Nie
jest znany mechanizm enzymatyczny bezposredniego odtgczenia grupy metylowej od
cytozyny w DNA w komodrkach kregowcéw. Usuwanie lub modyfikowanie wzoru
metylacji DNA zachodzi za posrednictwem wspomnianych pochodnych tlenowych
i przebiega ono na dwa sposoby. W pierwszym 5-hmC nie jest rozpoznawana przez
kompleks Dnmtl, co zapobiega odtworzeniu wzoru metylacji DNA po replikacji DNA.
Mechanizm ten jest okreslany jako aktywna modyfikacja - bierne rozcienczenie,
poniewaz 5-hmC ulega rozcienczeniu po kazdej kolejnej replikacji DNA. Obok niego
funkcjonuje mechanizm aktywnej modyfikacji - aktywnego odtworzenia, w ktérym
pozostate pochodne metylocytozyny, 5-fC i 5-caC, mogg by¢ wycinane przez
glikozylaze tymidynowa Tdg, ktéra jest elementem mechanizmu naprawy DNA typu

BER (ang. base excision repair) (Kohli and Zhang 2013).
3.1.3. Biatka wi gzace dinukleotydy CpG

Sekwencje nukleotydowe zawierajgce dinukleotydy CpG sg miejscem wigzania dla
wielu biatek wrazliwych na obecnos¢ metylacji DNA. Metylowane CpG sg
rozpoznawane przez biatkka rodziny MBP (ang. methyl-binding proteins), ktére
posiadajg charakterystyczng domene wigzgcg 5-mC MBD (ang. methyl-CpG binding
domain), biatka rodziny Kaiso, ktéra rozpoznaje 5-mC przez domene palcéw
cynkowych oraz biatka rodziny SRA (ang. SET-and RING-associated domain).

Biatka te moga wigza¢ DNA w sposéb zalezny lub niezalezny od sekwencji DNA
oraz mogag oddziatywa¢ z deacetylazami histonéw Hdac (ang. histone deacethylase),
ktorych dziatanie prowadzi do kondensacji chromatyny. Istnieje wiele biatek
rozpoznajgcych tlenowe pochodne metylocytozyny, co sugeruje ich istotng funkcje
w innych procesach niz demetylacja DNA, np. w regulacji transkrypcji (Spruijt and
Vermeulen 2014). Niemetylowane dinukleotydy CpG sg rozpoznawane przez biatka
posiadajgce domene CXXC, ktére oddziatujg z biatkami Tet oraz metylazami histonéw
Kdm2a i Kdm2b, odpowiedzialnymi za ustanawianie znacznikdéw aktywnej transkrypcji

na powierzchni biatek histonowych (Schubeler 2015).
3.1.4. Wptyw metylacji DNA na ekspresj ¢ genow

Jednym z dowodOw na to, ze metylacia DNA hamuje ekspresje gendow jest
obserwowany efekt inhibicji metylotransferaz DNA prze 5-azadeoksycytydyne, ktory
skutkuje wzrostem poziomu ekspresji genéw. Klasyczny model ttumaczacy sposob
regulacji ekspresji genow przez metylacje DNA oparty jest na dwdch mechanizmach.
Pierwszy z nich zaklada, ze grupa metylowa stanowi zawade steryczng dla czynnikow

transkrypcyjnych, uniemozliwiajgc ich wigzanie sie do elementow regulatorowych
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promotora. Drugi mechanizm zaklada wigzanie biatlek rozpoznajacych 5-mC, ktére sg
sktadnikami komplekséw modelujgcych strukture chromatyny oraz modyfikacje biatlek
histonowych. W obu przypadkach metylacja DNA skutkuje blokadg inicjacji transkrypcji,
a tym samy wyciszeniem ekspresji genu (Spruijt and Vermeulen 2014). Rozwoj technik
umozliwiajgcych badanie globalnych profili metylacji DNA umozliwit odkrycie bardziej
ztlozonych mechanizmow regulacji, w ktérych metylacja DNA w zaleznosci od
lokalizacji moze mie¢ rézny wptyw na ekspresje genu.

Regiony promotorowe zawierajgce CGIl stosunkowo rzadko ulegajg metylacji DNA.
Ponadto, sg one czesto pozbawione nukleosoméw, ktére odgrywajg istothg role
w procesie metylacji DNA de novo. Metylacja DNA regionéw promotorowych
zawierajgcych CGI jest obserwowana przede wszystkim w przypadku genéw
ulegajacych dtugoterminowej represji, np. gendéw wyciszonych w procesie pietnowania
genowego lub lionizacji, czyli inaktywacji jednej z dwoch kopii chromosomu X u kobiet.
Brak metylacji DNA w obrebie CGI jest cechg dotyczacg calego genomu, poniewaz
ulega jej mniej niz 10% CGI (Jones 2012).

Duze zmiany w poziomie metylacji DNA, rzedu kilkudziesieciu procent, s3g
obserwowane w przypadku gendw o niskiej zawartosci dinukleotydéw CpG
w regionach promotorowych. Jednoczesnie poziom metylacji DNA jest odwrotnie
skorelowany z poziomem ich ekspresji (Jones 2012). Promotory te najczescie]
odpowiadajg za ekspresje gendéw tkankowospecyficznych lub genéw eksprymowaych
w komorkach macierzystych, np. Nanog (Hattori et al. 2007) i Oct4 (Hattori et al. 2004).

Metylacja DNA moze wystepowac réwniez w pozapromotorowych regionach DNA,
np. wewnatrz gendw lub wzmacniaczy (ang. enhancer) i izolatoréw (ang. insulator)
chromosomowych. Jednoczesnie wiekszos¢ regionéw, ktore ulegaja
tkankowospecyficznej metylacji DNA znajduje sie wilasnie w regionach
pozapromotorowych (Koh and Rao 2013). Chociaz regiony wewnatrzgenowe roéwniez
sg ubogie w dinukleotydy CpG, obecna w nich metylacia DNA moze pehni¢ kilka
istotnych funkcji. Przede wszystkim prowadzi ona do wyciszenia transkrypcji regionow
repetytywnych iretrowiruséw, jednoczesnie umozliwiajgc transkrypcie gendéw
gospodarza. Ponadto duze zmiany w poziomie metylacji DNA obserwowane sg na
granicy exon-intron, co moze wptywaé na kinetyke elongacji transkrypcji oraz
alternatywne skladanie transkryptow gendéw (Jones 2012). Trzeba réwniez zaznaczyé,
ze wiekszos¢ gendw posiada alternatywne miejsca startu transkrypciji, a tym samym,
jeden promotor moze znajdowacC sie wewngtrz pierwotnego transkryptu, ktérego
ekspresja jest kontrolowana przez inny promotor potozony powyZzej. Metylacja
wewnetrznego promotora moze regulowac inicjacje transkrypcji w jego obrebie,

a jednoczesnie nie wptywa¢ na elongacje transkryptu kontrolowang przez promotor
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potozony powyzej. Ponadto metylacja DNA wewngtrz genu moze wspomagac
elongacje transkrypcji (Jones 2012).

Wzmacniacze i izolatory chromosomowe stanowig kolejng grupe elementow
genetycznych, ktére mogg ulega¢ metylacji DNA. Znajdujg sie one zazwyczaj w bardzo
odleglych od miejsc startu transkrypcji regionach DNA oraz sg one ubogie
w dinukleotydy CpG. Jednoczesnie w regionach tych poziom metylacji DNA utrzymuje
sie na bardzo niskim poziomie oraz obserwuje sie wigzanie w ich obrebie wielu

enzymow zaangazowanych w procesy metylacji i demetylacji DNA (Jones 2012).
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3.2. Mechanizmy epigenetyczne w regeneracji i gojen  iu ran

Regeneracja polega na przywroceniu funkcjonalnych wiasciwosci tkanek lub
narzgdow po ich uszkodzeniu lub utracie. Dla prawidtowego przebiegu tego procesu
kluczowe jest usuniecie uszkodzonych tkanek oraz zastgpienie ich przez proliferujgce
w miejscu zranienia komorki. Poniewaz wigekszo$¢ narzadow zbudowana jest
z terminalnie zroznicowanych komérek o bardzo ograniczonych zdolnosciach do
podziatow, konieczne jest ich odréznicowanie oraz ponowne zréznicowanie. Metylacja
DNA odgrywa istotng w role w zdolnosci komérek do podziatdbw i réznicowania.
Przyktadowo geny markerowe komorek macierzystych Nanog i Oct4, ktére wpltywaja
na ich zdolno$¢ do samoodnowy i pluripotencji, sg wyciszane przez metylacje DNA ich
regiondbw promotorowych (Hattori et al. 2004, Hattori et al. 2007). Ponadto
przeprogramowaniu komorek somatycznych do indukowanych pluripotentnych
komorek macierzystych iPSC (ang. induced pluripotent stem cells) towarzyszy zmiana
genomowych profili metylacji DNA, ktéra dodatkowo zalezy od uzytych do procesu
przeprogramowania czynnikow transkrypcyjnych (Planello et al. 2014).

Poniewaz metylacja DNA odgrywa istotng role w procesie roéznicowania sie
komorek na etapie rozwoju embrionalnego, wydaje sie, ze musi ona mie¢ znaczenie
rowniez w procesie regeneracji. Metylacja DNA w procesie regeneracji moze dotyczy¢
przeprogramowania regulatorowych regionébw DNA zwigzanych z genami biorgcymi
udziat w procesie regeneracji (Powell et al. 2013), trwatym wylgczeniem szlakéw
sygnatowych zwigzanych z rozwojem organizmu (Felician et al. 2014), metabolizmem
kwasu foliowego (Iskandar et al. 2010), a nawet epigenetycznym dziedziczeniem

miedzypokoleniowym (Zeybel et al. 2012).
3.2.1. Metylacja DNA w regeneracji u danio pr egowanego

Regeneracja ptetwy u Danio pregowanego to klasyczne modele regeneracji. W 30
godzinie po amputacji ptetwy u danio obserwowany jest spadek globalnego poziomu
5-mC oraz 5-hmC w miejscu amputacji. Poziom 5-mC odnawia sie po 72 godzinach,
podczas gdy 5-hmC utrzymuje sie na niskim poziomie. Jednoczeshie zmiany
w globalnych poziomach 5-mC i 5-hmC wigzg sie ze wzrostem poziomu ekspresji
gendw zaangazowanych w procesy naprawy DNA (gadd45g) oraz spadkiem ekspresji
odpowiedzialnych za proces demetylacji DNA (tet, apobec2b) (Hirose, Shimoda and
Kikuchi 2013). Podczas procesu odtwarzania amputowanej ptetwy obserwuje sie
wzrost poziomu ekspresji metylotransferaz  DNA (dmnt3aa, dmnt3ab, dnmt4)
(Takayama et al. 2014).

Przeprogramowanie epigenetyczne u danio zostato dobrze opisane w przypadku

regeneracji siatkbwki. W procesie tym komorki Millera (MG) ulegajg przeobrazeniu
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w komorki progenitorowe (MGPC, ang. Muller glia progenitor cell). Procesowi temu
towarzyszy indukcja wielu genéw zwigzanych z procesami metylacji i demetylacji DNA.
W badaniu tym 5-azadeoksycytydyna nie wptywata na proces odr6znicowania MG, ale
ograniczata proliferacje, migracje i réznicowanie sie¢ komoérek potomnych MGPC.
Chociaz procesowi odréznicowania MG towarzyszy zmiana poziomu metylacji DNA
wielu dinukleotydow CpG oraz wzrost poziomu ekspresji zwigzanych z nimi genow,
regiony promotorowe gendw pluripotencji nie ulegajg demetylacji, a co wiecej sg trwale
hipometylowane (Powell et al. 2013). Oznacza to, ze regeneracja siatkbwki u danio
wynika z trwatej zdolnosci MG do przeprogramowania, a zmiany w metylacji DNA

dotyczg gendw regulowanych przez czynniki pluripotencii.

3.2.2. Metylacja genu Shh uniemo zliwia regeneracj € u platany

szponiaste]

Doroste osobniki platany szponiastej (Xenopus laevis) sg niezdolne do odtwarzania
amputowanych konczyn. Odrastanie odnézy jest jednak obserwowane u jej kijanek
przed ukonczeniem procesu przeobrazenia. U dorostych osobnikéw wprawdzie
powstaje blastema, ale proces regeneracji zatrzymuje sie na etapie chrzestnego kikutu.
Utracie zdolnosci do odrastania konczyny u zaby, towarzyszy hipermetylacja
wzmacniasz chromosmowego genu Shh, ktéry odpowiada za rdznicowanie sie
konczyn. Metylacja DNA obecna w tym regionie uniemozliwia ekspresje Shh oraz
indukcje wielu genéw regulowanych przez ten czynnik. U kijanek, ale réwniez
dorostych traszek, region ten nie jest metylowany, przez co po amputacji mozliwe jest
odtworzenie funkcjonalnej konczyny (Yakushiji et al. 2007). Jednoczesnie aktywacja
Shh u miodych zab pozwala na odtworzenie funkcjonalnej konczyny (Yakushiji et al.
2009). W badaniu tym zanik zdolnosci regeneracyjnych zwigzany jest
Z epigenetycznym wylgczeniem szlakéw sygnatlowych zaangazowanych w tworzenie

wzorca ekspresji genow.
3.2.3. Szlak Notch w regeneracji serca u noworodkow

Rola Notchl w stymulacji proliferacji kardiomiocytow jest kolejnym przyktadem,
w ktérym metylacja DNA powoduje wytgczenie procesdw rozwojowych, co wpltywa na
zdolno$¢ do regeneracji. Noworodki myszy sg zdolne do regeneracji rozlegtych
uszkodzeh serca (Porrello et al. 2011b). Jednak krotko po urodzeniu,
w kardiomiocytach zostaje trwale zatrzymany postep cyklu komorkowego (Walsh et al.
2010), co jest zwigzane m.in. ze spadkiem ekspresji Notchl (Felician et al. 2014).
Chociaz wymuszona nadekspresja Notchl wydiuza zdolnos¢ kardiomiocytéw do

proliferacji, podobne wymuszenie jej u dorostych osobnikéw nie wptywa na zdolnosci
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regeneracyjne serca. Ma to zwigzek z przeprogramowaniem epigenetycznym regionow
promotorowych regulowanych przez Notchl genéw Hesl, Heyl i Hey2 oraz samego
genu Notchl (Felician et al. 2014).

3.2.4. Stymulacja regeneracji ukladu nerwowego za p omocg kwasu

foliowego

Kwas foliowy jest wymagany do prawidiowego rozwoju uktadu nerwowego, ale
réwniez jest substratem do syntezy zasad DNA oraz zrodiem grup metylowych dla
metylacji DNA. Podawanie bardzo wysokich dawek kwasu foliowego stymuluje
regeneracje neuronow rdzeniowych, poprzez zatrzymanie globalnej demetylacji DNA
w neuronach. Kwas foliowy indukuje ekspresje receptorow Folrl, ktére odpowiadajg za
jego transport do wnetrza komorek, w wyniku czego aktywnos$¢ metylotransferaz DNA
de novo ulega zwiekszeniu. Skutkuje to wzrostem poziomu globalnej i lokalnej (w genie
Gadd45a) metylacji DNA. Substancje dzialajgce agonistycznie i antagonistycznie na
metabolizm kwasu foliowego, w sposéb zalezny od dawki, wptywajg odpowiednio
pozytywnie i negatywnie na proces regeneracji neuronéw centralnego ukiladu

nerwowego (Iskandar et al. 2010).

3.2.5. Epigenetyczna adaptacja do gojenia w agtroby u potomstwa

szczuréw poddanych uszkodzeniuw  gtroby

Bardzo ciekawy mechanizm epigenetyczny regulujgcy zdolnos¢ do regeneracii
zostal wykryty podczas badan nad chronicznym uszkodzeniem watroby przez
czterochlorek wegla (CCly (Zeybel et al. 2012). Zaobserwowano, ze uszkodzenie
watroby u szczuréw wywotuje adaptacje do gojenia tego typu uszkodzen u ich
potomstwa. Dziedziczona adaptacja dotyczy whasciwosci komérek gwiezdzistych, ktore
wplywajg na proces widknienia watroby. U potomstwa szczuréw, u ktérych wywotano
uszkodzenie watroby, obserwuje sie zmniejszong zdolnos¢ komérek gwiezdzistych do
réznicowania w miofibroblasty. W watrobie potomstwa obserwuje sie zmniejszong
metylacje DNA w regionach promotorowych genéw Ppary i Ppara oraz zwiekszong
metylacje w promotorze genu Tgfgl. Przypuszcza sie, ze przekazanie zdolnosci do
regeneracji nastepuje poprzez modyfikacje struktury chromatyny i metylacji DNA
w spermie zwierzgt poddanych uszkodzeniu watroby, ktéra to modyfikacja moze
nastepowa¢ w wyniku uwolnienia do krwioobiegu niezidentyfikowanego dotgd czynnika
stymulujgcego przeprogramowanie. Poniewaz zmiany te powinny dotyczy¢ catego
organizmu, Zeybel et al. (Zeybel et al. 2012) sprawdzili jak wplywajg one na proces
zwidknienia nerek, ktéry wykazuje szereg podobienstw patomorfologicznych do

procesu zwioknienia watroby. W tym wypadku zaobserwowana adaptacja nie wptyneta
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na regeneracyje nerek, a wiec przekazywana zdolnos¢ do regeneracji dotyczyta przede
wszystkim watroby, chociaz bez doktadnego zbadania innych typow uszkodzenh trudno
przesadzi¢, czy nie wptywa ona na zdolnosci innych narzgdéw do regeneracji (Zeybel
et al. 2012).

3.3. Modyfikacje histondw w procesie regeneracji i gojenia ran

Regulacja struktury chromatyny, wnikajgca z modyfikacji biatek histonowych lub
obecnosci réznych wariantéw histonéw, jest obok metylacji DNA kolejnym
mechanizmem kontrolujgcym ekspresje gendw, a tym samym majgcym wplyw ha
zdolno$¢ do regeneraciji. Sposrod réznych protein kontrolujgcych strukture chromatyny
do najlepiej poznanych nalezg biatka z grupy Polycomb (PcG) i grupy Trithorax (TrxG).
Kompleksy biatek PcG, PRC1 i PRC2 (ang. Polycomb Repressive Complex)
odpowiedzialne sg za wprowadzanie modyfikacji histonbw zwigzanych z wyciszeniem
ekspresji gendw np. trimetylacji 27 lizyny histonu 3 (H3K27me3), podczas gdy biatka
grupy TrxG wprowadzajg modyfikacje zwigzane 2z aktywng transkrypcjg, np.
trimetylacja 4 lizyny histonu 3 (H3K2me3) (Katsuyama and Paro 2011).

W embrionalnych komérkach macierzystych obserwuje sie tzw. biwalentne domeny
chromatyny, ktére posiadajg zarbwno wyciszajgce, jak i aktywujgce znaczniki
chromatyny. Uwaza sie, ze wspdélne wystepowanie tych znacznikbw utrzymuje geny
zwigzane z rozwojem w stanie wyciszenia, ale jednoczesnej gotowosci w przypadku
rozpoczecia réznicowania. Z czasem domeny te ulegajg trwatej represji i kondensacji
w heterochromatyne, a w dojrzatych komorkach macierzystych poszczegoinych tkanek
obserwuje sie wystepowanie tych domen jedynie w poblizu genéw charakterystycznych
dla r6znicowania danej tkanki (Barrero and Izpisua Belmonte 2011).

Podczas gojenia ran skoéry u myszy zaobserwowano spadek poziomu ekspresji
genéw kodujgcych biatka kompleksu PRC2: Eed, Ezh2 i Suzl2, a jednoczesnie
zaobserwowano wzrost poziomu ekspresji genow Utx i JImjD3, ktére kodujg demetylazy
H3K27 i sg zwigzane z kompleksami TrxG (Shaw and Martin 2009). Podobne
zwiekszenie poziomu ekspresji genu JmjD3 obserwowane jest w blastemie podczas
odrastania ptetwy u danio pregowanego (Stewart, Tsun and Izpisua Belmonte 2009).
Dodatkowo zaburzenie funkcji PcG u muszki owocowej zwieksza prawdopodobienstwo
transdeterminacji dyskéw imaginalnych po ich uszkodzeniu, np. dysku odndzy w dysk

skrzydet (Katsuyama and Paro 2011).
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3.4. Metody badania metylacji DNA

Zamiana C na 5-meC w DNA nie zmienia temperatury topnienia DNA, ani odczytu
w sekwencjonowaniu kapilarnym DNA i jest stosunkowo trudna do wykrycia. Do
identyfikacji 5-meC w genomowym DNA uzywane s3g najczesciej nastepujgce
podejscia: trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi wrazliwymi na metylacje CpG,
precypitacja fragmentow DNA zawierajgcych 5-meC za pomocg przeciwciat (MeDIP,
ang. methylated DNA immunoprecipitation) lub innych biatek wigzgcych 5-meC oraz
chemiczna modyfikacja DNA przy uzyciu wodorosiarczanu (IV) sodu (NaHSOs), znana
jako konwersja wodorosiarczynowa (ang. bisulphite conversion).

Tak przygotowane DNA moze by¢ analizowane za pomocg szeregu metod
opartych na amplifikacji PCR, sekwencjonowaniu, spektrometrii masowej, hybrydyzaciji
oraz sekwencjonowaniu nowej generacji NGS. Poniewaz, kazda z metod wstepnych
moze by¢ uzyta z kazdg z tych metod analitycznych istnieje mndstwo réznych procedur
i ich odmian (Fazzari and Greally 2010, Tang et al. 2015, Umer and Herceg 2013, Laird
2010). Do najczesciej wykorzystywanych metod umozliwiajgcych badanie metylacji
DNA w obrebie danego locus nalezg: amplifikacja DNA po trawieniu enzymami
restrykcyjnymi oraz sekwencjonowanie produktow PCR po chemicznej modyfikacji
DNA. Do analizy genomowych profili metylacji DNA wykorzystywane sg techniki oparte
na hybrydyzaciji jak mikromacierze DNA lub sekwencjonowanie nowej generacji.

Sekwencjonowanie wodorosiarczynowe (ang. bisulphite sequencing) jest technikg
polegajagcg na sekwencjonowaniu metodg Sangera produktow PCR po reakcji
konwersji matrycowego DNA. W wyniku konwersji niemetylowana C ulega deaminacji
do uracylu i jest ona rozpoznawana przez polimeraze DNA w reakcji PCR jako tymina,
podczas gdy 5-meC pozostaje niezmodyfikowana. Gdy uzyskane po konwers;ji
matrycowego DNA produkty PCR zostang wklonowane do plazmidu, technika ta
umozliwia badanie wzoréw metylacji DNA dla pojedynczej czasteczki DNA.

Amplifikacja za pomocg reakcji PCR DNA po trawieniu enzymami restrykcyjnymi
jest kolejng technikg umozliwiajgcg badanie metylacji DNA w obrebie danego locus.
Technika ta wykorzystuje enzymy restrykcyjne, ktére posiadajg w swojej sekwencji
rozpoznawania dinukleotydy CpG i jednoczesnie ich aktywnos$¢ jest wrazliwa na
obecnos¢ grupy metylowej. Dlatego w zaleznosci od wyniku trawienia takim enzymem
mozna uzyskac¢ informacje o poziomie metylacji DNA dla dinukleotydéw CpG
znajdujgcych sie w obrebie sekwencji rozpoznawania danego enzymu restrykcyjnego.
Przyktadem takiego enzymu jest Hpall rozpoznajgcy sekwencje [CCGG] lub enzym
trawigcy czgsteczki DNA zawierajgcy zmetylowane cytozyny McrBC rozpoznajacy

sekwencje [R5-meC(N)40.300R5-meC].
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Wsrod technik umozliwiajgcych badanie metylacji DNA w obrebie catych genomow
na uwage zastuguje wykorzystana w tej pracy technika MeDIP-chip. W technice tej
genomowe DNA jest poddawane fragmentacji, a nastepnie dzielone na dwie pule,
z ktérych jedna jest poddana immunoprecypitacji za pomocg przeciwciata
specyficznego wobec 5-meC (MeDIP, ang. methylated DNA immunoprecipitation),
podczas gdy druga stuzy jako probka kontrola (INPUT). Obie pule sg znakowane
fluorescencyjnie innymi znacznikami i poddane hybrydyzacji na dwukolorowych
mikromacierzach. Poprzez porownanie fluorescencji obu pul DNA mozna
zaobserwowac, ktére fragmenty DNA uleglty immunoprecypitacji, a wiec sg zwigzane
ze zmetylowanymi regionami DNA. Inne metody oparte na hybrydyzacji DNA do
mikromacierzy to CHARM (ang. comprehensive high-throughput arrays for relative
methylation), ktéra w reakcji wstepnej wykorzystuje trawienie DNA za pomocg
enzymow restrykcyjnych oraz Infinium firmy lllumina, ktéra wykorzystuje konwertowane
genomowe DNA i umozliwia procentowe ozhaczanie poziomu metylacja DNA dla
pojedynczych CpG w badanych prébkach.

W zwigzku z rozwojem technik sekwencjonowania nowej generacji obecnie jest
mozliwe wykonanie sekwencjonowania catego genomu, ktére potgczone z reakcjg
konwersji DNA umozliwia zbadania genomowych profili metylacji DNA. Giéwng
trudnoscig w jej wykorzystaniu wynika z matej ztozonosci sekwencji DNA po reakcji
konwersji DNA, ktéra utrudnia identyfikacie genomowych lokalizacji uzyskanych
sekwencji. Popularng metodg badania metylacji DNA opartg na NGS jest RRBS
(ang. reduced representation bisulphite sequencing), ktéra w celu zmniejszenia
ztozonosci uzyskanych sekwencji wykorzystuje do reakcji konwersji DNA fragmenty
o diugosci ~50-200 pz, ktore powstajg po trawieniu enzymami restrykcyjnymi
zawierajgcymi dinukleotydy CpG w sekwencji rozpoznawania genomowego DNA, ktére

umozliwiajg wzbogacenie sekwencji bogatych w CpG.
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3.5. Zdolno $ci regeneracyjne myszy MRL/MpJ

Biologiczng odpowiedz na zranienie mozna podzielic na dwie kategorie:
regeneracje inaprawe. Regeneracja polega na zastgpieniu i odnowieniu tkanek
o normalnej architekturze ifunkcji, w ekstremalnym znaczeniu, catych organéw lub
narzgdow. Naprawa natomiast polega na szybkim zamykaniu rany poprzez
wytworzenie ziarniny, a nastepnie blizny. W poréwnaniu do ptazéw, u ktérych moze
nastgpi¢ odtworzenie catej konczyny po amputacji, zdolno$¢ do regeneracji u ssakow
jest bardzo ograniczona. Istnieje jednak szereg wyjgtkow jak odtwarzanie watroby po
resekcji znaczacej jej czesci (Kwon, Lee and Choi 2015), zebra pod warunkiem
zachowania okostnej (Srour et al. 2015), odrastania koncowek palcéw pod warunkiem
zachowania nasady paznokcia (Borgens 1982). Ponadto wymieni¢ mozna kilka innych
fenomendw regeneracji u ssakéw, ktére mogg byc¢ inspirujgce, ale wydaje sie, ze nie
dotyczg problemoéw medycyny regeneracyjnej, czyli zamykanie otworéw o $rednicy
1 cm wycietych w matzowinie usznej krélika (Goss and Grimes 1975) lub odrastanie
poroza u jeleni (Nieto-Diaz et al. 2012). Znacznie wyzszy potencjat regeneracyjny niz
organizmy doroste prezentujg embriony lub noworodki ssakéw. Wymieni¢ nalezy tu
bezbliznowe gojenie skéry ptodowej obserwowane do poczatku trzeciego trymestru
(Helmo et al. 2013), petng i funkcjonalng regeneracje rdzenia kregowego po transekciji
u oposa krotkoogonowego (Fry et al. 2003), regeneracje serca po resekcji koniuszka
serca u noworodkow myszy, ktora jest szerzej oméwiona w dalszej czesci tej pracy
(Porrello et al. 2011b). Interesujacy jest tez jedyny znaleziony dotgd u ssakéw
przypadek autotomii i bezbliznowego gojenia skéry u afrykanskiej myszy kolczastej
(Seifert et al. 2012), Wymienione fenomeny podwyzszonej zdolnosci do regeneraciji
wskazujg, ze byC moze doroste ssaki posiadajg pewien zablokowany potencjat
regeneracyjny.

Myszy MRL/MpJ jest godnym uwagi modelem regeneracji, ktéry pozwala na
prowadzenie badan nad molekularnym, komérkowym i genetycznym podfozem tego
Zjawiska. Mysz MRL/MpJ jest szczepem wsobny otrzymanym przez krzyzowanie
myszy C57BL/6J (0,3%), C3H/HeDi (12,1%), AKR/J (12,6%) i LG/J (75%). Szczegdinie
cenne w wypadku tego modelu cechy to podwyzszona odpowiedz regeneracyjna

obserwowana w réznych tkankach i zachowanie tych wtasciwosci u myszy dorostych.

3.5.1. Regeneracyjne gojenie otworéw wyci etych w mat zowinie usznej
myszy MRL/MpJ

Zdolno$¢ do calkowitego zamykania 2 mm otworbw w malzowinie usznej,
stosowanych do znakowania zwierzgt, bez tworzenia wyraznej blizny, byla pierwszag

obserwacjg wskazujgcg na zwiekszone zdolnosci regeneracyjne myszy MRL/MpJ
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(Clark, Clark and Heber-Katz 1998). Cecha ta odréznia mysz MRL/MpJ od wigkszosci
innych szczepow myszy laboratoryjnych (Li et al. 2001). U MRL/MpJ nastepuje
odtworzenie miesni, chrzgstek, mieszkébw wlosowych, gruczotdw, naczyn
krwionosnych, a nawet nerwéw obwodowych (Buckley, Metcalfe and Ferguson 2011).
Histologiczna analiza pozwolita na identyfikacje czterech podstawowych rdznic
pomiedzy myszg MRL/MpJ, a szczepem kontrolnym C57BL/6 (Clark et al. 1998,
Heber-Katz 1999):

(1) Szybkie zamykanie powierzchni calej rany przez warstwe nabtonka
(reepitelizacja) nastepujgca juz w drugim dniu po zranieniu u myszy
MRL/MpJ, podczas gdy u C57BL/6 proces ten trwat do 8 dni.

(2) Zmiany wystepujgce w blonie podstawnej naskérka. Podczas gdy u myszy
C57BL/6 blona podstawna jest wyrazna, u myszy MRL/MpJ szybko zanika
ona pomiedzy 4-5dniem po zranieniu, a granica pomiedzy nabtonkiem
i naskorkiem zaciera sie.

(3) Wytworzenie blastemy. Proces zamykania otworédw w uszach
zapoczgtkowuje blastema, czyli grupa niezr6znicowanych komorek, ktore
proliferujg w miejscu zranienia.

(4) Chondrogeneza. Pod koniec zamykania otworu w uszach (okoto 30 dnia po
zranieniu) u myszy MRL/MpJ nastepuje odtwarzanie chrzastki, ktére trwa
okoto 3 miesiecy, co nie jest obserwowane nawet na granicach zranienia
u myszy C57BL/6.

Warto zwroci¢ uwage, ze podobny jak u myszy MRL/MpJ efekt zamykania otworow
w matzowinie usznej obserwowany jest rowniez uinnych szczepow myszy: LG/J
(przodka myszy MRL/MpJ) i CBA/J (Li et al. 2000), linii myszy wyprowadzonej pod
katem wysokiej odpowiedzi zapalanej AIRmax (Canhamero, Garcia and De Franco
2014), mysz nagiej FoxNIl (Gawronska-Kozak 2004), myszy z punktowg mutacjg
w genie Tgfbrl (Liu et al. 2011) oraz myszy pozbawionej genu p21 (Bedelbaeva et al.
2010). Nalezy tez podkreslié, ze fenomen regeneracyjnego zamykania otworow
w matzowinie usznej myszy MRL/MpJ zostat potwierdzony w szeregu niezaleznych

badan wykonanych w réznych laboratoriach (Li et al. 2001, Rajnoch et al. 2003).
3.5.2. Loci cechy ilo sciowej zamykania otworéw w uszach (QTL)

Zdolnos¢ do zamykania otworéw w uszach jest cechg wielogenowg. Mapowanie
loci za nig odpowiadajgcych zostalo przeprowadzone w serii krzyzéwek myszy
o wysokich izwyktych zdolnosciach regeneracyjnych oraz o réznym stopniu
pokrewienstwa: MRL/Mpj-Fas*® x C57BL6 (McBrearty et al. 1998, Blankenhorn et al.
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2003); MRL/MpJ x C57BL6 (Blankenhorn et al. 2003); MRL/MpJ x SJL/J (Masinde et
al. 2001); MRL/MpJ x CAST/Ei (Heber-Katz et al. 2004a, Yu et al. 2005); LG/J x SM/J
(Blankenhorn et al. 2009), ktére pozwolity na identyfikacje okoto 20 loci cechy
ilosciowej (ang. quantitative trait loci, QTL) (Tabela 1).

W Dbadaniach tych zaobserwowano, ze czes¢ ze zidentyfikowanych loci
odpowiadajgcych za zdolnos¢ do zamykania otworow w uszach moze pochodzi¢ od
stabych regeneratorow. Loci majg charakter addytywny (obecnos¢ wielu posrednich
fenotypow pomiedzy dobrze i stabo regenerujgcym sie szczepem wyjsciowym)
(Masinde et al. 2001). Czes¢ z nich ma charakter dominujgcy (regeneracja u pokolenia
F1 nieznacznie r6zna od dobrze regenerujgcego sie szczepu rodzicielskiego) (Masinde
et al. 2001, Yu et al. 2005), a cze$¢ recesywny (staba regeneracja u pokolenia F1,
zblizona do stabo regenerujgcego sie szczepu rodzicielskiego) (Masinde et al. 2006).
W szeregu badan zaobserwowano rowniez, ze samce regenerujg sie gorzej niz samice
(Blankenhorn et al. 2009, Blankenhorn et al. 2003, Masinde et al. 2006, Heber-Katz et
al. 2004a), akastracja samcéw polepsza proces zamykania otworéw w uszach
(Blankenhorn et al. 2003). Co wiecej, niektore loci wplywajg w ré6znym stopniu na
proces regeneracji w zaleznosci od pici oraz tego czy w krzyzéwce wyjsciowej jako
samicy uzyto dobrze, czy stabo regenerujgcego sie szczepu, co sugeruje role
pietnowania genomowego w tym procesie (Blankenhorn et al. 2003). Oprocz tego
wykazano role relacji epistatycznych pomiedzy réznymi loci (Masinde et al. 2001).
Warto rowniez zwréci¢ uwage na to, ze w szeregu badan nie zauwazono zachodzenia
na siebie loci odpowiadajgcych za zdolno$¢ do zamykania otworéw w uszach i efekty

autoimmunologiczne u myszy MLR/MpJ-Fas"™" (McBrearty et al. 1998).
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Tabela 1 Zestawienie loci cechy ilo sciowej (QTL) zamykania otworéw w uszach.  Potozenie markera
genetycznego zwigzanego z QTL lub interwatéw QTL podano w centymorganach (cM).

Chr o (McBrearty (Masinde (Blankenhorn Kg—::l::;. (Yu et al. (Blankenhorn (Cheverud
etal. 1998) etal.2001) et al. 2003) 2004a) 2005) et al. 2009) etal. 2012)
1 Sthl 38-68
2 Heall5 0-40
3  Sth2 43-74
4  Sth3 4-35
4 Stha 35-66
4 Heal8 66-71 60-66,6 62-95
6 Sth5 28-67 28-87
7 Sthé 38-52 26-52
7 Sth7 73-82 53,3
8 Heall 49 49-68 34-73
9 Sth8 31,7 26 24-66
9 Sth9 41,5 49 48-74
9 Chr9a 60
9 Chr9b 85-98
9 Sth&-9 39-64
10 Heall6 48 23-37
10 Chrl0b 86 41-53
11 Heall0 55-61 83-92 45-72
12 Heal5 52 52
13 Heal2 11 9-19 10
13 Heal3 60 45,9 48-60
13  Heal7 30-35 35 7-40
14  Heall2 12 10-24
15 Heald 56,8 48-56 68-69
16 Healll 4-20 3-22
17 Heall3 44 22,9-45,3
18 Heal9 30-44 0-47

3.5.3. Inne modelu uszkodze n badane u myszy MRL/MpJ
3.5.3.1. Uszkodzenia serca

Serce byto kolejnym narzadem myszy MRL/MpJ, dla ktérego opisano podwyzszong
odpowiedz regeneracyjng po kriouszkodzeniu prawej komory (Leferovich et al. 2001,
Bedelbaeva et al. 2004). W przeciwienstwie do szczepu kontrolnego C57BL/6,
u MRL/MpJ odzyskiwalo ono swojg sprawnos¢ i normalng budowe po okoto 60 dniach
od uszkodzenia (Leferovich et al. 2001). U MRL/MpJ kardiomiocyty penetrowaty
miejsce uszkodzenia przy jednoczesnym wytwarzaniem luznej sieciujgcej struktury
przez fibroblasty. Okoto 15 dnia u MRL/MpJ nastepowato roztwarzanie ziarniny
i odtwarzanie naturalnej architektury serca, ktére w 60 dniu po uszkodzeniu posiadato
bardzo mate slady bliznowacenia. U myszy C57BL/6 proces ten nie bylty obserwowany,
a po uplywie tego samego czasu mozna bylo zauwazy¢ wyrazng blizne w miejscu
zranienia (Leferovich et al. 2001). Trzeba zaznaczy¢, ze to bezbliznowe gojenie serca
nie zostalo jednak zaobserwowane przez Grisela et al. (Grisel et al. 2008) po
kriouszkodzeniu wykonanym wedtug protokotu stosowanego przez Leferovicha et al.
(Leferovich et al. 2001). Zwiekszona zdolnos$¢ do regeneraciji serca u myszy MRL/MpJ
zalezy od stopnia uszkodzenia (Naseem et al. 2007), a ponadto nie byla obserwowana

w przypadku innych niz kriouszkodzenie typow urazéw: niedokrwienie i reperfuzja
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(Abdullah et al. 2005), trwata niedroznosc¢ tetnic wiencowych (Robey and Murry 2008,
Moseley et al. 2011, Cimini et al. 2008, Grisel et al. 2008, Smiley et al. 2014, Oh et al.
2004).

3.5.3.2.  Amputacja koniuszkéw palcow i uszkodzenia chrz gstek

stawowych

Odrastanie koniuszkow palcow jest jednym z modeli badan nas procesem
regeneracji u ssakéw. Zregenerowane w ten sposdb palce sg najczesciej krotsze
i majg zdeformowang plytke paznokcia. Poréwnanie zdolnosci do odrastania
amputowanych palcow zbadano u nowonarodzonych (Chadwick et al. 2007)
i dorostych myszy (Gourevitch et al. 2009, Turner, Johnson and Badylak 2010).

U noworodkéw myszy odrastanie koniuszkéw palcéw zostato poréwnane u myszy
MRL/MpJ, C57BL/6 i DBA/2. U myszy MRL/MpJ odrastanie palcow przebiega szybciej
i bardziej kompletnie niz u myszy kontrolnych. Ponadto ptytka paznokcia odtwarza sie
u 90% badanych myszy MRL/MpJ w poréwnaniu do 72,9% dla myszy DBA/2 i 66,7%
dla C57BL/6 (Chadwick et al. 2007). W przypadku dorostych myszy poréwnano proces
gojenia po amputacji palcow w potowie drugiego paliczka. Mimo, ze u myszy MRL/MpJ
zaobserwowano szybszg reepitalizacje iduzg liczbe proliferujgcych komérek, to
podobnie jak u szczepdw kontrolnych C57BL/6 (Gourevitch et al. 2009, Turner et al.
2010) i Swiss Webster (Gourevitch et al. 2009) nie nastgpito znaczgce odrastanie
palcow. Co ciekawe, u myszy MRL/MpJ odpowiedz zapalna byta posrednia pomiedzy
myszg C57BL/6 i Swiss Webster.

Mysz MRL/MpJ jest zdolna do gojenia uszkodzen chrzgstek stawowych (Fitzgerald
et al. 2008, Ward et al. 2008). W badaniach tych zauwazono, ze samce myszy
MRL/MpJ lepiej gojg ten typ uszkodzenia, jednak wystepuje staba korelacja pomiedzy
zamykaniem otworéw w uszach, a regeneracjg chrzastki. Ponadto u myszy MRL/MpJ
nie jest obserwowana silna odpowiedz zapalna w stawach w przypadku uszkodzen
chrzgstek (Ward et al. 2008), ktdra w duzej mierze wplywa na naprawe tego typu

uszkodzenia oraz jest obserwowane lepsze gojenie sciegien (Lalley et al. 2015).
3.5.3.3.  Uszkodzenia skory

Zwiekszone zdolnosci regeneracyjne myszy MRL/MpJ nie sg obserwowane
w przypadku ran skory grzbietowe]j polegajacych na wycieciu skrawka skory (Colwell et
al. 2006, Beare, Metcalfe and Ferguson 2006), ani oparzen (Davis et al. 2007).
U myszy MRL/MpJ obserwowane jest jednak lepsze przyjmowanie przeszczepdw
skory w poréwnaniu do myszy B10.BR (Tolba et al. 2010). W przypadku transplantacji
skéry myszy B10.BR do myszy MRL/MpJ obserwowana jest stabsza odpowiedz
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zapalna wynikajgca z mniejszej infiltracji komoérek uktadu odpornosciowego oraz

obnizona apoptoza przy jednoczesnej zwigkszonej rewaskularyzaciji.
3.5.3.4. Uszkodzenia uktadu nerwowego i narz  gdow zmystow

Regeneracja centralnego ukiadu nerwowego jest blokowana przez wytwarzanie
fizycznej bariery w postaci gliozy (blizny glejowej) uniemozliwiajgcej odtwarzanie
potgczen nerwowych. Gtownymi elementami tworzacymi blizne sg astrocyty, ktére
wytwarzajg czasteczki macierzy zewnatrzkomoérkowej, takie jak kwasne biatko
wibkienkowe (GFAP, ang. glial fibrillary acidic protein) oraz proteoglikany siarczanu
chondroityny (CSPG, ang. chondroitin sulfate proteoglycans), bedgcymi inhibitorami
wzrostu. Ponadto w obrebie takiej blizny wystepujg komaorki mikroglejowe, kontrolujgce
homeostaze uktadu nerwowego i biorgce udziat w odpowiedzi immunologicznej (Thuret
et al. 2012).

Zaréwno w mozgu, uszkodzenie kory i szlaku przewodzenia pomiedzy substancjg
czarng i prgzkowiem (Hampton et al. 2004), jak i w obrebie rdzenia kregowego,
uszkodzenie na poziomie piersiowym (Kostyk et al. 2008, Thuret et al. 2012), u myszy
MRL/MpJ obserwuje sie zmniejszong reakcje astrocytow i zwiekszong mikrogleju.
Ponadto w przypadku rdzenia kregowego zaobserwowano zmniejszong ilos¢ CSPG
(Kostyk et al. 2008, Thuret et al. 2012) oraz inne zmiany w obrebie zranienia, takie jak
luzniejsza struktura blizny i stabiej zaznaczona granica miedzy tkankg normalng,
a blizng (Kostyk et al. 2008). We wszystkich tych doniesieniach badacze byli zgodni, ze
u myszy MRL/MpJ po zranieniu tworzg sie warunki sprzyjajgce regeneracji aksonow,
ale w przypadku moézgu czas ten jest za krotki na odtworzenie struktury. W obu
eksperymentach, w ktérych uszkadzano rdzen kregowy, obserwowano wzrost aksonéw
umyszy MRL/MpJ, ale tylko w jednym znich (Thuret et al. 2012), w ktorym
wykonywano czesciowe przeciecie, czyli hemisekcje rdzenia kregowego,
zaobserwowano szybsze ilepsze przywrécenie funkcji motorycznych. W przypadku
catkowitego przeciecia rdzenia kregowego, mysz MRL/MpJ wykazywata wprawdzie
wiekszy wzrost aksondw w miejscu zranienia, jednak jej funkcje motoryczne byty
bardziej ostabione niz u zwierzagt nalezgcych do szczepu kontrolnego (Kostyk et al.
2008).

Ponadto zaobserwowano bardziej intensywny wzrost nerwow obwodowych
podczas regeneracyjnego zamykania otworow w maltzowinie usznej myszy MRL/MpJ
w poréwnaniu ze szczepem kontrolnym C57BL/6J (Buckley et al. 2011). Wprawdzie
regeneracja nerwdw obwodowych jest u ssakow normalnym procesem, ale jej

intensywnos¢ u myszy MRL/MpJ wydaje sie cechg znamienng, zwitaszcza ze
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regeneracja jest zalezna od obecnosci nerwow obwodowych i nie jest mozliwa po
przeprowadzeniu denerwacji (Buckley et al. 2012).

Obnizenie zawartosci CSPG zauwazono takze w przypadku regeneracji siatkdwki,
co zostalo powigzane ze zwiekszong zdolnoscig do regeneracji u myszy MRL/MpJ
(Tucker et al. 2008). W modelu uszkodzenia siatkowki symulujgcego powigzane
z wiekiem zwyrodnienie plamki zo6itej u myszy MRL/MpJ nastepuje przywrdcenie jej
funkciji, co nie jest obserwowane u szczepu kontrolnego AKR/J (Xia et al. 2011).
Ponadto u MRL/MpJ wystepuje przyspieszone gojenie rogowki, ktéremu nie

towarzyszy zmniejszenie jej przejrzystosci (Ueno et al. 2005).

3.5.4. Cechy myszy MRL/MpJ mog ace wplywa ¢ na jej zdolno Sci

regeneracyjne
3.5.4.1. Przemodelowanie macierzy zewn atrzkomorkowej

Waznym aspektem zwigzanym ze zwiekszong zdolnoscig regeneracyjng myszy
MRL/MpJ jest przemodelowanie miejsca uszkodzenia, a w szczegdllnosci rozpad
macierzy zewnagtrzkomorkowej. Proces ten prowadzony jest przez metaloproteinazy
macierzy zewnatrzkomoérkowej (MMP, ang. matrix metalloproteinase). MMP-2 i MMP-9
sg wydzielane przez migrujgce fibroblasty, neutrofile i makrofagi w postaci
nieaktywnego zymogenu, ktory jest aktywowany przez trawienie przez proteze
MT1-MMP. Aktywnos¢ MMP jest regulowane przez rodzing tkankowych inhibitoréw
MMP (TIMP, ang. tissue inhibitors of MMP) (Gourevitch et al. 2003).

Po uszkodzeniu matzowiny usznej zarbwno u myszy MRL/MpJ, jak i szczepu
kontrolnego C57BL/6, wystepuje odpowiedz zapalna. Czes¢ z naptywajgcych do
miejsca zranienia komorek jest MMP-2 i MMP-9 pozytywna. Jednoczes$nie komorki te
wytwarzajg TIMP-2 i TIMP-3. U myszy MRL/MpJ infiltracja miejsca zranienia przez
komorki uktadu odpornosciowego jest wieksza i w poréwnaniu do C57BL/6 mniejsza
ich czes¢ wytwarza TIMP, przez co wypadkowa aktywnos¢ MMP jest wieksza u MRL
(Gourevitch et al. 2003). Podobng sytuacje zaobserwowano w przypadku odpowiedzi
na uszkodzenie w sercu (Heber-Katz et al. 2004b), mézgu (Hampton et al. 2004)
i w siatkdwce oka (Tucker et al. 2008). Zwiekszona aktywnos¢ MMP odpowiada za
rozpad btony podstawnej oraz usuwania fizycznych barier dla migrujgcych komérek

W miejscu zranienia, co jest kluczowe dla procesu regeneraciji.
3.5.4.2.  Zaburzenie cyklu komoérkowego

Waznym aspektem zwigzanym ze zwiekszonymi zdolnosciami regeneracyjnymi
myszy MRL/MpJ jest obserwowane u niej zaburzenie cyklu komérkowego, wynikajgce

z niedoboru biatka p21 zaobserwowane w fibroblastach (Bedelbaeva et al. 2010).
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Biatko p21 jest inhibitorem cyklin zaleznych od kinaz i odgrywa istotng role w regulacji
punktu kontrolnego cyklu komérkowego pomiedzy fazami G,/S. Poniewaz u MRL/MpJ
zaobserwowano deficyt p21, nie nastepuje zatrzymanie cyklu komérkowego w tym
punkcie, co prowadzi do zaleznosci cyklu komorkowego od punktu kontrolnego w fazie
G.. Jest to obserwowane w postaci nietypowego profilu cyklu komérkowego, w ktérym
fibroblasty myszy MRL/MpJ i blisko spokrewnionego szczepu LG/J, ktory réwniez ma
zdolno$¢ do zamykania otworéw w uszach, wykazujg akumulacje komérek w fazie G,
a nie G; jak szczepy nieposiadajgce podwyzszonych zdolnosci do go regeneracii
(C57BL/6, SM/J). Niekontrolowane wejscie w faze S skutkuje zwiekszong proliferacjg
oraz stresem replikacyjnym, obserwowanym w postaci endogennych uszkodzeh DNA.
Delecja genu Cdknla, kodujgcego p21, skutkuje pojawieniem sie zdolnosci do
regeneracyjnej naprawy otwordw w malzowinie usznej w innym szczepie myszy
B6129F2/J, ktory wykazuje wowczas szereg podobienstw do myszy MRL/MpJ
(Bedelbaeva et al. 2010). Akumulacja komorek w fazie G, obserwowana jest réwniez
w wielu klasycznych modelach regeneraciji, takich jak ptazy ogoniaste.

Warto zwrdci¢ uwage, ze delecja genu p53, gtbwnego pozytywnego regulatora p21,
nie wplywa, ani pozytywnie u szczepow kontrolnych, ani negatywnie u MRL/MpJ, na
zdolnos¢ do zamykania otworOw w uszach, chociaz zwieksza ona ilo$¢ komorek
réznicujgcych sie w chondrocyty i adipocyty (Arthur et al. 2010). Ponadto w sercu, na
réznych etapach rozwoju i normalnym stanie fizjologicznym, nie sg obserwowane
réznice w poziomie wielu innych regulatorow cyklu komérkowego (kinaz zaleznych od
cyklin: Cdkl1, Cdk2, Cdk4, Cdk6; cyklinami A, E, D1, Bl; p27; E2F5) pomiedzy
MRL/MpJ, a C57BL/6 (Moseley et al. 2011).

3.5.4.3. Embrionalne cechy metabolizmu

Dorosta mysz MRL/MpJ zachowuje pewne cechy metabolizmu embrionalnego,
ktore zanikajg u innych szczepéw (Naviaux et al. 2009). Wsrdd nich mozna wyréznic
miedzy innymi zwiekszony anaerobowy metabolizm glikolityczny, zwiekszong
oksydacje kwasu glutaminowego oraz zmniejszony metabolizm kwasow ttuszczowych.
Mitochondria myszy MRL/MpJ w hodowlach fibroblastow wykazujg zmniejszony
potencjat miedzyblonowy, zmniejszong produkcje reaktywnych form tlenu
i zmniejszong aktywnos¢ fosforylacji oksydacyjnej (Naviaux et al. 2009). Do innych
nietypowych wihasciwosci mitochondribw myszy MRL/MpJ zaliczy¢é mozna
heteroplazmie zwigzang z charakterystycznymi dla tego szczepu wariantami sekwencji
nukleotydowej w mitochondrialnych genach kodujgcych tRNA metioniny i argininy,

ktére mogag wptywac na biosynteze biatek mitochondrialnych (Sachadyn et al. 2008).
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Obecnos¢ embrionalnych cech metabolizmu najwyrazniej objawia sie w sercu
dorostej MRL/MpJ, w ktorym w stanie nieuszkodzonym obserwowana jest ekspresja
embrionalnych czynnikéw transkrypcyjnych Nanog, Sox2 i Islet-2 (Naviaux et al. 2009).
Dodatkowo ekspresja czynnikbw Nanog i Oct4 obserwowana jest w hodowlach
fibroblastéw myszy MRL/MpJ, podczas gdy u myszy C57BL/6J nie sg one wykrywane
(Zzhang et al. 2015). Ponadto zauwazono, ze mezenchymalne komorki macierzyste
myszy MRL/MpJ nadprodukujg biatka sFrp (ang. secreted Frizzled-Related Proteins)
oraz wystepuje w nich wyciszenie kanonicznego szlaku Wnt (Alfaro et al. 2008).
Wywotanie nadekspresji genéw sFrp w mezenchymalnych komdrkach macierzystych

skutkuje zwiekszeniem zdolnosci regeneracyjnych serca (Alfaro et al. 2008).
3.5.4.4. Rezerwuar komorek odpowiedzialnych zarege  neracje

W celu sprawdzenia czy zdolnosci regeneracyjne myszy MRL/MpJ sg zalezne od
udziatu lokalnych tkanek czy komérek naplywajgcych do miejsca zranienia
przeprowadzono szereg eksperymentow opartych na przeszczepach réznych rodzajow
komorek. Zdolnos¢ do regeneraciji serca w odpowiedzi na kriouszkodzenie udato sie
stymulowac u myszy C57BL/6 przez przeniesienie ptodowych komoérek watroby myszy
MRL/MpJ. Zabieg ten nie wplywat jednak na zdolno$¢ do zamykania otworéw
w uszach (Bedelbaeva et al. 2004).

Wczesniejsze uszkodzenie wpltywa na szybkos¢ zamykania otworéw w uszach
u myszy MRL/MpJ, co sugeruje role czynnikbw obecnych w krwioobiegu w tym
procesie (Davis et al. 2005). Zdolno$¢ do regeneracji prébowano przenies¢ poprzez
przeszczep szpiku kostnego do zwierzat poddanych ablacji szpiku. Przeszczep szpiku
nie wptywa na zdolnos¢ do zamykania otworow w uszach (Kench et al. 1999). Brak
efektu zaobserwowano réwniez w przypadku przeniesienia oczyszczonych
makrofagow z myszy MRL/MpJ do myszy C57BL/6-SCID (Davis et al. 2005). Ponadto
zauwazono, ze wiekszos¢ komorek proliferujgcych w miejscu zranienia nie pochodzi ze
szpiku kostnego (Heber-Katz et al. 2004b).

Efekt bezbliznowego gojenia ran grzbietu udato sie uzyskaé u myszy C57BL/6J
przez zastosowanie bezkomdrkowego ekstraktu macierzy zewngtrzkomaérkowej
otrzymanego z hodowli in vitro blastemy wyprowadzonej z matzowiny usznej myszy
MRL/MpJ. Ekstrakt ten bogaty jest w takie czynniki wzrostu jak bFgf, Vegf, Hgf, Kgf
(Vorotnikova et al. 2010).
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3.5.45. Rola stanu zapalnego w regeneracyjnym proc esie

zamykania otworéw w uszach

Zdolno$¢ do zamykania otworow w uszach przez mysz AIRmax (Canhamero et al.
2014) oraz mysz nagg (Gawronska-Kozak 2004) wskazuje na istotng role ukiadu
immunologicznego w procesie regeneracji. Zarbwno w stanie nieuszkodzonym, jak
i w momencie uszkodzenia u myszy MRL/MpJ obserwowana jest r6zna ekspresja wielu
gendw zwigzanych ze stanem zapalnym (Gourevitch et al. 2014). Ma to zwigzek
z wiekszg ilosci prozapalnych komoérek tucznych, neutrofili i makrofagéw w maitzowinie
usznej. U myszy MRL/MpJ obserwowana jest zmniejszona ekspresja receptora
dojrzatych komorek tucznych Fcerlg, ktéry jest odpowiedzialny za ich interakcje
z innymi komérkami (Gourevitch et al. 2014). Jednoczesnie farmakologiczna inhibicja
cyklooksygenazy, enzymu odpowiedzialnego za produkcje prostanglandyny H2,
hormonu stymulujgcego stan zapalny, spowalnia proces zamykania otworéw w uszach

i niekorzystnie wpltywa na jego efekt koncowy (Gourevitch et al. 2014).
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3.6. Regeneracja serca u noworodkéw myszy

Serce u dorostych ssakéw posiada bardzo nikle zdolnosci do regeneracji, dlatego
jego uszkodzenia prowadzg do trwatego pogorszenia jego funkcji, a nawet Smierci
organizmu. Powszechnie uwaza sie, ze komérki serca sg ostatecznie zr6znicowane
i nie majg nawet znikomych zdolnosci do podziatléw. Ostatnie badania jednak temu
zaprzeczajg i wskazujg, ze mate populacje kardiomiocytéw dzielg sie przez cate zycie
organizmu (Senyo et al. 2013) oraz przez krotki okres po urodzeniu sg zdolne do
regeneracji duzych uszkodzen serca (Porrello et al. 2011b). Jednakze z czasem
nastepuje ograniczenie zdolnosci kardiomiocytow do proliferacji. Podobnie serca
embrionéw sg zdolne do regeneracji uszkodzen powstatych w wyniku genetycznej
ablacji 50-60% kardiomiocytéw lub sercowych komérek progenitorowych (Drenckhahn
et al. 2008, Sturzu et al. 2015). Poznanie mechanizmow regulujgcych rozwdj serca
oraz odpowiedzialnych za spadek tempa podziatow kardiomiocytow, ktéry nastepuje
wraz z wiekiem, jest kluczowe dla rozwoju skutecznych terapii stymulujgcych procesy
regeneracji tego narzgdu oraz moze stanowi¢ uzupetnienie dotychczasowych terapii

opartych na zastosowaniu komérek macierzystych (Patel, Silva and Winters 2015).
3.6.1. Regeneracja serca u noworodkow myszy

Zdolno$¢ do regeneracji serca noworodkébw myszy wykazano na modelu
chirurgicznej resekcji serca za pomocg eksperymentu. w ktérym wycinano czesc
wierzchotka lewej komory serca odpowiadajgcg okoto 15% jego masy (Porrello et al.
2011b). W ciggu 21 dni obserwowane jest stopniowe odtworzenie wycietego fragmentu
tkanka miesniowg o normalnej architekturze, a jak pokazuje badanie
echokardiograficzne, funkcje narzadu nie wykazujg zadnych zaburzen. Ten wysoki
potencjat regeneracyjny zanika jednak w pierwszym tygodniu  Zycia.
U siedmiodniowych myszy ten typ uszkodzenia goi sie z wytworzeniem blizny (Porrello
et al. 2011b). Co istotne, proces regeneracji prowadzony jest przede wszystkim przez
istniejgce kardiomiocyty, ktorych podzialy nastepujg w obrebie calego narzadu, a nie
jedynie w sasiedztwie uszkodzenia (Porrello et al. 2011b). Zdolnos¢ do regeneracii
serca u noworodkOw myszy zostata potwierdzona w modelu kriouszkodzenia (Jesty et
al. 2012) oraz klinicznie istotnym modelu zamkniecia tetnicy wiencowej (Porrello et al.
2013).

Komorki macierzyste serca (c-kit") rowniez uczestniczg w procesie regeneracii
serca, jednak ich udziat jest odmienny niz kardiomiocytow oraz zmienia sie wraz
z wiekiem (Jesty et al. 2012). Zaobserwowano, ze chociaz wiekszo$¢ komoérek c-kit”
w obrebie zranienia rdznicuje sie w kardiomiocyty, to w pozostatych regionach serca

komorki c-kit" utrzymujg swoj charakter endotelialny. Ponadto populacja komdrek c-kit*
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wystepujaca u dorostych myszy, nie posiada zdolnosci do réznicowania sie¢ w komorki
miesniowe serca, a jedynie w naczynia krwionosne (Jesty et al. 2012).

Warto zwroci¢ uwage, ze w odroznieniu od modelu regeneracji obserwowane;j
u myszy MRL/MpJ, zdolno$¢ do regeneracji serca, chociaz opisana po raz pierwszy dla
myszy ICR/CD-1 (Porrello et al. 2011b), nie wydaje sie by¢ cechg wyjatkowg dla tego
szczepu myszy. W badaniach dotyczacych  mechanizméw  molekularnych
odpowiedzialnych za spadek zdolnosci regeneracyjnych byly wykorzystane réwniez
myszy C57BL/6 lub myszy transgeniczne o ztozonym pochodzeniu genetycznym
(Walsh et al. 2010, Porrello et al. 2011a, Porrello et al. 2013, Xin et al. 2013a,
Mahmoud et al. 2013, Puente et al. 2014).

3.6.2. Molekularne mechanizmy odpowiedzialne za zan ik zdolno Sci

regeneracyjnych serca u noworodkéw myszy

Spadek zdolnosci kardiomiocytow do podziatéw wigze sie z trwalym zatrzymaniem
postepu ich cyklu komérkowego krétko po urodzeniu (Walsh et al. 2010). Poczgtkowo
serca noworodkéw myszy sktadajg sie z jednojgdrzastych matych kardiomiocytéw,
ktore w pierwszym tygodniu zycia przechodzg jeszcze jedng runde replikacji DNA oraz
kariokinezy po urodzeniu, ale ze wzgledu na brak odpowiednich cytokin komdrka nie
dzieli sie, co skutkuje jej binukleacjg. Dalszy wzrost rozmiarbw serca nastepuje
poprzez hipertrofie, tj. zwiekszenie wielkosci przez istniejgce kardiomiocyty (Walsh et
al. 2010). Zatrzymanie postepu cyklu komérkowego przez kardiomiocyty oraz wzrost

serca po urodzeniu zostaly powigzane z szeregiem mechanizméw molekularnych.
3.6.2.1. Zmiana metabolizmu po urodzeniu

Zwiekszenie metabolizmu tlenowego w pierwszym tygodniu zycia jest
nadrzednym sygnatem powodujgcym zatrzymanie cyklu komérkowego kardiomiocytow
(Puente et al. 2014). Kardiomiocyty noworodkoéw myszy posiadajg stosunkowo matg
ilos¢ mitochondriéw, jednak w wyniku wzrostu roli metabolizmu tlenowego po
urodzenie ich masa, pofaldowanie wewnetrznej blony oraz aktywnos$¢ wzrasta.
Zwiekszenie metabolizmu tlenowego skutkuje powstawaniem reaktywnych form tlenu
(ROS, ang.reactive oxygen species) oraz aktywacjg szlaku odpowiedzi na
uszkodzenia DNA (DDR, ang. DNA damage response). Ekspozycja noworodkow
myszy na warunki hipertlenowe (100% O,) oraz hipotlenowe (15%) poczawszy od
e18,5 dnia rozwoju ptodowego, odpowiednio skraca lub wydluza okres proliferaciji
kardiomiocytéow. Podobny efekt ma podawanie substancji generujgcych Ilub

neutralizujgcych ROS (Puente et al. 2014).
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3.6.2.2.  Szlaki sygnatowe bior gce udziat w rozwoju serca

Przyktadami szlakow sygnatowych wptywajgcych na zdolnosci regeneracyjne serca
u noworodkéw, a ktére ulegajg zahamowaniu po urodzeniu sg szlak sygnatowy Hippo,
Nrgl i Notchl (punkt 1.2.3).

Szlak sygnalny Hippo oddziatuje w procesie wzrostu organdw poprzez regulacje
proliferacji komorek i apoptozy. Gidwnymi jego czynnikami sg kinazy Mst1/2, nalezgce
do rodziny biatek podobnych do Ste20, biatko rusztowania Savl, kinazy Lats1/2 oraz
biatka efektorowe Yap i Taz. W efekcie aktywacji szlaku Hippo koaktywatory
transkrypcyjne, biatka Yap i Taz ulegajg fosforylacji, w wyniku czego lokalizujg sie one
w cytoplazmie, co hamuje ekspresje regulowanych przez nie gendéw (Xin, Olson and
Bassel-Duby 2013b).

Biatko Yap jest kluczowe dla prawidtowego rozwoju serca na etapie embrionalnym,
a delecja kodujgcego go genu po urodzeniu w kardiomiocytach skutkuje postepujacag
kardiomiopatia miesnia sercowego. Serca noworodkOw myszy po delecji genu Yap
tracg zdolnos¢ do regeneracji, a nadekspresja biatka Yap skutkuje zwiekszong liczbg
kardiomiocytow w sercu oraz wzrostem jego wielkosci (Xin et al. 2013a). Regulatorami
biatka Yap sg a-kateniny Ctnnal i Ctnna3, ktorych delecja w sercu skutkuje
zwiekszeniem proliferacji kardiomiocytéw (Li et al. 2015).

Biatko Nrgl oddzialujgc z kompleksem receptorow Erbb4/Erbb2 stymuluje
proliferacje kardiomiocytow ex vivo, a podanie Nrgl poprawia funkcje serca po jego
uszkodzeniu u myszy oraz po zawale u ludzi (Polizzotti et al. 2015). Ekspresja Erbb2
w sercu spada w pierwszym tygodniu zycia. Jednoczesnie delecja Erbb2 powoduje
kardiomiopatie u noworodkow, a jego nadekspresja skutkuje kardiomegalig, hipertrofig
kardiomiocytow, ich cze$ciowym odréznicowaniem oraz proliferacja. Stymulacja
Erbb4/Erbb2 skutkuje aktywacjg szlakow sygnatowych Erk i Akt, oraz inhibicjg Gsk3.
Co najwazniejsze, przejsciowa indukcja produkcji Erbb2 zwieksza zdolnosci
regeneracyjne serca po jego uszkodzeniu zaréwno u miodych, jak i dorostych myszy
(D'Uva et al. 2015).

3.6.2.3.  MikroRNA w regeneracji serca u noworodkéw

Zatrzymanie postepu cyklu komdérkowego kardiomiocytow jest réwniez zwigzane
z ekspresjg okreslonych mikroRNA. Zaobserwowano, ze okolo siédmego dnia po
urodzeniu nastepuje silna indukcja mikroRNA z rodziny miR-15 (Porrello et al. 2011a).
Nadekspresja tych mikroRNA w sercu podczas rozwoju embrionalnego powoduje
powstanie wielu wad rozwojowych, np. ubytku przegrody miedzykomorowej serca.
Najwiekszy wzrost poziomu ekspresji po urodzeniu obserwuje sie dla nalezgcego do

rodziny miR-15 mikroRNA mir-195, ktére reguluje ekspresje wielu genéw zwigzanych
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z regulacjg cyklu komérkowego, m.in. Chekl, Cdc2a, Birc5, Nusapl i Spag5 (Porrello
et al. 2011a). Inhibicja rodziny miR-15 u noworodkéw myszy wydtuzyta okres zdolnosci
regeneracyjnej serca poprzez zwigkszenie zdolnosci proliferacyjnej kardiomiocytéw
(Porrello et al. 2013). Podobne dziatanie obserwowane jest réwniez w przypadku
miR-34a, ktory reguluje geny Bcl2, Cendl i Sirtl (Yang et al. 2015).

3.6.2.4. Meisl reguluje ekspresj @ gendéw zwi gzanych z cyklem

komaorkowym

Kolejny mechanizm wplywajgcy na zatrzymanie cyklu komodrkowego zostat
powigzany z czynnikiem transkrypcyjnym Meisl (Mahmoud et al. 2013). Biatka Meis,
czyli nalezace do rodziny TALE (ang. three amino acid loop extensions) homeotyczne
czynniki transkrypcyjne, petnig wazne funkcje w procesie réznicowania sie serca na
etapie rozwoju embrionalnego. Meisl jest biatkiem, ktérego produkcja zostaje
zapoczgtkowana okolo czwartego dnia po urodzeniu. Delecja genu Meisl
w kardiomiocytach skutkuje ich zwiekszong proliferacjg u noworodkéw i dorostych
myszy. Mimo, ze u myszy po delecji tego genu w kardiomiocytach nie obserwuje sie
zmiany wielkosci serca, ani zaburzania jego funkcji, to zauwazono zwiekszenie
zawartosci jednojgdrzastych kardiomiocytow (Mahmoud et al. 2013). Meisl indukuje
ekspresje wielu inhibitoréw cyklin zaleznych od kinaz (p16, p15, p19, p21 i p57), a jego
nadprodukcja obniza zdolno$¢ do regeneracji serca u noworodkéw myszy (Mahmoud
et al. 2013).

3.6.2.5. Zamiany w ukfadzie odporno $ciowym

Na spadek zdolnosci regeneracyjnych serca u noworodkéw myszy ma réwniez
wptyw dojrzewanie uktadu odpornosciowego. Poréwnanie odpowiedzi immunologicznej
po zabiegu zamkniecia tetnicy wiencowej u jednodniowych i dwutygodniowych myszy
pozwolito na zidentyfikowanie r6znic w odpowiedzi monocytéw i makrofagéw (Aurora et
al. 2014). W odroznieniu od makrofagéw u dorostych, makrofagi jednodniowych myszy
eksprymowaty wiele cytokin stymulujgcych angiogeneze, a ich specyficzna deplecja,
chociaz nie wptywata na zdolno$¢ kardiomiocytéw do podziatow, skutkuje gojeniem sie

uszkodzenia serca z wytworzeniem blizny (Aurora et al. 2014).

29


http://mostwiedzy.pl

AN\ MOST

4. Materiaty i metody
4.1. Tkanki

Tkanki myszy C57BL/6J i MRL/MpJ w wieku 8 tygodni zostaly zakupione w kolekgcji
»1he Jackson Laboratory” (Stany Zjednoczone). Tkanki myszy BALB/c w wieku
8 tygodni oraz serca noworodkéw myszy w wieku 1, 7 i 14 dni oraz serca embrionow
myszy w embrionalnym dniu 15, 16, 18 i 19 zostaly zakupione w Tréjmiejskiej
Akademickiej Zwierzetarni Doswiadczalnej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego
(Polska). Tkanki po pobraniu zostaty zabezpieczone odczynnikiem RNALater (Qiagen,

nr kat. 76104) i przechowywane w -80°C do czasu izolacji kwaséw nukleinowych.
4.2. 1zolacja kwasow nukleinowych

Izolacje DNA polgczong z trawieniem RNA na kolumnie przeprowadzono za
pomocg zestawu DNeasy Blond & Tissue Kit (Qiagen, nr kat. 69504) i RNaseA
(Qiagen, nr kat. 19101), natomiast RNA potgczong z trawieniem genomowego DNA za
pomocg zestawu RNeasy Mini Kit (Qiagen, nr kat. 74104) i RNase-Free DNase Set
(Qiagen, nr kat. 79254).

4.3. Eksperymenty mikromacierzowe
4.3.1. Otrzymanie i analiza globalnych profili mety  lacji DNA
4.3.1.1. Immunoprecypitacja metylowanego DNA

Immunoprecypitacje metylowanego DNA, znakowanie i hybrydyzacje DNA oraz
skanowanie mikromacierzy wykonata mgr Anna Ronowicz Katedrze i Zakladzie Biologii
i Botaniki Farmaceutycznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

Immunoprecypitacje DNA przeprowadzono w oparciu o protokét Webera (Weber et
al. 2005). Do immunoprecypitacji uzyto mieszanin powstatych z potgczenia réwnych
ilosci DNA pochodzacego od trzech osobnikow tego samego szczepu lub na tym
samym etapie rozwoju. Probki 7 ug DNA zostaly poddane fragmentacji przy uzyciu
sonikatora BANDELIN model SONOPLUSmMINi20 do uzyskania fragmentéw o dtugosci
300-1000 pz. Cze$¢ pofragmentowanego DNA (3 ug) zachowano jako probke
wejsciowa (INPUT).

Pozostatg czes¢ pofragmentowanego DNA (4 ug) poddano denaturacji w 98°C
przez 10 min i szybko schiodzone na lodzie (0-4°C) przez 10 min. Immunoprecypitacje
metylowanego DNA przeprowadzono za pomocg 10 ug mysiego przeciwciala
monoklonalnego przeciwko 5-metylocytozynie (Eurogentec, nr kat. BI-MECY-1000)
w buforze do immunoprecypitacji (bufor IP: 10 mM bufor fosforanowy, pH 7,0; 140 mM
NaCl, 0,05% Triton X-100) na mieszadle obrotowym przez 2 h w temperaturze 4°C.
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Kompleksy przeciwciato-DNA zostaly wychwycone za pomocg DynaBeads M-280
(Invitrogen, nr kat. 11205D). Wychwytywanie kompleksow byto prowadzone przez 2 h
w temperaturze 4°C. Po trzykrotnym przeptukaniu DynaBeads 700 pl buforu IP zostatly
one zawieszone w 250 ul buforu lizujgcego (60 mM TRIS, 50 mM EDTA, 70 ug
proteinazy K) iinkubowane w 50°C przez 24 h w celu strawienia przeciwcial. DNA
zostato kolejno poddane ekstrakcji fenolem i ekstrakcji chloroformem oraz poddane
precypitacji etanolowej przy uzyciu NaCl oraz zawieszone w 60 pyl 10 mM buforu Tris
pH 8,0.

4.3.1.2. Znakowanie i hybrydyzacja DNA

Znakowanie DNA zostalo przeprowadzone za pomocg NimbleGen Dual-Color
Labeling Kit (Roche-Nimblegen, nr kat. 06370250001). Prébki badane zostaty
wyznakowana za pomocg Cy3, natomiast probki wejsciowe (INPUT) za pomocg Cyb5.
Po reakcji znakowania w jednej probowce zmieszano po 15 ug DNA wyznakowanego
Cy3i Cy5, a nastepnie zatezono za pomocg koncentratora pré6zniowego.

Hybrydyzacje wyznakowanego DNA przeprowadzono przy uzyciu zestawu
NimbleGen Hybridization Kit (Roche-NimbleGen, nr kat 05583683001) wykorzystujgc
mikromacierze Mouse DNA Methylation 3x720K CpG Island Plus RefSeq Promoter
(Roche-NimbleGen) przy uzyciu systemu NimbleGen Hybridization System 4 (Roche-
NimbleGen). Mikroptytki odptukano z niezwigzanych fragmentéw DNA za pomoca
NimbleGen Wash Buffer Kit (Roche-NimbleGen, nr kat. 05584507001).

4.3.1.3. Otrzymanie i przetwarzanie danych

Skanowanie mikroptytek zostato wykonane za pomocg skanera MS200 (Roche-
NimbleGen) przy rozdzielczosci 2 ym. Dane 2z uzyskanych obrazow zostaty
przeanalizowane za pomocg programu NimbleScan v.2.6.0.0 (Roche-NimbleGen).
Przetwarzanie danych polegato na normalizacji miedzyptytkowej surowych danych za
pomocg normalizacji kwantylowej kazdego z kanaldw osobno (Adriaens et al. 2012),
otrzymaniu log,(Cy3/Cy5) oraz obliczeniu wzbogacenia (ang. enrichment) regionéw
DNA w oparciu o algorytm ACME (ang. Algorithms for Calculating Microarray
Enrichment) (Scacheri, Crawford and Davis 2006) wykonanego dla odcinkéw
(ang. sliding window) 750 pz. Uzyskane wyniki wzbogacenia dla kazdej z sond
w postaci ujemnej wartosci z logarytmu dziesietnego z wyniku testu Kotmogorowa-
Smirnowa (ang. KS Scores) zostaty wyeksportowane do arkusza kalkulacyjnego MS
Excel 2010 (Microsoft). Wizualizacja wzbogacenia regionow DNA zostata wykonana za

pomocg programu Deva v1.2.1 (Roche-NimbleGen).
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Koordynaty genomowe regiondw DMR podano zgodnie z bazg danych dla genomu
myszy C57BL/6J zawierajgcg informacje o pozycjach gendw, miejsc startu transkrypcji
itp. przygotowang w kwietniu 2007 roku i znang jako ,Build MM9”.

Strategia normalizacji danych zostala ustalona we wspétpracy z mgr Michalem
Krzeminskim z Katedry Rachunku Prawdopodobiehstwa i Biomatematyki Politechniki
Gdanskiej.

4.3.1.4. Identyfikacja regionbw DMR — kryteria okre $lajgce region
DMR

Sposéb identyfikaciji regionébw DMR zostat opracowany na potrzeby tej pracy.
Nie istnieje jeden rekomendowany przez producenta macierzy algorytm analizy.
Glownym zamierzeniem byla identyfikacja stosunkowo duzych rdznic w poziomie
metylacji DNA. Zgodnie z dostepng literaturg warto$¢ KS = 2,0, odpowiadajgca
istotnosci statystycznej 0,01, oznacza znaczacy poziom wzbogacenia DNA w reakcji
immunoprecypitacji, gdy wartos¢ KS okoto 1,3 odpowiadajgca istotnosci statystycznej
0,05, znikomy poziom wzbogacenia DNA. Przykladowo, przyjete kryteria powinny
pozwoli¢ na identyfikacije regionébw DNA, ktérych wzbogacenie w reakcji
immunoprecypitacji zmienia sie miedzy badanymi prébkami z zerowej na niskg, ale
wykrywalng (np. 0,0 na 1,3), z wartosci niskiej na znaczacg (np. z 1,0 na 2,0), ale tez
takich regionébw gdzie nastepuje zmiana wzbogacenia DNA z znaczacej na bardzo
wysokg (np. z 2,0 na 4,0). W tym ujeciu region hipometylowany lub hipermetylowany
jest pojeciem wzglednym i oznacza znaczne rdéznice w poziomie wzbogacenia DNA.
Na podstawie znaczgcego wzbogacenia danego regionu DNA mozna wyciggngc
wniosek o poziomie metylacji DNA w danym regionie, jednak nie jest to informacja,
ktérg mozna bezposrednio przelozyé na zawarto$¢ procentowg zmetylowanych
nukleotydow CpG w danym regionie DNA. Nalezy tez podkresli¢, ze metoda analizy
profii metylacji DNA MeDIP-chip nie jest przeznaczona do wyznaczenia
bezwzglednych pozioméw metylacji DNA okreslonych dinukleotydow CpG, ale
identyfikacji regionébw DNA wykazujacych wysoki poziom metylacji DNA. Atutami tej
metody sg stosunkowo szeroki zakres badanych regionéw DNA oraz brak ryzyka

artefaktéw zwigzanych z konwersjg wodorosiarczynowg DNA.
4.3.2. Otrzymanie i analiza profili ekspresji genéw

Znakowanie i hybrydyzacje DNA oraz skanowanie mikromacierzy wykonata mgr
Anna Ronowicz Katedrze i Zakladzie Biologii i Botaniki Farmaceutycznej Gdanskiego

Uniwersytetu Medycznego. Synteza dscDNA zostata wykonana we wspotpracy z mgr
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Justyng Podolak-Popinigis z Katedry Biotechnologii Molekularnej i Mikrobiologii
Politechniki Gdanskie;.

4.3.2.1. Synteza dwuniciowego komplementarnego DNA

Do syntezy dwuniciowego komplementarnego DNA (dscDNA) wykorzystano
matrycg uzyskang z potgczenia réwnych ilosci RNA wyizolowanego od trzech
osobnikow myszy. Pierwsza ni¢ cDNA zostata zsyntetyzowana przy uzyciu odwrotnej
transksryptazy (Maxima Reverse Transcriptase, ThermoscientificBio, nr kat. EP0742)
przy wykorzystaniu 3 ug RNA matrycowego oraz oligonukleotydéw dTs. Synteze nici
komplementarnej przeprowadzono przy uzyciu cDNA Synthesis System (Roche, nr kat
11117831001). Dwuniciowe DNA oczyszczono po reakcji przy uzyciu zestawu High
Pure PCR Product Purification Kit (Roche, nr kat. 11732668001).

4.3.2.2. Znakowanie DNA i hybrydyzacja DNA do mikro  macierzy

Znakowanie sond zostalo wykonane przy uzyciu NimbleGen One-Color DNA
labeling kit (Roche-NimbleGen, nr kat. 06370411001). Do hybrydyzacji uzyto zestawu
NimbleGen Hybridization Kit (Roche-NimbleGen, nr kat 05583683001) oraz systemu
NimbleGen Hybridization System 4 (Roche-NimbleGen). W analizie profili ekspresji
wykorzystano mikromacierze NimbleGen mouse gene expression 12x135K array
(Roche-NimbleGen, nr kat. 05543797001). Mikromacierze te umozliwialy analize
44 170 transkryptéw genow 24 203 genow

4.3.2.3. Otrzymanie i przetwarzanie danych

Skanowanie mikroptytek zostato wykonane za pomocg skanera MS200 (Roche-
NimbleGen) przy rozdzielczosci 2 um. Dane z uzyskanych obrazow zostaly
przeanalizowane za pomocg programu NimbleScan v.2.6.0.0 (Roche-NimbleGen).
Surowe dane znormalizowano za pomocg algorytmu RMA (ang. Robust Multi-array

Average) oraz wyeksportowano do arkuszu kalkulacyjnego MS Excel 2010 (Microsoft).
4.4. Narzedzia bioinformatyczne i bazy danych
4.4.1. Analiza ontologiczna

Analiza ontologiczna ma na celu odnalezienie wspdlnego kontekstu
biologicznego dla grup gendéw, ktére zostaly wyodrebnione ze wzgledu na okreslone
kryteria czyli np. réznice w poziomie ekspresji gendéw lub metylacji DNA. Analizy
ontologiczne zostaty wykonane za pomocg programu ClueGO (Bindea et al. 2009),
ktory jest jedng z aplikacji platformy Cytoscape (Shannon et al. 2003). W analizie
wykorzystano ontologie ,Biological Process” i ,Molecular Function” oraz prawostronny

test hipergeometryczny z korekcjg Benjaminiego-Hochberga lub Bonferroniego. Wyniki
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przedstawiono jako ujemny logarytm dziesietny z wyznaczonej wartosci istotnosci
statystycznej p. Test hipergeometryczny okresla istotnos¢  statystyczng
nadreprezentacji (zageszczenia) gendw zwigzanych z dang kategorig funkcjonalng
w obrebie analizowanej grupy gendéw. W obliczeniach tych uwzgledniana jest liczba
wszystkich gendw nalezacych do danej kategorii funkcjonalnej, wszystkich znanych
genow danego organizmu, liczby gendéw w analizowanej grupie gendw i liczby genéw
zwigzanych z dang kategorig funkcjonalng. Korekcje statystyczne uwzgledniajg
wielokrotnos¢é powtérzeh wykonywanych testéw dla kazdej kategorii funkcjonalnej

i majg na celu zmniejszenie liczby wynikéw fatlszywie pozytywnych.
4.4.2. Analiza nadrz ednych czynnikéw regulatorowych

Wyszukiwanie potencjalnych gendéw regulatorowych przeprowadzono za
pomocg narzedzia iRegulon (Janky et al. 2014), jednej z aplikacji platformy Cytoscape
(Shannon et al. 2003). Narzedzie to okresla poziom wzbogacenia dla poszczegdélnych
motywow sekwencyjnych zwigzanych z badanymi genami i przewiduje najbardziej
prawdopodobne czynniki transkrypcyjne, ktére odpowiadajg za ich regulacje.
W wykonanej analizie wykorzystano kolekcje ,10K Sequence Motifs” i uwzgledniono

obszary do 500 pz powyzej miejsc startu transkrypcji badanych genow.
4.5. Techniki u zyte do weryfikacji eksperymentow mikromacierzowych
4.5.1. Konwersja wodorosiarczynowa DNA

Konwersja wodorosiarczynowa zostala przeprowadzona za pomocg zestawu EZ
DNA Methylation Kit Gold (Zymo Research, nr kat. D5005). Do konwersji uzyto 1 ug
genomowego DNA. Reakcja polega na chemicznej modyfikacji cytozyny, ktéra ulega
deaminacji do uracylu, przez co podczas reakcji PCR i sekwencjonowania produktow
PCR odczytywana jest jako tymina. 5-meC nie ulega deaminacji. Okolo dziesigtej
czesci DNA oczyszczonego po konwersji uzyto jako matrycy w reakcji PCR, ktéra
zostata przeprowadzona przy uzyciu polimerazy DNA ,Maxima Hot Start Taq”
(ThermoscientificBio, nr kat. EP0601). Produkty PCR zostaly oczyszczone z prgzkow
zelu agarozowego. Sekwencjonowanie tak przygotowanych fragmentéw DNA metodg
Sangera przeprowadzono w ramach ustugi komercyjnej (Genomed, Polska).
Chromatogramy analizowano za pomocg programu ContigExpress (VectorNTI

Advance 11.0, Invitrogen).
4.5.2. Zastosowanie enzymow restrykcyjnych wra  zliwych na metylacj e
CpG
Analize metylacji przeprowadzono przy uzyciu enzymu McrBC (New England
Biolabs, nr kat. M0272S) lub EpiJET DNA Methylation Analysis Kit (Mspl/Hpall)
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(Thermoscientificbio, nr kat. K1441) wykorzystujgc 100 ng DNA w reakcji trawienia
oraz reakcji kontrolnej pozbawionej enzymu (INPUT). Enzym McrBC rozpoznaje
sekwencje RmeC(N)4o30RmMeC (gdzie R oznacza puryne) i trawi specyficznie
zmetylowane DNA. Natomiast enzym Hpall trawi sekwencje CCGG, a jego aktywnos¢
jest hamowana przez metylacje DNA. Oznaczajgc iloS¢ DNA, ktéra nie ulegta
strawieniu, mozemy oszacowac¢ poziom metylacji DNA. Relatywne oznaczenie ilosci
niestrawionego, czyli zmetylowanego DNA, w poréwnaniu do ilosci wyjsciowego DNA
zostato wykonana metoda ilosciowego PCR w czasie rzeczywistym (QPCR) przy uzyciu
Fast Start Essential DNA Master Green (Roche, nr kat. 06402712001) za pomocg
systemu Light Cycler 96 (Roche), przy uzyciu 4 ng DNA trawionego i 4 ng DNA
kontrolnego DNA na reakcje. Wyniki zostaly zaprezentowane jako stosunek ilosci DNA
po reakcji trawienia do ilosci DNA w prébce wejsciowej, po obliczeniu zgodnie ze

2-dCt

wzorem , gdzie dCt oznacza réznice pomiedzy cyklem w ktorym amplifikacja

wchodzi w faze ekspotencjalna.
4.5.3. Sekwencje starteréw

Sekwencje nukleotydowe starterow wykorzystanych do amplifikacji wybranych
regiondbw DNA w celu weryfikacji wynikbw mikromacierzowych oznaczehn poziomu

metylacji DNA przedstawiono w ponizszej tabeli (Tabela 2).

Tabela 2 Sekwencje nukleotydowe starteréw u  zytych w niniejszej pracy.

McrBC/Hpall — zastosowanie wrazliwej na metylacje CpG endonukleazy w celu przygotowania matryc do
oznaczen gPCR.

NaHSO; - konwersja wodorosiarczynowa matrycy do amplifikacji produktow PCR uzytych do
sekwencjonowania DNA.

Metoda Gen D’fEJngC])S'C' Starter ,forward” (nic sensowna) Starter ,reverse” (ni¢ antysnensowna)
McrBC Ski 150 CAACATCTGTCTACTGGACC CAGCCTGAGAATCACAGAG

McrBC Ghrhr 161 TGCCCTGTCTGTGTTCTC ACCCAGCTGAATATTGAACG

McrBC Bcl2i11 161 GGATTCACTTGAGAAGCTAGAC AGGCTGGCAGTAAGTAGGA

McrBC Ankrd 180 CTTGCTGTCCTCGCTGA GAAACCGAGACAGAGGTGTA

McrBC Gas2I2 217 CCTGTAATATAAAGGTCTGAGATCG ATGCCAACACTGTCACG

McrBC Ticam2 155 GGAGGCACTGTTCTGATG TCAGTGCGAGAGGAAGAT

McrBC Gjb4 173 TCCCTTTGGGAAGCTAAGT TAAGTGAGGAACAAAAGCTGC

Hpall Rfx8 189 CCAAAGGGTTCAGTATAACGG CAGGCTTGGAGGGATCG

NaHSO Rfx8 254 ATTTTGAAAAATATTGATGATTAGTTAATA ATAAACTTCTAAAACAACTATCCCT
McrBC Myh7 201 TGAGGGCCAACTTTGAGCTT CCCACTCCTCACATGGGTTC

McrBC Mfsdél 205 GGAACCCTGAGCCAGCGATTC AGGAACGGAGTCACACAGGCAT
McrBC Gata6 249 GCGTAAGAAGTACATACATTAAGTC CAGTGTTGGTTCTCTTTCTGCCT
McrBC Map3k6 166 TGTTCGTGTTGGACTCGCTGCT GTCAGGGAGAAGGGAGAGCCG
McrBC Ctbp2 279 GTACTCAGGGACCCAGGATTA CCCACCTCTTCTATAAATGCC
NaHSO; Myh7 244 ATAGAATTCTATTGAGGGTTAATTTTGAGTTTGG ~ ATAAAGCTTTATAATATACTCCACATCACCACCC
NaHSO; Ctbp2 282 ATAGAATTCAGGGGGTGTTTAAGGTTATAATTTT ~ ATAAAGCTTAAAACCTTAACAATACCAATCTCAC
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5. Model I: dorosta mysz MRL/MpJ
5.1. Wyniki

5.1.1. Porownanie globalnych profili metylacji DNA u myszy MRL/MpJ
i szczepow kontrolnych C57BL/6J i BALB/c

Za pomocg zageszczenia metylowanego DNA przez immunoprecypitacje
i hybrydyzacje na mikromacierzach promotorowych otrzymano genomowe profile
metylacji DNA dla zestawu tkanek trzech szczepéw myszy laboratoryjnych: majgcego
zwiekszone zdolnosci regeneracyjne MRL/MpJ oraz dwoch szczepdw kontrolnych
C57BL/6 i BALB/c. Uktad sond stosowanej mikromacierzy umozliwiat badanie regionéw
promotorowych (20.404) oraz wysp CpG (15.980), ktére mogg znajdowac sie w poblizu
miejsc startu transkrypcji, pierwotnych transkryptéw gendw, a takze stosunkowo
niewielkiej liczby regionéw miedzygenowych.

Wykorzystane tkanki (szpik kostny, watroba, matzowina uszna, serce
i sledziona) pochodzity od niezranionych samic w wieku 8 tygodni. Dla trzech
szczepbw myszy i pieciu tkanek otrzymano 15 genomowych profili metylacji, z ktérych
kazdy reprezentowat potgczone probki genomowego DNA od trzech osobnikow.
Poprzez poréwnanie genomowych profili metylacji DNA trzech szczepow
laboratoryjnych myszy zidentyfikowano regiony DNA, ktore zostaly wzbogacone
w roznym stopniu w zaleznosci od szczepu myszy i ktore okreslone zostaty jako
regiony DMR (ang. differentially methylated regions). Znalezione regiony DMR
powigzano nastepnie z genami, ktére byly zlokalizowane w ich sgsiedztwie, czyli do
5000 pz powyzej i do 1000 pz ponizej miejsc startu transkrypcji lub w obrebie
pierwotnego transkryptu.

Region DMR okreslony zostat jako hipometylowany, jezeli poziom wzbogacenia
byt dla myszy MRL/MpJ mniejszy niz u szczepow kontrolnych, czyli metylacja DNA
u myszy MRL/MpJ byta nizsza, niz u obu szczepdw kontrolnych, natomiast region DMR
uznano za hipermetylowany, jezeli poziom wzbogacenia byt dla myszy MRL/MpJ
wyzszy niz u obu szczepéw kontrolnych, czyli metylacja DNA u myszy MRL/MpJ byla
wyzsza, niz u szczepow kontrolnych.

Nalezy podkresli¢, ze region hipometylowany oznacza w tej pracy region DMR
0 nizszym poziomie metylacji niz w probce referencyjnej, ale niekoniecznie region
0 znikomej metylacji. Analogicznie region hipermetylowany oznacza region o wyzszej
metylacji DNA niz w prébie referencyjnej, lecz niekoniecznie o 90-100% metylacji.
Ponadto region DMR zwigzany z danym genem moze stanowic tylko niewielkg czesc¢
jego rejonu regulatorowego, czyli region hipometylowany moze byc¢ tylko czescia

regionu promotorowego wykazujgcego znaczny stopien metylacji, a region
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hipermetylowany moze oznaczac kilka zmetylowanych dinukleotydow CpG w regionie
promotorowym generalnie stabo zmetylowanym. Kryteria okreslajgce region DMR

omowiono szczego6towo w rozdziale 4.3.1.
5.1.2. Charakterystyka DMR wyré zniajacych mysz MRL/MpJ

Najwiecej regionbw DMR wyrdzniajgcych mysz MRL/MpJ w poréwnaniu ze
szczepami kontrolnymi C57BL/6J i BALB/c zidentyfikowano w szpiku kostnym (281),
a najmniej w malzowinie usznej (81) (Tabela 3, Tabela 4). Dla wiekszosci tkanek
przewazaly regiony hipermetylowane, przy czym dla szpiku kostnego i watroby
stanowity one ponad 70% wszystkich regionéw DMR, a dla matzowiny usznej i serca
okoto 60%. Jedynie dla $ledziony zaobserwowano przewage regionéw
hipometylowanych, ktore stanowity okoto 70% wszystkich regionéw DMR w tej tkance
(Tabela 3).

Zidentyfikowane regiony DMR podzielono ze wzgledu na lokalizacje wzgledem
miejsca startu transkrypcji. Region DMR zostat okreslony jako dystalny, jezel
znajdowat sie od -5000 pz do -500 pz, proksymalny, jezeli znajdowat sie on od -500 pz
do +100 pz wzgledem miejsca transkrypcji, wewngtrzgenowy, jezeli znajdowat sie
w obrebie pierwotnego transkryptu oraz miedzygenowy, jezeli znajdowat sie dalej
niz -5000 pz od miejsca startu transkrypcji i nie byt potozony w obrebie pierwotnego
transkryptu. We wszystkich analizowanych tkankach znaleziona liczba regionow
dystalnych DMR przewazata nad proksymalnymi, natomiast miedzygenowe regiony
byly najmniej liczne, co jednak wynika przede wszystkim z projektu mikromacierzy,
w ktorej umieszczono stosunkowo niewielkg liczbe sond w  regionach
miedzygenowych. Regiony dystalne wigzg sie z dziataniem odlegtych elementow
regulatorowych, np. enhanceroéw, czyli sekwencji wzmacniaczy chromosomowych

i alternatywnych promotoréw (Tabela 3).

Tabela 3 Liczba, rozmiar i lokalizacja charakteryst ~ ycznych dla myszy MRL/MpJ regionéw DMR.

Szpik Watroba Maizowina Serce Sledziona Wspdine
kostny uszna

Poziom metylacji Hipometylowane 72 46 36 75 114 2
DNA Hipermetylowane 209 122 45 116 57 8
Liczba genéw H'ipometylowane 56 44 34 69 92 2
Hipermetylowane 198 114 40 107 38 3
<250 23 12 6 11 14 -
Rozmiar 250-500 91 51 20 48 46 -
500-750 84 59 24 51 47 6
>750 83 46 31 50 64 4
Dystalne 130 84 48 91 96 3
Lokalizacja Proksymalne 90 51 20 41 41 2
wzgledem promotora Wewnatrzgenowe 38 24 7 16 18 -
Miedzygenowe 23 9 6 12 16 5
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Tabela 4 Geny poto zone w s gsiedztwie charakterystycznych dla myszy MRL/MpJ reg

w mat zowinie usznej.

Nazwa
Cnga3
Prlh

Enl
Ren2
Optc
4931440L10Rik
Tnnt2
Rgs4
Noslap
Fcgr2b
Bcl2l11
Mcm8
Rya3
BC018465
Vapb
Tpd52
Gmb5148
Uox

Uox
Pcsk9
Bsnd
Maneal
Gjba
Rbp7
Kcnab2
Ski

Trfr2
Ghrhr
Tmem40
Hi1foo
Zscan22
Zfp428
Slc28al
Htra4
Lonrfl
D030016E14Rik
Tm6sf2
Kifc3
Thrgl
Gma88384
Eiflb
Ppil4
Zc3hi2d
Arll
Yeats4
Cpsf6
Npcll1
Cops3
Fam18b
Gas2I2
Gas2l2
Osbpl7
Hsd17bl
Msgnl
Inf2
Btbd6
Akrlel
Zdhhcll
Arsk
Gm7120
Pxk
Pibfl
Fam105b
Naga
Cyp2d22
Mcrsl
Krtap14
Cyp4fl4

Chr
chrl
chrl
chrl
chrl
chrl
chrl
chrl
chrl
chrl
chrl
chr2
chr2
chr2
chr2
chr2
chr3
chr3
chr3
chr3
chr4
chr4
chr4
chr4
chr4
chr4
chr4
chr5
chré
chré
chré
chr7
chr7
chr7
chr8
chr8
chr8
chr8
chr8
chr9
chr9
chr9
chrl0
chrl0
chrl0
chrl0
chrl0
chrll
chril
chrll
chril
chrll
chrll
chril
chrl2
chri2
chrl2
chrl3
chrl3
chrl3
chrl3
chrl4
chri4
chrl5s
chrl5
chrl5
chrl5s
chrl6
chrl7

Pocz atek
37273757
92848564

122500167

135244187

135803133

136442905

137734988

171680139

172488325

172906312

127950385

132639634

153742209

154048431

173560552

8966192
37624779

146258303

146259903

106136394

106167006

124540650

127030714

148830650

151854300

154598359

138010417
55326006

115710410

115892020
13482077
25290998
88257446
26150844
37313285
48621288
72596793
97637777
37467057
48261250

120398788

7509779
7587001
88191503
116661781
116814283
6132442
59654752
62690533
83242222
83243442
96909374

100938341
11218036

113824037

114211732

4607703
74098871
76237743

120276144

8928640
99495716
27562080
82169679
82208073
99081644
88825671
33056077

Koniec
37273996
92849198

122500406

135246656

135803482

136443639

137736673

171680683

172489190

172906987

127950624

132640288

153742463

154048780

173561327

8966468
37626218

146259276

146260812

106138318

106167345

124541396

127031369

148831853

151854554

154599429

138011564
55326575

115711362

115893754
13482326
25291276
88257775
26151187
37313736
48621749
72597242
97638027
37467817
48261792

120399332

7510958
7587665
88192282
116662540
116815261
6132686
59655702
62691505
83242886
83243878
96910572

100938690
11218673

113824901

114212601

4608482
74100310
76238342

120277193

8929546
99496140
27562932
82170243
82209452
99081893
88826015
33056731

C57BL/6J

38

0,8
1,9
1,8
2,1
3,6
1,3
1,0
0,3
1,2
1,7
2,4
1,0
2,8
2,4
0,3
0,9
11
2,0
0,3
0,9
2,5
0,7
1,9
2,5
2,3
0,1
1,6
2,0
2,5
19
1,3
1,0
15
0,3
0,6
0,6
1,3
2,3
0,2
3,5
0,7
0,3
1,7
0,2
0,7

BALB/c
0,5
29
2,1
2,5
3,7
1,0
0,9
0,0
1,0
2,2
2,0
0,7
2,3
2,5
0,7

(0]

ionéw DMR

MRL/MpJ
)
0,6
0,7
0,8
16
2,6
2,9
3,1
3,1
0,4
0,9
2,2
11
1,0
1,9
2,1
2,4
0,8
2,0
2,4
0,7
2,6
5,1
0,5
11
1,6
0,3
0,8
1,0
0,7
0,1
3,1
0,5
1,7
18
2,1
0,2
11
2,0
1,0
2,0
1,4
0,5


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Nazwa Chr Pocz atek Koniec C57BL/6J BALB/c MRL/MpJ

Ringl chrl7 34161008 34161337
Tnf chrl7 35338904 35339578
Ticam2 chrl8 46733459 46734858
Ankrdl chrl9 36195732 36195982
Gpr50 chrX 68914681 68916559
Ikbkg chrX 71673409 71673878

Mid1 chrX 166427869 166428603

SKALA

5.1.3. Regiony DMR wspolne dla wszystkich zbadanych tkanek

Zidentyfikowano 10 regionbw DMR, ktére byly wspolne dla wszystkich
zbadanych tkanek (Rysunek 1, Tabela 5). Regiony te zostaty powigzane z piecioma
genami kodujgcymi nastepujace biatka: aldoketoreduktaze Akrlel,
wewnatrzkomorkowe biatko wigzgce retinol - Rbp7, odpowiedzialne za tworzenie
i segmentacje mezodermy przyosiowe] - Msgnl, Cops3 - biatko kompleksu
sygnatosomu Cop9, Cpsf6 - biatko biorgce udziat w obrébce potranskrypcyjnej RNA,
oraz 5 piecioma miedzygenowymi wyspami CpG. Najblizszymi genami dla trzech wysp
CpG potozonych na chromosomie 9 byly geny Trim43a (+17,3 kpz), Trim43b
(+17,5kpz) 1Trim43c (+19,5kpz), ktore ulegajg ekspresji w embrionie przed
implantacjg (Stanghellini et al. 2009). Pozostate dwie wyspy znajdowaty sie w poblizu
genu Rasa2 (-1,9 kpz) kodujgcego biatko z rodziny Ras aktywujgce p21 oraz genu

Rdcd2 kodujgcego czynnik programowanej smierci komaorkowej (-9,0 kpz).

Szpik kostny

Rysunek 1 Wspolwyst epowanie charakterystycznych dla myszy MRL/MpJ regio néw DMR
w ré znych tkankach.
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Tabela 5 Regiony DMR charakterystyczne dla myszy MR

L/MpJ we wszystkich pi  eciu zbadanych tkankach.

W tabeli przedstawiono lokalizacje i wyniki wzbogacenia metylowanego DNA dla regionéw DMR dla myszy C57BL/6J (B6), BALB/c (Bc) i MRL/MpJ (M).

W nawiasach podano najblizsze geny zlokalizowane w poblizu miedzygenowych wysp CpG.

Szpik kostny ‘ W atroba Maﬂ:ng;na Serce Sledziona

Nazwa Chr Start Koniec | B6 Bc M |B6 Bc M |B6 Bc M |B6 Bc M | B6 Bc M
Rbp7 chr4 148830650 148831853
CGI(Trim43a) chr9 88494209 88494858
CGI(Trim43c) chr9 88753512 88754171
CGI(Trim43b) chr9 88961199 88961948
CGI(Rasa2) chr9 96437157 96437816
Cpsf6 chrl0 116814283 116815261
Cops3 chrll 59654752 59655702
Msgnl chrl2 11218036 11218673
Akrlel chri3 4607703 4608482
CGI(Pdcd2) chrl7 15673304 15673974

SKALA 0,0 20|30 40|50
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5.1.4. Powigzanie regiondw DMR z ré znicami w ekspresji genow

Metylacja DNA jest waznym mechanizmem regulacji ekspresji gendéw. Obecnosé
regionu DMR w regionie promotorowym lub w obrebie pierwotnego transkryptu genu
mogta wskazywac¢ na inng regulacje epigenetyczng danego genu, a tym samym
skutkowa¢ zmiang poziomu ekspresji genu. W celu powigzania regionbw DMR
z rOznicami w ekspresji genow zostaty one zestawione z globalnymi profilami ekspresiji
gendw otrzymanymi dla badanych tkanek przy uzyciu mikromacierzy ekspresyjnej.
Genomowe profile ekspresji uzyskano dla tego samego zestawu tkanek w taki sposob,
ze po homogenizacji danej probki, z czesci materiatu izolowano RNA, a z czesci DNA.
Dzieki temu odpowiednie profile metylacji DNA i ekspresji gendw reprezentowaty nie
tylko ten sam szczep i narzad, ale faktycznie te same probki.

Regiony DMR zostaly powigzane z odpowiadajgcymi im genami, ktérych poziom
ekspresji réznit sie przynajmniej dwukrotnie pomiedzy myszg MRL/MpJ a oboma
szczepami kontrolnymi (Tabela 6). Przykladami gendéw, ktérych poziom ekspresji byt
odwrotnie skorelowany z poziomem metylacji DNA jest Akrlel, ktory byt
hipermetylowany i wykazywat obnizong ekspresje w kazdej z badanych tkanek
u myszy MRL/MpJ oraz Rbp7, ktéry byt hipometylowany u myszy MRL/MpJ w kazdej
z tkanek, ale ktorego ekspresja byla wykrywana jedynie w uchu i sercu (dane

mikromacierzowe, Tabela 6).
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Tabela 6 Zestawienie regionébw DMR i gendéw o przynaj mniej dwukrotnej ré znicy w poziomie
ekspresji mi edzy mysz @ MRL/MpJ i szczepami kontrolnymi C57BL/6J i BALB/c.

W tabeli przedstawiono wyniki wzbogacenia metylowanego DNA dla region6w DMR (MeDIP) i poziomy
ekspresji gendw, czyli znormalizowane sygnaty mikromacierzowe (mMRNA) dla myszy C57BL/6J (B6),
BALB/c (Bc) i MRL/MpJ (M).

Czcionkg czerwong oznaczono geny powigzane z hipermetylowanym regionem DMR, ktérych poziom
ekspres;ji byto obnizony, a czcionkg zielong geny powigzane z hipometylowanymi regionami DMR, ktorych
poziom ekspresji byt podwyzszony, natomiast czcionkg czarng geny, dla ktérych réznica w poziomie
ekspresji nie wykazywata odwrotnej korelacji z poziomem metylacji DNA. Poziom ekspresji genow, ktory
byt ponizej progu detekcji oznaczono czarnym ttem.

MeDIP mRNA
Tkanka Nazwa genu B6 Bc M B6 Bc M Lokalizacja

2610109H07Rik 260 854 128  dystalny

Akrlel 533 432 91 proksymalny
Cd72 7919 9353 3919 dystalny
Fcamr 140 160 proksymalny
Gm16515 2550 2077 6913  dystalny
Gpri32 461 353 119  dystalny

Szpik H2-Aa
kostny Nirp3

103 98 dystalny
1630 569  proksymalny

Ntm 119 580  proksymalny
Phida3 dystalny
Plscr4 dystalny
Spatal6é dystalny
Ticam2 1033 1323 174  proksymalny
Tnnil 532 276 1387 dystalny
2510049J12Rik dystalny
Akrlel proksymalny
Watroba Gpr56 proksymalny
Slcia2 dystalny
Ttc39a dystalny
Akrlel proksymalny
BC018465 dystalny
Fcgr2b proksymalny
Matzowina  Krtapl4 wewnatrzgenowy
uszna Optc wewnatrzgenowy
Rbp7 dystalny
Ticam2 proksymalny
Zfp428 dystalny
3110035E14Rik proksymalny
Acaalb proksymalny
Agr2 proksymalny
Akrlel 1216 proksymalny
Alox5 2453 1422 432 proksymalny
Serce Capg 2030 4190 536  proksymalny
Fcgr2b 48 115 proksymalny
Lnx1 1916 2027 876  dystalny
Metapl1 2528 2283 710  dystalny
Rbp7 2367 1144 6062  dystalny
Tmem179 2035 1711 538  proksymalny
Akrlel 538 536 72 proksymalny
Capg 12070 13476 4015 dystalny
Cldn13 4588 4633 1126  proksymalny
Cnga3 41 46 dystalny
P D030028A08Rik 470 549 151  dystalny
Sledziona
Maneal 69 72 dystalny
Nbl1 387 415 840 proksymalny
Nmrall 76 86 proksymalny
Noslap 568 526 1235  dystalny
Serpina3n 3329 3102 6661 dystalny

(VIS YN, 00" 10 20 30 40 50
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5.1.5. Analiza ontologiczna gendw zwi gzanych z regionami DMR

W celu rozpoznania kontekstu biologicznego dla odnalezionych regionéw DMR
przeprowadzono analize ontologiczng powigzanych z nimi genéw (Rysunek 2).
Regiony hipometylowane oraz hipermetylowane byly analizowane jako jedna grupa, co
przez zwiekszenie liczby genéw w analizie utatwia znalezienie funkcjonalnych adnotaciji
w wypadku stosunkowo niewielkich grup genow. Dla kazdej z badanych tkanek
znaleziono charakterystyczne zestawy kategorii funkcjonalnych, z ktérych zadna nie
byla wspoélna dla wszystkich tkanek. Dodatkowo podobne kategorie funkcjonalne
zostaly powigzane w klastery, ktérych nazwa oraz poziom wzbogacenia pochodzity od
kategorii funkcjonalnej o najwyzszym poziomie istotnosci statystycznej (Rysunek 3).

W przypadku matzowiny usznej analiza ontologiczna 73 gendéw zmapowanych do
regionbw DMR wskazata na istotne statystycznie zageszczenie genow halezgcych do
kilku interesujgcych z punktu widzenia regeneracji klasterow funkcjonalnych (Rysunek
3, Tabela 7). Najliczniejszym z nich byt klaster zwigzany z ,pozytywng regulacjg
apoptozy neuronow”, w skiad ktérego wchodzito 20 gendéw (Tabela 7). Apoptoza, ktéra
stymuluje kompensacyjng proliferacje komorek poprzez uwolnienie czynnikéw wzrostu
i mitogendéw (Bergmann and Steller 2010) uznawana jest za sitg napedowg regeneracji
w réznych modelach tego procesu. Inhibicja apoptozy u kijanek Xenopus laevis hamuje
odrastanie ogona (Tseng et al. 2007). Waznym klasterem byt klaster ,odpowiedzi
komodrkowej na czgsteczki pochodzenia bakteryjnego”, a wiec potencjalnie zwigzanych
z regulacjg odpowiedzi zapalnej (8 genéw). Odpowiedz zapalna jest wywotana przez
naptywajgce do miejsca zranienia komorki ukfadu odpornosciowego, ktore sg
odpowiedzialne za zwalczanie drobnoustrojow oraz usuwanie pozostatosci
uszkodzonych tkanek. Dodatkowo komérki ukiadu odpornosciowego wydzielajg
W miejscu zranienia szereg czynnikdbw wzrostu i cytokin, ktore stymulujg obecne
w miejscu zranienia komérki do naprawy (Martin and Leibovich 2005). Co interesujace,
myszy nokautowe PU.1 pozbawione makrofagéw i neutrofili gojg rany w podobnym
tempie co myszy typu dzikiego, ale procesowi temu nie towarzyszy powstawanie blizny
(Martin et al. 2003). Kolejnym godnym uwagi byt klaster gendéw tworzenia
przednio-tylnego wzorca ekspresji” (8 gendw). Rdéznicowanie sie proliferujgcych
komorek jest koniecznie do odtworzenia prawidtowej architektury tkanek w miejscu
uszkodzenia.

W odniesieniu do pozostatych tkanek potencjalne asocjacje miedzy wyznaczonymi
kategoriami ontologicznymi, a potencjalem regeneracyjnym nie wydajg sie tak

oczywiste jak w maitzowinie usznej, aczkolwiek warto odnotowa¢ moduly genowe
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Zwigzane z przetwarzaniem antygenu oraz z sygnalizacjg za posrednictwem kinazy

fosfatydyloinozytolowej (PI3K) znalezione w wypadku szpiku kostnego.

Szpik protein repair (3)
kostny cAMP response element binding protein binding (3)
response to dietary excess (4)

regulation of cell projection organization (16)
phosphatidylinositol-3-phosphate binding (4)

negative regulation of RNA metabolic process (25)

immunoglobulin binding (3)

sarcomere organization (4)

antigen processing and presentation of peptide antigen (5)

throba negative regulation of axon extension (3)
acetylglucosaminyltransferase activity (4)

" . negative regulation of protein complex disassembly (3)
Matzowina leukocyte homeostasis (3)
uszna positive regulation of neuron apoptotic process (3)
microtubule binding (4)

hexosaminidase activity (3)

anterior/posterior pattern specification (4)

cellular response to molecule of bacterial origin (4)

oxidoreductase activity (3)

regulation of neuron death (4)

response to insulin (3)

olfactory bulb development (4)

Serce spindle checkpoint (4)
ubiquitin-protein ligase activity involved in mitotic cell cycle (3)

acute inflammatory response (5)

intrinsic apoptotic signaling pathway by p53 class mediator (3)

regulation of proteasomal ubiquitin-dependent protein catabolic process (4)
sequence-specific DNA binding transcription factor activity (4)

negative regulation of growth (5)

transferase activity, transferring glycosyl groups (6)

T cell differentiation in thymus (3)

photoreceptor cell development (4)

Sledz’ona retina development in camera-type eye (5)

0 1 2 3
-log(P-value)

Rysunek 2 Analiza ontologiczna grup genéw zmapowany  ch do regionéw DMR charakterystycznych
dla myszy MRL/MpJ.

Wyniki dla reprezentatywnej kategorii przedstawiono jako ujemny logarytm dziesietny z wyznaczonej
wartosci istotnosci statystycznej testu hipergeometrycznego p po korekcie Benjaminiego-Hochberga.
W nawiasie podano liczbe genéw zwigzanych z dang kategorig funkcjonalng.
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‘ microtubule binding

9

anterior/posterior

pattern ‘
specification

bugh

oxidoreductase
activity, acting on
the CH-OH group of
donors, NAD or
NADP as acceptor

response to insulin

Rysunek 3 Analiza ontologiczna genéw zwi
myszy MRL/MpJ w mat zowinie usznej.

®

leukocyte
homeostasis

cellular response to

molecule of

o \f bacterlal origin ‘

o

Y

A 4
negative regulation
of protein complex

disassembly

hexosaminidase
activity

gzanych z regionami DMR charakterystycznymi dla

Na rysunku przedstawiono kategorie o poziomie istotnosci p<0,05 oraz istotne po korekcie Benjaminiego-
Hochberga. Kategorie o podobnej funkcji zostaty potgczone w klastery kategorii ktérych nazwa odpowiada

kategorii 0 najwiekszym poziomie istotnosci.

Tabela 7 Zestawienie genéw nale zacych do klasteréw funkcjonalnych.

Klastery wymienione w tekscie zostaty wyr6znione. Poziom wzbogacenia (ES) zostatl wyrazony jako
ujemny logarytm dziesietny z wartosci istotnosci statystycznej p wyznaczonej dla danego klastera w tescie
hipergeometrycznym. Wszystkie wyniki podane w tabeli byty istotne po korekcie Benjaminiego-Hochberga.

Liczba . .

Klaster ES genow Hipometylowane Hipermetylowane
positive regulation of gﬁ:ﬁlrlt:dcgéi’ S;?:ll)zz Akrlel, Ankrdl, Cnga3,
neuron apoptotic 3,98 20 o ; ! ' Cops3, Cyp2d22, Npc1l1,

rocess Kifc3, Mid1, Nos1ap, Pcsk9, Ticam2, Vapb
P Osbpl7, Tnf ' » vap

. A Bcl2111, Gas2I2, Inf2, Kifc3, | Ankrdl, Npclll, Pxk, Tnnt2,
microtubule binding 3,07 10 Tnf Vapb
anterior/posterior pattern Bcl2l11, Enl, Mcrsl, Msgnl, .
specification 2,70 Ring1 Cnga3, Ski, Yeats4
hexosaminidase activity 2,54 3 Naga 4931440L10Rik, Maneal
leukocyte homeostasis 2,53 3 Bcl2111, Fcgr2b Ikbkg
cellular response to
molecule of bacterial 2,28 8 Fcgr2b, Osbpl7, Tnf Akrlel, Ankr_dl, Ikbkg,

S Pcsk9, Ticam2
origin
negative regulation of
protein complex 2,11 6 Gas2I2, Mid1, Osbpl7, Tnf Akrlel, Pcsk9
disassembly
oxidoreductase activity 2,08 3 Hsd17b1, Kcnab2 Akrlel
regulation of neuron death | 1,90 Bel2i11, Kc.rll.i?z‘ Noslap, Cnga3, Htra4, Pcsk9
response to insulin 1,78 Ghrhr, Prlh Pcsk9
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5.1.6. ldentyfikacja transkrypcyjnych czynnikéw reg ulatorowych genow

zwigzanych z regionami DMR

W celu okre$lenia potencjalnych czynnikow transkrypcyjnych regulujgcych
ekspresje gendw zwigzanych z regionami DMR, przeprowadzono analize motywow
sekwencyjnych zlokalizowanych w poblizu ich miejsc startu transkrypcji (do 500 pz
powyzej miejsca startu transkrypcji TSS) (Rysunek 4, Tabela 8). Wsrod genow
zwigzanych z regionami DMR w malzowinie usznej, najwieksze zageszczenie miejsc
wigzania obserwuje sie dla czynnika Smadl (33 z 73 gendw), zwigzanego ze szlakiem
sygnatowym Tgf/Bmp. Najwieksza liczba genéw (37 z 73 gendw) jest powigzana
z czynnikiem Tall, ktory reguluje proces neowaskularyzacji (Tang et al. 2006) oraz jest
wymagany do prawidlowego procesu regeneracji ptetw u danio pregowanego
(Hasegawa et al. 2015).

Potencjalne czynniki regulatorowe wyznaczone w sposOb analogiczny dla grup
gendw wykazujgcych co najmniej dwukrotne réznice w ekspresji (ta analiza nie zostata
zamieszczona w hiniejszej pracy) nie pokrywajg sie z czynnikami transkrypcyjnymi

zwigzanymi z regionami DMR.
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Jdp2 (55
Mafa (69
Rest (41
Zeb1 (24
Rfx8 (37
Spr (28
Foxo3 (8
Nifa (36
Vsx1 (16
3110039M20Rik (36
© Twist2 (41
- Ebf1
S Rest
s

Szpik

Hic2
Pur

E2f1
Smad1 (3.
Tal1
Foxa3
Smap2
Msc
En1
Thx5

Mafzowina

NeuroD1 (10
Nkx2-5 (5
Six2 (13
Gbx2 é7

Srf (50
Gata2 (69
A
Ets1
Olig1

Sledziona

NES

Rysunek 4 Potencjalne czynniki regulatorowe genéw po tozonych w s gsiedztwie regionéw DMR
charakterystycznych dla myszy MRL/MpJ — analiza zag eszczenia motywéw sekwencyjnych w
regionach promotorowych powy zej 500 pz od miejsc startu transkrypcji TSS.

Wyniki przedstawiono jako znormalizowany wynik wzbogacenia NES (ang. Normalised Enrichment Score).
W nawiasie podano liczbe genéw regulowang przez dany czynnik transkrypcyjny.
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Tabela 8 Geny powi gzane z charakterystycznymi dla myszy MRL/MpJ region ami DMR i ich
potencjalne czynniki regulatorowe.

Czynnik NES Llczpa L'CZb,a Hipometylowane Hipermetylowane
genow motywow
BCO18465, Bel2l11, Bsnd, 4931440L10Rik, Ankrd1, Cnga3,
Cyp4fl4, Enl, Fcgr2b, Gas2I2, Cops3, Fam105b, Gjbd, Gpr50
Smadl 4,823 33 9 Ghrhr, Hsd17b1, Kifc3, Mid1, . i ’
Krtap14, Npclll, Pibfl, Rgs4,
Msgn1, Noslap, Optc, Osbpl7, Thnt2, Tpd52, Zc3h12
Prlh, Rya3, Slc28al, Tmem40 ' '
BC018465, Bcl2I11, Bsnd,
Cyp4fl4, Fcgr2b, Gas2I2, 4931440L10Rik, Ankrd1, Arl1,
Ghrhr, Hsd17b1, Inf2, Kifc3, Cnga3, Gjb4, Gm5148, Gpr50,
Tall 4791 37 19 Mid1, Msgnl, Noslap, Optc, Ikbkg, Krtap14, Npc1lll, Pxk, Tbrgl,
Osbpl7, Prlh, Rbp7, Rya3, Tnnt2, Tpd52, Zc3h12d, Zfp428
Tmem40, Tnf, Uox
Bcl2I11, Bsnd, Enl, Gas2I2, .
Foxa3 4201 | 16 7 Ghrhr, Kenab2, Mid1, Msgn1, | AKrdL GJb4'z"]be1‘29éTpd52' Vapb,
Optc, Uox P
BC018465, Bsnd, Cyp4fl4,
En1, Fcgr2b, Gas2I2, Ghrhr, . .
Smap2 4,112 27 4 Hsd17b1, Kifc3, Mid1, Msgn1, E'féti’t;f(fjt;f:('ke}“gnléo'TNgscg'l'
Noslap, Optc, Prlh, Rbp7, ' ' P
Slc28al, Tmem40, Tnf, Trfr2
BCO18465, Bsnd, Cypdfl4, 4931440L10Rik, Ankrd1,
Enl, Gas2[2, Ghrhr, HSAL7bL, | 43001 6E14Rik, Fam18b, Gib4
Msc 3,934 32 4 Inf2, Kifc3, Mid1, Msgn1, Optc, !  2J0
Osbpl7, Prih, Rya3, Slc28al Gm5148, Gpr50, Krtap14, Npclll,
Tmem40, Tnf. Uox Pxk, Tnnt2, Tpd52, Zc3h12d
Bsnd, Cyp4fl4, Enl, Gas2I2, 4931440L10Rik, Ankrd1, Cnga3,
Eni 383 29 9 Hsd17b1, Kcnab2, Kifc3, Cops3, Cpsf6, Eiflb, Krtap14,
' Mcrs1, Mid1, Msgnl, Noslap, | Npclll, Pcsk9, Pibfl, Thrgl, Tnnt2,
Osbpl7, Rbp7, Uox Tpd52, Vapb, Zfp428
BC018465, Bsnd, Cyp4fi4,
Thx5 3,646 12 2 Mid1, Msgnl, Noslap, Prlh, Ankrd1, Gjb4, Gpr50, Tpd52
Rya3
BC018465, Bcl2I11, Bsnd,
Cyp4fl4, Enl, Fcgr2b, Gas2I2, Ankrd1, Arl1, Cnga3, Fam18b,
Tfap2a 3,489 31 3 Ghrhr, H1foo, Hsd17b1, Inf2, Gjb4, Mcm8, Npc1lll, Pibfl, Pxk,
Kifc3, Mid1, Noslap, Optc, Tnnt2, Tpd52, Zc3h12d, Zfp428
Prlh, Rya3, Slc28al
BC018465, Bcl2I111, Cyp4fi4, Cnga3, Cpsf6, Fam18b, Gjb4,
Enl, Fcgr2b, Ghrhr, Hsd17b1,
Jazfl 3,445 27 2 Mid1, Msgn1, Nos1ap, Optc Gpr50, Htra4, Krtap14, Npcll1,
Prih, RingL, Trf, Trir2 Pibfl, Tnnt2, Tpd52, Zc3h12d
. BC018465, Cyp4fl4, Enl, .
Nifa 3,408 9 2 Kifc3, Optc, Tmem40 Gjb4, Ikbkg, Krtap14
NeuroD1 | 3,396 10 2 Enl, Kenab2, Midl, Opte, 4931440L10Rik, Gjb4, Tnnt2
Rbp7, Tnf, Uox
Nkx2-5 3,203 5 BC018465, Msgnl Cops3, Cpsf6, Fam18b
. Bsnd, En1, Hsd17b1, Kifc3, Ankrdl, Cnga3, Gjb4, Tpd52, Vapb,
Six2 3192 13 4 Mid1, Msgn1, Nos1lap Zfp428
Gbx2 3,015 7 1 Kifcs, Msgnlog(ptc' Slc28al, Ankrd1, Rgs4
=
o
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5.1.7. Weryfikacja wynikow mikromacierzowych dla wy  branych regionéw
DMR

Weryfikacje mikromacierzowych odczytow pozioméw metylacji DNA wybranych
regionbw DMR wykonano za pomoca ilosciowego oznaczania kwaséw nukleinowych
po reakcji trawienia DNA za pomocg enzymu McrBC, ktéry trawi DNA zawierajgce
5-mC, lub Hpall, ktéry trawi niezmetylowane DNA. Do walidacji wybrano regiony DMR
potozone w poblizu genéw Ghrhr (receptor somatoliberyny, matzowina uszna), Bcl2111
(facylitator apoptozy, matzowina uszna), Ski (protoonkogen regulujgcy szlak sygnatowy
TgfB, matzowina uszna), Ankrdl (czynniki transkrypcyjny oraz biatko cytoszkieletu,
matzowina uszna), Rfx8 (czynnik transkrypcyjny, sledziona) (Rysunek 5). Dodatkowo
status metylacyjny genu Rfx8 zostat potwierdzony za pomocg sekwencjonowania
wodorosiarczynowego (Rysunek 6). Uzyskano wyniki oznaczen byly zgodne

z rezultatami pomiaréw mikromacierzowych.

Ankrd1 Ankrd1 Bel2l11 Bel2i11
300 7] Wl MRNA 12 . 600 Wl mRNA 10
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z z
2 2 g 5 06 z 2 g S =
E b @ E T @ 04
100 04 200
1 2 I 1 2
02 02
o 0 0.0 0 0 00
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Rysunek 5 Weryfikacja mikromacierzowych oznacze nh poziomu metylacji DNA dla wybranych
regionbw DMR wykonana przy u zyciu trawi gcego DNA zawieraj gcego 5-mC enzymu McrBC
i metody qPCR.

Po lewej stronie przedstawiono wyniki poziomu metylacji (MeDIP) i ekspresji genéw (mMRNA) uzyskane
w eksperymentach mikromacierzowych, a po prawej rezultaty oznaczania poziomu metylacji DNA dla
myszy C57BL/6J (B6) i MRL/MpJ (MRL) wykonane przy uzyciu enzyméw McrBC i Hpall. Wyniki
przedstawiono jako stosunek ilosci niestrawionego DNA w stosunku do nietrawionego DNA uzytego
w reakcji (INPUT). Istotno$¢ statystyczng oznaczono za pomocg dwusladowego heteroskedastycznego
testu t-Studenta. Poziomy istotnosci oznaczono * dla p<0.05, ** dla p<0.01 i *** dla p<0.001.
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bRfx8-254 T A T A A € G G G T TGC GGG GTG
C57BL/6) T A T A AC S GGTTTGG GG GTG
T A T cC S GGTTTGGGT G
MRLMp) T A T A ATGGGTTTGGGTG
T A TAA AT GG GTTTS GGG GT G

- AA_ 2 M o N
T A TAA AT GG GTTT G GGT G

+ + +

Rysunek 6 Fragment chromatogramu sekwencyjnego regi onu DMR zidentyfikowanego
w $ledzionie dla genu Rfx8 po reakcji konwersji wodorosiarczynowej DNA.

U myszy MRL/MpJ obserwowana jest hipometylacja regionu promotorowego genu Rfx8 w $ledzionie. Po
reakcji konwersji niezmetylowana cytozyna ulega deaminacji do uracylu i jest odczytywana
w sekwencjonowaniu DNA jako tymina.
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5.2. Dyskusja
5.2.1. Otrzymanie genomowych profili metylacji DNA

Jednym z gtébwnych zamierzen podjetych w tej pracy byto okreslenie potencjalnych
zwigzkow miedzy wyrézniajgcymi cechami profili metylacji DNA myszy MRL/MpJ, a jej
zdolnosciami  regeneracyjnymi. W  opublikowanych  badaniach  wstepnych
przeprowadzono analize genomowych profili metylacji DNA u pieciotygodniowych
samcow myszy MRL/MpJ i C57BL/6J w trzech tkankach: watrobie, sledzionie i sercu
(Gornikiewicz et al. 2013). Uzyskane wyniki pozwolity zaobserwowaé kilka
charakterystycznych dla myszy MRL/MpJ cech, odrézniajacych jg od myszy C57BL/6J.
Przede wszystkim globalne profile metylacji DNA myszy MRL/MpJ mialy wiekszg liczbe
regionébw DMR w odlegtych regionach promotorowych, czyli powyzej 500 pz od miejsca
startu transkrypcji oraz wykazywaly wieksze podobieAstwo miedzytkankowe wyrazone
wartoscig korelacji Pearsona. Ponadto w kazdej z tkanek zaobserwowano
hipometylacje wielu gendéw homeotycznych oraz genéw zwigzanych z rozwojem
embrionalnym (Gornikiewicz et al. 2013).

Duza czes¢ roznic w metylacji DNA miedzy tymi dwoma szczepami myszy nie
musiata wigzac¢ sie jednak ze zwiekszonymi zdolnosciami do regeneracji. W celu
wyselekcjonowania mniejszej liczby, ale charakterystycznych dla myszy MRL/MpJ
roznic, postanowiono wykorzysta¢ drugi szczep kontrolny, mysz BALB/c, ktora
podobnie jak mysz C57BL/6J nie jest zdolna do zamykania otworéw w uszach (Li et al.
2001). Szczepy C57BL/6J i BALB/c nie sg blisko spokrewnione ani miedzy sobg, ani
zmyszg MRL/MpJ. Nalezy zaznaczy¢, ze brak dla myszy MRL/MpJ blisko
spokrewnionego szczepu referencyjnego niewykazujgcego podwyzszonych zdolnosci
regeneracyjnych, jak to ma miejsce w wypadku np. okreslonego szczepu nokautowego
i szczepu wyjsciowego. Zatem na wyniki analizy profili metylacji DNA tych trzech
szczepbw mogg do pewnego stopnia wplywaé takze rdznice genetyczne. Ponadto
w drugim profilowaniu wykorzystano samice w wieku 8 tygodni, czyli po osiggnieciu
dojrzatosci hodowlane;j.

Genomowe profile metylacji DNA uzyskano przy wykorzystaniu immunoprecypitaciji
metylowanego DNA polaczonej z analizg frakcji wzbogaconego DNA za pomoca
mikromacierzy DNA (MeDIP-chip), ktére umozliwiaty badanie profili metylacji DNA
w regionach promotorowych oraz wyspach CpG. W badaniu uzyskano genomowe
profile metylacji DNA dla pieciu tkanek: matzowiny usznej, szpiku kostnego, sledziony,
watroby i serca. Zwiekszone zdolnosci regeneracyjne myszy MRL/MpJ sg wyraznie
manifestowane w matzowinie usznej, dlatego znalezione w niej regiony DMR wydajg

sie stosunkowo fatwe do powigzania z tym zjawiskiem. Szpik kostny oraz sledziona
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zostaly zbadane ze wzgledu na ich role w funkcjonowaniu uktadu immunologicznego,
ktory petni wazng role w procesie gojenia ran. Natomiast serce iwatroba zostaty

zestawione jako narzgady o odpowiednio niskiej i wysokiej zdolnosci do regeneraciji.
5.2.2. Regiony DMR charakterystyczne dla myszy MRL/  MpJ

Wiekszos¢ regionbw DMR byla specyficzna dla kazdej ztkanek, jednak
dziesie¢ regionéw DMR znaleziono we wszystkich pieciu badanych tkankach (Tabela
5). Wspdlne dla wszystkich tkanek regiony DMR byto potozone w obrebie regionéw
promotorowych genow Akrlel, Cops3, Cpsf6, Msgnl i Rbp7 oraz pieciu wysp CpG.
We wszystkich zbadanych tkankach, oprécz s$ledziony, zaobserwowano wsréd
regionbw DMR przewage regionow hipermetylowanych. Ponadto przewazaly dystalne
regiony DMR, czyli potozone powyzej 500 pz wzgledem miejsca startu transkrypcji.
Obserwacja ta jest zgodna z wynikami poréwnania genomowych profili metylacji DNA
u pieciotygodniowych samcéw myszy MRL/MpJ i C57BL/6J (Gornikiewicz et al. 2013).

Oczekiwang konsekwencjg zaobserwowanych réznic w profilach metylacji DNA
jest réznica w poziomie ekspresji genow, z ktérymi sg one powigzane. Zidentyfikowano
bardzo nieliczng grupe gendw, ktére wykazywaty zarbwno roznice metylacji DNA, jak
I w ekspresji miedzy myszg MRL/MpJ a dwoma szczepami kontrolnymi. Jeszcze mniej
genow wykazywalo odwrotng korelacje miedzy znalezionymi roznicami w metylacii
DNA i ekspresji w takim porownaniu. Wynik ten nie jest jednak zaskakujacy, jesli
uwzgledni¢ nalozenie na siebie kilku ostrych kryteriow selekcji, czyli: (i) roznicy
w statusie metylacji DNA wyrazone identyfikacja DMR (ii) dwukrotnej réznicy
w poziomie ekspresji genu (iii) wymogu obu tych réznic miedzy MRL/MpJ a dwoma
szczepami kontrolnymi BALB/c i C57BL/6J. Przyjecie tak ostrych kryteriow miato na
celu identyfikacje najistotniejszych czynnikow charakterystycznych dl myszy MRL/MpJ.

Wsrdd gendw roznie metylowanych we wszystkich tkankach jedynie dla Akrlel
(wszystkie tkanki) i Rbp7 (serce i malzowina uszna) zaobserwowano negatywng
relacje miedzy poziomem metylacji DNA i poziomem ekspresji genu. Ekspresja genu
Msgn1l nie zostata wykryta w badaniu mikromacierzowym w zadnej z tkanek, natomiast
dla genéw Cops3 i Cpsf6 nie zaobserwowano znaczacych zmian w poziomie ekspresiji
zwigzanych z obecnoscia regionu DMR (Tabela 9).

Dla wiekszosci zbadanych gendw nie znaleziono wyraznej zaleznosci pomiedzy
obecnoscig regiondw DMR i réznicami ekspresji (Tabela 6). Obecnosé¢ regionu DMR
byla powigzana z dwukrotng zmiang poziomu ekspresji 14 gendw dla szpiku kostnego,
4 genéw dla watroby, 8 dla matzowiny usznej, 11 gendw dla serca i 10 genéw dla
Sledziony. Jednak tylko dla czesci z tych gendéw wystepowata negatywna korelacja

miedzy znalezionymi regionami DMR a r6znicami w poziomie ekspresji genow.
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Tabela 9 Zestawienie charakterystycznych dla myszy
dla wszystkich tkanek i pozioméw ekspresji genéw z

MRL/MpJ regionéw DMR (MeDIP) wspdlinych
nimi zwi gzanych (mRNA).

W tabeli przedstawiono wyniki wzbogacenia metylowanego DNA dla regionébw DMR (MeDIP) i poziomy
ekspresji genéw (MRNA) dla myszy C57BL/6J (B6), BALB/c (Bc) i MRL/MpJ (M).

Czcionkg czerwong oznaczono geny powigzane z hipermetylowanym regionem DMR, ktérych poziom
ekspresji bylo dwukrotnie obnizony, a czcionkg zielong geny powigzane z hipometylowanymi regionami
DMR, ktorych poziom ekspresji byt dwukrotnie podwyzszony, natomiast czcionkg czarng geny, dla ktérych
réznice w poziomie ekspresji nie wykazywaly odwrotnej korelacji z poziomem metylacji DNA. Poziom
ekspresji genow, ktéry byt ponizej progu detekcji oznaczono czarnym tlem.

Tkanka

Nazwa

Szpik
kostny

Akrlel
Cops3
Cpsf6

Msgn1
Rbp7

Watroba

Akrlel
Cops3
Cpsf6

Msgn1
Rbp7

Matzowina
uszna

Akrlel
Cops3
Cpsf6

Msgn1l
Rbp7

Serce

Akrlel
Cops3
Cpsf6

Msgn1l
Rbp7

Sledziona

Akrlel
Cops3
Cpsf6

Msgn1
Rbp7

MeDIP

SKALA

MeDIP
B6 Bc

53

mRNA
B6 Bc M
533 432 91

3509
7766

2493
7894
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Taka niewielka liczba genéw wykazujgcych korelacje miedzy statusem metylaciji
DNA i ekspresji nie jest czym$ nietypowym w przypadku badan genomowych
przeprowadzonych na tkankach, a nie liniach komérkowych i moze miec kilka przyczyn
(Liang et al. 2011, Sim et al. 2014). Przede wszystkim w przeprowadzonych badaniach
wykorzystano DNA i RNA wyizolowane z catych narzadow, ktore skfadajg sie z wielu
réznych rodzajéw komorek o charakterystycznych dla siebie profilach metylacji DNA
i ekspresji genéw. Zatem wjednym z typow komorek moze mieé¢ miejsce silna
metylacja DNA, a w innym silna ekspresja danego genu. Dodatkowo, jeden gen moze
by¢ regulowany przez wiele regionéw DMR, ktére mogg by¢ zlokalizowane w regionie
promotorowym, ale réwniez w obrebie odlegtych enhancerow lub brzegdéw i szelfow
wysp CpG. Ponadto, dla danego genu mogag wystepowac diametralnie rézne wartosci
ekspresji dla ré6znych wariantéw transkrypcyjnych. Co istotne, metylacja DNA nie jest
jedynym mechanizmem regulujgcym ekspresje gendw. Oznacza to, ze sam brak
metylacji DNA nie skutkuje wzrostem poziomu ekspresji genu, a jedynie czyni jg

mozliwg w przypadku pojawienia sie odpowiedniego sygnatu z otoczenia.

5.2.3. Wybrane geny polo zone w sasiedztwie regionbw DMR
w malzowinie usznej i implikacje z potencjalem regeneracy  jnym
myszy MRL/MpJ

Eksperymenty oparte na przeszczepach tkanek wskazujg, ze zdolnosci
regeneracyjne sg silnie zalezne od organizmu biorcy. Mimo ich niepowodzenia, np.
proba przeniesienia zdolnosci do zamykania otworow w uszach przez komorki szpiku
kostnego (Kench et al. 1999), nie oznacza, ze w zadnym stopniu komoérki szpiku
kostnego nie wspomagajg procesu zamykania otwor6w w uszach, a jedynie, ze cecha
ta nie jest zalezna wytgcznie od nich. Obecnosc¢ regionu DMR w pozostatych tkankach
moze mie¢ znaczenie dla zdolnosci zamykania otworow w uszach, jezeli komorki z niej
pochodzgce infiltrujg miejsce zranienia (Sledziona, szpik kostny) lub tkanka ta
produkuje hormony lub czynniki wzrostu wydzielane do krwi (watroba). Zatem, analiza
regiondbw DMR w kazdej z tkanek moze byé cennym zrédtem informacji, np. odmienny
status metylacyjny genu Fcgr3 (szpik kostny), ktérego ekspresja rosnie podczas
gojenia ran u ptodéw (Teusner et al. 2006), genu H2-Aa (szpik kostny), ktérego
ekspresja spada podczas regeneracyjnego zamykania otworéw w uszach u myszy
MRL/MpJ, czy genu Rnf7 (sledziona), ktéry to gen petni role w stabilizacji czynnika
Hifla podczas procesu zamykania otworéw w uszach (Gourevitch et al. 2014).
Dodatkowo w tkankach nieuszkodzonych zaobserwowane réznice w poziomie

metylacji DNA nie muszg skutkowa¢ znaczgcymi zmianami w poziomie ekspres;ji
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gendw, ale mogg one mie¢ wptyw dopiero po zranieniu zwierzat lub na pézniejszych
etapach gojenia rany.

Zwiekszone zdolnosci regeneracyjne zaobserwowano wprawdzie w Sszeregu
tkanek myszy MRL/MpJ, jednak bardzo czesto ograniczaty sie one do jednego
doniesienia lub niezalezne zespoty mialy trudnosci w powtdrzeniu uzyskanych
wynikow, stad w tej pracy skupiono sie na analizie regionbw DMR znalezionych
w matzowinie usznej. Przedstawione ponizej rozwazania dotyczace implikacji miedzy
statusem metylacyjnym wybranych genéw u myszy MRL/MpJ a potencjatlem
regeneracyjnym majg na celu przede wszystkim wskazanie mozliwych kierunkow
dalszych prac badawczych. Nalezy podkresli¢, ze ponizsza czes¢ dyskusji jest oparta
o subiektywng interpretacje dostepnych danych literaturowych i nie ma charakteru
konkluzywnego. Podsumowanie informacji dotyczacych poziomu wzbogacenia, analizy
ontologicznej, identyfikacji nadrzednych czynnikéw transkrypcyjnych oraz lokalizaciji
chromosomowych wybranych regionédw DMR zidentyfikowanych w matzowinie usznej

przedstawiono w ponizszej tabeli (Tabela 10).
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Tabela 10 Zestawienie danych dotycz acych wybranych regionéw DMR w mat  zowinie usznej charakterystycznych dla myszy MRL/MpJ

W tabeli przedstawiono najwazniejsze geny znajdujgcych sie w poblizu regionéw DMR, lokalizacje regionéw DMR w postaci koordynat genomowych i w centymorganach (cM),
ich poziom wzbogacenia (MeDIP), poziom ekspresji genu (mMRNA), przynaleznos$¢ do kategorii funkcjonalnej (GO: Ap — apoptoza, Diff — ré6znicowanie komorek, Inf — stan
zapalny), potencjalne czynniki transkrypcyjne regulujgce te geny (TF) oraz potozenie w obrebie loci cechy ilosciowej (QTL). Wartosci ekspresji obcigzone duzym biedem
pomiaru lub brak informaciji o poziomie ekspresji (ND) oznaczono czarnym tlem.

AN\ MOST

MeDIP mRNA GO TF
Nazwa Chr Pocz atek Koniec B6 BALBc MRL Apo Diff Inf S madl Tall Enl cM QTL
Prih chrl 92848564 92849198 46  Sthl
Enl chrl 122500167 122500406 | ] 53  Sthl
Optc chrl 135803133 135803482 58  Sthl
Noslap chrl 172488325 172489190 77
Fcgr2b chrl 172906312 172906987 78
Bel2I11 chr2 127950385 127950624 62
Vapb chr2 173560552 173561327 97
Pcsk9 chr4 106136394 106138318 50
Gjb4 chr4 127030714 127031369 62 Heald
Rbp7 chr 148830650 148831853 79  Heald
Kcnab2 chr4 151854300 151854554 83 Heal
Ski chr4 154598359 154599429 86 Heald
Ghrhr chré 55326006 55326575 27  Sths
Tmem40  chré 115710410 115711362 54  Sths
Kifc3 chrg 97637777 97638027 47  Heall
Eiflb chr9 120398788 120399332 72 Sth9
Arl1 chr10 88191503 88192282 44  Chri0b
Yeats4 chrl0 116661781 116662540 65 Chr10
Cpsf6 chrl0 116814283 116815261 65 Chr10
Cops3 chri1 59654752 59655702 38
Gas2I2 chri1 83242222 83242886 50 Heall0
Gas2l2 chri1 83243442 83243878 50 Heall0
Osbpl7 chri1 96909374 96910572 61 Heall0
Hsd17bl chrll 100938341 100938690 64 Heall0
Msgnl chr12 11218036 11218673 6 Chr12
Inf2 chrl2 113824037 113824901 61
Akrlel chr13 4607703 4608482 3
Pxk chri4 8928640 8929546 5
Pibfl chri4 99495716 99496140 46
Fam105b  chrl5 27562080 27562932 10
Cyp2d22  chrl5 82208073 82209452 39
Mcrs1 chris 99081644 99081893 56
Krtap14 chr16 88825671 88826015 51
Cyp4fl4  chrl7 33056077 33056731 18
Ringl chr17 34161008 34161337 18
Tnf chr17 35338904 35339578 19
Ticam2 chr18 46733459 46734858 25  Heal9
Ankrd1 chr19 36195732 36195982 31
Ikbkg chrx 71673409 71673878 38
MeDIP SKALA 1,0 2,0
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5.2.3.1. Geny zwiazane z apoptoz g

Najliczniejsza grupg gendw zwigzanych z regionami DMR w maizowinie usznej

stanowity geny odpowiedzialne za ,regulacje apoptozy neuronéw” (20 gendw,

Tabela 7). Apoptoza jest waznym elementem regeneracji, ktéry umozliwia kontrole
liczby komérek w miejscu zranienia, niszczenie zbednych komorek oraz
przemodelowanie miejsca zranienia. Enzymami odpowiedzialnymi za indukcje i postep
apoptozy sg kaspazy. Myszy nokautowe pozbawione genéw kaspaz Casp3” i Casp7”
wykazujg obnizong apoptoze w tkankach. U myszy nokautowych wystepuje pdzniejsze,
niz umyszy typu dzikiego, gojenie ran grzbietu, co jest efektem sie wolniejszego
powstawania blony podstawnej oraz mniejszym stopniem migracji keratynocytow
w miejscu zranienia. Kaspaza-3 i kaspaza-7 aktywujg fosfolipaze iPLA,, co skutkuje
zwiekszong produkcjg kwasu arachidonowego, ktory jest prekursorem prostaglandyny
E, (PGE2). PGE2 stymuluje proliferacje komaorek, regeneracje tkanek oraz gojenie ran
(Li et al. 2010). Warto wspomnie¢, ze u myszy MRL/MpJ obserwowana jest stale
podwyzszona aktywnos¢ kaspazy-3 i apoptozy (Bedelbaeva et al. 2010). Zatem
prawidiowa kontrola procesu apoptozy, w szczegolnosci odpowiednia réwnowaga
pomiedzy apoptozg a proliferacjg komorek, wydaje sie by¢ kluczowa dla przebiegu
regeneraciji.

Jak pokazujg rezultaty tej pracy, u myszy MRL/MpJ zaobserwowano miedzy innymi
zmniejszony poziom metylacji DNA w regionie promotorowym genu Bcl2I11 (Bim)
nalezgcego do rodziny Bcl2. Biatka rodziny Bcl2 kontrolujg proces apoptozy, a jej
poszczegdlni czionkowie odpowiadajg za inhibicje lub stymulacje tego procesu.
Zgodnie z wynikami mikromacierzowymi (Tabela 8), ekspresja tego genu na niskim
poziomie jest obserwowana u wszystkich trzech szczepow myszy oraz jest nieznacznie
nizsza u myszy MRL/MpJ niz u C57BL/6J. Chociaz brakuje informacji na temat
ekspresji Bcl2l11 u szczepdédw kontrolnych podczas regeneracyjnego zamykania
otworéw w uszach, analiza histologiczna wskazuje na spadek ekspresji Bcl2l11
w blastemie myszy MRL/MpJ w dniu 14 w poréwnaniu do dnia 5 po zranieniu, co jest
réwniez obserwowane w przypadku innych proapoptotycznych gendéw z rodziny Bcl2,
Bax i Bid (Metcalfe et al. 2006). Zmiana poziomu ekspresji gendéw zwigzanych
Z apoptozg moze mie¢ zwigzek z przyspieszeniem wzrostu blastemy w tym okresie.

Innym waznym genem nalezagcym do tej grupy byt gen Ghrhr kodujacy receptor
somatoliberyny, ktory u myszy MRL/MpJ miat mniejszy stopien metylacji. Ekspresja
Ghrhr i Ghrh nie zostala wykryta przy uzyciu oznaczeh mikromacierzowych

w matzowinie usznej u zadnego z badanych szczepow myszy, ale potencjalnie jego
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ekspresja moze zosta¢ zaindukowane w wyniku zranienia u myszy MRL/MpJ, u ktorej
obserwowany jest zmniejszony poziom metylacji DNA w jego poblizu. Giéwng funkcjg
hormonu Ghrh jest pobudzanie przysadki mézgowej do wydzielania hormonu wzrostu,
jednak moze on réwniez dziala¢ na wiele innych tkanek, np. wplywa¢ na
przezywalnos¢ kardiomiocytow, wptywac¢ na proliferacje i apoptoze komorek trzustki
(Kiaris et al. 2011). W przypadku ran skoéry, Ghrh wptywa na proliferacje i migracje
fibroblastbw oraz stymuluje ekspresje a-gladkiej aktyny, ktéra odpowiada za
obkurczanie brzegow rany, a tym samym przyspiesza gojenie ran (Dioufa et al. 2010).
Gen Ghrhr jest potozony w poblizu locus cechy ilosciowej na chromosomie 6
(Cheverud et al. 2012).

Kolejnym genem nalezgcym do tej kategorii jest Ankrdl, ktéry nie jest
eksprymowany u zadnego z trzech szczepow myszy, ale ma wyzszy poziom metylaciji
DNA u myszy MRL/MpJ. Ekspresja Ankrdl silnie wzrasta w ciggu 24 godzin po
uszkodzeniu, utrzymuije sie na podwyzszonym poziomie podczas procesu gojenia rany
skory grzbietowej oraz jest obserwowana w wiekszosci komarek obecnych w miejscu
zranienia. Nadekspresja Ankrd1 stymuluje proces neowaskularyzacji (Shi et al. 2005).
Jednym z mechanizmoéw dziatania Ankrdl jest regulacja ekspresji metaloproteinaz
(MMP). Delecja genu Ankrdl1 skutkuje wzrostem ekspresji MMP-13 i MMP-10, jednak
nie wpltywa znaczgco na poziom ekspresji MMP-2 i MMP-9 (Almodovar-Garcia et al.
2014), ktérych zwiekszony poziom jest obserwowany u myszy MRL/MpJ (Gourevitch et
al. 2003). U myszy Mmp13” obserwowane jest wolniejsze powstawanie ziarniny
i jednoczesnie zaburzenie procesOw neowaskularyzacji objawiajgce sie wzrostem
liczby matych oraz brakiem duzych naczyn krwionosnych (Toriseva et al. 2012).
Gojenie ran u myszy Ankrdl” przebiega wolniej, co jest wynikiem zmniejszenia
zdolnosci fibroblastow do migracji, mniejszym stopniem obkurczania brzegéw rany
oraz zwiekszonym poziomem nekrozy (Samaras et al. 2015). Przedstawione dane
wskazujg, ze Ankrdl niewatpliwie oddzialuje na proces gojenia ran, ale trudno na
podstawie dostepnych informacji wyjasni¢ mechanizm jego wplywu na potencjat
regeneracyjny.

Warto zauwazy¢, ze wspomniane nokautowe modele jednogenowe wskazujg na
zwigzek z regeneracjg, ale nie tlumaczg efektow wielogenowych. Procesy
regeneracyjne sg ztozone, a badania dotyczg przewaznie jednego wybranego aspektu
jak np. szybkosc¢ gojenia czy migracja fibroblastéw. Wolne gojenie mozna kojarzy¢ jako
niekorzystne dla regeneracji, jednak paradoksalnie wolne gojenie moze np. utrudnia¢

powstawanie blizny, ktéra blokuje procesy naprawcze.
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5.2.3.2.  Geny zwi gzane z ré znicowaniem komorek

W malzowinie usznej zaobserwowano obecnos¢ szeregu regionbw DMR w poblizu
gendw zwigzanych z ,tworzeniem przednio-tylnego wzorca ekspresji” (8 gendw, Tabela
7) w tym m.in. gendéw: Enl i Msgnl (kodujgcych biatka homeotyczne), Ski
(protoonkogen), Yeats4, Ringl, Mcrsl (kodujgcych biatka kompleksow modelujgcych
strukture chromatyny). Nadreprezentacja tych genéw moze ttumaczy¢ zdolnos¢ do
tworzenia blastemy u myszy MRL/MpJ oraz tgczy¢ sie z jej embrionalnymi cechami
metabolizmu (Naviaux et al. 2009).

Geny Msgnl i Enl ulegajg ekspresji na wczesnych etapach rozwoju embrionalnego
i pelnig role w tworzeniu mezodermy przyosiowej (Chalamalasetty et al. 2014) oraz
réznicowaniu sie somitow w kierunku skoéry, miesni i brunatnej tkanki ttuszczowej (Atit
et al. 2006). Krétkotrwata ekspresja Enl w somitach jest charakterystyczna dla pewnej
linii komoérek, ktére ulegng zréznicowaniu w jedng z kilku populacji fibroblastow
stromalnych obecnych w skorze grzbietowej. Fibroblasty petnig funkcje wydzielnicze
i biorg udzial w przemodelowaniu macierzy zewnagtrzkomérkowej w przypadku
zranienia. Udziat procentowy fibroblastow w powstatej z tej linii komorkowej w skérze
ro$nie wraz z wiekiem. Fibroblasty linii komérek Enl posiadajg na powierzchni swojej
komorki biatko markerowe Cd26, znane tez jako peptydaza Dpp4 (ang. dipeptidyl
peptidase-4). Inhibicja aktywnosci Cd26, skutkuje wolniejszym gojeniem ran skory
grzbietowej, ale przy jednoczesnym zmniejszeniu powierzchni blizny (Rinkevich et al.
2015). Ponadto inhibitory Dpp4 sg stosowane jako leki w cukrzycy typu Il i wptywajg na
gojenie ran (Sinagra et al. 2015). U myszy MRL/MpJ zaobserwowano obnizong
metylacje DNA w genie Enl w poréwnaniu do szczepdw kontrolnych. Obnizona
metylacja DNA regionu regulatorowego genu Enl u myszy MRL/MpJ mogtaby zatem
sugerowac¢ zmiany w liczebnosci poszczegoinych populacii fibroblastow w skorze.
Okreslenie efektow obnizonego statusu metylacyjnego Enl u myszy MRL/MpJ
wymagatoby dodatkowych badan. Warto zauwazyé, ze jak wskazujg analizy
bioinformatyczne, Enl jest potencjalnym czynnikiem transkrypcyjnym regulujgcym
szereg gendéw powigzanych z regionami DMR zidentyfikowanymi w maizowinie usznej
myszy (Tabela 7) oraz jest potozony w obrebie locus cechy ilosciowej Sthl (Masinde et
al. 2001).

U myszy MRL/MpJ zauwazono zwiekszong metylacie DNA w obrebie odlegtego
regionu promotorowego genu Ski, ktérej towarzyszyla nieznacznie obnizona ekspresja
tego genu. Ski jest eksprymowany w wiekszosci tkanek myszy oraz petni role w wielu
biologicznych funkcjach. Rola genu Ski w procesie gojenia ran zostata najlepiej

poznana u szczura, a ekspresja tego genu nastepuje w wiekszosci komorek biorgcych
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w nim udziat (Liu et al. 2006). Gen Ski uszczura zwieksza tempo proliferacji
fibroblastéw (Liu et al. 2010). U szczura zwigkszenie ekspresji genu Ski poprzez
transfekcje plazmidem skutkuje szybszg reepitalizacjg ran skory grzbietowej oraz
szybszym powstawaniem ziarniny. Ponadto w przypadku nadekspresji Ski u szczura
obserwuje sie mniejszg migracje makrofagéw do miejsca zranienia, obnizenie produkcji
[116a i Tnf oraz zmniejszenie rozmiaréw blizny (Li et al. 2011). Gen Ski wptywa na
proces gojenia ran poprzez regulacje aktywnosci biatka Smad3 oraz wytwarzania
kolagenu typu | (Liu et al. 2010). Dodatkowo gen Ski jest regulowany przez Ppard,
czynnik transkrypcyjny biorgcy udziat w réznicowaniu komoérek (Li et al. 2012, Giordano
Attianese and Desvergne 2015). Opisane efekty w duzej mierze sg zwigzane
z wptywem Ski ha zachowanie fibroblastéw w miejscu zranienia. Fibroblasty w miejscu
zranienia proliferujg, migrujg do krawedzi rany, wplywajg na stan zapalny, produkujg
bialka macierzy zewnagtrzkomorkowej oraz rdznicujg sie do miofibroblastéw, ktore
powodujg obkurczanie brzegébw rany. Rola Ski na proces gojenia ran u myszy nie
zostata dotychczas zbadana. Podczas gdy uszczura Ski stymuluje proliferacje
fibroblastéw, u myszy wplyw tego genu wydaje sie by¢ odwrotny. Delecja jednej lub
dwaoch kopii genu Ski u myszy skutkuje zwiekszeniem tempa proliferacji komorek MEF
(ang. mouse embryonic fibroblasts), ajego nadekspresja powoduje zatrzymanie
postepu cyklu komoérkowego w fazie G; (Shinagawa et al. 2001). Gen Ski wydaje sie
by¢ zatem szczegolnie interesujgcym czynnikiem mogacym wplywa¢ na proces
regeneracji, zwtaszcza ze jest potozony w sgsiedztwie locus cechy ilosciowe] na

chromosomie 4 Heal8 (Cheverud et al. 2012).
5.2.3.3. Geny zwi azane z odpowiedzi g zapalna

Trzecig wazng grupg gendow o odmiennym statusie metylacji DNA byly geny
nalezgce do kategorii ontologicznej ,odpowiedz komdrkowa na czgsteczki pochodzenia
bakteryjnego”, do ktérej nalezaly m.in. Fcgr2b, kodujagcy biatko receptora
immunoglobin, Ticam2 kodujgcy biatko zwigzane z receptorami toll-like, Tnf, kodujgcy
czynnik martwicy nowotworu, Ikbkg, kodujacy modyfikator NF-kB, Gas2l2 kodujgcy
biatko oddzialujgce z adenozynowym receptorem A,.. Geny nalezgce do tej kategorii
ontologicznej uczestniczg w odpowiedzi na infekcje bakteryjne, ale majg szereg innych
funkcji zwigzanych z dziataniem ukladu odpornosciowego. Nadreprezentacja gendéw
zwigzanych z odpowiedzig zapalng moze wskazywa¢ na epigenetyczne podioze
obserwowanych réznic w odpowiedzi immunologicznej pomiedzy myszg MRL/MpJ,
a szczepami niewykazujgcymi podwyzszonych zdolnosci do regeneracji. Trudno jest
wyttumaczy¢ nature tych réznic, zwlaszcza ze zostaly one zidentyfikowane

w nieuszkodzonej tkance. Jednoczesnie odpowiedz zapalna prowadzona jest przez
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rézne wysoce wyspecjalizowane populacje komorek. Niemniej na uwage zastuguja
dwa geny zwigzane z regulacjg odpowiedzi zapalnej Ticam2 i Gas2I2.

Zwiekszony poziom ekspresji i zwiekszony poziom metylacji DNA jest
obserwowany dla genu Ticam2 w szpiku kostnym i malzowinie usznej myszy
MRL/MpJ. Ticam2 jest jednym z kilku bialek adaptorowych, ktére posrednicza
pomiedzy receptorami TIr z biatkami odpowiedzialnymi za wzmacnianie sygnalu
i przekazywanie go do jgdra komoérkowego. W wyniku stymulacji receptoréw TIr
nastepuje produkcja cytokin prozapalnych iinterferonow, ktore wyplywajg na stan
zapalny (Sheedy and O'Neill 2007).

Gen Gas2I2 wykazuje obnizony stopien metylacji DNA. Gen Gas2I2 koduje biatko
regulujgce aktywnos¢ receptora adenozynowego A.. (Adora2a), ktérego ekspresja
powodujgcego zwiekszenie poziomu cAMP w komodrce (Wu et al. 2013). Receptor
adenozynowy A, petni istotng funkcje w regulacji odpowiedzi zapalanej (Arasa et al.
2014). Jego dziatanie skutkuje, m.in. zmniejszeniem produkcji cytokiny zapalnej Tnf
przez makrofagi na rzecz czynnikéw stymulujgcych angiogeneze, Vegf (Macedo et al.
2007). Farmakologiczna blokada aktywnosci tego receptora skutkuje zmniejszeniem
rozmiarbw blizny (Perez-Aso, Chiriboga and Cronstein 2012), co jest réwniez

obserwowane u myszy Adora2a’ (Hu et al. 2013).

5.2.4. Smadl, transkrypcyjny czynniki regulatorowy genow zwi gzanych

z DMR w mat zowinie usznej

Gojenie ran jest Scisle zwigzane ze szlakiem sygnalnym Tgf. Czynniki Tgf31
i TgfB2 stymulujg receptor Tgfprl, co powoduje fosforylacje czynnika Smad3 i skutkuje
ekspresjg wielu gendw macierzy zewnatrzkomorkowej zwigzanych z powstawaniem
blizny, m.in. kolagenu I, lll, 1V, fibronektyny, lamininy, osteopontyny, osteonektyny,
tenascyny (Munoz-Felix, Gonzalez-Nunez and Lopez-Novoa 2013). Jednoczesnie
przewaga czynnika Tgf3 nad pozostatymi izoformami wigzana jest z bezbliznowym
gojeniem ran u ptodu (Shah, Foreman and Ferguson 1995).

W przypadku zamykania otworéw w uszach sytuacja wydaje sie nie by¢ jedynie
konsekwencjg obecnosci lub braku ktérego$ z tych czynnikbw po zranieniu. Z jednej
strony myszy TgfB1"Rag2” sg zdolne do czeéciowego zamykania otworéw w uszach
(Arthur et al. 2010). Z drugiej, gojenie rany u myszy Smad3™ skutkuje powstawaniem
wiekszych niz poczatkowe otworéw w uszach o skomplikowanych ksztattach (Arany et
al. 2006). Ponadto umyszy z punktowg mutacjg w genie Tgffrl, ktora skutkuje
permanentng czesciowg aktywacjg tego receptora, zaobserwowano zamykanie

otworow w uszach (Liu et al. 2011).
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Analiza sekwencji nukleotydowych zlokalizowanych w poblizu promotoréw gendéw
powigzanych z regionami DMR zidentyfikowanymi w malzowinie usznej myszy
MRL/MpJ wykazata nadreprezentacje motywéw sekwencyjnych rozpoznawanych przez
czynnik transkrypcyjny Smadl. Czynnik ten réwniez moze by¢ aktywowany przez
TgfB1 oraz przez biatka Bmp lub przez inny receptor tego szlaku, biatko Alk1 (Acvrll).
Ekspresja Alkl wzrasta podczas gojenia ran, a dziatanie sciezki Alkl/Smadl moze
hamowaé¢ dziatanie sciezki Tgffrl/Smad3 (Munoz-Felix et al. 2013). Mimo ze
nadekspresja Smadl w keratynocytach spowalnia gojenie ran grzbietu, miedzy innymi
poprzez ograniczenie zdolnosci tych komdérek do migracji (Lewis et al. 2014),
zaobserwowane réznice w metylacji DNA mogg wskazywaé na zlozong regulacje
szlaku Tgff/Bmp podczas regeneracyjnego zamykania otworéw w uszach u myszy
MRL/MpJ.
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5.3. Podsumowanie

W  przeprowadzonym badaniu zidentyfikowano zespét regionébw DNA
odrozniajgcych mysz MRL/MpJ, szczep zdolny do zamykania otworéw w uszach, od
myszy kontrolnych C57BL/6J i BALB/c, ktore takiej cechy nie posiadaja. Wykorzystanie
dwoch szczepow kontrolnych nieposiadajgcych zdolnosci do zamykania otworow
w matzowinie usznej pozwolito na zmniejszenie liczby zaobserwowanych réznic
miedzyszczepowych, ktére niekoniecznie mogly mie¢ zwigzek z badanych zjawiskiem.
Oznaczenia przeprowadzono w szeregu tkanek (matzowina uszna, sledziona, szpik
kostny, serce, watroba), ktére nie byly poddane zranieniu. Zidentyfikowane regiony
DMR byty w duzej mierze charakterystyczne dla kazdej z tkanek, jednak 10 regionow
DMR byto wspoélnych dla wszystkich zbadanych tkanek. Wsrdd nich znajdowato sie 5
regionbw DMR zlokalizowanych w poblizu promotorow gendw Akrlel, Cops3, Cpsf6,
Msgnl i Rbp7.

W analizie zidentyfikowanych regionéw DMR skupiono sie na matzowinie usznej,
poniewaz obserwowany w niej proces regeneracji zostat najlepiej dotad zbadany.
Trzeba jednoczesnie pamietac, ze komorki w obrebie szpiku kostnego, czy $ledziony,
mogg odzwierciedla¢ populacje cyrkulujgcych komorek, ktore infiltrujg ewentualne
miejsce uszkodzenia, natomiast watroba moze produkowac czynniki wplywajgce na
proces regeneracji, ktére sg uwalniane do krwi. Ponadto w badaniach wykorzystano
cale narzady, w sktad ktérych wchodzi wiele r6znych rodzajow komérek, a wiec
zaobserwowane réznice dotyczy¢ bedg przede wszystkim dominujgcej dla danej tkanki
populacji komorek, bedg wiec odzwierciedla¢ najwigksze réznice w poziomie metylacji
DNA.

Regiony DNA o odmiennym statusie metylacyjnym w matzowinie usznej byly
potozone w obrebie regionédw promotorowych gendéw zwigzanych z apoptoza,
réznicowaniem komoérek (tworzeniem przednio-tylnego wzorca ekspresji genoéw) oraz
regulacjg dziatania odpowiedzi immunologicznej, co moze sugerowa¢ epigenetyczne
podtoze obserwowanych miedzy szczepami réznic w postaci tworzenia blastemy
W miejscu zranienia oraz przebiegu i charakteru odpowiedzi zapalnej. Wsrod 73 gendw
powigzanych z regionami DMR w matzowinie usznej gendw, 33 podlega regulacji przez
czynnik transkrypcyjny Smadl, ktéry jest waznym mediatorem szlaku sygnalnego
TGFB/Bmp. Wiele ze zidentyfikowanych regionébw DMR, zasluguje na szczegdlne
zainteresowanie ze wzgledu na polozenie w obrebie loci cechy ilosciowej
odpowiedzialnych za zdolnos¢ do zamykania otworéw w uszach (np. Gas2I2, Ghrhr,
Gjb4, Rbp7, Ticam2, Ski). Mimo zaobserwowania réznic w poziomie metylacji DNA

w regionach promotorowych tych gendw, w tkankach nieuszkodzonych nie wykryto
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znaczacych roznic w poziomie ekspresji wiekszosci z tych gendw, niemniej nie
wyklucza to mozliwosci jej indukcji po zranieniu.

Czes¢ ze zidentyfikowanych regiondbw DMR jest zwigzana z genami o dobrze
poznanej roli w procesie gojenia ran skéry (np. Adora2a, Ankrdl, Ski, Ghrhr).
W badaniach dotyczgcych funkcji tych genéw w procesie gojenia ran zwracano uwage
na szereg wtasciwosci kluczowych dla tego procesu, jak angiogeneza, stan zapalny,
zdolno$¢ do migraciji i proliferacji komaorek, szybkos¢ gojenia ran skéry grzbietowej oraz
powstawanie blizny. Wprawdzie u myszy MRL/MpJ nie sg obserwowane zwiekszone
zdolnosci regeneracyjne w odpowiedzi na ten typ uszkodzenia, jednak odmienna
regulacja tych gendéw w matzowinie usznej moze by¢ wystarczajgca do zaindukowania
w niej odpowiedzi regeneracyjnej. Potencjalny zwigzek tych gendw z procesem
regeneracji u myszy MRL/MpJ wydaje sie interesujacy i moze stanowi¢ punkt wyjscia
do dalszych badan.
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6. Model II: serca noworodkéw myszy C57BL/6J
6.1. Wyniki

6.1.1. Porownanie globalnych profili metylacji DNA serc noworodkow
myszy jednodniowych i serc mysich na pd zniejszych etapach

rozwoju

Genomowe profile metylacji DNA reprezentujgce serca jednodniowych (d1),
siedmiodniowych (d7), dwutygodniowych (w2) i os$miotygodniowych (w8) myszy
C57BL/6J zostaly otrzymane za pomocg techniki immunoprecypitacji zmetylowanego
DNA ianalizy za pomocg promotorowych mikromacierzy hybrydyzacyjnych
obejmujgcych 20 404 regiondw promotorowych oraz 15 980 wysp CpG. Regiony DNA,
w ktérych nastgpity zmiany poziomu metylacji DNA zostaly zidentyfikowane poprzez
poréwnanie profili metylacji DNA uzyskanych dla serc myszy jednodniowych z profilami
otrzymanymi dla serc pobranych na pdzniejszych etapach rozwoju. Narzady nie byly
poddane uszkodzeniom. Kryteria okreslajgce region DMR omoéwiono w rozdziale
4.3.1.4 Znalezione regiony DMR powigzano nastepnie z genami, ktore byly
zlokalizowane w ich sagsiedztwie, czyli do 5000 pz powyzej i 1000 pz ponizej miejsc
startu transkrypcji lub granic pierwotnego transkryptu.

Nalezy u podkresli¢c, ze okreslenie region DMR niekoniecznie oznacza, ze dany
region wykazuje niskg lub wysokg metylacje DNA, ale ze w danym regionie wystepujg
znaczne riznice w poziomie metylacji DNA miedzy poréwnywanymi prébami. Region
DMR przypisany do danego genu moze obejmowac jedynie czesC jego regionu
regulatorowego.

Podczas gdy w poréwnaniu miedzy dniem pierwszym i si6dmym zycia myszy
znaleziono wyzszg liczbe region6w DNA, ktére ulegajg wiekszemu wzbogaceniu
w dniu sibdmym, a wiec wykazujg wzrost poziomu metylacji DNA, to poréwnania
miedzy dniem pierwszym idrugim tygodniem oraz dniem pierwszym io6smym
tygodniem wylonity gtéwnie regiony, ktére majg wieksze wzbogacenia w pierwszym
dniu zycia, a wiec wykazujg spadki poziomu metylacji DNA nastepujgce po urodzeniu.
Oznacza to, ze w pierwszym tygodniu zmiany w profilach metylacji DNA zwigzane byly
z procesem metylacji DNA, podczas gdy w pézniejszych okresach przewazaly procesy
demetylacji DNA (Tabela 11). Ponadto w wielu regionach DNA zmiany w poziomie
metylacji DNA miedzy dniem pierwszym i siddmym nie utrzymywaly sie w kolejnych
etapach rozwojowych, co moze oznaczaé duzg dynamike epigenetycznego
przeprogramowania lub zmiany w proporcjach réznych populacji komérek, jakie mogag
zachodzi¢ w sercu po urodzeniu. Wigkszos¢ regionbw DMR znajdowata sie w obrebie

regionow dystalnych i charakteryzowata sie rozmiarem w zakresie miedzy 250 i 500 pz.
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W poroéwnaniu pomiedzy dniem pierwszym, w ktérym serce noworodka myszy
doskonale regeneruje sie i sibdmym, w ktérym nastepuje utrata tych zdolnosci,
zidentyfikowano 1113 regionbw DMR zmapowanych do 1029 genéw. Sposréd
regionébw DMR znalezionych w poréwnaniu pomiedzy dniem pierwszym i sibdmym 53
regiony, ktére zmapowano do 49 genow i 3 wysp CpG, wykazywaly podobng zmiane
w metylacji DNA w poOzniejszych etapach rozwojowych (Tabela 12). Wsrod tych
53 regionow, 41 wykazywato wzrost, a 11 spadek poziomu metylacji DNA.

Tabela 11 Podstawowe informacje dotycz ace regionédw DMR zidentyfikowanych w poréwnaniu
pomi edzy dniem pierwszym i pé Zniejszymi stadiami rozwoju w sercach myszy.

Wiek zwierzat oznaczono jako d1 (dzien pierwszy), d7 (dzien siodmy), w2 (drugi tydzien), w8 (6smy

tydzien).
di-d7 d1l-w2 d1-w8

. . Spadek 104 1410 2118

Liczba regionbw DMR
czha regionow Wazrost 1009 316 667
Liczba genéw Spadek 100 1314 1882
9 Wzrost 929 294 636
<250 126 168 292
Rozmiar regionéw DMR 250-500 522 ge1 1372
9 500-750 281 396 624
>750 179 301 497
Dystalne 617 992 1221
Lokalizacja regionéw DMR Proksymalne 297 301 975
wzgledem genow Wewnatrzgenowe 167 167 492
Miedzygenowe 32 37 96
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Tabela 12 Regiony genoméw wykazuj ace zmiany w poziomie metylacji DNA (DMR) w sercach
noworodkéw myszy mi edzy pierwszym a siodmym dniem  zycia, ktére utrzymuj g sie w kolejnych
etapach rozwoju.

W tabeli przedstawiono poziom wzbogacenia metylowanego DNA (KS Score). Wiek zwierzgt oznaczono
jako d1 (dzien pierwszy), d7 (dzien siodmy), w2 (drugi tydzien), w8 (6smy tydzien).

Nazwa Chr Pocz atek Koniec 1d 7d w2 w8
Tnsl chrl 74114975 74115530
Des chrl 75355824 75356378
Rabl17 chrl 92864118 92864467
Nuak2 chrl 134209757 134210696
Tnnt2 chrl 137736774 137737403
Leftyl chrl 182864242 182865106
Lhx6 chr2 35946450 35947289
Lhx6 chr2 35949528 35950186
Nostrin chr2 68973623 68974477
Sstrd chr2 148220436 148221295
Cd40 chr2 164880421 164881052
Mecom chr3 30410787 30411346
Gmb5148 chr3 37622863 37624133
Mab21I2 chr3 86353933 86355158
Cdkn2b chr4 88952702 88953362
C77080 chr4 128915887 128916526
Map3k6 chr4 132806551 132807595
Fzdl chrb 4755737 4755971
Shroom3 chr5 93238362 93239130
Mn1 chr5 111847574 111848208
Ppplcc chrb 122606677 122607201
Lmod2 chré 24547425 24548282
Bcl3 chr7 20394611 20395266
Rab4b chr7 27964782 27965011
Zfp36 chr7 29163180 29163414
Csrp3 chr7 56100632 56101879
Wdr93 chr7 86885192 86885964
Furin chr7 87548697 87549574
Arfip2 chr7 112787922 112788300
Adm chr7 117769268 117770102
Ctbp2 chr7 140316498 140317137
Snapc2 chr8 4249167 4249806
Rab20 chr8 11479382 11479931
Zfp423 chr8 90186286 90186943
B3gnt9-ps chr8 107783019 107783758
Dpep3 chr8 108503906 108504675
FoxI1 chr8 123650025 123653205
Cryab chr9 50558948 50559377
Nepn chrl0 52108953 52109203
Tns3 chrll 8565621 8567070
Foxcl chrl3 31895562 31898055
Nefm chrl4 68743254 68743514
Egr3 chrl4 70478666 70479415
Abra chrl5 41700529 41701078
Sybu chrl5s 44583889 44584130
Gatab chrl8 11048159 11048891
PcnxI3 chrl9 5690255 5691595
Ehbp1l1 chrl9 5727081 5727850
Slc25a45  chrl9 5878841 5879070
Klhi13 chrX 22941755 22942109
SKALA

A\ MOST
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6.1.2. Analiza ontologiczna gendéw zwi azanych 2z regionami DMR

charakterystycznych dla jednodniowych serc myszy

Analizy porbwnawcze przeprowadzono dla genéw powigzanych z regionami DMR
wyrdzniajgcymi poszczegolne etapy rozwoju serca. Geny zwigzane z regionami DMR
odpowiadajgcymi wzrostowi i spadkowi metylacji DNA w sercu po pierwszym dniu
zycia myszy byly analizowane jako oddzielne grupy. W grupie genéw powigzanych
z regionami DMR odpowiadajgcymi wzrostowi poziomu metylacji DNA miedzy dniem
pierwszym i pOzniejszymi etapami rozwoju zaobserwowano nadreprezentacje gendéw
zwigzanych z ,rozwojem uktadu krgzenia” i ,rozwojem serca” (Rysunek 7, Rysunek 8).
Ponadto, zaobserwowano nadreprezentacje gendw zwigzanych z kategoriami
funkcjonalnymi ,tworzenia przednio-tylnego wzorca ekspresji” (dla przejscia miedzy
dniem pierwszym isiédmym), ,szlakiem sygnalnym Bmp” i ,regulacjg szlaku
sygnalnego Wnt” (dla przejscia miedzy dniem pierwszym i drugim tygodniem). Regiony
DMR wykazujgce wzrost poziomu metylacji DNA pomiedzy dniem pierwszym
i siocdmym zwigzane byly z ,rozwojem uktadu krgzenia”. Wsréd nich znajdowaly sie
geny kodujgce biatka sarkomerow (Des, Tnnt2), czynnikdéw regulujgcych transkrypcje
(Gata6, Ctbp2) izwigzanych z rozwojem organizmu (Leftyl, Fzdl). Dla genow
zwigzanych ze spadkiem poziomu metylacji DNA pomiedzy dniem pierwszym
i sibcdmym wzbogaceniu ulegta kategoria ,rozwoju nabtonka” (Fst, KIf4 i Klk14).

Subtelna réwnowaga miedzy szlakami sygnatowymi Bmp i Wnt reguluje proces
r6znicowania sie komoérek ukiadu sercowo-naczyniowego. Szlak sygnatowy Wnt
w sposOb dwufazowy i antagonistyczny wptywa na roznicowanie sie kardiomiocytow
i komorek krwiotwérczych. Na wczesnym etapie jego aktywacja stymuluje réznicowanie
sie embrionalnych komérek macierzystych w kardiomiocyty, podczas gdy hamuje
réznicowanie sie komorek w linie komorek hematopoetycznych i tworzacych naczynia
krwionosne. Natomiast na etapie poézniejszym jego aktywacja zwieksza poziom
ekspresji gendéw odpowiedzialnych za hematopoeze i waskularyzacje, jednoczesnie
hamujgc sygnalizacje Bmp (Jain et al. 2015, Kattman et al. 2011, Naito et al. 2006,
Nostro et al. 2008).
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Rysunek 7 Analiza ontologiczna genéw zwi  gzanych z DMR zmieniaj gcymi poziom metylacji DMR po
urodzeniu w sercach myszy.

Na rysunku pokazano reprezentatywne kategorie dla klasteréw funkcjonalnych. Wyniki przedstawiono jako
ujemng warto$¢ z dziesietnego logarytmu z wyniku oznaczenia istotnosci statystycznej testu
hipergeometrycznego po korekcie Bonferroniego. Za istotne przyjeto wyniki p<0,001. Stupki czerwone
odpowiadajg kategoriom ontologicznym zwigzanym z genami zmapowanymi do regionéw DMR
wykazujgcych wzrost, a stupki zielone spadek metylacji DNA w sercu po pierwszym dniu zycia myszy.
W nawiasach podano liczbe genéw nalezacych do danej kategorii funkcjonalnej. Wiek zwierzat oznaczono
jako d1 (dzien pierwszy), d7 (dzien siédmy), w2 (drugi tydzien), w8 (6smy tydzien).
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Rysunek 8 Powi gzanie kategorii funkcjonalnych zidentyfikowanych dl a regiondw DMR dla przej $cia
miedzy dniem pierwszym i si6cdmym w sercach noworodkéw myszy.

6.1.3. Identyfikacja transkrypcyjnych czynnikow reg ulatorowych genow
zwigzanych z regionami DMR charakterystycznymi dla serc

jednodniowych noworodkow myszy

Grupa gendw skojarzonych z regionami DMR zwigzanymi ze wzrostem w poziomie
metylacji DNA miedzy dniem pierwszym i siocdmym wykazuje wzbogacenie w motywy
sekwencyjne rozpoznawane przez szereg czynnikdéw transkrypcyjnych. Za najbardziej
znamienny wynik tej analizy mozna uzna¢ wskazanie stabo scharakteryzowanego
czynnika transkrypcyjnego Mfsd6l (ang. Major Facilitator Superfamily Domain
Containing 6-Like), ktéry potencjalnie reguluje 494 z 929 gendéw zmapowanych do
regionbw DMR (Rysunek 9). Wsrdd pozostatych przewidywanych czynnikéw
transkrypcyjnych wyr6zni¢ mozna miogenny czynnik wzmacniajgcy typu 2, Mef2c,
biatko homeotyczne Meis3, czynnik transkrypcyjny zaangazowany w réznicowanie sie
witékien miesniowych Tead4 oraz Runxl, czynnik transkrypcyjny zwigzany

Z hematopoeza.
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Mfsd6l (494)
Meis3 (243)
Mef2c (98)
Nr2f2 (124)
Tead4 (141)
Runx1 (129)
Zfp110 (7)
Grhpr (39)
Zbtb7a (28)
Msra (7)
Med30 (10)
Ferd3l (15)
Cnot4 (22)
Ikzf1 (28)
Egr1 (43)
Stat6 (26)
Arid3c (23)
Tbp (27)
Nhlh1 (68)
Mfsd6l (149)
d1-w2 Hoxb7 (76)
Sp1 (186)

Zfp513 (80)

Tfap2c (34)

Gm4204 (305)
Zkscan3 (71)

Churc1 (704)

Jdp2 (121)

Smap2 (478)

Nfic (249)

Zfp740 (347)

di-ws Kdm4d (258)
Zfp362 (115)
Nkx2-1 (35)
Gm4204 (288)
Mef2b (366)
Sp1 (714)

d1-d7

Rysunek 9 Potencjalne czynniki transkrypcyjne rozpoz najgce motywy sekwencyjne wyst epujace
w regionach regulatorowych genéw zwi  gzanych z regionami DMR.

Wynik przedstawiono jako znormalizowany wynik wzbogacenia NES (ang. normalised enrichment score).
Stupki czerwone odpowiadajg kategoriom ontologicznym zwigzanym z genami zmapowanymi do regionéw
DMR wykazujgcych wzrost, a stupki zielone spadek metylacji DNA w sercu po pierwszym dniu zycia
myszy. W nawiasach podano liczbe genéw potencjalnie regulowanych przez dany czynnik transkrypcyjny.
Wiek zwierzat oznaczono jako d1 (dzien pierwszy), d7 (dzien siédmy), w2 (drugi tydzien), w8 (6smy
tydzien).

6.1.4. Relacja pomi edzy regionami DMR a ekspresj a genow

W celu okreslenia, ktére z obserwowanych zmian w poziomie metylacji DNA
wplywajg na ekspresje gendw, otrzymano przy uzyciu mikromacierzy ekspresyjnej
globalne profile ekspresji genéw dla prébek odpowiadajgcych badanym etapom
rozwoju. Analogicznie, jak opisano w rozdziale 5.1.4, genomowe profile ekspresji
uzyskano dla tego samego zestawu tkanek, co profile metylacji DNA. Zatem
odpowiednie profile metylacji DNA i ekspresji genéw odpowiadaly tym samym
zestawom prébek.

Ponadto zbadano tez profile ekspresji genédw w sercach w pietnastym (el5),

szesnastym (el6), osiemnastym (el8) idziewiethastym (el9) dniu rozwoju
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embrionalnego myszy. Regiony DMR odpowiadajgce przejsciom pomiedzy badanymi
etapami rozwoju zostaty zestawione =z odpowiadajgcymi im  transkryptami,
wykazujgcymi co najmniej pottorakrotne zmiany w ekspresji. Przyjeto inne kryterium
selekcji transkryptow wykazujgcych roznice w ekspresji niz w poprzednio opisanym
modelu (rozdziat 5.1.4), poniewaz celem tej analizy bylo nie tylko wskazanie
kluczowych roznic, ale przede wszystkim proceséw determinowanych roznicami
w statusie metylacyjnym gendéw. W ten sposéb zidentyfikowano 216, 341 i 902 gendw,
ktorych poziom ekspresji zmienia sie wraz z poziomem metylacji DNA, odpowiednio
pomiedzy dniem pierwszym i siédmym, dniem pierwszym i drugim tygodniem oraz
dniem pierwszym i 6smym tygodniem (Tabela 13, Tabela 14, Rysunek 10, Rysunek 11,
Rysunek 12).

W grupie gendw, dla ktérych znaleziono wzrost poziomu metylacji DNA skojarzony
ze spadkiem ekspresji miedzy pierwszym a si6dmym dniem zycia nadreprezentowane
byly geny zwigzane z morfogenezg komory serca (,cardiac chamber morphogenesis”,
p =5,43E-6, Bmpl0, Foxcl, Gatab, Myh7, Ube4db, Vangl2). Dodatkowo w licznej
grupie genow wykazujgcych wzrost metylacji DNA skojarzony ze wzrostem poziomu
ekspresji zaobserwowano nadreprezentacje gendéw zwigzanych z adhezjg komorek
(,cell-cell adhesion via plasma-membrane adhesion molecules”, p = 5,18E-4, Cdhl,
Cdh13, Esam, Igsf9, Pcdhgal2, Scarf2), proliferacjg miesni gtadkich (,smooth muscle
cell proliferation”, p =9,14E-4, Bmp4, Cdh13, Irakl, Nol3, Ptgir) oraz organizacjg
aktomiozyny (,actomyosin structure organization”, p =2,77E-4, Ankrd23, Asap3,
Lmod2, Myh7b, Mypn, Neb, Tpml) Geny zwigzane ze spadkiem metylacji DNA

i wzrostem ekspresji nie wykazywaty natomiast wspélnego kontekstu biologicznego.

Tabela 13 Relacja pomi edzy obecno $cig regionu DMR a zmian g w poziomie ekspresji genu
w zalezno$ci od lokalizacji DMR wzgl edem genu.

Liczby nie sumujg sie do catkowitej liczby gendéw, poniewaz jeden region DMR mdgt by¢ powigzany
z wieloma transkryptami tego samego genu, a jeden transkrypt mégt by¢é powigzany z kilkoma regionami
DMR. Wiek zwierzat oznaczono jako d1 (dzien pierwszy), d7 (dzien siddmy), w2 (drugi tydzien), w8 (6smy
tydzien).

Liczba regionéw DMR

Relacja Dystalny Proksymalny Wewn agtrzgenowy

di-d7 MeDIP1T Ekspresjat 89 43 28
MeDIP1T Ekspresjal 55 17 11
MeDIP{ Ekspresjat 6 6 6
MeDIP{ Ekspresjal 6 5 1

dl-w2 MeDIP1T Ekspresjat 21 17 19
MeDIP1T Ekspresjal 14 21 9
MeDIP! EkspresjaT 146 30 50
MeDIP{ Ekspresjal 27 119 44

dl-w8 MeDIPT EkspresjaT 121 23 23
MeDIP1T Ekspresjal 143 43 13
MeDIP! EkspresjaT 245 311 118
MeDIP! Ekspresjal 135 178 97
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Tabela 14 Zestawienie genoéw, ktérych poziom metylac  ji DNA i ekspresji zmienia si e w sercu
miedzy dniem pierwszym i si6ddmym  zycia noworodkéw myszy.

Geny nalezgce do funkcjonalnych kategorii wymienionych w tekscie zostaly zaznaczone pogrubiong

czcionka.

Metylacja

Spadek po dniu 1

Wzrost po dniu 1

Ekspresja

Wzrost po dniu 1

1110012J17Rik, 1300002KO09Rik,
D14Ertd668e, Egfl7, Fam55d, Gpihbp1,
KIf4, Lgals1, Lnx1, Ly6cl, Ly6i, Pdel0a,
Rassf2, Rbp4

1300002K09Rik,  4632428N05Rik,  4931428F04Rik,  9030425E11Rik,
Al314180, Alpl, Ankrd23, Apocl, Apol7a, Apol9b, Agp9, Asap3, Atplla,
BC005624, Bcatl, Bcl3, Bhmt, Bmp4, C330007P06Rik, C4a, Cacnb3, Ccbel,
Cd37, Cdh1, Cdh13, Cdk20, Chad, Chstl15, Ckmt2, Clip2, Cpb2, Cryba4,
Cryz, Cypla2, Cyp8bl, Cyr6l, D16H22S680E, Dhdds, Dhx57, DIl4, Dmp1,
Egr3, Eps8I2, Esam, Fam149b, Fcrls, Fmnll, Gjc2, Higdlb, HIx, Hoxa3,
Igfbp6, 1gsf9, 1117rc, Irakl, Irfl, Itpr2, Khk, Krt18, Lacel, Ligl, Lipc, Lmod2,
Lnx1, Ltbp3, Mamdc2, Mapkll, Maspl, Masp2, Mastl, Medl2, Meox1,
Mettl7b, Mstl, Mthfsd, Myh7b, Mypn, Nav1, Neb, Nfkbiz, Nol3, Nr2f6, Nuak2,
Osrl, Paqgr4, Pcdhgal2, Pdeda, Pdlim7, Pdzkl, Pitpnm2, Pkn3, Pla2gl2b,
Plbdl, Plekhg3, Ppplrlda, Praf2, Prkcdbp, Ptgir, Ptgis, Rabl7, Rasa4,
Rgs16, Rtp3, Scarf2, Scml4, Sec16b, Slcl6a9, Slc25a29, Slc25a37, Slc39a4,
Slc9a3rl, Spp2, St3gal2, Synel, Tap2, Tcfl5, Tcirgl, Tgfb3, TIrl2, Tmem143,
Tmem154, Tmem88, Tnsl, Tpml, Trim14, Tst, Ttk, Uox, Upbl, Zfp503, Zfp57

Spadek po

Cdk17, Cxxc4, Dgcr2, Fbxo30, Ggt5s,
Kenn2, Ppfibpl, Ppfibpl, Stox2, Tritl,
Trpcl, Zmym2

dniu 1

9030624J02Rik, Adm, Al854703, Aldoc, Apc, Arhgap24, Bend6, Bmp10,
Bmp7, Cacnald, Cdc37I1, Cdyl, Cryab, Elf4, Fam135a, Fam65b, Foxcl, Fryl,
Gata6, Gipr, Gnal3, Gtf2h2, H19, Hmga2, Igf2, Jmjd4, Kif13a, KIhl13, Krt80,
Lamc2, Mal, Manscl, Masp2, Max, Mthfd1l, Myh7, Ncoa4, Nip7, Npb, Ntn4,
Pigw, Pin4, Pkdrej, Plagll, Qtrtd1, Rpgr, Runx1tl, Sh3bp4, Slc22al7,
Slc25a36, Srgapl, Tceanc, Tiaml, Tigd2, Timp4, TIr5, Tmem164, Tns3,
Ube4b, Ufspl, Vangl2, Zfp275, Zfp867
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Zmiana metylacja DNA (dKS)
Rysunek 10 Relacja pomi edzy regionami DMR, a genami ktérych poziom ekspresj i zmienia si

pottorakrotnie w sercu myszy pomi  edzy dniem pierwszym i si6ddmym dniem  zycia.

(A) Wykres rozrzutu prezentujgcy zmiany obserwowane pomiedzy DMR, a poziomem ekspresji genu.

(B) Przyktadowe geny, ktérych zmiana w poziomie ekspresji zostata powigzana ze zmiang metylacji DNA.
Wiek zwierzgt oznaczono jako dl (dzien pierwszy), d7 (dzieA siodmy), w2 (drugi tydzien), w8 (6smy
tydzien).

Zmiana metylacji DNA dKS odpowiada, zmiana ekspresji log2(r) odpowiada wartosci logarytmu przy

podstawie 2 ze stosunku znormalizowanych sygnatéw ekspresji wyznaczonych przy uzyciu mikromacierzy.
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Rysunek 11 Relacja pomi edzy DMR, a genami ktérych poziom ekspresji zmienia sie pottorakrotnie
w sercu myszy pomi edzy dniem pierwszym i drugim tygodniem Zycia.

(A) Wykres rozrzutu prezentujgcy zmiany obserwowane pomiedzy DMR a poziomem ekspresji genu.

(B) Przyktadowe geny, ktérych zmiana w poziomie ekspresji zostata powigzana ze zmiang metylacji DNA.
Wiek zwierzat oznaczono jako d1 (dzien pierwszy), d7 (dzien siédmy), w2 (drugi tydzien), w8 (6smy
tydzien).

Zmiana metylacji DNA dKS odpowiada, zmiana ekspresji log2(r) odpowiada wartosci logarytmu przy

podstawie 2 ze stosunku znormalizowanych sygnatow ekspresji wyznaczonych przy uzyciu mikromacierzy.
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Zmiana metylacja DNA (dKS)

Rysunek 12 Relacja pomi edzy DMR, a genami ktérych poziom ekspresji zmienia sie pottorakrotnie
w sercu myszy pomi edzy dniem pierwszym i 6smym tygodniem  zycia.

(A) Wykres rozrzutu prezentujgcy zmiany obserwowane pomiedzy DMR a poziomem ekspresji genu.

(B) Przyktadowe geny, ktérych zmiana w poziomie ekspresji zostata powigzana ze zmiang metylacji DNA.
Wiek zwierzat oznaczono jako d1 (dzien pierwszy), d7 (dzien siédmy), w2 (drugi tydzien), w8 (6smy
tydzien).

Zmiana metylacji DNA dKS odpowiada, zmiana ekspresji log2(r) odpowiada wartosci logarytmu przy

podstawie 2 ze stosunku znormalizowanych sygnatow ekspresji wyznaczonych przy uzyciu mikromacierzy.
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6.1.5. Weryfikacja mikromacierzowych wynikéw oznacz  en metylacji DNA

w sercach myszy dla wybranych regionéw DMR

Weryfikacje wynikow eksperymentéw mikromacierzowych dla wybranych regionéw
DMR charakterystycznych dla przejscia miedzy dniem pierwszym i sibdmym w sercach
noworodkdéw myszy przeprowadzono za pomocg trawienia genomowego DNA przy
uzyciu enzymu McrBC trawigcego DNA zawierajgcego 5-mC i analize tak
przetworzonych matryc przy pomocy qPCR. Oznaczenia te wykonano dla wybranych
gendéw: Ctbp2 (represor transkrypcji), Gata6 (aktywator transkrypcji), Map3k6 (kinaza
biatkowa), Mfsd6l (czynnik transkrypcyjny), Myh7 (biatko miozyny) (Rysunek 13).
Dodatkowo status metylacyjny genéw Ctbp2 i Myh7 zostat potwierdzony za pomoca
sekwencjonowania wodorosiarczynowego (Rysunek 14). Uzyskano wyniki oznaczen

byly zgodne z rezultatami pomiaréw mikromacierzowych.

Ctbp2
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Rysunek 13 Weryfikacja wynikéw eksperymentéw mikrom acierzowych dla wybranych regionéw
DMR przy u zyciu trawi acego DNA zawieraj gce 5-mC enzymu McrBC i analizy gPCR.

Po lewej stronie przedstawiono wyniki eksperymentéw mikromacierzowych dla metylacji DNA (MeDIP)
i ekspresji genéw (MRNA), a po prawej rezultaty oznaczania poziomu metylacji DNA dla dnia 1 i dnia 7.
Wyniki przedstawiono jako stosunek ilosci niestrawionego DNA w stosunku do kontroli nietrawionego DNA
(INPUT). Istotnos¢ statystyczng oznaczono za pomocg dwusladowego heteroskedastycznego testu t-
Studenta. Poziomy istotnosci oznaczono * dla p<0,05 i ** dla p<0,01 oraz *** dla p<0,001. Wiek zwierzat
oznaczono jako d1 (dzien pierwszy), d7 (dzien si6dmy), w2 (drugi tydzien), w8 (6smy tydzien).
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Rysunek 14 Fragmenty chromatograméw sekwencyjnych r egionbw DMR zidentyfikowanych dla
genow Ctbp2 i Myh7.

W pierwszym tygodniu zycia obserwowany jest wzrost poziomu metylacji DNA regiondw promotorowych
gendéw Ctbp2 i Myh7. Po reakcji konwersji niezmetylowana cytozyna ulega deaminacji do uracylu i jest
odczytywana w sekwencjonowaniu DNA jako tymina.
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6.2. Dyskusja i podsumowanie

Niedawno opublikowane zostaty pierwsze wyniki badan genomowych profili
metylacji DNA w sercach noworodkéw myszy przeprowadzone przez dwa niezalezne
zespoty: Sim et al. (Sim et al. 2014) oraz Gilsbach et al. (Gilsbach et al. 2014). Ponadto
zmiany w poziomie metylacji DNA gendéw nalezgcych do szlak sygnatowego Notch
zostaly opisane w kontekscie zaniku zdolnosci regeneracyjnych w sercach
noworodkéw myszy (Felician et al. 2014). Jak wykazano w pracy Sim et al., globalny
poziom metylacji DNA w sercu ulega dynamicznym zmianom po urodzeniu, przy czym
globalna demetylacja DNA nastepuje miedzy drugim iczwartym tygodniem zycia
wsercu myszy. Jednoczesnie inhibicja metylotransferaz DNA prowadzi do
zahamowania binukleacji kardiomiocytow oraz skutkuje zwiekszeniem ich proliferacji
po urodzeniu (Sim et al. 2014). Gilsbach et al. zauwazyli, ze wzor epigenetycznych
modyfikacji, metylacji DNA i modyfikacji histonéw, dojrzatych kardiomiocytéw ulega
odwréceniu po uszkodzeniu serca i zaczyna przypominaé wzér epigenetyczny
obserwowany u noworodkow (Gilsbach et al. 2014). Jednoczes$nie u kardiomiocytow
pochodzacych od dorostych myszy w hodowli in vitro obserwuje sie zachodzenie zmian
w profilu transkrypcyjnym, ktére majg charakter przeciwny do zmian obserwowanych
podczas roznicowania sie kardiomiocytow in vivo. Podobny efekt obserwowany jest
podczas regeneracji serca u noworodkow myszy (O'Meara et al. 2015).

Badania Sim et al. (Sim et al. 2014) zostaly przeprowadzone na lewych komorach
pochodzacych od jednodniowych i dwutygodniowych myszy za pomocg metody
MeDIP-seq (immunoprecypitacja metylowanego DNA potgczona
z sekwencjonowaniem NGS), podczas gdy w pracy Gilsbach et al. (Gilsbach et al.
2014) poréwnano profile metylacji DNA z izolowanych kardiomiocytéw jednodniowych
i osSmiotygodniowych myszy za pomocg metody BS-seq (sekwencjonowanie NGS DNA
poddanego konwersji wodorosiarczynowej).

W tej pracy zbadano natomiast genomowe profile metylacji DNA za pomoca
metody MeDIP-chip, czyli immunoprecypitacji metylowanego DNA polgczonego
z badaniem mikromacierzowym w sercach pochodzgcych od jedno- i siedmiodniowych
oraz dwu- iosmiotygodniowych myszy. Poniewaz zdolnosci regeneracyjne serca
zanikajg w pierwszym tygodniu zycia myszy, w niniejszej pracy skupiono sie na
zmianach zaobserwowanych pomiedzy dniem pierwszym i sibGdmym.

Zmiany w poziomie metylacji DNA zwigzane z ,rozwojem serca’, a tym samym
prawdopodobnie potaczone ze zdolnoscig do regeneracji zaobserwowano juz
w pierwszym tygodniu zycia. Wiele tych zmian wigzalo sie ze wzrostem poziomu

metylacji DNA, ale miato charakter tymczasowy w tym sensie, ze nie utrzymywalo sie
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w kolejnych etapach rozwoju (2w i 8w). Pomiedzy pierwszym dniem idrugim
tygodniem oraz pierwszym dniem i 6smym tygodniem przewazajg zmiany zwigzane ze
spadkiem poziomu metylacji DNA, co jest zgodne ze spadkiem globalnego poziomu
metylacji DNA obserwowanego przez Sim et al. (Sim et al. 2014). Ponadto wsrod
genow zwiekszajgcych poziom metylacji DNA pomiedzy dniem pierwszym i 6smym
tygodniem (dane niepokazane) zidentyfikowano geny Notchl i Heyl opisane w pracy
Felician et al. (Felician et al. 2014).

Analiza zageszczenia motywow sekwencyjnych w regionach regulatorowych
genéw powigzanych z regionami DMR wskazala, ze geny ulegajgce procesowi
metylacji w pierwszym tygodniu zycia moga by¢ regulowane przez czynniki
transkrypcyjne: Mef2c, Nr2f2, Tead4, Meis3 i Mfsd6l. Wiadomo, ze pierwsze trzy
Zz wymienionych czynnikOw petnig istotng role w regulacji rozwoju serca, a zaburzenia
ich dziatania skutkujg powstawaniem wielu wad wrodzonych serca. Lgcznie 273 geny
zZwigzane z tymi regionami DMR mogg by¢ regulowane przez Mef2c, Nr2f2, Tead4.
Nadekspresja czynnika Mef2c oraz Gata4 i Thx5 w fibroblastach skutkuje ich
przeprogramowaniem w komorki podobne do kardiomiocytéw, ktore sg zdolne do
spontanicznych skurczy (leda et al. 2010). Czynnik Nr2f2 zostal powigzany
z wrodzonymi wadami serca (Nakamura et al. 2011) i tetratologig Fallota u ludzi
(Sheng et al. 2014). Czynnik Tead4, w wyniku stymulacji receptora
a;-adrenergicznego, wywotuje hipertrofie kardiomiocytow (Stewart et al. 1998) oraz
wpltywa na ekspresje czynnika Hifla pobudzajgc rozwdj naczyn krwionosnych
i utatwiajgc powr6Ot do zdrowia miesnia sercowego po jego niedokrwieniu (Jin et al.
2011). Rola czynnikdw Meis3 i Mfsd6l nie zostata dotgd opisana w kontekscie funkcji
serca, ale czynniki te mogg odpowiadac¢ za regulacje odpowiednio 2431494 z 929
gendw powigzanych z regionami DMR ulegajgcymi metylacji w pierwszym tygodniu
zycia. W przypadku gendéw hipometylowanych zauwazono zageszczenie miejsc
wigzania czynnika Stat6. Krétkotrwata zwiekszona fosforylacja czynnika Stat6é jest
obserwowana podczas stymulacji kardiomiocytéw in vitro za pomocg interleukiny 13
(1113), ktora stymuluje synteze DNA w kardiomiocytach (O'Meara et al. 2015).

Wséréd 1029 gendw wykazujgcych zmiany poziomu metylacji DNA miedzy
pierwszym i si6dmym dniem zycia w sercach noworodkéw myszy znaleziono odwrotne
korelacje z poziomem ekspresji dla 176 gendw, w tym np. KiIf4 i Bmpl10. Z danych
literaturowych wiadomo, ze nokaut genu KIf4 w kardiomiocytach umozliwia ekspresje
wielu genéw w sercu embrionalnym w przypadku indukowanej hipertrofii (Yoshida et al.
2014). Ponadto zwiekszona ekspresja Klf4 nastepuje w wyniku zaburzenia dziatania
szlaku CCM (ang. Cerebral Cavernous Malformation) odpowiedzialnego za prawidtowy

rozwdj uktadu krwionosnego, co skutkuje powstawaniem uszkodzen serca u ptodow
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(Zhou et al. 2015). Ekspresja BmplO spada gwaltownie pomiedzy pierwszym,
a sibdmym dniem po urodzeniu, czemu towarzyszy wzrost wzbogacenia metylowanego
DNA w regionie promotorowym tego genu. Ekspresja genu Bmp10 jest ograniczona do
miesnia sercowego oraz jest ona konieczna do jego prawidtowego rozwoju, poniewaz
stwierdzono, ze myszy Bmpl10” wykazujg zmniejszong proliferacje kardiomiocytow.
Jednoczesnie Bmpl0 reguluje ekspresje specyficznych dla serca czynnikow
transkrypcyjnych (Mef2c, Nkx2.5) (Chen et al. 2004). Nadekspresja Bmpl0
u noworodkéw myszy skutkuje zmniejszeniem rozmiaru serca w wyniku zaburzenia
hipertrofii kardiomiocytéw (Chen et al. 2006).

Woprawdzie najlepiej poznanym dotad efektem dziatania metylacji DNA w regionach
promotorowych gendéw na ich ekspresje jest represja, to znane sg tez mechanizmy
podwyzszania ekspresji genu wskutek metylacji DNA. Przy analizie tkanek,
a zwlaszcza narzgdow takich jak serce, zawierajgcych rozne rodzaje komorek, nalezy
mie¢ na wzgledzie, ze znalezione regiony DMR mogg pochodzi¢ np. od
kardiomiocytéw, a skojarzone z nimi wzrosty ekspresji od np. fibroblastow. W takim
wypadku pozytywna korelacja miedzy metylacja DNA i ekspresjg genu oznaczac
mogtaby epigenetyczne réznicowanie komoérek zwigzane z metylacyjnym wytgczaniem
ekspresji grupy genéw w jednej, a indukcjg ekspresji tych gendéw w drugiej grupie
komorek.

Wedlug obecnego stanu wiedzy jest to pierwsze badanie poréwnujgce zmiany
zachodzgce w metylacji DNA nastepujgce w pierwszym tygodniu zycia u myszy,
w ktorym to obserwowany jest zanik zdolnosci regeneracyjnych. Znaczgca liczba
regionbw DNA zmienia swoj status metylacyjny miedzy dniem pierwszym i siodmym,
przy czym geny zwigzane z rozwojem serca ulegajg w tym okresie przede wszystkim
hipermetylacji. Geny zwigzane z tymi regionami DMR sg regulowane przez czynniki
transkrypcyjne odpowiedzialne za prawidlowy rozwdj idziatanie serca. Uzyskane
wyniki sugeruja, ze zanik zdolnosci regeneracyjnych serca moze wigzaé¢ sie
Z wylgczeniem gendw zaangazowanych w mechanizmy rozwojowe. Nie musi to jednak
oznaczaé, ze neonatalne mechanizmy regeneracji serca sg tozsame z rozwojem serca.

SzczegOdlnie interesujgce jest wskazanie czynnika transkrypcyjnego Mfsd6l jako
potencjalnego nadrzednego czynnika regulacji rozwoju, a by¢é moze, regeneracyjnej
naprawy serca, zwlaszcza ze dotad czynnik ten pozostaje stabo scharakteryzowany
i nie byt badany w kontekscie rozwoju lub regeneracji serca.

Uzyskane profile metylacji DNA i ekspresji gendw reprezentujg cale serca, a wiec
zaobserwowane zmiany dotyczg mieszaniny wielu rodzajow komoérek, przede
wszystkim: kardiomiocytow, fibroblastow oraz komoérek endotelialnych. Chociaz

kluczowym aspektem regeneracji serca jest proliferacja kardiomiocytow, warto
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pamietac, ze pozostate typy komorek tworzg srodowisko dla ich wzrostu, tym samym
rowniez odgrywajg role w tym procesie. Fibroblasty serca mogg stanowi¢ nawet 2/3
wszystkich komdrek obecnych w sercu oraz odpowiedzialne sg za wytwarzanie biatek
macierzy zewngtrzkomérkowej i czynnikdw wzrostu, ktére wspomagajg wzrost i funkcje
kardiomiocytow (Porrello and Olson 2014).
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7. Uwagi ko Acowe

Epigenetyczne mechanizmy regulacji od wielu lat byly przedmiotem
intensywnych badan w wielu procesach biologicznych takich jak nowotworzenie, czy
réznicowanie sie komorek. Jednak dopiero w ostatnim czasie zwrécono uwage na ich
role w procesie regeneracji. Epigenetyczne przeprogramowanie moze towarzyszyc
procesowi regeneracji, co skutkuje zwiekszeniem zdolnosci do proliferaciji
i roznicowania sie komorek w miejscu uszkodzenia. W tym sensie w przypadku
Zranienia obserwowane bedg procesy metylacji/demetylacji DNA oraz zmiany struktury
chromatyny, ktére beda skutkowaly ekspresjg gendéw umozliwiajgcych zachodzenie
procesu regeneracji. Z drugiej strony epigenetyczne mechanizmy mogg regulowac
dziatanie szlakéw sygnalowych prowadzac je na tory umozliwiajgce bezbliznowe
gojenie ran lub mogg warunkowac¢ zdolnosci do ekspresji kluczowych dla tego procesu
genodw.

W pracy tej otrzymano i zbadano globalne profile metylacji DNA dla dwoch
modeli regeneracji u ssakéw: (i) dorostej myszy MRL/MpJ, ktora jest zdolha do
bezbliznowego zamykania otwor6w w uszach oraz (ii) serca noworodkow myszy,
u ktérych do pigtego dnia zycia zwierzecia zachodzi bezbliznowa naprawa réznych
typdw uszkodzen.

W przypadku myszy MRL/MpJ zaobserwowano szereg regionow DMR, ktore
odrézniajg jg od dwoch uzytych w pracy szczepow kontrolnych, u ktérych nie
zaobserwowano zwiekszonych zdolnosci regeneracyjnych, myszy C57BL/6J i BALBI/c.
Charakterystyczne dla myszy MRL/MpJ regiony DMR zidentyfikowane w matzowinie
usznej potozone byly w sasiedztwie gendw zwigzanych z regulacjg procesu apoptozy,
tworzenia przednio-tylnego wzorca ekspresji gendéw oraz odpowiedzi zapalnej, ktore to
procesy sg silnie zwigzane z procesami gojenia ran i regeneracji. Wiele z genow
potozonych w sgsiedztwie regiondbw DMR zidentyfikowanych w matzowinie usznej ma
dobrze poznang funkcje w procesie gojenia ran i wiadomo, ze wplywa na wiele
aspektow z nim zwigzanych, takich jak angiogeneza, migracja komorek, szybkosé
zamykania rany oraz tworzenie blizny. Dodatkowo czes¢ ze zidentyfikowanych
regiondbw potozona byla w obrebie loci cechy ilosciowej (QTL) powigzanych ze
zdolnosciami do regeneracyjnego zamykania otworéw w matzowinie usznej.
Powigzanie regionbw DMR znalezionych malzowinie usznej z potencjalem
regeneracyjnym myszy MRL/MpJ, chociaz nie jest jednoznacznie udowodnione,
wydaje sie by¢ szczegolnie interesujgce, jako punkt wyj$cia do dalszych badan.
W pracy uzyskano rowniez genomowe profile metylacji DNA dla innych tkanek:

watroby, sledziony, szpiku kostnego oraz serca, ale tu wyniki analiz nie wskazujg na
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tego rodzaju asocjacje z potencjatem regeneracyjnym myszy MRL/MpJ jak w wypadku
maitzowiny usznej.

W przypadku serca noworodkow myszy poréwnano zmiany zachodzace
w genomowych profilach metylacji DNA po urodzeniu, przy czym skupiono sie na
ré6znicach zaobserwowanych pomiedzy dniem pierwszym i si6dmym po urodzeniu,
czyli przed i po utracie zdolnosci do regeneracji. Regiony DMR charakterystyczne dla
przejscia miedzy dniem pierwszym i si6dmym dotyczyly gtbwnie zwiekszenia poziomu
metylacji DNA oraz byly powigzane z szeregiem gendow odpowiedzialnych za
morfogeneze serca oraz regulowanych przez czynniki transkrypcyjne zaangazowane
w jej prawidtowy przebieg.

Chociaz w modelach regeneracji myszy MRL/MpJ i regeneracji serc
noworodkéw normalnych myszy nie zaobserwowano wspoélnych regionéw DMR w obu
Z nich zauwazono, ze regiony DMR zwigzane sg z genami zwigzanymi z procesem
réznicowania sie komoérek, a w szczegdélnosci w tworzenie przednio-tylnego wzorca
ekspresji genéw. Zatem wydaje sie prawdopodobne, ze zdolnosci regeneracyjne lub
ich zanik moze wigzaé¢ sie z obecnoscig regulatorow proceséw morfogenezy lub ich
epigenetycznym wylgczeniem.

Warto jednak zwrdci¢ uwage na to, ze oba te modele r6znig sie mechanizmem
zachodzenia procesu regeneracji. U myszy MRL/MpJ geny zwigzane zrozwojem
embrionalnym moga wptywa¢ na plastycznos¢ komérek w matzowinie usznej, ktore
w przypadku uszkodzenia ulegajg odréznicowaniu, przez co mozliwe jest powstanie
blastemy, struktury obserwowanej uryb i ptazéw podczas regeneracji. Cecha ta
W znaczgcy sposob odréznia proces gojenia ran od innych szczepow myszy i ssakow,
u ktérych proces regeneracji, jezeli zachodzi, oparty jest na aktywacji tkankowych
komoérek macierzystych. Tymczasem w przypadku serc noworodkOow myszy
obserwowana w procesie regeneracji jest proliferacja istniejgcych juz kardiomiocytow
lub sercowych komérek progenitorowych. Regeneracja dotyczy tu zatem komorek,
ktérych przeznaczanie jest juz okreslone. W tym sensie zaobserwowane regiony DMR
odnosi¢ sie bedg w wiekszym stopniu do epigenetycznego wylgczania szlakow
sygnatowych.

Analizy wykonane w niniejszej pracy wykazaly mate pokrycie sie DNA,
regiondw DMR z r6znicami w poziomie ekspresji gendw, co bylo szczegdlnie widoczne
w przypadku tkanek myszy MRL/MpJ, C57BL/6J i BALB/c. Z jednej strony moze to
wynika¢ z dos$¢ surowych kryteridw, ktore zostaly zastosowane do identyfikacji
regionbw DMR, ale réwniez ze wzgledu na zastosowanie catych narzgdéw, a nie
izolowanych populacji komérek jednego rodzaju. Warto zwrGci¢ uwage, ze z tego

wzgledu, obserwowane r6znice w profilach metylacji DNA reprezentowaty
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przewazajgcg frakcje komorek, tymczasem proces regeneracji moze zaleze¢ od
stosunkowo niewielkiej frakcji komorek zlokalizowanych w danej tkance lub do niej
migrujgcych. Z drugiej strony uzyskane wyniki wydaja sie wskazywac na istnienie
rozni¢ w profilach metylacji DNA, ktore dotyczg znacznej czesci komoérek w badanych
tkankach i moga wptywac na zdolnosci regeneracyjne.

Odréznicowywanie sie komorek, ktére potgczone jest z ekspresjg gendow
zwigzanych z mechanizmami metylacji/demetylacji DNA zostalo zaobserwowane
w kilku modelach regeneracji. Zatem mechanizmy epigenetyczne stanowig
interesujagcy cel molekularny do rozwoju terapii stymulujgcych proces regeneracji lub
wplywajgcych na poprawe procesu gojenia ran. Istnieje kilka lekéw wykorzystywanych
w ,terapiach epigenetycznych”, ktére sg wykorzystywane w leczeniu chorob
nowotworowych. Sg to m.in. inhibitory metylotransferaz: DNA 5-azacytydyna (Vidaza®)
i 5-aza-deoksycytydyna (Dacogen®), ktore sg analogami cytozyny oraz inhibitory
deacetylaz histondéw: kwas suberanilohydroksamowy (Zolinza®), romidepsyna
(Istodax®), belinostat (Beleodaq®). Niestety zastosowanie tych lekow w terapii jest
niewielkie ze wzgledu na ich niskg selektywnos¢. Wieksza selektywnoscig odznaczajg
sie leki epigenetyczne drugiej generacji, ktérych celem molekularnym sg inne niz
deacetylazy histonéw enzymy modyfikujgce strukture chromatyny, a ktére dzialajg
w okreslonych lokalizacjach chromosomowych (Valdespino and Valdespino 2015).

Uzyskane wyniki moga stanowi¢ punkt wyjscia do dalszych badan.
W szczegollnosci warto bytoby sprawdzi¢, czy zaobserwowane réznice w metylacji
DNA dla poszczegollnych genéw wptywajg na ich poziom ekspresji podczas
regeneracyjnego zamykania otworéw wuszach Ilub po uszkodzeniu serca
u noworodkéw myszy. Ponadto warto byloby sprawdzi¢, czy proces regeneracji moze

by¢ stymulowany za pomocg czynnikdw wplywajgcych na poziom metylacji DNA.
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8. Spis skrétow

BER - ang. base excision repair

CGlI - ang. CpG island

CHARM - ang. comprehensive high-throughput arrays for relative methylation
CcM - centymorgan

CPSG - ang. chondroitin sulfate proteoglycans

dKS - réznica w wyniku wzbogacenia w tescie Kotmogorowa-Smirnowa
DMR - ang. differentially methylated regions

Dnmt - ang. DNA methyltransferase

GFAP — ang. glial fibrillary acidic protein

Hdac - ang. histone deacethylase

iPSC - ang. induced pluripotent stem cells

KS - wynik wzbogacenia w tescie Kotmogorwa-Smirnowa
MBD - ang. methyl-CpG binding domain

MBP - ang. methyl binding proteins

MeDIP - ang. methylated DNA immunoprecipitation

MEF - ang. mouse embryonic fibroblasts

MG — komérki Millera

MGPC - ang. Miiller glia progenitor cell

MMP — ang. matrix metalloproteinase

NES - ang. Normalised Enrichment Score

ROS — ang. reactive oxygen species

PRC1/2 - ang. Polycomb Repressive Complex 1/2

pz - par zasad

QTL - ang. quantitative trait loci

RMA - ang. Robust Multi-array Average

RRBS - ang. reduced representation bisulphite sequencing
sFrp - ang. secreted Frizzled-Related Proteins

SRA - ang. SET and RING associated domain

TIMP — ang. tissue inhibitor of matrix metalloproteinase
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