STRESZCZENIE

Badania ostatnich lat doprowadzity do znacznegagmaenia istniecej wiedzy
na temat epigenetycznej regulacji ekspresji genadwtym kluczowego znaczenia
przestrzennej organizacji interfazowej chromatyiytensywny rozwdj tej dziedziny
dostarczyt informacji na temat interakcji materialyenetycznego z elementami
strukturalnymi gdra komorkowego jakagerko, laminy czy poryspdrowe. Dodatkowo
wykazano znaczenie otoczenia sekwencji DNA w troparowej przestrzenigira.

W niniejszej pracy przeprowadzono badania obejomij(1) porownanie profiléw
ekspresji mioblastéw oraz miotub przy zastosowamikromacierzy ekspresyjnych,
(2) ocer zmian morfologii gder komorkowych zachodeych na skutek ramicowania,
(3) ocer zmian lokalizacji obszaréw centromerowych wybrdnyhromosomow oraz
wyselekcjonowanych gendw podczas procesaniodwania, (4) ocepn istniegcych
zaleznoéci zmian poziomu ekspresji gendw podczasznidowania mioblastow
ze zmianami poteenia poszczegolnych fragmentéw chromatyny. W rambeda
wykorzystano analiz profildow ekspresji mikromacierzami GeneChip Hum@ane ST
1,0. Ponadto lokalizagjoceniano techniktrojwymiarowej fluorescencyjnej hybrydyzaciji
in situ (3D FISH), a take immunoFISH. W pocgkowym etapie badakorzystano take
z technik cytometrii przeptywowej. Waym elementem pracy byta analiza
informatyczna otrzymanych danych.

Wykazano statystycznie ist@tn rOznice w ksztalcie | ohbjtosci jader
komorkowych w zrénicowanych miotubach. Obserwowanedrp byly mniejsze
i bardziej sptaszczone (p<0,001) adgr mioblastow. Jednocizee w globalnej analizie
ekspresji wykazana,e mniejsza liczba genéw (n = 117) byta aktywowaodcgas tego
procesu w stosunku do liczy genow o alomej ekspresji (n = 132) w komérkach
zroznicowanych.

Sparod analizowanych chromosomow, centromery chromasomi, 2 i 17
wykazywaly znamienm statystycznie zmianrozkiadu. W przypadku chromosomu 1,
jego obecn& w komorkach zrénicowanych byta zaznaczona najmocniejsrpdku
odlegtcgici migdzy centrum gdra, a peryferium. Rozktady odleg& chromosomow 2
i 17 zaznaczaly sisilniej w kierunku peryferium. Pozostawato to wodgie z wynikami
analizy profilow ekspresji gendéw wedtug ktérej wesaystkich przypadkach wksza
liczba gendéw na danym chromosomie ulegata wycisgam stosunku do genow
ulegapcych aktywacji. Ponadto, wszystkie chromosomy otistj zmianie potzenia



centromerow nalaty jendoczénie do grupy o najwkszej zmiennéci globalnej
ekspresiji.

Zwiekszony poziom ekspresji w komérkach amicowanych wykazywaty geny
MYH2, ACTN2 oraz VCAM1 (p<0,001). Produkty gendwMYH2 i ACTN2
Sa podstawowymi biatkami aparatu kurczliwego, podcgdg VCAM1 jest receptorem
btonowym biogcym udziat w fuzji i utrzymaniu miotub. Obming ekspresj natomiast
wykazywaly genyMYF5 i DPP4 (p<0,001).MYF5 uczestniczy we wczesnych fazach
miogenezy zanikag na paéniejszych etapach, DPP4 natomiast jest biatkienmdygm
bioragcym udziat w regulacji ekspres;ji insuliny. Mimo zzaej zmiany ekspresji genéw
MYOG i MYF6nie zaobserwowano w ich przypadku istdétricstatystycznej, chiooba
geny peta istotrg funkcjg w miogenezie. Podobny poziom ekspresji przed i po
roznicowaniu wykazywaty genWNCAM1 —biatko powierzchniowe wyspujagce m.in.
w blonie komérek misniowychh HPRT1 — naleagcy do genéw metabolizmu
podstawowego, o jednorodnej ekspresji wkszaci tkanek, a take ACTN3.Produkt
ACTN3 wystkpuje jedynie we widknach wginiowych szybkich i jest nieobecny
u niektorych osobnikow.

W wiekszaci przypadkéw zaobserwowano fak zaistnienie tzw. klastrow
ekspresji. W przypadku niektérych klastrow (dla @en MYH2, ACTN3, HPRTL,
NCAM]) obserwowano aktywrnoé transkrypcyjm otoczenia adekwain do zmian
aktywnaici badanego genu, ulegaj bgdz silnej aktywacji razem z obserwowanym
genem MYH2), czy te nie wykazugc znaczacych r@nic ekspresjizadnego transkryptu
w danym klastrzeACTN3, HPRT1, NCAN1

Stwierdzono istnienie zataosci pomiedzy zmianami ekspresji gendWCAM1,
MYH2 oraz DPP4 a zmianami ich fizycznej lokalizacji w trakcie zrdcowania.
Sekwencje aktywowane w czasie zmi@owania komoérkowego lokalizowaty
sie w potowie odlegtéci pomiedzy centrum, a peryferiungdra komérkowego miotub.
Z kolei badania gendéw o olmainej ekspresji w miotubach (n@PP4), wykazaty
lokalizacg w bliskiej odlegtdci od lamin gdrowych (co potwierdzono réwnigoprzez
badania kolokalizacji z laminami A i C) oraz regbon heterochromatynowych
centromerow, chonie zawsze efekty te byly zuniformizowane (jedmiore).

Podsumowuyjc, zastosowanie wielkoskalowej analizy ekspresjotliwito ocene
Zmian 0golnej aktywniei transkrypcyjnej, jednoczeie pozwalajc
na wyselekcjonowanie gendéw o wysokiej zmieduioekspresji podczas procesu
roéznicowania. Obserwowane zmiany lokalizacji wybranysbekwencji wykazywaty
wzajemmn sSpojnéé, sugeryc istnienie okrdonych mechanizméw przestrzennej
regulacji ekspresji w skali categedra.






