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Wykaz wybranych skrotow

53BP1
BrdU

DAMP

DDR

DNA-SCARS

DSB

ESCRT

EVs
GDF-15

GDNF

GM130
HMGB1
IFNy

IL

ILVs
MMP
MVB

NTA

OoPG
OPN
PARP

PCNA

p33 binding protein, biatko wigzace p53
5-bromo-2’-deoxyuridine, 5-bromo-2-deoksyurydyna

damage associated molecular patterns, wzorce molekularne zwigzane z
uszkodzeniem

DNA damage response, odpowiedz na uszkodzenia DNA

DNA segments with chromatin alterations reinforcing senescence, odcinki
DNA ze zmianami chromatyny wspomagajgcymi starzenie komorkowe

double strand breaks, peknigcia dwdch nici DNA

endosomal sorting complex required for transport, endosomalny
kompleks sortujacy wymagany do transportu

extracellular vesicles, p¢cherzyki zewnatrzkomoérkowe
growth differentiation factor 15, réznicujacy czynnik wzrostu 15

glial cell derived neurotrophic factor, czynnik neurotroficzny pochodzacy
z komorek glejowych

cis-Golgi matrix protein, biatko macierzy cis-Golgiego

high mobility group box 1, biatko o wysokiej mobilnosci grupy 1
Interferon gamma

interleukin, interleukina

intraluminal vesicles, pgcherzyki powstajace w $wietle endosomu
matrix metaloproteinase, metaloproteinaza macierzy mi¢dzykomorkowej
multivesicular body, ciatko wielopgcherzykowe

nanoparticle tracking analysis, analiza polegajaca na $ledzeniu ruchu
nanoczastek

Osteoprotegerin, osteoprotegeryna
Osteopontin, osteopontyna
Poly [ADP-ribose] polymerase 1

proliferating cell nuclear antigen, antygen jadrowy proliferujacej komorki
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RS

SA-p-gal

SAHF

SASP

SIPS

TGFp
THSBI1
TNFa
VCAMI

VEGF

VSMC

replicative senescence, starzenie replikacyjne

senescence associated ff galactosidase, zwigzana ze starzeniem [3
galaktozydaza

senescence-associated heterochromatin foci; skupiska heterochromatyny
zZwigzane ze starzeniem

senescence associated secretory phenotype, fenotyp sekrecyjny zwigzany
ze starzeniem

stress induced premature senescence, przyspieszone starzenie indukowane
stresem

transforming growth factor beta, transformujacy czynnik wzrostu beta
Thrombospondin 1, trombospondyna 1

tumor necrosis factor alpha, czynnik martwicy nowotworu alfa
vascular cell adhesion molecule 1, czasteczka adhezji komoérek naczyn 1

vascular endothelial growth factor, czynnik wzrostu §rodbtonka
naczyniowego

vascular smooth muscle cells, komorki migsni gtadkich naczyn
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Streszczenie

Starzenie komorkowe jest procesem, ktory istotnie wplywa na funkcjonowanie
organizmu. Charakteryzuje si¢ stabilnym i nieodwracalnym zatrzymaniem podziatow
komorki, przy jednoczesnym zachowaniu jej aktywnosci matabolicznej. W trakcie tego
wieloetapowego procesu w komorce zachodzi szereg zmian, ktore prowadza do osiagnigcia
przez komorke starg okreslonego fenotypu. Wraz z pojawiajacymi si¢ nowymi doniesieniami
na temat starzenia komorkowego, ro$nie $wiadomo$¢ ztozonos$ci 1 réznorodnosci tego
procesu, ktory zalezy miedzy innymi od typu komorki ulegajacej starzeniu czy czynnika
wywotujgcego ten proces.

Jedng z cech komorek starych majaca najwigksze znaczenie fizjologiczne jest tzw.
fenotyp wydzielniczy zwigzany ze starzeniem (SASP, ang. Senescence Associated Secretory
Phenotype). Opublikowane w ostatnich latach badania sugeruja, ze istotng i do tej pory malo
poznang role w ztozonych i zréznicowanych funkcjach SASP moga odgrywaé pecherzyki
zewnatrzkomorkowe (EVs, ang. Extracellular vesicles). Udowodniono, ze SASP moze
przyczynia¢ si¢ miedzy innymi do powstania przewleklego stanu zapalnego, ktéry sprzyja
chorobom zwigzanym z wiekiem, w tym miazdzycy. Opublikowane do tej pory prace
dowiodty obecnosci starych komorek migsni gtadkich aorty w obrebie blaszki miazdzycowe;,
gdzie odgrywajg istotng role w jej rozwoju. Co wiegcej, wydzielane przez stare komorki
czynniki SASP moga wptywac¢ na sgsiadujagce komorki, w tym limfocyty T, i modyfikowac
mikrosrodowisko tkanki przyczyniajac si¢ tym samym do promowania stanu zapalnego.

W pierwszej czeSci niniejszej rozprawy doktorskiej dokonatam charakterystyki
1 porownania fenotypu przespieszonego starzenia w trzech roéznych typach komorek
prawidtowych hodowanych in vitro 1 traktowanych doksorubicyng lub nadtlenkiem wodoru.
Zmiany w fenotypie komorek starych byly porownywane z fenotypem — komorek
proliferujacych oraz komoérek spoczynkowych o przejsciowo zahamowanej proliferacji.
Wykazatam, ze zmianami, ktore najsilniej korelowaty ze starzeniem i byty dla niego unikalne
to spadek poziomu biatek jadrowych - laminy B1, HMGBI, PARP1 oraz spadek poziomu
bialka zaangazowanego w regulacj¢ mitozy - cykliny Bl. Zmiany te mozna uznaé za
uniwersalne markery starzenia.

W dalszej czg$ci porownatam starzenie replikacyjne oraz przyspieszone komorek
miegsni gladkich aorty, bedacych na wezesnym oraz pdznym etapie tego procesu. Wykazatam,
ze zmiany obserwowane na wczesnych etapach nasilajg si¢ w miar¢ uplywu czasu od
zahamowania proliferacji. Obserwowatam migdzy innymi wzrost aktywnosci SA-B-gal,
postepujacy spadek poziomu biatek HMGBI1 oraz laminy B1, wzrost poziomu biatka p16 oraz
wzrost ilosci wydzielanych cytokin. Na podstawie zebranych wynikéw stwierdzitam, ze
fenotyp komorek bedacych na pdéznym etapie rézni si¢ od komodrek na wczesnym etapie
starzenia 1 jest zblizony do fenotypu komorek ulegajacych starzeniu replikacyjnemu.
Przeprowadzitam réwniez analiz¢ wybranych markeréw starzenia w komorkach migéni
gladkich izolowanych z blaszek miazdzycowych jako modelu starzenia w warunkach in vivo.
W komorkach tych obserwowatam obnizenie poziomu bialek, ktore okreslitam, w oparciu
0o wczesniejsze analizy, jako uniwersalne markery starzenia. Ponadto komorki ulegajace
starzeniu in vivo charakteryzowatly si¢ zwigkszonym wydzielaniem czynnikow SASP,
a profil wydzielniczy komorek miesni gladkich izolowanych z blaszek miazdzycowych
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w znacznym stopniu byt podobny do profilu wydzielniczego komorek migsni gladkich aorty
ulegajacych starzeniu replikacyjnemu oraz przyspieszonemu na pé6znym etapie tego procesu.

Dokonatam charakterystyki pecherzykéw zewnatrzkomorkowych (EVs) wydzielanych
przez komorki VSMC. Wykazatam, ze ulegajace starzeniu replikacyjnemu i przyspieszonemu
komorki miesni gladkich aorty wydzielaja zdecydowanie wigcej EVs. Na podstawie
przeprowadzone] analizy proteomicznej pecherzykow oraz czynnikOw rozpuszczalnych
wykazatam réznice w sktadzie sekretomu komoérek mtodych i starych, jak 1 sekretomu
komorek ulegajacych starzeniu replikacyjnemu i przyspieszonemu.

Ocenitam wptyw czynnikéw wydzielanych przez ulegajace starzeniu komorki migsni
gladkich na aktywacje, proliferacj¢ i migracj¢ limfocytow T oraz na wydzielanie cytokin
przez te komorki. Wykazalam, ze pecherzyki zewnatrzkomoérkowe moga regulowad
aktywacje komorek uktadu odpornosciowego poprzez czg¢sciowe jej hamowanie, a takze
promuja sekrecje niektorych cytokin produkowanych przez te komorki.

Uzyskane 1 opisane w niniejszej rozprawie doktorskiej wyniki przyczyniajg si¢ do
lepszego zrozumienia ztozonos$ci procesu jakim jest starzenie komoérkowe, a szczegdtowa
analiza wielu markeroéw starzenia pozwolila wytypowac te, ktore potencjalnie mogtyby by¢
uniwersalnymi znacznikami tego procesu. Z kolei badania dotyczace SASP wskazaly na
potencjalng rol¢ starych komorek migsni gtadkich aorty w rozwoju miazdzycy miedzy innymi
poprzez wptywanie na komorki uktadu odpornosciowego, takie jak limfocyty.
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Summary

Cellular senescence is a process that significantly impacts the functioning of the whole
organism. It is characterized by a stable and irreversible cell cycle arrest, while maintaining
its metabolic activity. During this multi-stage process, a number of changes occur within the
cell, which leads to the senescent cell achieving a specific phenotype. Along with new
research on cellular senescence, awareness of the complexity and diversity of this process,
which depends e.g. on the cell type or the inducing factor, is growing.

One of the most important features of senescent cells that have the greatest
physiological significance is senescence-associated secretory phenotype (SASP). Recently
published data suggest that extracellular vesicles (EVs) may play an important and so far
little-understood role in the complex and diverse functions of SASP. It has been proven that
SASP may contribute to chronic inflammation, which promotes age-related diseases, such as
atherosclerosis. The studies published so far have demonstrated the presence of senescent
vascular smooth muscle cells (VSMC) within the atherosclerotic plaque, where they play an
important role in its development. Moreover, SASP factors secreted by senescent cells can
influence neighboring cells, including T Iymphocytes, and modify the tissue
microenvironment, thereby contributing to the promotion of inflammation.

In the first part of this dissertation, I characterized and compared the premature
senescence phenotype in three different types of normal cells cultured in vitro and induced to
senescence by doxorubicin or hydrogen peroxide treatment. Changes in the phenotype of
senescent cells were compared with the phenotype of proliferating cells and quiescent cells
with temporary inhibited proliferation. I showed that the changes which correlated the most
strongly with senescence were a decreased level of nuclear proteins - lamin B1, HMGBI,
PARPI1 and a decreased level of a protein involved in the regulation of mitosis - cyclin B1.
These changes can be considered as universal markers of senescence.

Next, I compared the replicative and premature senescence of VSMC at the early and
late stages of this process. I have shown that the changes observed at the early stage intensify
over the time after the inhibition of proliferation. I observed an increased activity of SA-B-gal,
a decreased level of HMGBI and lamin B1 proteins, an increased level of p16 protein and an
increased amount of secreted cytokines. Based on the obtained results, I concluded that the
phenotype of cells in the late state of senescence differs from that in the early state and is
resemble the phenotype of cells undergoing replicative senescence. I also analyzed selected
markers in smooth muscle cells isolated from atherosclerotic plaques as an in vivo model of
senescence. I observed a decrease level of proteins that I identified, based on previous
analyses, as universal markers of senescence. Moreover, cells undergoing senescence in vivo
were characterized by increased secretion of SASP factors, and the secretory profile of
smooth muscle cells isolated from atherosclerotic plaques was largely similar to the secretory
profile of cells undergoing replicative senescence and premature senescence at a late state of
this process.

I characterized extracellular vesicles (EVs) secreted by VSMC cells. I have shown that
VSMC undergoing replicative and premature senescence secrete significantly more EVs than
control one. Based on the proteomic analysis of EVs and soluble factors, I showed differences
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in the composition of the secretome of control and senescent cells, as well as the secretome of
cells undergoing replicative and premature senescence.

I examined the influence of factors secreted by senescent VSMC on the activation,
proliferation and migration of T lymphocytes and on the secretion of cytokines by these cells.
I showed that extracellular vesicles can regulate the activation of immune cells by partially
inhibiting it, and also promote the secretion of cytokines produced by T cells.

The results obtained and described in this dissertation contribute to a better
understanding of the complexity of the cellular senescence process. The detailed analysis of
many senescent markers allowed the selection of those that could potentially be universal
markers of this process. What is more, research on SASP revealed the role of senescent
VSMC cells as an important factor that may contribute to the development of atherosclerosis,
by influencing the immune cells, such as lymphocytes.
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1. Wstep

W ostatnich latach odnotowuje si¢ duzy wzrost populacji oséb starszych. W latach 1950-
2017 $rednia dtlugo$¢ zycia kobiet wzrosta z 52,9 do 75,6 lat, natomiast dla me¢zczyzn wzrosta
z 48,1 do 70,5 lat (Mateos i wsp. 2022). Chociaz wzrost dlugosci zycia jest pozytywnym
efektem poprawy warunkoéw sanitarnych, zywieniowych i spoleczno-ekonomicznych na
swiecie, niesie on ze sobg pewne zagrozenie. W momencie, gdy ludzie osiggaja podeszty
wiek, czgsto stajg w obliczu wieloletniej niepetnosprawnosci naznaczonej utratg witalnosci,
staboscig oraz wieloma chorobami przewleklymi, takimi jak choroby uktadu krazenia,
nowotwory, choroby zwyrodnieniowe oraz neurodegeneracyjne. To wlasnie starzenie si¢ jest
gléwnym czynnikiem ryzyka dla wigkszosci choréb przewlektych, ktore stajg si¢ coraz
bardziej rozpowszechnione wraz ze wzrostem liczby oséb starszych w spoleczenstwie.
Jednym z podstawowych procesow, ktore moga przyczynia¢ si¢ do dysfunkcji zwigzanych

z wiekiem, jest starzenie komorkowe (ang. cellular senescence).

1.1. Starzenie komorkowe

Wedtug definicji starzenie komodrkowe to stan stabilnego i nieodwracalnego zatrzymania
podziatow komorki, przy jednoczesnym zachowaniu jej aktywnosci metabolicznej (Campisi
2013). W przeciwienstwie do komorek bedacych w stanie spoczynku (ang. quiescent cells),
w ktorych rowniez dochodzi do przejsciowego zahamowania proliferacji, komorki ulegajace
starzeniu s3 niewrazliwe na czynniki wzrostu i bodzce mitogenne mogace zainicjowac
podziaty komoérkowe. W trakcie starzenia w komodrce zachodzi szereg zmian, ktérym
towarzyszy pojawienie si¢ charakterystycznych znacznikow. Dochodzi mie¢dzy innymi do
zmian w strukturze chromatyny oraz zmian w aktywacji $ciezek sygnatowych. Poprzez
modyfikacje¢ profilu wydzielniczego komorek starych zmienia si¢ rowniez wptyw na komorki
sasiadujace, a nagromadzenie si¢ komorek starych 1 zwickszona ilo§¢ wydzielanych przez nie
cytokin prozapalnych przyczynia si¢ do powstawania przewleklego stanu zapalnego, ktéry
sprzyja chorobom zwigzanym z wiekiem. W =zaleznosci od poczatkowego sygnalu

indukujacego starzenie mozna wyrdzni¢ kilka typow starzenia komérkowego.

1.1.1.Starzenie replikacyjne

Po raz pierwszy starzenie replikacyjne komorek (RS, ang. replicative senescence) opisane
zostato w 1961 roku przez dwoch uczonych, Leonarda Hayflicka i Paula Moorheda (Hayflick
i Moorhead 1961). Zauwazyli oni wowczas, ze komorki prawidlowe izolowane z tkanek

1 utrzymywane w hodowli nie dzielg si¢ w nieskonczonos¢, lecz majg ograniczong zdolnos$¢
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do podziatow. Obserwacje poczynione przez Hayflicka przeczyly obowigzujacej w pierwszej
polowie XX wieku teorii Alexisa Carrela, zgodnie z ktora komodrki hodowane
w sprzyjajacych warunkach mogg dzieli¢ si¢ w nieskonczonos¢ (Carrel 1 Ebeling 1921).
Przeprowadzone na fibroblastach doswiadczenia pozwolity Hayflickowi wyrdznié trzy fazy
wzrostu komorek. Poczatkowo komorki intensywnie dziela si¢ do momentu osiggniecia
petnej konfluencji, ktora skutkuje kontaktowym zahamowaniem proliferacji z powodu braku
wolnej przestrzeni w naczyniu hodowlanym. Pasaz redukcyjny przywraca mozliwosé
podziatow 1 komorki wkraczaja w druga faze wzrostu, pod koniec ktorej tempo proliferacji
komorek spada. Czas osiagniecia pelnej konfluencji wydluza si¢ i jest zalezny od rodzaju
komorek. Trzecia, ostatnia faza charakteryzuje si¢ nieodwracalnym zahamowaniem
proliferacji. Komorki po przejsciu okreslonej liczby podzialéw przestaja si¢ dzieli¢ 1 osiagaja
tak zwany limit Hayflicka, pozostajgc aktywne metabolicznie (Hayflick i Moorhead 1961,
Hayflick 1965). Zatem starzenie replikacyjne definiuje si¢ jako wyczerpanie potencjalu
proliferacyjnego potaczone z nieodwracalnym zahamowaniem wzrostu. Obecnie wiadomo,
ze obserwowany przez Hayflicka proces zwigzany jest ze stopniowym skracaniem telomerow.
Brak aktywnej telomerazy powoduje, ze z kazda rundg replikacji DNA telomery stopniowo
skracaja si¢ 1 spada poziom biatek telomerowych, co w konsekwencji powoduje, iz wolne
konce chromosomow staja sie krytycznie krétkie. Proces ten prowadzi do aktywacji $ciezki
odpowiedzi na uszkodzenia DNA (DDR, ang. DNA damage response). ,,Niezabezpieczone”
telomerami o okreslonej dlugosci 1 strukturze konce chromosomow sg rozpoznawane przez
biatka $ciezki DDR, co prowadzi do aktywacji zaleznej od p53 ekspresji inhibitora kinazy
zaleznej od cyklin — biatka p21<P"™* (p21) oraz w konsekwencji do zahamowania cyklu
komoérkowego (d'Adda di Fagagna 2008). Te uszkodzenia DNA pozostajg nienaprawione
przez dhugi czas nie indukujac apoptozy (Fumagalli 1 wsp. 2014). Zaobserwowano takze,
iz skracanie telomerow w roznych typach komorek nastepuje wraz ze starzeniem si¢
organizmu (Blasco 2007), jak rowniez towarzyszy wielu chorobom wieku podesztego, w tym
miazdzycy (Matthews i wsp. 2006, McHugh i Gil 2018). Co wiecej, wykazano, ze
genetycznie modyfikowane myszy z konstytutywnie aktywna telomerazg (enzym
umozliwiajacy odbudowywanie telomeréw) zyly dtuzej od myszy dzikich (Tomas-Loba i
wsp. 2008). Z kolei mutacje telomerazy i biatek tworzacych telomerom, prowadzace do ich
skracania, wigza si¢ z wystgpowaniem szeregu chorob u ludzi majacych symptomy

przedwczesnego starzenia (Armanios 2009).
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1.1.2.Starzenie przyspieszone indukowane stresem

Chociaz poczatkowo starzenie komodrkowe bylo przede wszystkim powigzane
z wyczerpaniem potencjatu proliferacyjnego, ktore nastepuje w hodowli stopniowo w ciagu
kilku tygodni badz kilku miesigcy w zaleznos$ci od typu komorek, moze ono takze pojawic si¢
jako szybka, indukowana w ciggu kilku dni reakcja na stres. Mowimy wowczas
0 przyspieszonym, przedwczesnym starzeniu wywolanym stresem (SIPS, ang. stress induced
premature senescence). Wykazano, ze m.in. reaktywne formy tlenu, promieniowanie UV lub
zwiazki chemiczne (stosowane np. w trakcie chemioterapii) sg czynnikami prowadzacymi do
peknie¢ podwojnej nici DNA 1 indukujgcymi starzenie w réznych typach komorek
w stosunkowo krotkim czasie (zazwyczaj kilka dni). W przeciwienstwie do starzenia
replikacyjnego, w starzeniu przyspieszonym zahamowanie proliferacji, ktore jest odpowiedzig
komorki na stres, nie wynika ze skracania telomerow i1 jak do niedawna uwazano jest
niezalezne od telomerow. Indukcja SIPS poczatkowo charakteryzuje si¢ wystgpowaniem
losowo w calym genomie uszkodzen DNA. Jednak to uszkodzenia DNA znajdujace si¢
w obrgbie telomerow i pozostajace nienaprawione przez dluzszy czas s3 gtdéwnag przyczyna
trwalego zahamowania proliferacji (Fumagalli i wsp. 2012, de Magalhaes i Passos 2018).
Co wigcej, do indukcji starzenia przyczynia si¢ takze stres oksydacyjny, ktory moze
przyspiesza¢ skracanie telomerow (von Zglinicki 2002) oraz ekspresja onkogendéw (Serrano i
wsp. 1997). Ponadto wykazano, ze w starzeniu indukowanym onkogenami szlak DDR jest
aktywowany niezaleznie od zmian w dlugos$ci telomerdw, jednak wcigz zwigzany jest z ich

dysfunkcjg (Suram i wsp. 2012).

Niezaleznie od rodzaju starzenia i czynnika indukujacego go, zaangazowany w niego szlak
DDR wiaze si¢ z tworzeniem skupisk ¥y-H2AX (histon H2AX fosforylowany na Ser139) oraz
biatka wigzacego p53 (53BP1). Skupiska te gromadzg si¢ wokot peknie¢ podwojnej nici DNA
(DSB, ang. double strand breaks). Dochodzi do aktywacji kaskady kinaz inicjatorowych
ATM i1 ATR, a nastgpnie kinaz punktu kontrolnego cyklu komoérkowego CHKI1 i CHK2.
W konsekwencji prowadzi to do aktywacji szlaku sygnatowego p53/p21 1 przej$ciowego
zatrzymania cyklu komoérkowego (d'Adda di Fagagna 2008). W przypadku naprawy
uszkodzen, nastgpuje wznowienie cyklu komorkowego i komodrka moze si¢ dalej dzielic.
W momencie gdy naprawa uszkodzen jest niemozliwa, nast¢puje eliminacja komorki na
drodze apoptozy lub dochodzi do trwatego zatrzymania cyklu komoérkowego, zahamowania
podziatéw 1 indukcji procesu starzenia. W starzeniu komérkowym istotng role odgrywaja dwa

szlaki sygnatowe p53/p21 oraz pl6/pRb. Biatko pl6 (p16™**), podobnie jak p21
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(p21“PWah " jest inhibitorem kinaz zaleznych od cyklin i moze utrzymywaé biatko pRb
w formie aktywnej - hipofosforylowanej. Hipofosforylacja biatka Rb powoduje jego wigzanie
si¢ z czynnikiem transkrypcyjnym E2F, co hamuje aktywnos$¢ tego czynnika, ktéry reguluje
ekspresje gendw niezbednych do syntezy DNA. Szlak p16/pRb bierze udziat w starzeniu
indukowanym onkogenami 1 uczestniczy w powstawaniu skupisk heterochromatyny
zwigzanych ze starzeniem (SAHF), ktore sa jednym ze znacznikéw tego procesu (Larsson

2011, Aird 1 Zhang 2013).

Zatem starzenie komérkowe mozna zdefiniowac jako odpowiedz komorki na réznego rodzaju
czynniki stresowe, takie jak uszkodzenia DNA, onkogeny, reaktywne formy tlenu, ktore to
w konsekwencji prowadza do indukcji réznych $ciezek sygnatowych prowadzacych do

zmian w metabolizmie komorki wyrazajacych si¢ jako zlozony fenotyp starzeniowy.

1.1.3.Znaczniki starzenia komorkowego

Niezaleznie od tego czy mamy do czynienia ze starzeniem replikacyjnym czy
przyspieszonym, fenotyp komorek starych jest podobny. Komorki stare wykazuja szereg
zmian morfologicznych i1 funkcjonalnych. Co wigcej, podobne zmiany obserwowane sg
zarowno w przypadku starzejacych si¢ komorek prawidtowych - takich jak fibroblasty
(Alvarez 1 wsp. 2017), komorki miesni gladkich naczyn (Bielak-Zmijewska 1 wsp. 2014,
Przybylska 1 wsp. 2016) - jak i1 starych komorek nowotworowych, np. komoérek raka
okreznicy (HCT116), komodrek raka piersi (MCF-7, MDA-MB-231), komorek raka pluc
(A549) (Mosieniak 1 wsp. 2015, Bojko 1 wsp. 2019) 1 innych (Sikora i wsp. 2019). Warto
jednak zaznaczy¢, ze w chwili obecnej nie ma jednego uniwersalnego markera pozwalajacego
stwierdzi¢, ze komodrka ulegta starzeniu. Stad tez, aby moc zidentyfikowa¢ komorki stare,

nalezy zbada¢ szereg cech (Sikora i wsp. 2021).

Jedna z podstawowych zmian, jaka obserwujemy w hodowli podczas starzenia, jest
kilkukrotne zwigkszenie rozmiaréw komorki a takze jej sptaszczenie (Rodier 1 Campisi 2011).
Dochodzi rowniez do zmian w sktadzie lipidowym btony komoérkowej, przez co staje si¢ ona
bardziej sztywna (Fulop i wsp. 2012). Zmianom ulega réwniez cytoszkielet komorki.
W starych komoérkach obserwowany jest spadek poziomu aktyny i tubuliny a takze wzrost

poziomu wimentyny (Nishio i1 Inoue 2005).

Powszechnie stosowanym markerem, zarowno w waunkach in vitro, jak 1 in vivo, jest wzrost

aktywnos$ci 1 poziomu enzymu lizosomalnego kwasnej [B-galaktozydazy zwigzanej ze
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starzeniem (SA-B-gal, ang. senescence-associated p-galactosidase). Wzrost aktywnoS$ci tego
enzymu koreluje ze wzrostem masy lizosomoéw, obserwowanym w komorkach starych.
Za pomocg relatywnie szybkiego i prostego sposobu, opisanego przez Dimri 1 wsp. (Dimri i
wsp. 1995), jestesmy w stanie wykry¢ zwigekszong aktywnos$¢ tego enzymu juz w pH 6,0.
Pomimo ze SA-B-gal jest podstawowym markerem starzenia, to enzym ten nie jest
specyficznym markerem tego procesu i nie odgrywa w nim zadnej dotychczas poznanej roli

(Lee 1 wsp. 2006).

Kolejng cecha komorek starych jest trwale zatrzymanie proliferacji. Najprostszag metoda
oceny, czy komorki proliferujg, jest okreslenie ich liczby w kolejnych dniach hodowli.
W momencie zahamowania proliferacji liczba komorek nie ulega zmianie. Komoérki niezdolne
do proliferacji nie sa w stanie syntetyzowa¢ DNA. Powszechnie stosowang metoda
pozwalajaca oceni¢ zahamowanie proliferacji jest ocena zdolnosci komorek do
wbudowywania do DNA bromodeoksyurydyny (BrdU) lub 5-etynyl-2-deoksyurydyny (EdU).
Innym znacznikiem proliferacji jest biatko Ki67, ktorego niska ekspresja lub jej brak

w komorce §wiadczy o zatrzymaniu proliferacji (Kee 1 wsp. 2002, Sauerzweig i wsp. 2009).

Zahamowanie proliferacji komorek jest rownoznaczne z ich zatrzymaniem w cyklu
komorkowym. Warto rowniez zaznaczy¢, ze brak proliferacji jest rowniez cecha komorek
zroznicowanych, i/lub spoczynkowych. Jednak w wyniku odpowiedniej stymulacji
mitogenami, komorki te moga wznowi¢ podziaty. W przypadku starzenia, mamy do czynienia
z nieodwracalnym zatrzymaniem cyklu komérkowego. W rzadkich przypadkach, zwigzanych
z mutacjami, komorka stara moze ponownie wejs¢ w cykl komorkowy, jednak wciaz uwaza
si¢, ze jest to raczej odstepstwo od reguty niz powszechnie wystepujacy proces (Sikora i wsp.
2021). W zalezno$ci od czynnika indukujgcego starzenie a takze od typu komorek do
zatrzymania komorek moze dojs¢ w fazie G1 lub G2 cyklu komoérkowego. Komorki
indukowane do starzenia zatrzymuja si¢ w fazie G2 (Sliwinska i wsp. 2009, Mosieniak 1 wsp.
2012), natomiast w przypadku starzenia replikacyjnego zazwyczaj dochodzi do zatrzymania
komorek w fazie G1, chociaz cze¢s¢ komorek moze tez gromadzi¢ si¢ w fazie G2 cyklu (Mao i
wsp. 2012). Cykl komoérkowy jest §cisle kontrolowany za pomoca cyklin, kinaz zaleznych od
cyklin a takze inhibitorow kinaz zaleznych od cyklin. Zatem biatka odpowiedzialne za
regulacje cyklu komorkowego wykorzystywane sg jako markery starzenia. Wzrost poziomu
inhibitorow kinaz cyklinozaleznych, takich jak p16 oraz p21, towarzyszy zarOwno starzeniu

replikacyjnemu jak i przyspieszonemu.
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W komorkach ulegajacych starzeniu w wyniku trwalej aktywacji szlaku odpowiedzi na
uszkodzenia DNA, mozemy zaobserwowaé w jadrze komorkowym skupiska biatek bedacych
elementami tego szlaku (DNA-SCARS, ang. DNA segments with chromatin alterations
reinforcing senescence). Do najczesciej badanych bialek nalezg S3BP1, fosforylowana forma
histonu H2AX (¥H2AX) oraz ATM, ktore tworza skupiska w miejscu, gdzie doszto do
peknigcia obydwu nici DNA (DSB, ang. double stand DNA break). Co wigcej, w komoérkach
starych wystepuja takze tzw. skupiska heterochromatyny zwigzane ze starzeniem (SAHF,
ang. Senescence Associated Heterochromatin Foci), ktore mogg by¢ wykryte miedzy innymi
za pomoca znakowania na obecno$¢ histonu H3 ulegajacego metylacji w pozycji lizyny 9 (H3
Lys 9). W wyniku starzenia dochodzi do zmian w jadrze komorkowym. Dotycza one przede
wszystkim zmniejszonej funkcjonalnosci otoczki jadrowej, dekompozycji blaszki jadrowej,
reorganizacji struktury chromatyny oraz zmian w oddzialywaniu biatek otoczki jadrowe;j
z cytoszkieletem. Obserwowany w komorkach starych spadek laminy BI1, biatka
strukturalnego blaszki jadrowej, prowadzi do destabilizacji integralnosci jadrowej,
a w konsekwencji do utraty kondensacji heterochormatyny i pojawienia si¢ na terenie
cytoplazmy fragmentdw chromatyny uwolnionej z jadra tzw. cytoplazmatycznych

fragmentow chromatyny (CCF, ang. cytoplasmic chromatin fragments) (Ivanov i wsp. 2013).

W  starych komorkach dochodzi rowniez do zaburzenia prawidlowe] sygnalizacji
wewnatrzkomorkowej, a opisane ponizej klasyczne znaczniki starzenia wskazujg na defekty
organelli komérkowych. I tak na przyktad dysfunkcyjne lizosomy wykazuja zwigkszong
aktywno$¢ SA-B-gal, zas wzrost produkcji reaktywnych form tlenu (ROS, ang. reactive
oxygen species) wynika ze zmian w przebiegu fosforylacji oksydacyjnej w mitochondriach.
Ponadto zmiany w retikulum endoplazmatycznym zwigzane ze starzeniem prowadza do
aktywacji $ciezki odpowiedzi na nieprawidlowo sfaldowane biatka (UPR, ang. unfolded
protein response), a uszkodzenia DNA, zaburzenia w strukturze otoczki jadrowej oraz
skupiska heterochromatyny (SAHF) §wiadcza o zmianach w jadrze komoérkowym. Chociaz
nadal do konca nie jest wyjasnione, w jaki sposob dochodzi do wewnatrzkomérkowych zmian
w morfologii 1 funkcji oragnelli, oraz jakie mechanizmy indukuja ich dysfunkcje, sa one
prawdopodobnie zwigzane ze zmienionym metabolizmem komoérkowym towarzyszacym
starzeniu. Wedlug jednej z hipotez, zwigkszona biogeneza organelli w komorce starej moze
by¢ odpowiedzia na nieprawidlowe funkcjonowanie tych organelli spowodowane

uszkodzeniami zwigzanymi ze stresem oksydacyjnym. Mimo to nowo wytworzone organella,
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podlegajace ciaglej ekspozycji na szkodliwe dziatanie reaktywnych form tlenu poglebiajg

jeszcze zaburzenia funkcji w starej komorce (Machado-Oliveira 2020).
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Ryc. 1.1 Wybrane znaczniki starzenia komodrkowego. Komorka stara charakteryzuje si¢ powickszeniem
i splaszczeniem ciata komorki. Obserwowany jest wzrost masy lizosomow 1 zwigkszona aktywnosc¢
B-galaktozydazy zwiazanej ze starzeniem, a takze dysfunkcyjne mitochondria produkujace reaktywne formy
tlenu. W komorkach starych dochodzi rowniez do szeregu zmian na poziomie jadrowym, takich jak spadek
poziomu laminy B1 czy skracanie telomerow. Charakterystyczne jest wystgpowanie w jadrze komoérkowym
skupisk heterochromatyny tzw. SAHF, ang. Senescence Associated Heterochromatin Foci, oraz
nienaprawionych uszkodzen DNA identyfikowanych jako tzw. DNA-SCARS, ang. DNA segments with
chromatin alterations reinforcing senescence, a takze uszkodzen na koncach telomeréw. W cytoplazmie
komorki obserwowane s cytoplazmatyczne fragmenty chromatyny. Jedng z istotnych cech charakterystycznych
dla komorek ulegajacych starzeniu jest wystepowanie fenotypu wydzielniczego zwigzanego ze starzeniem
(SASP). Schemat zmodyfikowano na podstawie (Cohn i wsp. 2023) i wykonano za pomoca programu
BioRender.

Starzenie komorkowe jest wiec dynamicznym i1 wieloetapowym procesem, podczas ktorego
wiasciwosci komorek starych nieustannie si¢ zmieniaja. W poczatkowym etapie, komorki
przechodza z przejSciowego do trwatego zatrzymania cyklu komodrkowego, ktéremu
towarzyszy aktywacja inhibitorow cyklu. Nastgpnie na wczesnym etapie starzenia, komorki

nabywajg charakterystyczny fenotyp rozpoznawany przez powszechnie stosowane w tym celu
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markery. Wreszcie, w wyniku zmian genetycznych i epigenetycznych, komorki przechodza

w stan tzw. pdznego starzenia, ktory charakteryzuje si¢ zroznicowanym fenotypem.

1.2. Fenotyp wydzielniczy zwiazany ze starzeniem

Jedna z istotnych cech, charakterystycznych dla wszystkich komoérek ulegajacych starzeniu,
jest wystepowanie tzw. fenotypu wydzielniczego zwigzanego ze starzeniem (SASP, ang.
Senescence-Associated Secretory Phenotype). Pomimo zatrzymania w cyklu 1 zahamowania
proliferacji, komorki stare pozostaja stale aktywne metabolicznie 1 wydzielajg szereg
czynnikdw, w tym chemokiny i cytokiny prozapalne, takie jak: IL-6, IL-8, CCL2, CXCLI;
modulatory wzrostu jak amfiregulina (AREG), insulinopodobne biatka wigzace czynnik
wzrostu (IGFBP); oraz czasteczki sprzyjajace przetrwaniu, takie jak czynnik neutroficzny
GDNF (Chambers i wsp. 2021). Prowadzone w ostatnich latach badania wykazaty, ze w sktad
fenotypu wydzielniczego wchodza réwniez setki biatkowych i niebiatkowych czasteczek
sygnatowych, w tym proteazy, czynniki hemostatyczne, ceramidy, sktadniki macierzy
zewnatrzkomorkowej (ECM), a takze tzw. alarminy - wzorce molekularne zwigzane
z uszkodzeniami (DAMPs, ang. damage — associated molecular patterns) (Wiley 1 wsp. 2019,
Basisty i wsp. 2020). Nalezy jednak zaznaczy¢, ze fenotyp sekrecyjny jest plastyczny,
co oznacza, iz jego sktad moze si¢ zmienia¢ w trakcie starzenia, a biatlka w nim zawarte
roznig si¢ w zaleznosci od typu komorek oraz bodzca indukujacego starzenie. Trudno tez
wskaza¢ poszczegdlne elementy SASP, ktore sg charakterystyczne dla wszystkich
starzejacych si¢ komorek, zaréwno tych zdolnych do proliferacji, jak 1 komoérek

postmitotycznych czy nowotworowych.

SASP jest regulowany przez kilka $ciezek sygnalowych i jest $cisle powigzany z DDR.
Wigkszo$¢ czynnikéw wydzielanych przez komorki stare jest pozytywnie regulowana przez
niektore biatka szlaku odpowiedzi na uszkodzenia DNA, takie jak kinaza ATM, kinaza CHK2
czy biatko NBS1 (Rodier i wsp. 2009). W przeciwienstwie do pozytywnej regulacji przez
szlak odpowiedzi na uszkodzenia DNA, biatko p53 negatywnie reguluje wydzielanie
czynnikdw SASP, a inaktywacja tego biatka prowadzi do zwigkszonej sekrecji niektorych
elementéw SASP. Co ciekawe, w starzeniu niezaleznym od DDR takze wykryto niektore
sktadniki SASP. W komdrkach migsni gtadkich naczyn krwiono$nych ulegajacych starzeniu
w wyniku obnizenia ekspresji oksydazy NADPH 4 (NOX4) zaobserwowano zwigkszong
produkcje

IL-6, IL-8 oraz VEGF (Przybylska i wsp. 2016), a sekrecj¢ IL-6 odnotowano takze w hodowli
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szczurzych komorek kory mozgowej starzejacych si¢ niezaleznie od uszkodzen DNA
(Piechota 1 wsp. 2016). Ponadto SASP moze by¢ rowniez pozytywnie regulowany przez
czynnik transkrypcyjny NF-xB. W komorkach starych wczesng odpowiedzig na bodzce
indukujgce starzenie jest zwigkszona ekspresja cytokiny IL-1a, ktora wigze si¢ do receptora
btonowego ILI1R. Zapoczatkowuje to kaskade sygnalizacyjna, ktora ostatecznie aktywuje
NF-kB. Czynnik ten z kolei indukuje transkrypcje genéw kodujacych cytokiny zapalne, takie
jak IL-6 1 IL-8. Obnizenie poziomu NF-kB w fibroblastach indukowanych do starzenia
onkogenem oraz w mysim modelu chtoniaka skutkowato zmniejszeniem ekspresji genow
SASP i ostabieniem starzenia (Chien i wsp. 2011). Co wigcej, wyciszenie p65, ktory jest
sktadnikiem NF-xB w komoérkach nowotworowych indukowanych do starzenia
doksorubicyna, rowniez prowadzitlo do obnizenia sekrecji IL-8. Niemniej w tym przypadku
nie obserwowano zadnego wpltywu na starzenie komorek (Strzeszewska i wsp. 2018). Z kolei
aktywacja biatka p38MAPK, niezaleznie od szlaku odpowiedzi na uszkodzenia DNA,
prowadzita do indukcji fenotypu wydzielniczego poprzez aktywacje NF-kB. Rowniez
cytozolowe fragmenty chromatyny (CCF) sg czynnikiem indukujgcym SASP. Fragmenty
chromatyny wykrywane sg przez cykliczng syntazg GMP-AMP (cGAS), ktora nastepnie
wytwarza cykliczny GMP-AMP (cGAMP), aktywujac tym samym stymulator genow
interferonu (STING). Aktywacja szlaku cGAS/STING uwazana jest za kluczowy regulator
indukcji SASP (Gluck 1 wsp. 2017). Co wigcej, szlak sygnatowy cGAS/STING jest takze
zaangazowany w rozpoznawanie transpozonéw L1 w cytoplazmie komorek ulegajacych
starzeniu oraz w aktywacj¢ odpowiedzi zapalnej. Aktywacja transpozonu L1 prowadzita do
odpowiedzi na INF-I, a co ciekawe mechanizm ten byt aktywny w fibroblastach na tzw.
poznym etapie starzenia, czyli kilka tygodni po ustaniu proliferacji (De Cecco 1 wsp. 2019).

Mozna zatem uzna¢ aktywacje transpozonu L1 za kolejny regulator SASP.

Warto zaznaczy¢, ze fenotyp sekrecyjny zwigzany ze starzeniem rozwija si¢ stopniowo (przez
kilka dni w hodowli) i1 dopiero po ustabilizowaniu trwatej aktywacji szlaku DDR. Oznacza to,
ze szybka i przejSciowa aktywacja szlaku, pojawiajaca si¢ natychmiast po uszkodzeniu DNA,
nie powoduje wydzielania czynnikow wchodzacych w sklad SASP (Campisi 2013).
W zwiazku z dynamicznym 1 zlozonym charakterem fenotypu wydzielniczego, jego
aktywno$¢ biologiczna jest bardzo roznorodna. Czynniki wydzielane przez komorki
ulegajace starzeniu dzialaja zaro6wno autokrynnie (dzialanie bezposrednio na komorki
produkujace je), jak i parakrynnie (na komorki sasiadujace), a dziatanie ich moze mieé

zarOwno pozytywny, jak 1 negatywny wptyw na procesy zachodzace w organizmie. Biatka
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wchodzace w SASP moga wptywac na proliferacje i réznicowanie komorek a takze sprzyjac
transformacji nowotworowej 1 migracji komorek nowotworowych, co w konsekwencji moze
prowadzi¢ do powstawania przerzutow (Coppe 1 wsp. 2010, Takasugi 1 wsp. 2023). Z drugie;j
jednak strony SASP moze przyczynia¢ si¢ do powstawania mikrosrodowiska ograniczajacego
wzrost nowotworu poprzez zmian¢ polaryzacji makrofagow w kierunku fenotypu Ml
hamujacego nowotwodr (Lujambio i wsp. 2013). Fenotyp wydzielniczy jest takze swego
rodzaju formg komunikacji z komorkami uktadu odpornosciowego. Wykazano, ze chemokiny
wydzielane przez komorki, dajac sygnal do usunigcia uszkodzonych, niefunkcjonalych lub
starych komorek, przeciwdziatajg tym samym ich nagromadzeniu si¢ w tkankach. W miodych
zdrowych tkankach SASP jest zazwyczaj przemijajacy i zwykle przyczynia si¢ do zachowania
lub przywrocenia homeostazy tkanek. Jednak pojawiajaca si¢ wraz z wiekiem zwigkszona
liczba starych komorek 1 towarzyszacy im SASP sg istotnym czynnikiem wielu
patologicznych cech starzenia, w tym przewleklego stanu zapalnego, powstawania

nowotwordw czy uposledzonej odnowy komoérek macierzystych (Tchkonia i wsp. 2013).

1.2.1.Pecherzyki zewnatrzkomorkowe jako nowy element sekretomu komorek starych

Do tej pory opisane powyzej funkcje fenotypu wydzielniczego przypisywano gléwnie
rozpuszczalnym biatkom. Jednak pojawiajace si¢ w ostatnich latach badania sugeruja,
ze pecherzyki zewnatrzkomorkowe (EVs, ang. extracellular vesicles) moga odgrywac
kluczowg role w ztozonych 1 zroznicowanych funkcjach SASP (Takasugi 2018). Poczatkowo,
po ich odkryciu w 1983 roku, uwazane byly przede wszystkim za pecherzyki stuzace do
usuwania uszkodzonych fragmentow organelli lub biatek z komorki (Pan i Johnstone 1983).
Jednak ostatnio coraz bardziej docenia si¢ ich role jako mediatorow w komunikacji
miedzykomorkowej, zwtaszcza od czasu odkrycia, ze EVs moga dostarcza¢ funkcjonalne
RNA 1 bialka do komorek biorcow (Valadi 1 wsp. 2007). Pecherzyki zewnatrzkomorkowe
ogolnie definiowane sa jako pecherzyki otoczone podwdjng btong lipidowa, zawierajace
ogromng roznorodnos$¢ bialek i kwaséw nukleinowych i sktadaja si¢ z wysoce heterogenne;j

populacji, ktora rozni si¢ wielkoscig, funkcjg oraz biogenezg.

Najmniejszymi, ale 1 najszerzej] badanymi pecherzykami sg pecherzyki pochodzenia
endosomalnego nazywane egzosomami, ktorych rozmiar zawiera si¢ w przedziale 50 — 150
nm (Thery i wsp. 2018). W wyniku procesu endocytozy tworza si¢ wczesne endosomy, ktore
nastepnie wedrujag w glab komorki, tworzac tzw. pézne endosomy. W wyniku paczkowania

ich blony do wewnatrz, w $wietle endosomu powstaja pecherzyki, okraslane jako
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intraluminal vesicles (ILVs), ktore sa prekursorami egzosomoéw. Endosomy zawierajace
pecherzyki ILVs, okre$lane sg jako ciatka wielopecherzykowe (MVBs, ang. multivesicular
bodies). Nastepnie MVBs moga przemieszczac si¢ w kierunku powierzchni komorki 1 taczac
si¢ z blong plazmatyczng, w wyniku egzocytozy, uwalnia¢ na zewnatrz zamknigte pgcherzyki

ILVs, ktore zyskuja miano egzosomow.

Endosomalny kompleks sortujacy wymagany do transportu (ESCRT ang. Endosomal Sorting
Complex Required for Transport) jest kluczowym szlakiem biogenezy MVBs. Posredniczy on
w rekrutacji specyficznych sktadnikow komorkowych (tzw. cargo), takich jak bialka, lipidy,
mRNA a takze w procesie pagczkowania oraz oderwania btony endosomalnej. Mechanizm
ESCRT sktada si¢ z czterech domen, ktore w sposoéb stopniowy wykorzystywane sg podczas
tworzenia MVBs. Poczatkowo podjednostki ESCRT -0 i —I, takie jak TSG101 oraz biatka
pomocnicze, takie jak Alix i syntenina, gromadzg transbtonowe i cytoplazmatyczne elementy
w mikrodomenach na btonie endosomalnej. Nastepnie podjednostki ESCRT —II 1 —III
odpowiadajg za paczkowanie btony i jej pegkniecie w celu uwolnienia do wewnatrz
pecherzykow ILVs. Biatka zaangazowane w tworzenie MVBs, takie jak TSG101 i Alix,
uwazane sg za markery biogenezy egzosomow. Istnieje rowniez niezalezny od ESCRT szlak
biogenezy MVBs. Wykorzystuje on grupowanie lipidow w ksztatcie stozka, tym samym
powodujac spontaniczne paczkowanie blony endosomalnej (Tkach i Thery 2016). Wykazano,
ze ten alternatywny szlak prowadzi do powstania wzbogaconych w CD63 pecherzykow ILVs
przy wyciszonym szlaku ESCRT (Stuffers i wsp. 2009). CD63 nalezy do tetraspanin, ktdra
wraz z innymi tetraspaninami CD9 i1 CDS81 bierze udzial w biogenezie egzosomow,
przyczyniajac  si¢  do  sortowania  ladunkow  (tzw. cargo) egzosomalnych.
Do tworzenia pecherzykéw ILVs moga przyczynié si¢ takze ceramidy, powstate w wyniku
hydrolizy sfingomieliny przez obojetng sfingomielinaze 2 (nSMase2), ktore utatwiaja
osiggniecie wymaganej krzywizny blony endosomalnej prowadzac do paczkowania

pecherzykow ILVs (Trajkovic 1 wsp. 2008).

Dojrzate ciatka wielopecherzykowe moga nastepnie potaczy¢ si¢ z btong plazmatyczng w celu
wydzielenia egzosomoéw albo w wyniku fuzji z lizosomami zdegradowaé swoja zawartosc.
Wykazano, ze w komodrkach z upos$ledzong funkcja lizosomoéw zaobserwowano wzrost
produkcji egzosomdw, dziatajac w ten sposob jako alternatywny mechanizm pozbywania si¢
wadliwych biatek (Eitan 1 wsp. 2016, Schorey 1 Harding 2016). W wewnatrzkomérkowym
transporciec MVBs do btony komoérkowej kluczowa role odgrywaja biatka z rodziny Rab,
takie jak Rab7, Rabl11, Rab27a, Rab27b, Rab35 (Savina i wsp. 2002, Ostrowski i wsp. 2010,
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Baietti 1 wsp. 2012). Rab 27a i Rab 27b s3 réwniez kluczowymi posrednikami uwalniania
egzosomow poprzez regulacje fuzji MVBs z blong plazmatyczng (Ostrowski 1 wsp. 2010).
W przytaczeniu si¢ MVBs do blony komoérkowej istotng role odgrywaja takze biatka
transblonowe SNARE, takie jak SNAP23, syntaksyna-4 czy VAMP7. W momencie gdy
MVBs potacza si¢ z btong plazmatyczng dochodzi do uwolnienia egzosomoéw do przestrzeni

zewnatrzkomorkowe.

Pecherzyki zewnatrzkomoérkowe moga oddziatywa¢ z macierzg zewnatrzkomorkowa,
wplywac na sagsiadujace komorki, moga réwniez dostac si¢ do krazenia przez limfe lub krew,
a takze moga zostaé pobrane przez komorki biorcy. Istnieje szereg mechanizmow
biologicznych, takich jak endocytoza, fagocytoza, makropinocytoza czy tez fuzja blon,
za pomocg ktorych pecherzyki zewnatrzkomorkowe (EVs) wigza si¢ i/lub sg internalizowane
przez komorki biorcy. Zmienno$¢ drog wychwytu EVs moze zaleze¢ od makroczasteczek
obecnych na powierzchni zaréwno EVs, jak 1 komorek biorcow (Mulcahy i wsp. 2014).
Wigkszos¢ badan sugeruje, ze glownym szlakiem wychwytu EV jest endocytoza
(Koumangoye 1 wsp. 2011, Durak-Kozica i wsp. 2018, Yao 1 wsp. 2018). Pecherzyki
zewnatrzkomorkowe moga by¢ wychwytywane na drodze endocytozy za posrednictwem
receptora. Tetraspaniny (CD9, CD63, CD81) oraz inne czasteczki obecne na blonie EVs
inicjuja wigzanie si¢ pecherzyka do komorki biorcy. Niemniej, niezaleznie od ligandow EVs,
internalizacja pecherzykéw zewnatrzkomorkowych moze odbywaé si¢ takze na drodze
endocytozy zaleznej od kaweoli, klatryny lub od tratw lipidowych. W wyniku fagocytozy
nastgpuje aktywne wchlanianie duzych czastek zewnatrzkomorkowych do fagosomow, ktore
nastepnie kierowane s3 do lizosomow w celu wytworzenia fagolizosomu. Mechanizm ten
dotyczy przede wszystkim komorek fagocytarnych, takich jak makrofagi, neutrofile i komorki
dendrytyczne (Savina i Amigorena 2007). Majac na uwadze charakter tego procesu, mozna
wnioskowac, ze dotyczy on gléwnie duzych pecherzykdéw zewnatrzkomorkowych takich jak
ciatka apoptotyczne oraz mikropecherzyki. Zdarza si¢ jednak, ze pecherzyki o wielkosci
mniejszej niz 100 nm sg pobierane na drodze fagocytozy (Kuhn 1 wsp. 2014, Kettler 1 wsp.
2016). Niemniej biorac pod uwage role komoérek fagocytarnych, pobrane przez nie EVs
trafiaja do organelli bogatych w enzymy trawienne powodujac ich zniszczenie (Feng i wsp.
2010). Zatem  fagocytoza  stanowi raczej S$rodek  eliminacji  pecherzykow
zewnatrzkomorkowych anizeli proces posredniczacy w komunikacji miedzy komorkami.
Trzecim mechanizmem internalizacji EVs jest makropinocytoza. Aczkolwiek proces ten nie

jest specyficznie ukierunkowany na czasteczki znajdujace sie w  $rodowisku
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zewnatrzkomorkowym, przez co wychwyt EVs moze wynika¢ jedynie z ich obecno$ci
w poblizu btony komorkowej. Rycina 1.2. przedstawia schemat rdéznych procesow
uczestniczagcych w wychwycie pecherzykow zewnatrzkomodrkowych jak tez tworzeniu
€gZ0Ssomow.
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Ryc. 1.2 Cykl obiegu pecherzykow zewnatrzkomorkowych Pecherzyki zewnatrzkomorkowe moga by¢
wychwytywane przez komoérke biorcy na drodze: endocytozy za posrednictwem receptora, endocytozy zaleznej
od kaweoli Iub klatryny, fagocytozy, makropinocytozy badz bezposredniej fuzji z blona komoérkows.
Endocytoza prowadzi do powstania wczesnego endosomu, a nastgpnie dojrzewania pdznego endosomu (1).
Pecherzyki wewnatrz $wiatla (ILV) powstaja w wyniku paczkowania do wewnatrz btony endosomu i tworza
ciatka wielkopgcherzykowe (MVB) (2). P6zne endosomy lub MVB ulegaja fuzji z blong komoérkowa w celu
uwolnienia nowo utworzonych EVs (3) lub moga taczy¢ si¢ z lizosomem w celu degradacji zawartosci EVs (4).
Schemat zmodyfikowano na podstawie (Moller i Lobb 2020) i wykonano za pomoca programu BioRender.

Oprocz egzosomdw, do pecherzykow zewnatrzkomorkowych mozemy zaliczy¢ takze
mikropecherzyki (MVs, ang. microvesicles), ktore moga bezposrednio paczkowac i odrywac
si¢ od blony plazmatycznej. Sg one mniej jednorodne pod wzgledem wielkosci, bowiem ich
rozmiar waha si¢ od 100 nawet do 1000 nm. Chociaz wiele biatek, takich ja biatka ESCRT
czy tetraspaniny, s3 wzbogacone w egzosomach i czgsto stosowane sg jako ich markery,
niekoniecznie sg one specyficzne tylko dla egzosomow (Witwer 1 wsp. 2013). Cigzko zatem

jednoznacznie przypisa¢ okreslong funkcje pecherzykow zewnatrzkomorkowych wytacznie
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danej subpopulacji. W zwigzku z tym w dalszej cze¢$ci rozprawy doktorskiej uzywany bedzie
og6lny termin ,,pecherzyki zewnatrzkomoérkowe” (EVs) zamiast odnosi¢ si¢ do konkretnych

subpopulacji.

Podczas gdy wzmozony sekretom komorek starych byt szeroko badany na przestrzeni lat,
to zmiany w wydzielaniu EVs przez komorki stare dopiero niedawno spotkaty si¢ z duzym
zainteresowaniem naukowcow. Lehmann jako pierwszy w 2008 roku zbadat zwigzek miedzy
EVs a starzeniem, pokazujac ze w indukowanych promieniowaniem starych ludzkich
komorkach raka prostaty obserwowany jest wzrost produkcji EVs (Lehmann i wsp. 2008).
Badanie przeprowadzone niedawno na ludzkich fibroblastach TIG-3 takze wykazato,
ze komorki te produkuja wigksza liczbe pecherzykow zewnatrzkomorkowych w odpowiedzi
na bodzce indukujace starzenie, w tym doksorubicyn¢ czy onkogenng ekspresj¢ genu RAS
(Takasugi 1 wsp. 2017). Co wigcej, wzrost sekrecji EVs potwierdzono w modelach komoérek
indukowanych do starzenia takimi czynnikami jak chemioterapeutyki (Kavanagh i wsp.
2017), H,O, (Terlecki-Zaniewicz 1 wsp. 2018), promieniowanie (Basisty 1 wsp. 2020) oraz
w starzeniu replikacyjnym (Mensa 1 wsp. 2020). Nieznane sg jeszcze doktadne mechanizmy
odpowiadajace za zwigkszong produkcje pecherzykéw zewnatrzkomorkowych w komorkach
starych. Jednak niedawno opublikowane badania wskazuja dysfunkcyjng aktywno$¢
lizosomalng jako gtowny czynnik majacy wptyw na tempo produkcji EVs przez komorki
stare. Sztuczne obnizenie pH lizosomalnego w starych ludzkich fibroblastach skornych
zaburzato produkcj¢ EVs, podczas gdy wzrost pH w proliferujacych komoérkach wptywal na
zwigkszong produkcje pecherzykdéw (Choi 1 wsp. 2020).

Zawarto$¢ pecherzyka zewnagtrzkomorkowego pochodzi z komorki, z ktoérej zostat
wydzielony na zewnatrz, co w pewien sposob moze dostarczy¢ informacji o tej komorce
w momencie produkcji EVs. W wyniku indukcji starzenia, w komorce dochodzi do wielu
zmian, co sugeruje, ze zmianie moze ulec takze sktad pegcherzykdéw pochodzacych z takiej
komorki. W trakcie starzenia w komorce dochodzi miedzy innymi do dysfunkcji
mitochondriow, a stres oksydacyjny jest kluczowym czynnikiem indukujacym starzenie.
Indukcja starzenia za pomoca H,O, prowadzi do zwigkszonej produkcji EVs. Co wiecej,
mitochondrialne DNA (mtDNA) zostalo rowniez zidentyfikowane w pecherzykach
zewnatrzkomorkowych wyizolowanych z astrocytow oraz mioblastow (Guescini 1 wsp.
2010), co sugeruje mozliwo$¢ pozbywania si¢ nieprawidlowych skladnikow

mitochondrialnych przy pomocy pecherzykéw. W 2007 roku Valadii i wsp. po raz pierwszy
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zademonstrowali funkcjonalny transfer kwaséw nukleinowych pomi¢dzy komorkami za
posrednictwem EVs (Valadi i wsp. 2007). W tym przypadku byt to transfer RNA z mysich do
ludzkich komérek tucznych poprzez EVs, potwierdzajacy kluczowa role pecherzykow
w komunikacji miedzykomoérkowej. Indukcja starzenia w wyniku nadekspresji miR-433
w komorkach raka jajnika A2780 réwniez skutkowata upakowaniem miR-433 do EVs.
Pecherzyki zawierajace miR-433 miaty wptyw na parakrynng odpowiedz komorek biorcy na
starzenie (Weiner-Gorzel 1 wsp. 2015). Co wigcej, EVs wyizolowane z komorek starych
promowaty proliferacj¢ kilku typow komorek nowotworowych, podczas gdy zebrana znad
komorek starych pozywka kondycjonowana pozbawiona EVs oslabita proproliferacyjny
wplyw na komorki raka piersi MCF-7 (Takasugi i wsp. 2017). Opublikowane w ostatnim
czasie badania sugeruja, ze pecherzyki zewnatrzkomorkowe mogg by¢ potencjalnymi
mediatorami  komunikacji komoérkowej pomiedzy komodrkami ulegajacymi starzeniu
a lokalnym mikrosrodowiskiem. Wykazano bowiem, ze EVs pochodzace z fibroblastow
indukowanych onkogenem RAS przyczyniaja si¢ do starzenia sgsiadujacych komorek
(Borghesan 1 wsp. 2019), a zahamowanie produkcji EVs bylo wystarczajace, aby obnizy¢

sekrecj¢ czynnikow SASP w sasiadujacych komoérkach.

1.3. Rola starzenia komorkowego w organizmie

Starzenie komorkowe jest uniwersalnym i fundamentalnym procesem, ktory istotnie wptywa
na funkcjonowanie catego organizmu a jego znaczenie zmienia si¢ wraz z wiekiem. Obecno$¢
starych komorek potwierdzono w roznych tkankach i narzadach, a ich liczba skorelowana
jest z wiekiem (van Deursen 2014). W mtodym organizmie starzenie komorkowe odgrywa
szczegolng role w utrzymaniu homeostazy. Komorki, w ktérych doszto do uszkodzenia
materialu genetycznego, przestaja si¢ dzieli¢ i ulegaja starzeniu, wydzielajac przy tym szereg
cytokin, ktore nastepnie sg rozpoznawane przez komoérki zerne uktadu odpornosciowego
przyczyniajac si¢ do eliminacji komorek starych. Zahamowanie proliferacji komorek
z uszkodzonym DNA oraz ich usuwanie zabezpiecza przed ich potencjalng transformacja
nowotworowg. Starzenie komoérkowe ma takze istotny wplyw na gojenie si¢ ran i regeneracje
tkanek. W odpowiedzi na uszkodzenia dochodzi lokalnie do intensywnej proliferacji komorek
1 odbudowy uszkodzonej tkanki. W wyniku wzmozonej proliferacji, komoérki produkuja duza
ilo§¢ biatek, w tym metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej i chemokiny.
Metaloproteinazy usuwaja roznicujace w fibroblasty komorki, ktore sa przyczyna

powstawania zwloknien 1 blizn. Natomiast chemokiny s3 odpowiedzialne za rekrutacje
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komorek NK uktadu odpornosciowego, ktore poprzez eliminacje starych komorek niweluja

stan zapalny (Krizhanovsky i wsp. 2008).

Co ciekawe, starzenie komorkowe bierze rowniez udzial w embriogenezie, w ktorej
do prawidlowego przebiegu 1 formowania organdw niezbedna jest eliminacja
nieprawidlowych komorek. Kluczowym biatkiem zaangazowanym w starzenie podczas
rozwoju jest p21, a jego aktywacja nie zalezy od p53. Nie zaobserwowano rowniez obecnos$ci
bialka pl6 oraz skupisk YH2AX, ktore $wiadczyltyby o uszkodzeniach materiatu
genetycznego. Obecnos$¢ starych komorek, ktore wykazywaty podwyzszong aktywnos¢
SA-B-gal, potwierdzono w grzbietowo-wierzchotkowej czegsci ektodermy oraz blaszce
grzbietowej cewy nerwowej (Storer 1 wsp. 2013, Munoz 1 wsp. 2015). Komorki stare
pojawiaja si¢ w okreslonych miejscach i okreSlonym czasie rozwoju plodu, a nastepnie
usuwane sg przez komorki uktadu odpornosciowego, dzigki czemu mozliwe jest uformowanie
struktur docelowych. Sugeruje si¢, ze starzenie komorkowe w procesie embriogenezy moze
peti¢ podobng rolg co programowana $mier¢ komérkowa. Pomimo pozytywnych aspektow
starzenia komorkowego opisanych powyzej, komorki stare moga mie¢ przede wszystkim
negatywny wplyw na organizm. Akumulacja komoérek starych w tkankach i zwigkszona
sekrecja czynnikow SASP prowadzi do powstania stanu zapalnego. O ile przejsciowy stan
zapalny wystepujacy podczas gojenia ran czy kontaktu z patogenami jest dobroczynny dla
organizmu, o tyle dlugotrwaty stan zapalny nie wptywa korzystnie na organizm i moze by¢
przyczyna destrukcji tkanek. Wykazano, Zze wraz z wiekiem ro$nie liczba komorek starych
w organizmie, co w konsekwencji prowadzi do pojawienia si¢ przewleklego stanu zapalnego,
ktory promuje rozw6j wiekszosci choréb wieku podesziego. Co wigcej, wykazano,
ze starzenie komorkowe jest takze przyczyna starzenia si¢ organizmu. Potwierdzity to badania
przeprowadzone na transgenicznych myszach ulegajacych przyspieszonemu starzeniu (myszy
BubR1" %), W modelu tym, myszy cechowaly si¢ obnizonym poziomem biatka BubR 1, ktore
zwigzane jest z punktem kontroli wrzeciona podzialowego 1 jest niezbedne podczas
prawidlowego podzialu komorki. Eliminacja komorek starych u tych myszy opdznita
wystapienie objawOw starzenia, a myszy te charakteryzowaty si¢ grubsza tkanka tluszczowa
1 lepsza ogodlng sprawnoscig (Baker i wsp. 2011). Przeprowadzone przez te grupe dalsze
badania pokazaty, ze eliminacja komorek starych u zdrowych myszy wydtuza funkcjonalnos¢
tkanek, chroni przed nowotworami oraz tagodzi skutki uboczne chemioterapii (Baker i wsp.

2016). Co wigcej, usunigcie za pomoca gancyklowiru komorek starych u myszy poddanych
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wczesniej chemioterapii, ograniczato nawr6t nowotworu i przerzuty oraz zmniejszato skutki

uboczne wywotane terapig (Demaria 1 wsp. 2017).

1.3.1.Starzenie komorkowe a choroby zwiazane z wiekiem

Wraz z wiekiem obserwujemy u ludzi miedzy innymi spadek odporno$ci, zmniejszenie
elastycznosci skory, siwienie, upo$ledzenie stuchu i wzroku czy tez stopniowy zanik masy
kostnej (osteoporoza). Sa to uniwersalne cechy, ktore dotycza niemal kazdej osoby
w podeszltym wieku. Oprocz wystgpowania wymienionych cech, starzenie wigze si¢ rowniez
z upo$ledzong zdolno$cig regeneracji oraz zwigkszong zapadalno$cig na tak zwane choroby
zwigzane z wiekiem. Do choréb tych mozemy zaliczy¢: choroby uktadu krazenia (miazdzyca,
nadci$nienie), za¢ma, jaskra, cukrzyca typu II, przewlekta obturacyjna choroba pluc oraz
choroby neurodegeneracyjne (choroba Alzheimera, choroba Parkinsona) (Bielak-Zmijewska i
wsp. 2014). Wraz z wiekiem obserwowany jest takze wzrost zapadalno$ci na niektore
nowotwory. Wykazano, ze rozwojowi chorob zwigzanych z wiekiem towarzyszy akumulacja
komorek strych w obrgbie okreslonych tkanek. I tak na przyktad u pacjentéw z cukrzyca typu
IT obserwowano podwyzszony poziom biatek p53 1 p21 w komorkach tkanki thuszczowej -
adipocytach (Minamino i wsp. 2009). Z kolei w badaniach przeprowadzonych na mysich
modelach cukrzycy i otylo$ci zaobserwowano podwyzszony poziom reaktywnych form tlenu
1 cytokin zapalnych w tkance tluszczowej (Minamino 2010). Zapadalno$¢ na choroby
neurodegeneracyjne, takie jak choroba Alzheimera czy Parkinsona, rosnie po 60. roku zycia.
U o0s6b cierpigcych na te schorzenia wykazano obecno$¢ markerow starzenia komoérkowego.
W zmienionych na skutek choroby Alzheimera ptytkach B-amyloidu zaobserwowano
zwigkszong ekspresj¢ pl6 1 czynnikow zwigzanych z SASP (Bhat i wsp. 2012, Tan i wsp.
2014). Co wigcej, w mysim modelu choroby neurodegeneracyjnej zaleznej od biatka tau
stwierdzono akumulacje biatka pl6 w astrocytach 1 mikrogleju, a eliminacja tych komodrek
u myszy transgenicznych zapobiegata hiperfosforylacji rozpuszczalnego i nierozpuszczalnego
biatka tau, zachowujac w ten sposob funkcje poznawcze (Chinta i wsp. 2018). Obecnosé
starych fibroblastow i komoérek nabtonkowych stwierdzono w tkance ptucnej ludzi 1 myszy
dotknigtych idiopatycznym widknieniem ptuc (IPF), ktoére prowadzi do skrocenia dtugosci
zycia (Hashimoto i wsp. 2016). Wykorzystujac myszy transgeniczne INK-ATTAC, u ktorych
za pomoca bleomycyny wywolano uszkodzenie pluc (jako model IPF), wykazano,
ze usunigcie ulegajacych starzeniu komorek zmniejsza objawy choroby i poprawia czynnosci
pluc (Schafer 1 wsp. 2017). To tylko niektore przyktad $wiadczace o istnieniu zwigzku

pomigdzy starzeniem komdrkowym a rozwojem chorob zwigzanych z wiekiem.
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1.3.2. Starzenie komoérkowe w rozwoju miazdzycy

Zmiany w ukladzie naczyniowo-sercowym naleza do jednych z najczestszych dolegliwosci
wieku podesztego. Po 55. roku zycia odnotowuje si¢ gwattowny wzrost wystepowania takich
choréb jak nadci$nienie czy miazdzyca (Niccoli 1 Partridge 2012). Miazdzyca jest chorobag
przewlekta, polegajaca na powstawaniu zmian w t¢tnicach prowadzacych do formowania tzw.
blaszek miazdzycowych, ktore charakteryzujg si¢ gromadzeniem lipidéw w §cianie naczyn,
rekrutacja komoérek zapalnych i1 powstaniem lokalnego stanu zapalnego, proliferacja
1 migracja komorek migsni gladkich, tworzeniem komorek piankowatych, apoptoza
1 martwicg, zwapnieniem oraz jej zwldknieniem (Hansson 2005, Grootaert i Bennett 2021).
Blaszki miazdzycowe powoduja zwezenie $wiatla naczynia ograniczajac przeptyw krwi,
jednak jedng z najpowazniejszych konsekwencji miazdzycy jest pekniecie blaszki prowadzace
do powstania skrzepu, ktory po oderwaniu si¢ od blaszki moze spowodowa¢ zatkanie $§wiatta
naczynia. W efekcie moze doj§¢ do przejsciowych atakow niedokrwiennych badz udaru.
Prawdopodobienstwo pekniecia blaszki miazdzycowej jest wieksze

w tzw. niestabilnej, zwykle dojrzatej blaszce, a mniejsze - w stabilnej (Mori 1 wsp. 2018).

Sciana tetnicy ma strukture trojwarstwowa. Najbardziej zewnetrzna warstwa zawiera
zakonczenia nerwowe, komorki tuczne oraz mikronaczynia, ktore odzywiajg zewnetrzng
warstwe blony §luzowej. Srodkowa warstwa sktada si¢ ze spoczynkowych komorek miesni
gladkich i dobrze zorganizowanej macierzy pozakomorkowej zawierajacej elastyne, kolagen
1 inne makroczasteczki. Blaszka miazdzycowa tworzy si¢ w najbardziej wewnetrznej
warstwie blony wewnetrznej 1 gtowng rolg w jej rozwoju odgrywajg komorki srodbtonka,
komorki uktadu odpornosciowego oraz komorki migsni gladkich naczyn (Rognoni i wsp.
2015). W obszarach podatnych na uszkodzenia zmiany miazdzycowe zaczynaja rozwijac si¢
pod nienaruszonym, ale nieszczelnym i dysfunkcyjnym $roédbtonkiem. Wewnatrz komorek
srodbtonka dochodzi do aktywacji szlakéw sygnatowych i zaburzenia funkcjonowania tych
komorek. Dochodzi réwniez do obnizenia wydzielania tlenku azotu NO, ktéry odpowiada
miedzy innymi za utrzymywanie cigglosci bariery mechanicznej chronigcej wewngtrzne
warstwy $ciany naczyn krwiono$nych. W poczatkowym etapie powstawania zmian
chorobowych, czasteczki lipoprotein o matej gestosci (LDL) gromadza si¢ w blonie
wewnetrznej, gdzie ulegaja utlenieniu i innym modyfikacjom, czynigc je prozapalnymi

1 immunogennymi.
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Za stabilno$¢ blaszki miazdzycowej w duzej mierze odpowiadaja komoérki migsni gladkich
naczyn (VSMC, ang. vascular smooth muscle cells) znajdujace si¢ w czapeczce, ktore
produkuja duze ilosci kolagenu, elastyny, proteoglikanow oraz skladnikéw macierzy
pozakomorkowej. We wczesnym stadium rozwoju blaszki obserwuje si¢ zwigkszong
aktywno$¢ proliferacyjng tych komoérek w porownaniu z proliferacja w nienaruszonej $cianie
naczynia. Natomiast zaawansowana blaszka miazdzycowa charakteryzuje si¢ bardzo niskim
wskaznikiem proliferacji (Bennett 1 wsp. 2016). Co wigcej, zwigkszong proliferacje VSMC
obserwuje si¢ rowniez podczas procesu naprawy po peknieciu blaszki miazdzycowe;,
co dowodzi istotnemu znaczeniu proliferacji VSMC w stabilizacji i naprawie blaszki (Bennett
i wsp. 2016). Niestety zdolnos¢ komorek migsni gladkich do wchodzenia
w cykl komorkowy znacznie spada w miar¢ postgpu miazdzycy i ostatecznie komoérki te nie
sg w stanie naprawi¢ pe¢knie¢ 1 uszkodzen blaszki miazdzycowej, mimo ze znajdujg si¢
w mikrosrodowisku bogatym w mitogeny. Co wigcej, we wczesnych stadiach zmian
miazdzycowych obserwowano czestsze podziaty VSMC 1 znacznie wydajniejsza naprawe
blaszek w porownaniu do stadiow zaawansowanych (Gorenne 1 wsp. 2006, Basatemur 1 wsp.
2019). Uwaza sig, ze przyczyng tego zjawiska jest starzenie komorkowe. Komorki izolowane
bezposrednio z blaszki miazdzycowej i hodowane w warunkach in vitro wykazuja zmiany
morfologiczne i biochemiczne typowe dla procesu starzenia (Grootaert i wsp. 2018). VSMC
pochodzace z blaszki majg krotsze telomery, wykazuja nizsze tempo proliferacji oraz nizszy
odsetek komorek w fazie S cyklu komorkowego. Hodowane in vitro przechodza mniej
podzialéw niz komorki VSMC izolowane od tego samego pacjenta z fragmentow
niezmienionego, prawidtowego naczynia (Bennett i wsp. 1995, Bennett i Boyle 1998).
Ponadto komorki te posiadaja podwyzszony poziom SA-B-gal, inhibitoréw cyklu
komoérkowego (p16 oraz p21) oraz uszkodzen DNA jak rowniez skrocone telomery (Gorenne
1 wsp. 2006, Wang 1 wsp. 2015, Garrido i wsp. 2022). Zatem obecne w blaszce miazdzycowej
komorki VSMC ulegaja starzeniu zardwno replikacyjnemu, jak i przyspieszonemu. Istotng
role w indukcji procesu starzenia komoérek VSMC zachodzacego w blaszkach
miazdzycowych odgrywa podwyzszony poziom reaktywnych form tlenu, o czym $wiadczg

wykrywane oksydacyjne uszkodzenia DNA.

Wykazano rowniez, ze stare komorki VSMC nabieraja cechy fenotypu osteoblastow
1 zwigkszaja swoja podatno$¢ na zwapnienie poprzez wzrost ekspresji réznych biatek
charakterystycznych dla komorek kosciotworczych (Nakano-Kurimoto i wsp. 2009). Poza

starzeniem istotny wpltyw na struktur¢ blaszki ma réwniez apoptoza komoédrek VSMC,
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obserwowana gltéwnie w zaawansowanej blaszce. Pozostato$ci umierajacych apoptotycznie
komoérek VSMC znajdujace si¢ w blaszce moga powodowaé mikrozwapnienia blaszki, ktore
to rowniez zwiekszajg prawdopodobienstwo jej pekniecia (Proudfoot 1 wsp. 2000, Otsuka 1
wsp. 2014). Coraz wigcej dowodow wskazuje, ze komorki VSMC odgrywaja istotng rolg
w rozwoju miazdzycy. Proliferacja i migracja tych komorek utatwiajag wezesny rozwoj zmian
chorobowych, ale s3 rownie wazne dla utrzymania stabilnosci blaszki miazdzycowej poprzez
utrzymanie ochronnej czapeczki pokrywajacej rdzen lipidowy w zaawansowanych stadiach

chorobowych.

1.3.3.Miazdzyca jako choroba wywolana stanem zapalnym

Stan zapalny odgrywa istotng rol¢ w inicjacji, progresji i destabilizacji blaszki miazdzycowe;.
Najbardziej licznymi komoérkami uktadu odpornosciowego majacymi wplyw na rozwoj stanu
zapalnego sa makrofagi, cho¢ nalezy wskaza¢ takze na limfocyty T i B. Monocyty krazace
w krwioobiegu moga wiazac si¢ z czasteczkami adhezyjnymi VCAMI ulegajacymi ekspres;ji
przez aktywowane komorki srodbtonka 1 wedrowaé do warstwy wewnetrznej $ciany tetnicy.
Dodatkowo niektére chemokiny mogg promowaé¢ migracj¢ monocytow do Sciany tetnicy.
Monocyty te inicjuja powstanie rdzenia bogatego w cholesterol, komodrki dendrytyczne oraz
komorki tuczne. Znajdujace si¢ w blonie wewngetrznej monocyty dojrzewaja do makrofagow,
ktore wigzac czasteczki lipoprotein, przeksztalcajg si¢ w komorki piankowe. Produkowane
przez makrofagi czynniki wzrostu stymuluja proliferacje¢ komorek migsni gladkich
znajdujacych si¢ w wewngtrznej warstwie $ciany naczynia. Pod wptywem PDGF, FGF
i MMP komorki mieéni gladkich znajdujace si¢ w $rodkowej warstwie sa pobudzane
do ukierunkowanej migracji do miejsca tworzenia rdzenia blaszki miazdzycowej (Johnson
2014). W odpowiedzi na produkowany przez makrofagi transformujacy czynnik wzrostu TGF
wydzielaja ~ wielosktadnikowa macierz zewnatrzkomérkowa  zawierajaca  kolagen,
proteglikany oraz elastyng. Macierz ta pokrywa wytworzony przez komorki piankowe i inne
komorki uktadu odpornosciowego rdzen blaszki, tworzac w ten sposob witoknistg strukture

zwang czapeczka.

We wczesnych stadiach miazdzycy tetnic makrofagi odpowiadaja za usuwanie reaktywnych,
uszkodzonych i1 utlenionych czastek lipoprotein o matej gestosci (oxLDL). W pdzniejszych
etapach, w wyniku akumulacji wewnatrz komoérki oxLDL, dochodzi do uposledzenia
fagocytozy makrofagdéw i ich $mierci (Zhu i wsp. 2018). Martwe komorki i ich fragmenty

przyczyniaja si¢ do powstania prozakrzepowego nekrotycznego rdzenia charakterystycznego
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dla dojrzalej blaszki miazdzycowej. Gromadzace si¢ w obrgbie blaszek miazdzycowych
czynniki nalezagce do DAMPs (wzorce molekularne zwigzane z uszkodzeniami), stanowia
zrodto endogennych ligandoéw, ktore aktywuja makrofagi. Co wiecej, krysztaty cholesterolu
powstajace w wyniku przemiany fazowej cholesterolu moga prowadzi¢ do aktywacji
inflammasomu Nlrp3 i produkcji prozapalnej IL-1 i IL-18 (Christ i wsp. 2016, Kong i wsp.
2022).

Limfocyty T, cho¢ mniej licznie niz monocyty, rowniez migruja do warstwy wewnetrznej
1 moga odgrywac istotng role w regulacji funkcji komorek odpornosciowych oraz komoérek
srodbtonka 1 komoérek miesni gltadkich. Produkcja takich cytokin jak IL-12 czy IL-18
prowadzi do aktywacji limfocytdéw pomocniczych Thl. Z kolei cytokiny zapalne wytwarzane
przez komorki Thl (gtownie INF i TNF) oraz ekspresja ligandu CD40 na powierzchni tych
komorek prowadzi do produkcji proteaz i innych mediatorow prozapalnych oraz aktywacji
makrofagdw, komorek $rodbtonka oraz przyczynia si¢ do hamowania proliferacji komorek
miegs$ni gladkich 1 produkcji kolagenu. Zmiany te prowadza do zmniejszenia stabilno$ci
blaszki miazdzycowej oraz zwigkszenia ryzyka jej peknigcia. Z drugiej strony wydzielane
przez limfocyty regulatorowe Treg oraz limfocyty Th2 cytokiny przeciwzapalne, takie jak
IL-10 1 TGFB ostabiajg stan zapalny blaszki 1 przyczyniajg si¢ do jej stabilizacji.
Zatem zaréwno inicjacja, rozwo0j oraz ostatecznie pgkniecie blaszki miazdzycowej jest Scisle
kontrolowane przez czynniki wydzielane przez komorki zaangazowane w tworzenie blaszki.
Do czynnikéw tych naleza chemokiny, cytokiny prozapalne i przeciwzapalne oraz

metaloproteinazy (Soehnlein 1 Libby 2021).

1.3.4.Rola pecherzykow zewnatrzkomorkowych w rozwoju miazdzycy

Pecherzyki zewnatrzkomorkowe takze maja swoj udzial w powstawaniu 1 utrzymywaniu si¢
stanu zapalnego w organizmie. Komodrki wykorzystuja EVs do usuwania resztek
komoérkowych w przypadku nieprawidtowego funkcjonowania lizosomow (Eitan 1 wsp.
2016). Co za tym idzie, EVs moga posredniczy¢ w rozprzestrzenianiu si¢ nieprawidlowo
sfaldowanych i1 patogennych biatek, nie tylko do pobliskich, lecz takze odlegltych komorek,
przemieszczajac si¢ w ukladzie krazenia 1 limfatycznym. Wykazano, ze zmiany miazdzycowe
zawierajg 1 uwalniajg EVs, pochodzace z leukocytow, ptytek krwi, komorek migsni gladkich
i komorek $rodbtonka, na wszystkich etapach rozwoju miazdzycy (van der Vorst i wsp.
2018). Dowiedziono réwniez, ze egzosomy pochodzace z aktywowanych limfocytow T byty

wzbogacone w cholesterol, a hodowla monocytow w obecnosci egzosomoéw zwigkszata
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akumulacje cholesterolu w tych komorkach. Co wigcej, wraz z akumulacjg cholesterolu
w monocytach wzrastala produkcja prozapalnej cytokiny TNFa (Zakharova i wsp. 2007).
Pecherzyki zewnatrzkomérkowe moga réwniez wpltywac na integralnos$¢ oraz funkcje Sciany
naczynia, poprzez promowanie stresu oksydacyjnego, nasilanie stanu zapalnego czy
indukowanie apoptozy, co w nastgpstwie moze wywotywaé dysfunkcj¢ komorek srodbtonka
(EC, ang. endothelial cells) i inicjowa¢ miazdzyc¢ (Peng i wsp. 2020). Udowodniono, ze
pochodzace z komoérek EC EVs zawierajg metaloproteinazy macierzy i mogg degradowac
macierz zewnatrzkomorkowa, promujac tym samym migracje komoérek VSMC (Paudel 1 wsp.
2016). Migracja komorek VSMC z btony $rodkowej do blony wewnetrznej jest krytycznym
krokiem w rozwoju miazdzycy. Takze mikroRNA transportowane w pecherzykach
zewnatrzkomorkowych moze wplywaé na proliferacje 1 migracje komoérek VSMC.
Na przyktad miR-221 reguluje proliferacje, poprzez wptyw na ekspresje p27 1 p57, ktore sg
inhibitorami kinaz zaleznych od cyklin. Zmniejszona ekspresja gendw kodujacych biatka
kurczliwe przez miR-221 zwigkszata proliferacj¢ i migracj¢ komorek VSMC (Davis i wsp.
2009). Do destabilizacji blaszki miazdzycowej przyczynia¢ si¢ moze rOwniez mineralizacja
1 zwapnienie naczyn. Stany patologiczne, takie jak miazdzyca, charakteryzujg si¢ brakiem
rownowagi mineralnej i moga powodowaé, ze komorki migs$ni gladkich naczyn oraz
makrofagi wydzielaja EVs zawierajace skladniki sprzyjajace mineralizacji, takie jak wapn
1 fosforany (Bakhshian Nik i wsp. 2017). Sugerowano, ze interakcja tych EVs z utleniong
forma cholesterolu moze przyspiesza¢ zwapnienie naczyn poprzez przeprogramowanie
komorek migéni gladkich do réznicowania osteogennego (Ruiz i wsp. 2016). Prowadzi to do
mikrozwapnien w blaszkach miazdzycowych, ktore staja si¢ niestabilne i podatne na pe¢kanie,

wywotujgc miejscowy zakrzep.
Pomimo zgromadzonej do tej pory wiedzy na temat roli pecherzykow zewnatrzkomérkowych

w rozwoju miazdzycy wcigz niewiele jest dostepnych informacji o znaczeniu EVs

wydzielanych przez komorki stare obecne w blaszkach miazdzycowych.
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2. Zalozenia i cele

Starzenie komorkowe jest procesem, ktoremu ulegaja rézne typy komorek co zostato
wykazane w przypadku wielu zwierzgcych modeli eksperymentalnych a takze w przypadku
analiz tkanek i1 komorek pochodzacych od cztowieka. Mozna zatozy¢, Zze proces ten zachodzi
takze u innych ssakow. Na przestrzeni ostatnich dziesi¢cioleci przeprowadzono szereg badan
dotyczacych starzenia komdrkowego ze wzgledu na jego znaczaca role zar6wno w procesach
fizjologicznych, jak i patologicznych. Starzenie komoérkowe moze zosta¢ wyindukowane
w odpowiedzi na dzialanie r6znego rodzaju czynnikow stresowych, takich jak skracanie
telomerow, uszkodzenia DNA, stres oksydacyjny czy aktywacja onkogendéw. W odrdznieniu
od starzenia komérkowego zwigzanego ze skracaniem telomerdw, inne typy starzenia mozna
zaklasyfikowaé jako przyspieszone starzenie indukowane stresem. W wyniku zadzialania
bodzca stresogennego dochodzi do trwatego zatrzymania cyklu komoérkowego, a komorka
stara pozostaje aktywna metabolicznie i wydziela szereg czynnikdéw, okreslanych mianem
fenotyp wydzielniczy zwigzany ze starzeniem. W miar¢ rozwoju wiedzy na temat starzenia
komorkowego ros$nie takze §wiadomo$¢ ztozonosci i réznorodnosci tego procesu, ktory
zalezy od czynnika indukujacego, typu komodrki czy tez kontekstu fizjologicznego.

W zwiazku z tym pierwszym celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto:

1. Scharakteryzowanie i poréwnanie fenotypu przyspieszonego starzenia w réznych
typach komorek prawidlowych hodowanych in vitro oraz wyznaczenie uniwersalnych

znacznikow tego procesu.

W tym celu do doswiadczen wykorzystano trzy typy komorek prawidtowych: komoérki migsni
gladkich aorty, preadipocyty oraz fibroblasty. Komorki te indukowano do starzenia za
pomoca doksorubicyny lub nadtlenku wodoru, a nastgpnie analizowano ich potencjat

proliferacyjny, cykl komérkowy oraz poziom wybranych biatek zwigzanych ze starzeniem.

Starzenie komorkowe jest procesem dynamicznym i wieloetapowym. Lezy ono u podstaw
wielu chorob zwigzanych z wiekiem, w tym miazdzycy. Udowodniono, ze w rozwoju tej

choroby istotng role odgrywa starzenie komoérek miesni gltadkich. Stad tez kolejnymi celami

pracy byty:
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2. Porownanie zmian zachodzacych w komorkach mie¢sni gladkich aorty ulegajacych
przyspieszonemu starzeniu na wczesnym i péznym etapie tego procesu oraz ulegajacych

starzeniu replikacyjnemu.

3. Charakterystyka komorek mig¢sni gladkich wyizolowanych z blaszek miazdzycowych

jako modelu starzenia komérkowego in vivo.

Jedng z istotnych cech komorek ulegajacych starzeniu jest wystgpowanie tzw. fenotypu
wydzielniczego zwigzanego ze starzeniem (SASP). Udowodniono, ze czynniki wydzielane
przez komorki stare mogg przyczynia¢ si¢ mi¢dzy innymi do powstawania przewlektego
stanu zapalnego, ktory sprzyja chorobom zwigzanym z wiekiem. Coraz czg¢$ciej sugeruje si¢,
ze pecherzyki zewnatrzkomérkowe moga odgrywaé kluczowa role w  zlozonych

1 zroznicowanych funkcjach SASP. W zwiazku z tym kolejnymi celami byto:

4. Porownanie profilu wydzielniczego komorek miesni gladkich aorty ulegajacych

starzeniu in vitro oraz in vivo.

5. Okreslenie podobienstw i réoznic w proteomie pecherzykow zewnatrzkomorkowych
oraz czynnikow rozpuszczalnych wydzielanych przez komorki miesni gladkich aorty

ulegajace starzeniu replikacyjnemu i przyspieszonemu.

W powstaniu i rozwoju blaszki miazdzycowej istotng rol¢ odgrywaja zardwno ulegajace
starzeniu komorki migéni gladkich jak i komorki uktadu odpornosciowego. W zwigzku z tym,
ze wydzielane przez komorki stare czynniki SASP moga wptywaé na sgsiadujgce komorki
1 modyfikowa¢ mikrosrodowisko tkanki przyczyniajgc si¢ do promowania stanu zapalnego,

ostatnim celem badan byto:

6. Zbadanie wplywu czynnikow wydzielanych przez komorki stare na aktywacje,

proliferacje¢ i roznicowanie limfocytow T.
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3. Materialy i metody
3.1 Materialy
3.1.1 Material badawczy
3.1.1.1 Ludzkie komorki miesni gladkich aorty

Do doswiadczen wykorzystano ludzkie komorki migséni gtadkich izolowane z aorty, dostepne
komercyjnie z banku komoérkowego (ATCC Ilub Lonza). Komoérki hodowano
w specjalnie dedykowanej pozywce (ATCC lub Lonza) uzupetnionej 5% plodowa surowica
cielecg (ang. Fetal Bovine Serum, FBS) oraz wzbogacong o suplementy: 5 pg/ml insulina,
5 ng/ml FGF-B, 5 ng/ml EGF, 10 mM L-glutamina oraz 50 pg/ml kwas askorbinowy (zestaw
suplementow — Lonza/ATCC). Komoérki hodowano w inkubatorze w temperaturze 37°C,

w atmosferze 5% dwutlenku wegla 1 95% wilgotnosci.

3.1.1.2 Ludzkie komorki migsni gladkich izolowane z blaszek miazdzycowych

Blaszki miazdzycowe, izolowane z tetnicy szyjnej pacjentdw, otrzymano przy wspolpracy
z prof. dr hab. n. med. Krzysztofem Bojakowskim. Materiat do badan zostat pobrany w czasie
planowanych operacji endarterektomii tetnicy szyjnej i przekazany do do$wiadczen po
uprzednim uzyskaniu zgody Lokalnej Komisji Bioetycznej dziatajacej przy Szpitalu MSWiA
w Warszawie oraz zgody pacjentdéw. Wyizolowane blaszki miazdzycowe zawieszano
w pozywce DMEM, zawierajacej 10% ptodowej surowicy cielgcej, 2 mM L-glutamine
(Sigma-Aldrich, USA), 10 U/ml penicyliny, 0,1 mg/ml streptomycyny oraz 0,25 ug/ml
amfoterycyny B i przewozono na lodzie do Insytutu Biologii Do$wiadczalnej. Nastepnie
blaszki miazdzycowe byly mechanicznie oczyszczane ze skrzepéw krwi, pozbawiane
zwapniatych fragmentoéw tkanki oraz cicte na fragmenty o wielkosci okoto 1-2 mm?. Tak
otrzymane eksplanty hodowano w pozywce DMEM na podiozu selekcyjnym pokrytym
kolagenem (BD), umozliwiajacym adhezje komorek migéni gtadkich. Hodowle prowadzono
do czasu osiagnigcia przez komorki konfluencji lub przez okoto 4 tygodnie (Ryc. 3.1).
Nastepnie komorki odklejano roztworem 0,25% trypsyny (Sigma-Aldrich), wysiewano
w gestosci okolo 3,5 tys./em® na dalsze do$wiadczenia i hodowano w pozywce ATCC

dedykowanej do hodowli komoérek migsni gtadkich naczyn krwionos$nych.
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~ 4 tygodnie

Blaszka miazdiycowa Eksplanty tkankowe Komorki miesni gladkich

Ryc. 3.1. Przyktadowe zdjecia przedstawiajace poszczegolne etapy izolacji komdrek migsni gtadkich z blaszek
miazdzycowych. Skala na pierwszym zdjeciu od lewej odpowiada 1 cm.

3.1.1.3 Ludzkie preadipocyty

Ludzkie preadipocyty zakupiono w banku komoérek (ScienCell) za posrednictwem firmy
Biomedica. Komorki hodowano w specjalnie dedykowanej pozywce (ScienCell) uzupetnione;j
5% plodowa surowica cielgca oraz wzbogacong o suplement wzrostu preadipocytow
(mieszanina czynnikéw wzrostu, hormondéw 1 bialek niezbednych do hodowli) i mieszanine
antybiotykow — penicyliny (100 U/ml) 1 streptomycyny (100 pg/ml). Komorki hodowano

w temperaturze 37°C, w atmosferze 5% dwutlenku wegla i 95% wilgotnosci.

3.1.1.4 Ludzkie fibroblasty

Ludzkie fibroblasty, izolowane ze skory, zakupiono w banku komérek (ATCC oraz GIBCO).
Komorki hodowano w pozywce DMEM (Sigma-Aldrich) wzbogaconej 10% FBS (Biowest),
2 mM L-glutaming (Sigma-Aldrich) oraz mieszaning antybiotykéw - penicyliny (100 U/ml),
streptomycyny (100 pg/ml) i amfoterycyny B (0,25 pg/ml) (Sigma-Aldrich), w atmosferze
95% wilgotnosci, 5% CO; 1 temperaturze 37°C.

3.1.1.5 Ludzkie limfocyty T

Ludzkie limfocyty T izolowano z kozuszka leukocytarno-ptytkowego dostarczanego
z Regionalnego Centrum Krwiodawstwa 1 Krwiolecznictwa w Warszawie. Dawcami byty
osoby ptci meskiej] w przedziale wiekowym 25 — 40 lat. Limfocyty T (CD3+) izolowano

w wyniku negatywnej selekcji za pomoca zestawu RosetteSep Human T Cell Enrichment
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Cocktail (Stemcell Technologies), ktory zawieral koktajl przeciwcial skierowanych przeciwko
wszystkim elementom morfotycznym krwi poza limfocytami T (Tabela 3.1). W wyniku
dodania koktajlu przeciwcial do kozuszka leukocytarno-ptytkowego, tworzone sg duze
agregaty komorkowe (rozetki immunologiczne) 1 jedynie limfocyty T pozostaja niezwigzane.
W trakcie wirowania w gradiencie gestosci duze agregaty komorkowe, jako ciezsze, opadaja

na dno falkonu, a na granicy faz osocza i medium znajduja si¢ limfocyty T.

Tabela 3.1 Wykaz przeciwcial wchodzacych w sktad zestawu wykorzystywanego do izolacji limfocytow T

Antygen przeciwciala Komorki wykazujace ekspresje
CD16 granulocyty, komorki NK
CD19 limfocyty B
CD36 monocyty, ptytki krwi
CD56 komorki NK
CD66b granulocyty
glikoforyna A erytrocyty

3.1.2 Przeciwciala

Ponizej przedstawiono przeciwciala pierwszorzedowe oraz drugorzgdowe, stosowane podczas
analizy poziomu biatek technika  Western  blotting oraz ~w  barwieniach

immunofluorescencyjnych:

Tabela 3.2 Wykaz przeciwcial pierwszorzedowych stosowanych podczas do§wiadczen.

Bufor blokujacy/
Nazwa przeciwciata  Masa Pochodzenie Rozcienczenie do rozc. Producent
[kDa] przeciwciala

3% BSA, 0,1%
53BP1 --- krolik 1:200 Tween 20, 0,1% Novus
Triton X-100 w PBS

CD63 26 mysz 1:500 5% BSA w TBST Abcam
CD81 22 mysz 1:500 5% BSA w TBST Abcam
cyklina B1 55 krolik 1:500 mleko Santa Cruz
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GAPDH 35 mysz 1:50 000 mleko Sigma

HMGBI1 25 krolik 1:500 mleko Abcam

lamina B1 72 mysz 1:500 mleko Santa Cruz

PCNA 36 mysz 1:1000 mleko Cell Signaling

p21 21 krolik 1:500 mleko Santa Cruz

TOM20 20 krolik 1:1000 mleko Santa Cruz

Tabela 3.3 Wykaz przeciwcial drugorzedowych stosowanych podczas doswiadczen.

Antygen Koniugat Pochodzenie Rozcienczenie Producent

czes¢ Fe mysich IgG peroksydaza koza 1:2000 DAKO
chrzanowa

cze$¢ Fe mysich IgG Fluorochrom koza 1:500 Invitrogen
Alexa Fluor 488

4
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W tabeli 3.4 przedstawiono przeciwciala stosowane podczas analizy cytometryczne;.

Tabela 3.4 Wykaz przeciwcial stosowanych do analiz cytometrycznych.

Antygen Fluorochrom Firma
Barwnik do poliferacji CFSE eBioscience
Bawrnik na 455 UV (DAPI) eBioscience
przezywalnos$¢
CD3 FITC BD
CD4 Alexa Fluor 700 eBioscience
CD8 PE-eFluor 610 eBioscience
CD25 APC eBioscience
CD38 PE-Cyanine 7 eBioscience
CD69 PerCP-eFluor 710 eBioscience

3.1.3 Roztwory
3.1.3.1 Zwiazki wykorzystane do traktowania komoérek

Doksorubicyna - doksorubicyn¢ (Sigma-Aldrich) rozpuszczano w sterylnej wodzie w celu
otrzymania roztworu o st¢zeniu 10mg/ml (17,24 mM) i1 przechowywano w temperaturze 4°C.
W celu traktowania komorek, roztwor doksorubicyny rozcienczano 1000-krotnie w PBS

1 dodawano odpowiednig objetos¢ do pozywki, tak aby stezenie koncowe wynosito 150 nM.

Nadtlenek wodoru - 30% roztwér nadtlenku wodoru (Simga-Aldrich) rozcienczano 1000-
krotnie w PBS, aby uzyskac¢ stezenie 10 mM, a nastepnie rozcienczano w celu uzyskania 150

uM stezenia koncowego w hodowli komorkowe;.

3.1.3.2 Roztwory stosowane do oznaczania aktywnoSci zwigzanej ze starzeniem

B-galaktozydazy

Roztwor utrwalajgcy - roztwor zawierajacy 2% formaldehydu (Sigma-Aldrich) oraz 0,2%
glutaraldehydu (Sigma-Aldrich) w PBS.

Roztwor — barwigcy - roztwor zawierajagcy X-gal  (5-bromo-4-chloro-3-indolilo-B-

Dgalaktopiranozyd, substrat dla SA-B-galaktozydazy) w stezeniu 1 mg/ml, 2,5 mM
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heksacyjanozelazian potasu (CsFeK4Ng- 3H,0), 2,5 mM zelazocyjanian potasu (CgFeK;Ng),

150 mM chlorek sodu oraz 2 mM chlorek magnezu w buforze fosforanowym o pH 6,0.

Bufor fosforanowy o pH 6,0 - roztwor przygotowano poprzez zmieszanie 87,7 ml NaH,PO4

0,1 M (13,79 g/1) z 12,3 ml Na,HPO4 0,1 M (17,79 g/1), co dawato pozadang warto$¢ pH.

3.1.3.3 Roztwory stosowane do barwien cytochemicznych

Roztwor 20% paraformaldehydu (PFA) - 20 g PFA (Sigma-Aldrich) rozpuszczono w 90 ml
PBS z dodatkiem wodorotlenku sodu w temperaturze 60°C. Po catkowitym rozpuszczeniu
roztwér doprowadzano do pH 7,4 za pomoca kwasu chlorowodorowego i uzupetniano PBS

do 100 ml. Roztwor przechowywano w temperaturze -20°C.

3.1.3.4 Roztwory stosowane w metodzie Western blotting

Bufor 1 M Tris-HCI o pH 6,8 - przygotowano przez rozpuszczenie 60,57 g Tris w 400 ml
wody dejonizowanej. Po dobie ustalono pH za pomoca kwasu chlorowodorowego

1 uzupetniono bufor do 500 ml woda dejonizowana.

Bufor 1,5 M Tris-HCI o pH 8,8 - przygotowano przez rozpuszczenie 90,85 g Tris w 400 ml
wody dejonizowanej. Po dobie ustalono pH za pomoca kwasu chlorowodorowego

1 uzupetniono bufor do 500 ml woda dejonizowana.

Bufor Laemmli’ego - przygotowano roztwor wyjsciowy (2x stezony) o stezeniu 125 mM Tris-
HCl o pH 6,8, 4% SDS, 20% glicerol oraz 0,2% blekit bromofenolowy w wodzie
dejonizowanej. Bufor przechowywano w temperaturze pokojowej chronigc przed $wiattem.
Przed uzyciem do porcji buforu dodawano DTT, aby otrzyma¢ koncowe ste¢zenie DTT 100

mM.

Bufor do elektroforezy biatek - przygotowano roztwér wyjsciowy (10x stezony) o stezeniu
250 mM Tris-HCL 2,5 M glicyna 1 1% SDS w wodzie dejonizowane;j. Przed uzyciem roztwor
rozcienczano dziesi¢ciokrotnie w wodzie dejonizowanej, przechowywano w 4°C 1 uzywano

dwukrotnie.

Bufor do transferu biatek na membrang - przygotowano roztwor wyjsciowy (10x stezony)
o stezeniu 250 mM Tris-HCI, 2 M glicyna 10,5% SDS w wodzie dejonizowanej. Przed
uzyciem roztwor rozcienczano dziesigciokrotnie w roztworze alkoholu metylowego, tak by
koncowe stezenie metanolu wynosito 20%. Bufor przechowywano w 4°C i1 uzywano

dwukrotnie.
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TBST - przygotowano roztwor wyjsciowy TBS (10x stezony) o stezeniu 200 mM Tris-HCl
oraz 1,37 M chlorek sodu w wodzie dejonizowanej. Roztwdr doprowadzano do pH 7,6
za pomocg 10 M kwasu chlorowodorowego i1 przechowywano w temperaturze 4°C.
Bezposrednio przed uzyciem roztwor TBS rozcienczano dziesieciokrotnie i dodawano

Tween-20, tak by jego koncowe stezenie wynosito 0,1%.

Roztwor Ponceau S - roztwor otrzymany przez rozpuszczenie 1 g rézu Ponceau S w 100 ml

3% kwasu octowego 1 przechowywano w temperaturze pokojowe;.

Roztwor blekitu Coomassie - roztwor otrzymany przez rozpuszczenie 2 g Coomassie Brilliant
Blue R 250 (Sigma-Aldrich) oraz 0,5 g Coomassie Brilliant Blue G 250 (Merck) w roztworze
40% alkoholu etylowego, 5% alkoholu metylowego 1 8% kwasu octowego w wodzie
dejonizowanej. Roztwor przesaczony przez saczek z bibuty przechowywano w temperaturze

pokojowej i uzywano wielokrotnie.

Roztwory do przygotowania Zeli poliakrylamidowych - w doswiadczeniach stosowano zele
poliakrylamidowe o stezeniach 8%, 10%, 12% 1 15%. Sktad roztwordéw do przygotowania

zeli podano w tabeli 3.5.

Tabela 3.5. Sktad roztworow do przygotowania zeli poliakrylamidowych.

zel rozdzielajacy zel zageszczajacy
(objeto$¢ [ml] na 5 ml zelu) (objetos$¢ [ml] na 5 ml zelu)

Stezenie zelu 8% 10% 12% 15% Stezenie zelu 5%
Odczynnik Odczynnik
woda 2,6 2,35 2,1 1,72  woda 3,61
40% akrylamid/ 1 1,25 1,5 1,88  40% akrylamid/ 0,64
bis-akrylamid 29:1 bis-akrylamid 29:1
1SM Tris-HClIpH 13 1,3 1,3 1,3 1 M Tris-HCI pH 6,8 0,63
8,8
10% SDS 0,05 0,05 0,05 0,05 10% SDS 0,05
10% APS 0,05 0,05 0,05 0,05 10% APS 0,05
TEMED 0,003 0,002 0,002 0,002 TEMED 0,005
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3.1.3.5 Roztwory stosowane do przygotowania komorek do mikroskopii elektronowej

Wszystkie roztwory wykorzystywane podczas mikroskopii elektronowej przygotowywane

byty na biezaco bezposrednio przed uzyciem.

04 M HEPES o pH 7,3 - 9,5 g HEPES rozpuszczono w 100 ml wody podwodjnie

destylowanej, a nastepnie roztwor doprowadzano do pH 7,3 za pomoca wodorotlenku sodu.

Bufor utrwalajgcy - 2 g PFA (Sigma-Aldrich) rozpuszczono w 40 ml wody podwojnie
destylowanej z dodatkiem kropli 5 M wodorotlenku sodu w temperaturze 60°C.
Po catkowitym rozpuszczeniu, do roztworu dodawano 50 ml 0,4 M HEPES o pH 7,31 0,2 ml
sSwiezo otwartego 25% glutaraldehydu (EMS). Roztwor doprowadzano do pH 7,3 za pomoca

wodorotlenku sodu i uzupetiano woda podwojnie destylowang do 100 ml.

Bufor blokujgcy - roztwor przygotowywano poprzez rozpuszczenie 0,5 g albuminy surowicy

bydlecej (BSA), 0,05 g saponiny oraz 0,27 g chlorku amonu w 100 ml PBS.

3% roztwor zelazo (Il) cyjanku potasu - 0,3 g zelazo (II) cyjanku potasu (Sigma-Aldrich)

rozpuszczono w 10 ml 0,2 M buforu fosforanowego o pH 7.,4.

1% roztwor zredukowanego tetratlenku osmu - 4% roztwor tetratlenku osmu (Agar Scientific)
zmieszano z 3% roztworem zelazo (II) cyjanku potasu i wody podwdjnie destylowanej

w stosunku 1:2:1.

2% roztwor tetratlenku osmu - 4% roztwor tetratlenku osmu (Agar Scientific) 1 wody

podwdjnie destylowanej zmieszano w stosunku 1:1.

Tiokarbohydrazyd (TCH) - 0,1 g TCH (Sigma-Aldrich) rozpuszczono w 10 ml wody

podwdjnie destylowanej 1 ogrzewano w 60°C przez 1 h mieszajac co kilkanascie minut.

1% roztwor octanu uranylu - 0,4 g octanu uranylu (Ted Pella) rozpuszczono w 10 ml wody
podwdjnie destylowanej i przechowywano w temperaturze 4°C. Tuz przed uzyciem roztwor

przefiltrowano i rozcienczano czterokrotnie woda podwodjnie destylowana.

Roztwor asparaginianu otowiu Waltona - 0,066 g azotanu otowiu (Sigma-Aldrich)
rozpuszczono w 10 ml 0,03 M kwasu asparaginowego o pH 3,8 w tazni wodnej o temp. 60°C.

Roztwoér asparaginianu otowiu doprowadzano do pH 5,5 za pomocg 1M wodorotlenku sodu.
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Zywica epoksydowa Durcupan - zywice Durcupan (Sigma-Aldrich) przygotowywano przez
zmieszanie 8,33 g sktadnika A/M, 8,33 g sktadnika B, 0,33 g sktadnika D oraz 4 kropli DMP-
30.

3.1.3.6 Roztwory stosowane podczas cytometrycznej analizy cyklu komoérkowego

Bufor cytrynianowy pH 7,8 - roztwér zawierajacy 192 mM wodoroortofosforanu (V) sodu

(POCh) 1 4 mM kwas cytrynowy (Sigma-Aldrich).

Roztwor barwigcy - roztwor zawierajacy 3,8 mM cytrynian sodu, 50 ug/ml jodku propidyny
(Sigma-Aldrich) 1 0,5 pg/ml RNazy A w PBS
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3.2 Metody
3.2.1 Indukcja starzenia
3.2.1.1 Starzenie przyspieszone

W celu indukcji starzenia, komorki na wczesnych pasazach wysiewano w gestosci 3,5
tys./em” i po 24 lub 48 godzinach od wysiania traktowano je nadtlenkiem wodoru o stezeniu
koncowym 150 uM lub doksorubicyng o stezeniu koncowym 150 nM. Komorki analizowano
po 3 17 dobach od traktowania oraz po 4 tygodniach.

3.2.1.2 Starzenie replikacyjne

Komoérki na wezesnych pasazach wysiewano w gestosci 3,5 tys./cm® i pasazowano co 3 — 4
dni. Przy kazdym pasazu komorki liczono w komorze Neubauera, w celu okreslenia liczby

podwojen populacji (PD) oraz skumulowanej liczby podwojen populacji (cPD), korzystajac

Z€ WZOoru.
D logloNh - logloNl
B log102
Gdzie: Ni — liczba wysianych komorek podczas pasazu; Nh — liczba zebranych komoérek podczas kolejnego
pasazu

W celu okreslenia ogodlnej liczby podwojen populacji (cPD) sumowano wartosci PD z catego
okresu trwania hodowli. Komorki uznawane byty za stare replikacyjnie gdy przestaty sie

dzieli¢ a cPD zblizalo si¢ lub osiggalo plateau (Ryc. 3.2).

40+

30

cPD

20

10

0 I I I 1
0 20 40 60 80

dzien hodowli

Ryec. 3.2 Przyktadowy wykres skumulowanej liczby podwojen (cPD) populacji komérek VSMC.
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3.2.2 Badanie cyklu komorkowego

W celu odklejenia komoérek od podtoza, zbierano pozywke znad komoérek, a nastepnie
komorki ptukano PBS 1 inkubowano z 0,25% roztworem trypsy (Sigma Aldrich).
Po odklejeniu komorek, trypsyne neutralizowano zebrang wczesniej pozywka. Zawieszone
poprzez kilkukrotne pipetowanie komorki przenoszono do falkonéw 1 wirowano przez 5 min
przy 1200 rpm. Nastepnie osad komoérkowy plukano w PBS, ponownie wirowano,
a otrzymany osad zawieszano w niewielkiej objetosci PBS (okoto 0,3 ml) i utrwalano 5 ml
zimnego 70% alkoholu etylowego. Falkony z utrwalonymi komodrkami przechowywano

w temperaturze -20°C do czasu analizy, minimum 24 godziny.

Zawiesing komorkowa wirowano 5 min przy predkosci 1200 rpm w celu pozbycia si¢ etanolu.
Komorki przeptukano  dwukrotnie — najpierw roztworem 0,05% Tween 20 w PBS,
a nastepnie samym PBS za kazdym razem wirujac je przez 5 min przy 1200 rpm. Osad
zawieszano w 500 ul PBS, dodawano 500 pl buforu cytrynianowego i1 inkubowano przez
5 min. Nastgpnie komorki przeptukano PBS i wirowano przez 5 min przy 1200 rpm.
Po zwirowaniu, osad komorkowy zawieszano w 250 pl buforu barwigcego zawierajacego
jodek propidyny, ktéry wbudowuje si¢ w DNA. Komorki inkubowano przez 30 min
w temperaturze pokojowej, bez dostepu swiatla. Analize cyklu komérkowego wykonano za
pomocg cytometru przeptywowego FACS Calibur. Dokonywano pomiaru wielko$ci komoérek
(parametr FSC — forward scatter), ziarnistosci (parametr SSC — side scatter) oraz
intesywnosci fluorescencji komoérek (kanat FL2), ktéra odpowiada ilosci DNA w jadrze
komoérkowym. Z kazdej probki analizowano co najmniej 10 000 komoérek. Analize odsetka
komoérek w poszczegdlnych fazach cyklu przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania

CellQuest Pro oraz Modfit.

3.2.3 Oznaczanie aktywnosci p-galaktozydazy zwiazanej ze starzeniem

W celu oznaczenia aktywnosc¢i B-galaktozydazy zwigzanej ze starzeniem, komoérki hodowano
na szkietkach nakrywkowych o wymiarach 15 mm x 15 mm. Nast¢pnie przeptukiwano je
trzykrotnie PBS 1 utrwalano przez 5 min w buforze utrwalajacym. Nastgpnie komorki
przeptukano trzykrotnie PBS i inkubowano w roztworze barwigcym zawierajagcym X-gal
(substrat dla kwasnej B-galaktozydazy zwigzanej ze starzeniem). Inkubacj¢ prowadzono przez
18 godzin w inkubatorze w temperaturze 37°C, chronigc przed $wiatlem i dostgpem
powietrza. Po uplywie 18 godzin komorki ptukano trzykrotnie PBS, barwiono roztworem

Hoechst 33342 o stezeniu 2 ug/ml przez 15 min, ponownie plukano PBS a nastepnie szkietka
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z komorkami zatapiano na szkietku podstawowym przy uzyciu Fluoromount G (Invitrogen).
Preparaty ogladano 1 fotografowano przy uzyciu mikroskopu Nikon Eclipse Ti
1 oprogramowania NIS Elements Basic Research. Odsetek komoérek z aktywng SA-f-
galaktozydazg okreslano w stosunku do wszystkich komorek na podstawie liczby jader

komoérkowych. Analize przeprowadzono za pomoca programu Image].

3.2.4 Barwienia cytochemiczne

Komérki do barwien cytochemicznych wysiewano na szkietkach nakrywkowych
o wymiarach 15 mm x 15 mm umieszczonych w szalkach 12-dotkowych w gestosci 12 tys.

komorek na dotek.

3.2.4.1 Badanie proliferacji komorek za pomoca testu wbudowywania
bromodeoksyuryduny do DNA

W ostatniej dobie hodowli do komoérek dodawano bromodeoksyurydyne (BrdU) o stezeniu
koncowym 10uM. Po 18 godzinach inkubacji z BrdU komorki ptukano trzykrotnie PBS,
utrwalano zimnym 70% alkoholem etylowym i przechowywano w temp. -20°C do czasu
barwienia (minimum przez 24 godziny). W celu barwienia komoérki ptukano dwukrotnie przez
5 min roztworem 0,5% Triton X-100 (Sigma-Aldrich) w PBS, a nastgpnie inkubowano przez
30 min w roztworze 2N kwasu HCl w PBS, ponownie ptukano dwukrotnie w PBS
1 inkubowano przez 1 min w 0,1 M roztworze tetraboranu sodu. Po dwukrotnym przeptukaniu
komoérek PBS inkubowano je przez 1 godzing w temperaturze pokojowej z mysim
przeciwcialem pierwszorzegdowym skierowanym przeciw BrdU (Becton-Dickinson)
rozcienczonym 1:100 w PBS z dodakiem 0,5% Tween 20 (Sigma-Aldrich) oraz 1% BSA
(Sigma-Aldrich). Po uplywie godziny komorki ptukano dwukrotnie roztworem 0,5% Tween
20 w PBS 1 inkubowano je przez 1 godzing w temperaturze pokojowej, w ciemnosci
z przeciwcialem drugorzgdowym sprz¢zonym z fluorochromem Alexa Fluor 488
rozcienczonym 1:500 w roztworze jw. Po inkubacji komorki ptukano dwukrotnie roztworem
0,5% Tween 20 w PBS 1 przez 15 min barwiono jadra roztworem DAPI o stezeniu 1 pg/ml.
Po trzykrotnym przeptukaniu komorek PBS, zatapiano je na szkietku podstawowym
za pomocg Fluoromount-G. Zdjecia preparatow wykonywano przy uzyciu mikroskopu
fluorescencyjnego (nazwa mikroskopu i oprogramowania w podrozdziale 3.2.3 - powyzej)
1 analizowano za pomocg programu ImageJ. Wynik przedstawiano jako procent komoérek

wbudowujacych BrdU, w stosunku do catkowitej liczby komoérek (DAPI).
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3.2.4.2 Ekspresja Ki67 i F-aktyny w komorkach

Komorki utrwalano roztworem 4% PFA przez 15 minut w temperaturze pokojowej,
a nastgpnie plukano trzykrotnie PBS i przechowywano w temperaturze 4°C do czasu
barwienia. Przed barwieniem komorki przeptukano dwukrotnie PBS i1 permabilizowano przez
10 minut roztworem 0,1% Triton X-100 w PBS. Nastgpnie komoérki blokowano przez
1 godzing w buforze zawierajagcym 2% BSA, 1,5% koziej surowicy 1 0,1% Triton X-100
w PBS. Po tym czasie komodrki inkubowano w komorze wilgotnej przez dwie godziny
z pierwszorz¢gdowym przeciwciatem anty-Ki67, rozcienczonym 1:500 w buforze blokujacym.
Nastepnie komorki ptukano trzykrotnie przez 5 minut PBS 1 inkubowano w ciemnosci przez
1 godzine z przeciwciatem drugorzedowym sprzezonym z fluorochromem Alexa Fluor 555
oraz, w celu uwidocznienia F-aktyny, z falloidyng sprzezong z fluorochromem Alexa Fuor
488. Po inkubacji komoérki plukano trzykrotnie PBS, barwiono przez 15 min roztworem
Hoechst 33342 o stezeniu 2 pg/ml 1 ponownie plukano PBS. Preparaty zatapiano na szkietku
podstawowym za pomocag Fluoromount-G. Zdjecia wykonywano przy uzyciu mikroskopu
fluoresencyjnego lub mikroskopu konfokalnego Leica SP8 i oprogramowania LAS AF Lite

3.3.

3.2.4.3 Analiza liczby uszkodzen DNA w oparciu o liczenie skupisk S3BP1

Komorki utrwalano zimnym 70% alkoholem etylowym i przechowywano w temperaturze
-20°C do czasu barwienia (minimum 24 godziny). Po dwukrotnym przeptukaniu PBS,
komorki permabilizowano przez 10 min, a nastgpnie blokowano przez 1 godzing w roztworze
zawierajacym 2% BSA, 1,5% koziej surowicy i 0,1% Triton X-100 w PBS. Nastgpnie
komorki inkubowano w komorze wilgotnej przez 2 godziny, temperatura pokojowa
z przeciwcialem pierwszorzgdowym anty-53BP1, rozcienczonym 1:500 w buforze
blokujagcym. Po trzykrotnym przeptukaniu komorek PBS, inkubowano je przez 1 godzing
w ciemnosci z przeciwciatem drugorzedowym sprzezonym z fluorochromem Alexa Fluor
488. Po przeptukaniu komoérek PBS, jadra barwiono przez 15 min roztworem Hoechst 33342
o stezeniu 2 pg/ml, ponownie ptukano PBS i zatapiano preparaty na szkietku podstawowym
za pomocg Fluoromount-G. Zdjecia wykonywano przy uzyciu mikroskopu fluoresencyjnego
1 analizowano za pomocg programu ImagelJ. W celu policzenia skupisk 53BP1 w jadrach
komorkowych, komoérki podzielono na 4 grupy: komoérki bez widocznych skupisk 53BP1
w jadrze, komorki z jednym skupiskiem, komorki posiadajace od 2 do 5 skupisk oraz komorki
posiadajace wigcej niz 5 skupisk. Wyniki przedstawiono jako procent calkowitej liczby

analizowanych komorek.
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3.2.5 Badanie poziomu bialek metoda Western blotting

W celu zbadania poziomu biatek, komoérki wysiewano w gestosci 3,5 tys./cm® w butelkach
hodowlanych. Po uptywie odpowiedniego czasu w hodowli, komoérki ptukano PBS, odklejano
przy pomocy 0,25% trypsyny i zneutralizowang zawiesing komdérkowa wirowano przez 5 min
w 1200 rpm. Nastepnie komorki ptukano PBS i wirowano przez 5 min z predkoscig 10 000
rpm. Odsaczano PBS znad otrzymanego osadu, a wuzyskany pelet przechowywano

w temperaturze -20°C.

3.2.5.1 Przygotowanie lizatow i normalizacja probek

Izolacje biatek przeprowadzano po uprzednim zebraniu wszystkich osadéw komoérkowych
z danego doswiadczenia. Po rozmrozeniu na lodzie pelety komoérkowe zawieszano
w odpowiedniej objetosci PBS i dodawano taka samg objetos¢ dwukrotnie st¢zonego buforu
Laemliego. Nastepnie probki homogenizowano przy uzyciu strzykawek insulinowych
o Srednicy igly 0,3 mm i inkubowano 10 min w temperaturze 95°C. Nastepnie probki
wirowano przez 5 min przy predkosci 12 500 rpm i supernatant przenoszono do czystego

eppendorfa. Przygotowane w ten sposob lizaty przechowywano w temperaturze -20°C.

W celu wyrownania i normalizacji pomigdzy poszczegdlnymi probkami ilosci totalnego
biatka, probki rozdzielano na 12% zelu poliakrylamidowym, nanoszac takg samg objetos¢
kazdej probki. Zel barwiono roztworem btekitu Coomassie Blue przez 5 min, a nastepnie
odbarwiano 8% roztworem kwasu octowego. Na podstawie intensywnos$ci zabarwienia
poszczegbdlnych Sciezek w zelu dobierano odpowiednig objetos¢ ekstraktow nanoszonych na

zel.

3.2.5.2 Rozdzial bialek w zelu poliakrylaidowym i transfer na membrane

W  zaleznosci od wielkosci analizowanych biatek, do rozdziatu -elektroforetycznego
wykorzystywano 8%, 10%, 12% lub 15% zele poliakrylamidowe. Rozdziat biatek
prowadzono w buforze do elektroforezy pod statym napigciem poczatkowo 50V a nastepnie
120V (dla zelu 8% - 50V 1 90V) przez okolo 2 — 2,5 godziny wykorzystujac aparat Mini-
PROTEAN (Bio-Rad). Nastepnie rozdzielone na zelu biatka przenoszono na membrang
nitrocelulozowg prowadzac dalej transfer (aparat Mini Trans-Blot (Bio-Rad)) w buforze do
transferu przy statym natezeniu 400 mA i w temperaturze 4°C przez 1 lub 2 godziny
w zalezno$ci od wielkosci analizowanych biatek. W celu oceny wydajnosci transferu biatek

na membrang¢, membrang inkubowano przez 1 minut¢ w roztworze Ponceau S.
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3.2.5.3 Wizualizacja bialek

Przy pomocy wzorca mas membran¢ dzielono na fragmenty zawierajgce poszczegdlne biatka.
Fragmenty membrany blokowano nast¢pnie przez 1 godzing w temperaturze pokojowe]
w buforze do blokowania zawierajacym odpowiednio 5% odtuszczonego mleka lub 5% BSA
w TBST w zalezno$ci od analizowanego pozniej biatka. Nast¢pnie membrane inkubowano
przez noc w temperaturze 4°C z odpowiednim przeciwcialem pierwszorzedowym.
Rozcienczenia stosowanych przeciwcial oraz bufory w ktérych je rozcienczano opisane
zostaty w tabeli 3.2. Nastepnego dnia fragmenty membrany ptukano trzykrotnie przez 5 min
TBST 1 inkubowano przez 1 godzing w temperaturze pokojowej z odpowiednim
przeciwcialem drugorzedowym sprzezonym z peroksydaza chrzanowa. Po trzykrotnym
przeptukaniu membrany w TBST detekcj¢ biatek wywolywano roztworem ECL (ECL
Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare). Sygnat odczytywano wykorzystujac
klisze rentgenowskie za pomocg urzadzenia Fuji FPM 800A. Analiz¢ densytometryczng
przeprowadzono z uzyciem programu Imagel, a intensywno$¢ probek normalizowano

do poziomu biatka GAPDH.

3.2.6 Mikroskopia elektronowa
3.2.6.1 Obrazowanie komorek za pomocg skaningowej mikroskopii elektronowej

Komorki utrwalano w roztworze zawierajacym 2,5% glutaraldehyd (EMS, EM grade) 1 4%
paraformaldehyd w 0,2M Hepes o pH 7,3. Nastepnie przeptukano trzykrotnie po 3 minuty
woda podwdjnie destylowang i utrwalano w 1% roztworze tetratlenku osmu przez 60 min
w temperaturze pokojowej. Po ponownym trzykrotnym przeptukaniu woda podwdjnie
destylowang komorki odwadniano alkoholem etylowym, wykorzystujac roztwory
o wzrastajagcym stezeniu: 30%, 50%, 75%, 95% 1 100%. Nastepnie komodrki suszono przy
uzyciu suszarki w punkcie krytycznym (Polaron) i napylano katodowo cienka warstwa zlota

(JEOL Co.)

3.2.6.2 Obrazowanie organelli komorkowych za pomoca transmisyjnej mikroskopii

elektronowej

Komorki wysiewano na specjalne szalki ze szklanym dnem (MatTek, p35g-1-5-14-cgrd)
w gestosci okoto 3 tys./cm’. Nastepnie utrwalano je dwuetapowo roztworem 0,2M Hepes
o pH 7,3 zawierajacym 2% PFA 1 1% GA. Najpierw dodano 1 ml roztworu do pozywki na

5 minut, a nast¢pnie usuni¢to pozywke i komorki zalano 2 ml roztworu i utrwalano przez 30
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minut. Utrwalone komoérki ptukano pigciokrotnie przez 5 min 0,2 M roztworem HEPES o pH
7,3 a nastgpnie pigciokrotnie zimnym roztworem 0,1 M buforu fosforanowego o pH 7.,4.
W kolejnych etapach komorki inkubowano kolejno w 1% roztworze zredukowanego
tetratlenku osmu przez 30 min na lodzie, przefiltrowanym przez filtr strzykawkowy roztworze
TCH przez 20 min w temperaturze pokojowej a nastgpnie w 2% roztworze tetratlenku osmu
przez 20 min w temperaturze pokojowej. Pomiedzy poszczegdlnymi inkubacjami komorki
przeptukiwano pigciokrotnie przez 5 min wodg podwojnie destylowang. Nastepnie preparaty
pozostawiono na noc w temperaturze 4°C w przefiltrowanym roztworze 1% octanu uranylu.
Nastepnego dnia komoérki przeptukano pigciokrotnie woda podwdjnie destylowang
1 umieszczono je na 30 min w piecu w temperaturze 60°C. Nastepnie inkubowano je
W roztworze asparaginianu otowiu Waltona przez 20 min w temperaturze 60°C i plukano
odgazowang woda podwdjnie destylowang. W kolejnym etapie komorki odwadniano
alkoholem etylowym, wykorzystujac roztwory o wzrastajacym stezeniu: 20%, 50%, 70%,
80%, 90% 1 2 razy 100%. Za kazdym razem komodrki odwadniane byly przez 5 min.
Po catkowitym odwodnieniu komoérki inkubowano najpierw przez 1 godzing z 50%
roztworem zywicy Durcupan w etanolu, a nastepnie 100% zywicg Durcupan przez noc.
Nastepnego dnia do szkietek z komoérkami przyklejano kapsulk¢ z obcigtym dnem
1 wypiekano je w piecu w temperaturze 70°C przez co najmniej dobg. Kapsultke nastepnie
wypetniano zywicg 1 inkubowano prébki przez kolejne 3 doby w temperaturze 70°C.
Po uptywie minimum 3 dni kapsutki odrywano od szalek, rozcinano i1 zdejmowano
a otrzymane bloczki zywicy z komdrkami byly ciete za pomocg ultramikrotomu (ultracut R,
Leica) na skrawki o grubo$ci 70 nm i zbierane na miedzianych siatkach pokrytych formvarem
(Agar Scientific). Gotowe preparaty obrazowano przy pomocy transmisyjnego mikroskopu
elektronowego JEM 1400 (JEOL Co.) wyposazonego w kamer¢ MORADA G2 (EMSIS
GmbH).

3.2.6.3 Obrazowanie lokalizacji bialka CD63 za pomocg transmisyjnej mikroskopii
elektronowej

W celu immunocytochemicznej detekcji biatka CD63 komorki wysiewano na szalki ze
szklanym dnem w gestosci okoto 3 tys./cm’. Inkubowano je w buforze utrwalajacym
zawierajacym 4% PFA 1 0,05% GA przez 5 min. w temperaturze 37°C oraz przez kolejne 10
min. na blacie w temp. pokojowej. Po czym komorki przeplukano buforem utrwalajagcym
zawierajacym 4% PFA 1 pozostawiono w tym buforze na 30 min. w temperaturze pokojowe;j.

Nastepnie trzykrotnie przeptukano PBS i inkubowano w buforze blokujacym przez 30 min,
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temperatura pokojowa. Komorki inkubowano przez noc w temperaturze 4°C w komorze
wilgotnej, z przeciwcialem pierwszorzedowym skierowanym przeciw biatku CD63,
rozcienczonym 1:200 w buforze blokujacym. Nastepnego dnia komodrki przeplukano
sze$ciokrotnie PBS i inkubowano przez 2 godziny w temp. pokojowej z przeciwciatem
drugorzedowym sprz¢zonym z nanoczasteczkami ztota (rozcienczenie 1:50 w buforze
blokujacym). Nastepnie komorki przeptukano trzykrotnie PBS, trzykrotnie woda podwdjnie
destylowana i inkubowano z odczynnikiem Gold Enhance™ (NanoProbes) przez okoto 30
sekund w celu wzmocnienia sygnatu czastek ztota. Preparaty przeptukano woda podwojnie
destylowang a nastepnie PBS i ponownie utrwalono roztworem 1% GA w PBS przez 10 min.
w temperaturze pokojowej. Po uptywie 10 min. preparaty przeptukano dwukrotnie PBS,
a nastgpnie pigciokrotnie zimnym 0,1 M buforem fosforanowym. Dalej postepowano tak jak
opisano powyzej] w podrozdziale 3.2.6.2 od momentu inkubacji w 1% roztworze

zredukowanego tetratlenku osmu przez 30 min. na lodzie.

3.2.7 Analiza profilu wydzielniczego komorek VSMC z zastosowaniem mikromacierzy

W celu jakosciowej i ilosciowej analizy profilu wydzielniczego komorek zastosowano
technikg z wykorzystaniem mikromacierzy. Zaleta tej metody w poréwnaniu do powszechnie
stosowanego testu ELISA, jest mozliwo$¢ wykrywania i oznaczania ilosciowego wielu
cytokin jednoczes$nie, co zdecydowanie jest mniej praco- 1 czasochlonne. W celu
przeprowadzenia analizy zastosowano zestaw mikromacierzy Quantibody Human Cytokine
Antibody Array 2000 (Ray Biotech) sktadajacy si¢ z trzech mikromacierzy umozliwiajagcych
pomiar 120 cytokin (QAH-INF-3; QAH-GF-1; QAH-CHE!). Oraz dodatkowo mikromacierz
zawierajacg 10 cytokin — metaloproteinaz (QAH-MMP-1-1). Jedna szklana kaseta podzielona
byla na 16 studzienek. W kazdej z szesnastu studzienek znajdowat si¢ zestaw identycznych
macierzy z przeciwciatami cytokin, a kazde przeciwcialo bylo utozone w czterech
powtdrzeniach (Ryc. 3.3). W celu ilo$ciowego oznaczenia cytokin wykorzystano dostarczone
przez producenta specyficzne standardy cytokin. Na podstawie poréwnania sygnalow z

analizowanych probek z krzywg standardowg, okreslono stezenie poszczegolnych cytokin.

Do doswiadczen komoérki wysiewano w dotkach szalki 12-dotkowej, w gestosci 10 tys.
komorek na dotek. Na 24 godziny przed planowanym zbieraniem pozywki, pozywke znad
komorek zmieniano na $wieza, pozbawiong surowicy po wczesniejszym przeplukaniu
komorek PBS. Zebrany materiat przechowywano w temperaturze -20°C. Mikromacierze oraz
niezbedne bufory byly dolaczone do zestawu dostarczonego przez producenta,

a przygotowanie probek do analizy prowadzono wedtug dostarczonego protokotu. W skrocie:
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ptytki mikromacierzy blokowano przez 30 min w temperaturze pokojowej, a nastepnie
inkubowano przez 2 godziny z pozywka zebrang znad komorek rowniez w temperaturze
pokojowej. Nastepnie usunieto probki i przeplukano pigciokrotnie kazdg studzienke buforem
dotagczonym do zestawu, za kazdym razem dokladnie usuwajac bufor z dotkow. Nastepnie
przez 2 godziny w temperaturze pokojowej prowadzono inkubacj¢ z mieszaning
biotynylowanych przeciwcial. Po pigciokrotnym przeptukaniu studzienek, dodano roztwor
streptawidyny sprzezonej z barwnikiem Cy3 i inkubowano przez godzing w temperaturze
pokojowej bez dostepu $swiatta. Nastepnie ptytki przeplukano pigciokrotnie buforem, zdjeto
z nich zabezpieczenia, dokltadnie osuszono i1 umieszczono w specjalnych probdéwkach
do przechowywania. Detekcja sygnatlow za pomoca skanera laserowego zostata

przeprowadzona w USA.
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Ryc. 3.3 Pogladowe zdjecie przedstawiajace szklang plytke 16-dotkowa zawierajaca mikromacierze do analizy
cytokin. Ponizej znajduja si¢ tabele z rozktadem cytokin jakie byly analizowane w poszczegdlnych zestawach.
Zdjecia zaczerpnigto z dotaczonego przez producenta protokohu.
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3.2.8 Izolacja i charakterystyka pecherzykow zewnatrzkomorkowych
3.2.8.1 Izolacja pecherzykow zewnatrzkomorkowych metodg ultrawirowania

Pecherzyki zewnatrzkomorkowe izolowano zgodnie z protokotem opracowanym przez
Clotilde Thery (Thery i wsp. 2006) z pewnymi modyfikacjami. W celu izloacji EVs, komorki
VSMCs wysiewano do 5 butelek hodowlanych (powierzchnia butelki 75 cm?®) w gestosci
8 tys/em’. Na dobe przed izolacja, usuwano pozywke, komorki przeptukiwano PBS
1 wymieniano pozywke na pozywke pozbawiong surowicy. Do kazdej butelki dodawano po
12 ml $wiezej pozywki. Po 24 godzinach pozywke znad komorek (okreslana w dalszej czesci
pracy jako pozywka kondycjonowana) zbierano do falkonéw umieszczonych na lodzie,
a komorki liczono. Zebrang pozywke najpierw wirowano przez 10 min przy 1280 x g
w temperaturze 4°C przy uzyciu wiréwki MPW-350R. Supernatant przenoszono do
specjalnych poliweglanowych probdéwek i najpierw wirowano przez 40 min przy 26 200 x g
w temperaturze 4°C, a nast¢pnie supernatant przenoszono do §wiezych probowek i wirowano
przez 100 min przy 142 000 x g w temperaturze 4°C. Korzystano z ultrawirowki Beckman
Coulter Optima XPN-100 i rotora typu 45 Ti. Po zakonczonym wirowaniu, supernatant
zbierano 1 przechowywano w temperaturze -80°C do dalszej analizy, jako pozywke
pozbawiong EVs. Uzyskany pelet pecherzykow zawieszano w 50ul §wiezego, sterylnego PBS

1 przechowywano do dalszych analiz w temperaturze -80°C.

3.2.8.2 VWizualizacja wyizolowanych EVs metoda transmisyjnej mikroskopii
elektronowej

W celu zwizualizowania pecherzykéw zewnatrzkomoérkowych, $wiezo wyizolowane EVs
utrwalano w roztworze zawierajacym 2% PFA w PBS. Nastepnie 5 pl zawiesiny przenoszono
na miedziang siatke¢ pokryta formvarem i inkubowano przez 20 min. Nast¢pnie na kawalek
parafilmu nanoszono kropl¢ wody podwdjnie destylowanej o objetosci 200 pl i na te¢ krople
przenoszono miedziang siatke, w taki sposob, aby zawiesina pegcherzykéw znajdujaca si¢ na
powierzchni siatki byta skierowana do kropli wody. Nastepnie siatke przenoszono na krople
4% wodnego roztworu octanu uranylu o objetosci 100 pl 1 inkubowano przez 10 min na
lodzie. Na koniec siatke delikatnie osuszano z nadmiaru roztworu na bibule filtracyjnej
Whatmana i1 przechowywano w odpowiednich pudetkach. Gotowe siatki obrazowano przy
pomocy transmisyjnego mikroskopu elektronowego JEM 1400 (JEOL Co.) wyposazonego
w kamer¢ MORADA G2 (EMSIS GmbH).
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3.2.8.3 Pomiar wielkosci i ilosci wyizolowanych pecherzykéow

Sredni rozmiar oraz stezenie wyizolowanych pecherzykéw mierzono technika NTA (ang.
Nanoparticle Tracking Analysis) za pomocg aparatu NanoSight NS500 (Malvern Instruments)
znajdujacego si¢ w Instytucie Wysokich Cisnien PAN w Warszawie. Metoda NTA polega na
analizie wielko$ci nanoczastek zawieszonych w cieczy. Czastki poruszajace si¢ w cieczy
ruchami Browna sg o$wietlane promieniem lasera i obserwowane jako punkty $wietlne.
Rejestrowany przez kamere film jest nast¢gpnie analizowany przez wbudowane
oprogramowanie 1 wyliczany jest wspotczynnik dyfuzji dla poszczegolnych czastek. Wielkos¢

nanoczastek wyznaczana jest z rownania Stokesa-Einsteina:

KgT
= 3nndy,
Gdzie: D; — wspotczynnik dyfuzji, obliczony jako $redni kwadrat przesunigcia nanoczastki w dwoch
ptaszczyznach: D, = @2; Kg — stala Boltzmana; T — temperatura, n — lepko$¢, d, — $rednica hydrodynamiczna,

rownowazna $rednicy nanoczastki

Kazda probke rozcienczano 1:500 w PBS i1 mierzono poprzez rejestrowanie dziewieciu
I minutowych filméw 1 analizowano za pomoca wbudowanego oprogramowania NanoSight
NTA 3.2 Build 3.2.16 (Ryc. 3.4). Liczbe¢ wydzielanych przez komoérki EVs obliczano dzielac

stezenie czastek w danej probcee przez liczbe komorek, znad ktorej wyizolowano pecherzyki.
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Ryc.3.4 Przyktadowy wykres przedstawiajacy rozktad wielkosci EVs oraz ich st¢zenie. Na wykresie zaznaczone
sa wyniki dla pojedynczych dziewieciu pomiaréw analizowanej probki.
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3.2.8.4 ExoElisa

Liczbe pecherzykow z ekspresjg biatka CD63 analizowano przy uzyciu zestawu ExoElisa-
Ultra CD63 (System Biosciences). Test ExoElisa jest czulym 1 bezposrednim testem ELISA
stuzacym do iloSciowego okreslenia liczby egzosoméw w danej probce. Egzosomy
sg wychwytywane w nienaruszonym stanie na specjalnych ptytkach o wysokim stopniu
wigzania biatek. Dotki ptytki inkubuje si¢ z pierwszorzedowym przeciwcialem anty-CD63,
ktére rozpoznaje biatko tetraspaniny na powierzchni egzosomu. Do amplifikacji sygnatu
stosuje si¢ drugorzedowe przeciwcialo zwigzane z peroksydaza chrzanowa, a do odczytu
stosuje si¢ kolorymetryczny substrat. Akumulacja barwnego produktu jest proporcjonalna do

ilosci antygenu CD63 obecnego w poszczegolnym dotku.

Specjalne ptytki oraz niezbgdne bufory byly dotaczone do zestawu dostarczonego przez
producenta, a przygotowanie probek do analizy prowadzono wedlug dostarczonego
protokotu. W skrocie: na ptytke naniesiono po 50 ul probek zawierajacych EVs oraz roztwory
krzywej wzorcowej 1 inkubowano przez 1 godzing w temperaturze 37°C. Nastepnie ptytke
przeptukano trzykrotnie po 5 minut buforem do ptukania dolagczonym do zestawu i natozono
po 50 ul przeciwciata pierwszorzedowego anty-CD63 rozcienczonego 1:100 w buforze
do blokowania i inkubowano przez 1 godzing w temp. pokojowej na wytrzgsarce. Nastepnie
ptytke trzykrotnie przeptukano i inkubowano z przeciwcialem drugorzedowym,
rozcienczonym 1: 5000, w temperaturze pokojowej przez 1 godzing na wytrzasarce. Pltytke
ponownie przeptukano trzykrotnie po 5 min buforem do ptukania, a nastgpnie dodano substrat
kolorymetryczny 1 inkubowano przez 15 min w temperaturze pokojowej na wytrzasarce.
Po tym od razu dodano bufor stopujacy. Absorbancj¢ mierzono przy dtugosci fali 450 nm
przy uzyciu spektrofotometru Tecan Sunrise (Tecan) 1 analizowano za pomoca

oprogramowania X-fluor 4.

3.2.8.5 Western blotting

llosciowe oznaczenie biatka przy uzyciu kwasu bis-cynchonianowego (BCA)

Probki zawierajace pecherzyki zewnatrzkomorkowe rozcienczano 10-krotnie w  PBS
1 nanoszono po 5 pl w trzech powtdrzeniach na ptytke 96-dotkowa. Nastepnie dodawano 100
ul roztworu siarczanu (VI) miedzi (II) w kwasie bis-cynchoninowym rozcienczonego
w stosunku 1:50 1 inkubowano w temperaturze 37°C przez 10 min. Wartosci absorbancji
probek mierzono przy dlugosci fali 560 nm przy uzyciu spektrofotometru Tecan Sunrise

(Tecan) i analizowano za pomoca oprogramowania X-fluor 4. Na podstawie odczytéw
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absorbancji z krzywej wzorcowej standardu albuminy z surowicy bydlecej BSA (zakres 0 - 1

mg/ml) obliczono wartos$¢ st¢zenia biatka w probkach.
Przygotowanie probek

Roztwory EVs poddano lizie w buforze SB z dodatkiem 0,2% btekitu bromofenolowego i 100
mM DTT i denaturowano przez 10 min w temperaturze 95°C. W przypadku wizualizacji
biatek CD63 1 CD8I1, pelety pecherzykow poddawano lizie w buforze SB bez dodatku DTT
(warunki niedenaturujgce). Na zel naktadano taka samga ilo$¢ biatka (po 20 pg) lub ilos¢
wyizolowanego bialka z pecherzykow, ktore byly wydzielane przez taka sama liczbe

komorek.

Rozdziat bialek w zelu poliakrylamidowym, transfer na membran¢ oraz wizualizacja biatek
byly przeprowadzone analogicznie, jak zostato to juz opisane w rozdziatach 3.2.5.2 oraz

3.2.5.3.

3.2.8.6 Analiza proteomiczna pe¢cherzykow zewnatrzkomorkowych

Ilosciowa  analiz¢  proteomiczng  bialek  znajdujacych si¢ w  pecherzykach
zewnatrzkomorkowych — przeprowadzono przy uzyciu izobarycznych  znacznikow
fragmentacyjnych TMT (ang. tandem mass tag). Zastosowanie znakowanych standardow
polega na wprowadzeniu (metabolicznie, chemicznie lub enzymatycznie) rdéznych
znacznikow masowych, ktore zmieniaja mas¢ biatka lub peptydu. Nastgpnie probki taczy si¢
w jedna, a poréwnanie iloSciowe przeprowadza si¢ porownujac wzgledng intensywno$¢
jonow produktu peptydowego. Znaczniki TMT reaguja z pierwszorzegdowymi grupami
aminowymi, dzigki czemu mozliwe jest efektywne znakowanie peptydow powstatych
w wyniku hydrolizy biatek. Identyfikacja peptydow mozliwa jest przy uzyciu tandemowe;j
spektrometrii masowej i metoda ta pozwala na ilosciowe okreslenie wzglednej zawartosci

biatek z maksymalnie 10 réznych probek.

Analize proteomiczng przeprowadzono w Pracowni Spektrometrii Mas w Instytucie
Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie, przy uzyciu systemu nanoAcquity UPLC (Waters)
sprzezonego ze spektrometrem masowym Orbitrap Q Exactive (Thermo Fisher Scientifc).
Szczegolowy opis przygotowania i pomiaru probek znajduje si¢ w publikacji (Gluchowska i
wsp. 2022). Do wizualizacji uzyskanych danych wykorzystano programy FunRich 3.1.3 oraz
Cytoscape 2.5.8 z pakietem ClueGo.
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3.2.9 Izolacja limfocytow T z kozuszka leukocytarno - plytkowego i ich aktywacja

Limfocyty T (CD3+) izolowano w wyniku negatywnej selekcji za pomocg zestawu
RosetteSep Human T Cell Enrichment Cocktail (szczegdlowy opis zestawu zamieszczono
w rozdziale 3.1.1.5). Do odpowiedniej objetosci kozuszka leukocytarno-ptytkowego
dodawano koktajl przeciwcial (stgzenie 25 pl/ml) i inkubowano przez 20 min w temperaturze
pokojowej. Nastepnie mieszaning rozcienczono PBS bez jonow wapnia i magnezu
z dodatkiem 2% FBS w stosunku 1:2. Rozcieficzony roztwor naktadano na Ficoll w stosunku
3:1 1 wirowano przy 2800 rpm (1200 x g) przez 20 min. Powstalg ,,interfaze” utworzong przez
wyselekcjonowane komorki (CD3+) zbierano za pomoca pipety pasterowskiej 1 trzykrotnie
ptukano PBS; jeden raz PBS z dodatkiem 2% FBS 1 dwukrotnie PBS bez surowicy. Komorki
za kazdym razem wirowano przez 5 min przy 1500 rpm (400 x g). Nastepnie komorki liczono
przy uzyciu komory Neubauera i zawieszano w PBS bez surowicy w gestosci 20 min
komorek na 1 ml PBS. Przy jednoczesnym worteksowaniu zawiesiny komoérek stopniowo
dodawano barwnik do proliferacji o stezeniu 20uM 1 nastepnie inkubowano przez 10 min
w temperaturze 37°C w ciemno$ci. W celu zastopowania barwienia dodano 4 objetosci
zimnej pozywki RPMI — 1640 z dodatkiem 10% FBS, 2mM glutaminy, 50 pg/ml
streptomycyny 1 50 U/ml penicyliny i inkubowano 5 min na lodzie. Nastepnie komorki

wirowano trzykrotnie przez 5 min przy 1500 rpm (400 x g) w obecno$ci pozywki.

Uzyskane w wyniku izolacji limfocyty T aktywowano w obecnos$ci kulek do aktywacji (T cell
activation/ expansion kit, Miltenyi Biotec). Zaktada si¢, ze kulki pokryte biotynylowanymi
przeciwcialami nasladujg dziatanie komorek prezentujacych antygen, prowadzac do aktywacji
spoczynkowych limfocytow T. W tym celu przygotowano mieszaning przeciwciat sktadajaca
si¢ ze 100 pl przeciwciata anty-CD2, 100 pl przeciwciata anty-CD3 oraz 100 pl przeciwciata
anty-CD28. Po doktadnym wymieszaniu dodano do niej 500 pl zawiesiny kulek anty-
biotynowych 1 200 pl buforu. Nastepnie mieszaning inkubowano przez 2 godziny
w temperaturze 2-8°C stale mieszajac przy uzyciu rotatora z predkoscig ok 4 rpm. W celu
aktywacji limfocytow T, pobrano odpowiednig objetos¢ roztworu kulek (25 pl mieszaniny na
5x10° komoérek), dodano 100-200 ul pozywki RPMI i zwirowano przez 5 min przy 300 x g.
Supernatant zlano, a kulki zawieszono w 100 ul §wiezej pozywki. Limfocyty T zawieszono
w 900 ul pozywki, dodano do nich 100 pl przygotowanego roztworu kulek i doktadnie
mieszano. Komorki hodowano w szalkach 24-dotkowych, w gestosci 1 min komoérek/1 ml

pozywki na dotek.
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3.2.9.1 Ocena czysto$ci wyizolowanej frakcji limfocytow CD3+

Czystos¢ wyizolowanej frakcji limfocytow CD3+ okreSlono za pomoca cytometru
przeplywowego. W tym celu 1 min limfocytow wyizolowanych z kozuszka leukocytarno-
pltytkowego zawieszono w PBS 1 zwirowano przez 5 min przy 1500 rpm. Nast¢pnie osad
komorkowy inkubowano przez 20 minut w 50 pl roztworu przeciwciala anty-CD3
(przeciwciato rozcienczano w PBS w stosunku 1:200). Po tym czasie komorki przeptukano,
dodajac 1 ml PBS 1 zwirowano przez 5 min przy 1500 rpm. Osad komérkowy zawieszano
w 200 pl PBS 1 analizowano przy uzyciu cytometru przeptywowego FACS Calibur
(Ryc. 3.5). Wyizolowana z kozuszka leukocytarno - ptytkowego frakcja limfocytow sktadata
si¢ w ponad 95% z populacji komoérek limfocytow T (CD3+).

3 1gG.001 = CD3.002

(=3 =

= 96.42%+ 0.6

o ] 4

o4 )

o 21

531 o

S @]

e £

0o =

287 8

£ EE

« E
: (=]

ST e ey o yrrrrpreortrrrrrrTcreopreeOq
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000

FSC-Height Forward Scatter

Ryc. 3.5 Przykltadowy wykres punktowy (dot-plot) przedstawiajacy procentowa liczbe limfocytow T (CD3+)
wyizolowanych z kozuszka leukocytarno - ptytkowego.

3.2.9.2 Pomiar poziomu aktywacji limfocytow T

Wyizolowane z kozuszka leukocytarno-ptytkowego limfocyty T, po inkubacji z barwnikiem
stosowanym do pomiaru proliferacji oraz zaaktywowane przy pomocy kulek do aktywacji,
hodowane byly w réznych warunkach (w zalezno$ci od schematu do$wiadczenia). Poziom
aktywacji mierzono po 24 i 72 godzinach, a proliferacje po 96 godzinach hodowli za pomoca

cytometru przeptywowego.

W celu dobrania wlasciwego stezenia przeciwcial wykorzystanych do znakowania,
w pierwszej kolejnosci przeprowadzono analize rozcienczen przeciwciat tzw. antibody
titration. Nastepnie, w celu oceny efektu skompensowania naktadajacych si¢ widm emisji
fluorescencji poszczegdlnych fluoochroméw, przeprowadzono kontrole FMO-1 (ang.

fluorescence-minus-one).
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Poziom aktywacji limfocytow T mierzono na podstawie ekspresji CD25, CD69 oraz CD38.
W tym celu po 24 1 72 godzinach hodowli zbierano zawiesing komérkowa, dodawano do niej
1 ml PBS i wirowano przez 5 min przy 1500 rpm. Po zwirowaniu, limfocyty zawieszano
w 1 ml PBS z dodatkiem barwnika na przezywalnos$¢ (0,5 pl przeciwciata na 1 ml PBS)
1 inkubowano 20 minut w temperaturze 4°C w ciemnosci. Nastgpnie dodano PBS i1 ponownie
zwirowano j.w. Limfocyty zawieszano w 50 pl mieszaniny przeciwciat: anty-CD4, anty-CDS,
anty-CD25, anty-CD69 i anty-CD38 (kazde przeciwcialo rozcienczano 1:200 w PBS)
i inkubowano przez 20 min w temperaturze pokojowej bez dostgpu $wiatta. Nastgpnie do
komorek dodano PBS i ponownie zwirowano j.w. Pelet komorkowy zawieszano w 220 pl
PBS 1 analizowano przy uzyciu cytometru przeptywowego BD LSRFortessa. Dane

analizowano za pomocg programu FlowJo (Ryc. 3.6).
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Ryc. 3.6 Schemat bramkowania limfocytow T. A — ustalenie bramki dla limfocytow w oparciu o parametry
FSC/SSC, B — bramkowanie w celu eliminacji dubletow, C- bramkowanie komoérek zywych, D — bramkowanie
subpopulacji CD4 i CD8 po ustaleniu bramki na populacji zywych limfocytow oraz ustawienie bramek na
subpopulacji  limfocytow CD8+/CD25+, CD8+/CD69+, CD8+/CD38+, CD4+/CD25+, CD4+/CD69+,
CD4+/CD38+.

65



3.2.9.3 Pomiar proliferacji limfocytow T

W przypadku oceny proliferacji, komorki przygotowywano na analiz¢ analogicznie jak przy
pomiarach aktywacji. Po zebraniu zawiesiny komorkowej, zwirowano j3. Nastepnie komorki
inkubowano najpierw z barwnikiem na przezywalno$¢, a nastepnie z przeciwciatami anty-
CD4 i anty-CDS8 (rozcienczenie 1:200 w PBS). Po zwirowaniu, limfocyty zawieszano w 220
pul PBS i mierzono przy uzyciu cytometru przeptywowego BD LSRFortessa (Ryc. 3.7).
Na podstawie zebranych pomiarow obliczano wskaznik podziatu (DI, ang. Division Index)

oraz wskaznik proliferacji (P, ang. Proliferation Index), wedtug ponizszych wzoréw:

;. N; ;. N;
i Ni i Ni
Zol*zi le*zi

DI = = Pl = =
Shot Sigh

Gdzie: i — numer podziatu, N;— liczba komorek znajdujacych si¢ w danym podziale
Wskaznik podziatu (DI) to $rednia liczba wykonanych podzialéw przez wszystkie komorki
znajdujace si¢ w hodowli, natomiast wskaznik proliferacji (PI) okresla $rednig liczbe

wykonanych podzialéw wylacznie przez komorki, ktore weszty w podziaty.
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Ryc. 3.7 Przyktadowe histogramy przedstawiajace proliferacje¢ limfocytow T CD4+ i CD8+ analizowang po 96h
hodowli.

3.2.10 Badanie wplywu czynnikéw wydzielanych przez komorki miesni gladkich aorty
na limfocyty T

W celu zbadania wplywu czynnikow wydzielanych przez komorki migsni gtadkich naczyn
krwiono$nych, wyizolowane i zaaktywowane limfocyty T hodowane byly w obecnosci
pozywki zebranej znad komoérek VSMC (pozywka kondycjonowana, CM). W tym celu
komorki VSMC wysiewane byty na dotki w szalkach 24-dotkowych w gestosci 10 tys.

komorek na dotek i po 24 godzinach indukowano w nich starzenie dodajac H,O, o stezeniu
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koncowym 150 uM. Komorki hodowano nastepnie przez 7 dni (SIPS I) lub przez 4 tygodnie
(SIPS 1V). Przed planowanym do$wiadczeniem dosiewano na szalkach komorki stare
replikacyjnie (RS) oraz komorki migsni gladkich naczyn wyizolowane z blaszek
miazdzycowych (AP) réwniez w gestosci 10 tys./ dotek. Komodrki kontrolne, bedace
na wczesnych pasazach dosiewano na dwa dni przed planowanym do$wiadczeniem
w gestosci 8 tys/dotek. Komorki te byly nast¢gpnie hodowane przez 24 godziny w $wiezej
pozywce, zawierajacej surowice oraz suplementy. Po 24 godzinach, pozywke znad komorek
zbierano 1 zawieszano w niej $wiezo wyizolowane z kozuszka leukocytarno - ptytkowego
1 zaktywowane limfocyty T. Pomiary przy uzyciu cytometru przeptywowego wykonywano
codziennie przez 4 dni. Poziom aktywacji limfocytow T analizowano na podstawie pomiaréw

wykonanych po 24 1 72 godzinach, natomiast proliferacj¢ na podstawie danych po 96 h.

3.2.10.1 Oznaczenie ilosci wydzielanych cytokin przez limfocyty T

W celu oceny ilosci cytokin wydzielanych przez limfocyty T hodowane w réznych
warunkach korzystano z gotowego zestawu do analizy poziomu cytokin Cytometric Bead
Array (CBA) Human Th1/Th2/Th17 (BD Biosciences). 200 pl pozywki zebrano po
72 godzinach od aktywacji, zwirowano przy 300 x g przez 5 minut i przechowywano
w temperaturze -80°C do czasu pomiaru. Test przeprowadzono zgodnie z protokolem
dolagczonym do zestawu. Pomiar cytokin: IL-17a, IL-10, IL-2, IL-4, TNF 1 IFN-y
przeprowadzono za pomocg cytometru przeptywowego BD LSRFortessa. Otrzymane dane

analizowano przy uzyciu programu BD FCAP ArrayTM 3.0.

3.2.10.2 Ocena migracji limfocytéow T

Wyizolowane z kozuszka leukocytarno — ptytkowego limfocyty T zaktywowano za pomoca
kulek do aktywacji i wysiewano w gestosci Imln/ml. Po 24 godzinach, komorki liczono
1 przenoszono do specjalnych szalek typu trans-well w gestoséi 100 tys./ml. Po 4 godzinach
zbierano 1 liczono komorki, ktore pod wptywem obecnych w dolnej komorze czynnikow
pochodzacych z pozywki z hodowli komorek VSMC, nie przeemigrowaty z komory gornej
do dolnej. Jako kontrol¢ pozytywng w doswiadczeniach zastosowano chemoking CCL4

dodang do czystej pozywki w trzech r6znych stezeniach — 1 ng/ml, 10 ng/ml oraz 50 ng/ml.

3.2.10.3 Pobieranie pecherzykow zewnatrzkomorkowych przez limfocyty T

W celu oceny zdolno$ci pobierania pecherzykow zewnatrzkomorkowych przez limfocyty T,

wyizolowane na $§wiezo EVs inkubowano z 7,5uM CFSE (Invitrogen) rozpuszczonym w PBS
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z dodatkiem 0,5% BSA przez po6l godziny w temperaturze 37°C. Nastgpnie wybarwione
pecherzyki zawieszono w pozywce pozbawionej surowicy i ponownie wirowano przez 100
minut przy 142 000 x g przy uzyciu ultrawiréwki Beckman Coulter Optima XPN-100 i rotora
typu 45 Ti przy temp. 4°C. Otrzymany pelet EVs (~30 pg) zawieszano w 100 pl pozywki
1 inkubowano z aktywowanymi limfocytami T przez 4 godziny w temperaturze 37°C.
Wychwyt pecherzykéw przez limfocyty wizualizowano przy uzyciu mikroskopu

konfokalnego (Leica SP8) w $wietle przechodzacym oraz fluorescencji (488 nm).

3.2.11 Analiza statystyczna

Przedstawione wyniki stanowig wartosci $rednie z co najmniej trzech powtdrzen. Doktadna
liczba powtérzen (n) zostata umieszczona w opisach rycin. Wyniki przedstawiono jako
wartosci $rednie z odchyleniem standardowym (SD) lub ze standardowym bledem pomiaru
(SEM). Do okreslenia normalnosci rozkladu zmniennej uzywano testu Shapiro-Wilka,
do poréwnania grup — test t-student lub jednoczynnikowa analize¢ wariancji ANOVA.
Za statystycznie istotne przyjeto wyniki dla p<0.05. Istotno$¢ oznaczano wzgledem
odpowiedniej kontroli * (p<0.05); ** (p<0.01); *** (p<0.001); **** (p<0.0001). Do obliczen

korzystano z oprogramowania GraphPad Prism 8.3.1.
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4. Wyniki

4.1 Charakterystyka ludzkich komoérek mie¢s$ni gladkich aorty ulegajacych starzeniu

przyspieszonemu indukowanemu stresem

W celu indukcji starzenia w do§wiadczeniach wykorzystano dwa zwiazki. Pierwszy z nich —
doksorubicyna  (DOX) jest zwigzkiem powszechnie stosowanym w  terapii
przeciwnowotworowej (w chemioterapii) 1 dziala jako inhibitor topoizomerazy II, co
w efekcie prowadzi migedzy innymi do powstania peknie¢ dwuniciowego DNA. Drugi
zwigzek — nadtlenek wodoru (H,0,) powoduje stres oksydacyjny prowadzacy do uszkodzen
réznych makroczasteczek, w tym takze w DNA. Obydwa zwigzki sa powszechnie stosowane
w celu indukcji przyspieszonego starzenia komoérkowego w roznych typach komorek
prawidtowych jak 1 nowotworowych (Duan i wsp. 2005, Sliwinska 1 wsp. 2009, Przybylska 1
wsp. 2016, Bojko i wsp. 2019).

Komorki bgdace na wczesnych pasazach (migdzy 5 a 8 pasazem) wysiewano w gestosci
3,5 tys./cm’, a nastepnic po 24 godzinach od wysiania traktowano je doksorubicyna
w stezeniu 150 nM lub H,O, w stezeniu 150 uM. Przy wyborze stezen kierowano si¢
wynikami wczesniejszych badan przeprowadzonych w Pracowni Molekularnych Podstaw
Starzenia (Przybylska, 2016). Komorki analizowano po 3 1 7 dniach od podania zwigzkow.
Jedng z podstawowych cech komoérek starych, ulegajacych starzeniu replikacyjnemu,
jak 1 starzeniu przyspieszonemu jest ich trwate i1 nieodwracalne zahamowanie proliferacji.
W przeprowadzonych badaniach zastosowano dwie grupy komorek kontrolnych. Pierwsza
z nich byly komorki proliferujace, natomiast druga komorki, ktérych proliferacja zostata
przejsciowo zatrzymana i byty w stanie spoczynku. Stan spoczynku (ang. quiescence state)
to stan, w ktorym komorka wyszta z cyklu komorkowego 1 weszta w faze G0. Komorki takie
pozostaja zdolne do ponownego wejscia w cykl pod wptywem odpowiedniego bodzca
(Marescal i Cheeseman 2020). W ponizszych doswiadczeniach wykorzystano dwie rdézne
metody zahamowania proliferacji komoérek 1 wprowadzenia ich w stan spoczynku.
W pierwszej metodzie komodrki po 24 godzinach od wysiania byly hodowane przez
7 kolejnych dni w pozywce pozbawionej surowicy, ktéra wymieniano co 3 dni. Pozywka
pozbawiona surowicy zawieratla wybrane czynniki wzrostu, ktore standardowo dodawane
sg do pozywki hodowlanej wykorzystywanej do tych komorek. Wstepne doswiadczenia
wykazaty, ze hodowla komdrek zarowno bez surowicy jak i czynnikow wzrostu prowadzita

do ich $mierci. W dalszej czgsci pracy komodrki hodowane w pozywce bez surowicy
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opisywane sg jako komorki ,,FBS (-)”. W drugiej metodzie wprowadzania komoérek w stan
spoczynku, komorki hodowano przez 8 dni w tym samym naczyniu hodowlanym

do momentu ich przeggszczenia, wymieniajac co 3 dni pozywke na $wieza (Ryc. 4.1).

24h 4%) komérki proliferujace

[ | >

+DOX/
H202

| | | | .

|
wysianie komérek I I

wymiana pozywki wymiana pozywki wymiana pozywki
na FBS()

wysianie komdrek

Ryc. 4.1 Schemat do$wiadczenia. Komorki bgdace na wezesnych pasazach wysiewano, a nastepnie zbierano po
24, 48 i 72 godzinach (komorki kontrolne — proliferujace). W celu indukcji starzenia, komoérki kontrolne
traktowano po 24 godzinach doksorubicyng (DOX) lub nadtlenkiem wodoru (H,0,), a nastepnie zbierano po 3
i 7 dniach od traktowania. Komorki spoczynkowe uzyskiwano poprzez hodowanie ich przez 8 dni w celu
osiggnigcia pelnej konfluencji (wariant przegeszczone) lub po 24 godzinach od wysiania hodowane byty kolejne
7 dni w pozywce pozbawionej surowicy (wariant FBS (-)).

Na kazdym etapie hodowli stan komoérek oraz ich poziom konfluencji byl monitorowany.
Na rycinie 4.2 przedstawiono wybrane zdj¢cia z hodowli komoérek VSMC wykonane po 3

oraz 7 dniach od rozpoczecia do§wiadczen.
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72h hodowli 7 dni hodowli

Komorki

proliferujgce
kontrola
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Komorki spoczynkowe
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DOX

Komorki
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Ryc. 4.2. Reprezentatywne zdjgcia przedstawiajace hodowle komérek VSMC w okresSlonych warunkach
doswiadczalnych. Skala na zdjeciach odpowiada 100 um.
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4.1.1 Ocena zahamowania proliferacji w komorkach indukowanych do starzenia oraz w
komorkach glodzonych i przegeszczonych

W celu oceny efektywnos$ci zahamowania proliferacji, komorki zbierano w kilku punktach
czasowych 1 liczono. Liczba komorek, po 3 i 7 dniach od podania doksorubicyny lub
nadtlenku wodoru byla zblizona do liczby komoérek kontrolnych w tym samym dniu,
w ktérym podawano te zwigzki. Nie zaobserwowano spadku liczby komorek indukowanych
do starzenia, co $wiadczy o cytostatycznym dziataniu doksorubicyny i nadtlenku wodoru
w wybranych stezeniach. Liczba komoérek hodowanych przez 7 dni w pozywce FBS (-)
wzrosta bardzo nieznacznie wzgledem komorek kontrolnych zebranych po 48 godzinach 1 nie
roznita si¢ istotnie statystycznie od liczby komorek ulegajacych starzeniu. Dowodzi to,
ze réwniez w tym wariancie eksperymentalnym doszto do efektywnego ograniczenia ich

proliferacji (Ryc. 4.3A).

Zahamowanie podziatow komoérkowych zwigzane jest ze spadkiem liczby komorek zdolnych
do syntezy DNA. Za pomocg testu wigczania BrdU okreslono procent komoérek zdolnych do
wbudowywania tego nukleozydu (Ryc. 4.3B). Analiza wynikéw pokazala, ze w ciagu
pierwszych 24 godzin od wysiania, w ok. 60% komorek zachodzi replikacja, a w kolejnych
48 1 72 godzinach liczba ta istotnie wzrasta do 80%. W przypadku komorek traktowanych
doksorubicyng, juz po 3 dniach nie zaobserwowano komorek zdolnych do syntezy DNA,
natomiast podanie nadtlenku wodoru zahamowalo synteze¢ DNA (brak wbudowania BrdU)
w ok. 92% komorek. W komorkach bedacych w stanie spoczynku rowniez zaobserwowano
istotny spadek zdolnosci syntezy DNA w poréwnaniu do komoérek proliferujgcych. Jedynie
ok. 10% komorek hodowanych w pozywce pozbawionej surowicy bylo zdolnych do
wbudowywania BrdU, natomiast w$rod komoérek przegegszczonych (konfl) w ok. 30%
zachodzita replikacja. Komorki ulegajace starzeniu i komorki spoczynkowe (FBS-) nie

roznily sie¢ istotnie statystycznie pod wzgledem liczby komoérek zdolnych do syntezy DNA.
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Ryc. 4.3 Poréwnanie aktywnosci proliferacyjnej VSMC. A. Wykres przedstawiajacy $rednig liczbg komorek
VSMC zebranych w poszczegdlnych dniach do§wiadczenia. B. Analiza ilosciowa komérek VSMC zdolnych do
syntezy DNA (komoérki wbudowujace BrdU). Na wykresach przedstawiono $rednie warto$ci = SD, n=4. Tabele
umieszczone obok wykresow ilustruja wynik analizy statystycznej wykonanej za pomoca jednoczynnikowej
analizy wariancji ANOVA (* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 i **** p<0.0001). Czerwonymi ramkami
zaznaczono roéznice o najwyzszej istotnosci statystyczne;j.

4.1.2 Analiza poziomu bialka Ki67

Potencjat proliferacyjny komorek okreslano takze na podstawie analizy poziomu biatka Ki67,
ktore jest markerem komorek bedacych w cyklu (Scholzen, 2000). Uwaza si¢, ze brak
ekspresji Ki67 jest charakterystyczny dla komorek nieproliferujacych. Na podstawie
uzyskanych wynikow wyrézniono dwie grupy komorek, w ktorych identyfikowano obecnos¢
biatka Ki67: komorki Ki67+, ktére charakteryzowaty si¢ wysokim poziomem tego biatka oraz

komorki Ki67+/-, w ktérych obserwowano obnizony poziom biatka Ki67 (Ryc. 4.4A).
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W przypadku komorek proliferujagcych, w pierwszej dobie hodowli 64% komorek
wykazywato ekspresj¢ Ki67, z czego 2/3 tych komorek charakteryzowato si¢ wysokim
poziomem tego biatka (Ki67+). W kolejnych 48 i 72 godzinach hodowli liczba komorek
z wyznakowanym biatkiem Ki67 istotnie zwigkszata si¢ i wynosita ponad 80%. Zaréwno
komorki traktowane doksorubicyng lub nadtlenkiem wodoru, jak 1 komorki bedace w stanie
spoczynku charakteryzowaty si¢ istotnym spadkiem potencjatu proliferacyjnego. Wsrod tych

komorek obserwowano jedynie niewielki procent komodrek o obnizonym poziomie biatka

Ki67 (Ryc. 4.4B).
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Ryc. 4.4 Poréwnanie poziomu biatka Ki67 w komorkach VSMC. A. Reprezentatywne zdjgcia komorek
wyznakowanych przeciwcialem anty-Ki67, obrazujace rézng ilos¢ i lokalizacje tego biatka, na podstawie
ktorych dokonano analizy ilosciowej. B. Analiza ilosciowa komorek VSMC z ekspresja Ki67 z uwzglednieniem
roznego poziomu tego biatka w komorkach. Na wykresie przedstawiono $rednie wartosci £ SD, n=4. Tabela
umieszczona ponizej wykresu ilustruje wynik analizy statystycznej wykonanej za pomoca jednoczynnikowej
analizy wariancji ANOVA (* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 i **** p<0.0001). Czerwonymi ramkami
zaznaczono réznice o najwyzszej istotnosci statystycznej.
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Co ciekawe odsetek komorek, w ktorych stwierdzono obecno$¢ tego biatka byt podobny
w przypadku obu grup badanych, podczas gdy analiza Western blotting wykazata, ze komorki
stare mialy znaczaco obnizony poziom Ki67 w porownaniu do komoérek w stanie spoczynku
(Ryc. 4.5). Zgodnie z analiza immunocytochemiczng poziom biatka Ki67 byl najwyzszy
w komorkach proliferujacych. Przeprowadzona analiza Western blotting dowiodta istnieniu
roznic w poziomie biatka Ki67 pomigdzy komodrkami nieproliferujgcymi, a ulegajacymi
starzeniu, co sugeruje, ze samo zatrzymanie komoérek w cyklu nie jest jedynym powodem

obnizenia ekspresji badanego markera.

Komérki Komorki Komérki stare
liferuj
spoczynkowe  proliferujgce DOX H202

Ki6e7

GAPDH

3d
7d
3d
7d

£ £ £
< © N
N < N

FBS(-)
konfl

Ryc. 4.5 Analiza poziomu biatka Ki67 metodg Western blotting w komorkach VSMC. Na rycinie przedstawiono
reprezentatywny dla trzech powtdrzen blot.

4.1.3 Analiza cyklu komérkowego

Kolejnym etapem badan bylo okreslenie réznic w cyklu pomiedzy komorkami

proliferujagcymi, spoczynkowymi oraz ulegajacymi starzeniu.

Zaobserwowano, ze komorki nieproliferujace, czyli spoczynkowe oraz stare roéznity si¢ pod
wzgledem faz cyklu komérkowego. Pierwsze z nich gromadzity si¢ w fazie GO/G1 (ok. 90%),
podczas gdy komorki stare byly zatrzymane zarowno w fazie GO/G1 jak i G2/M, przy czym
wyzszy odsetek komorek w fazie G2/M zaobserwowano dla komorek poddanych dziataniu
DOX anizeli HO; (Ryc. 4.6). Dalsza analiza wykazata istotne roznice w rozkladzie komorek
w cyklu pomigdzy komoérkami traktowanymi DOX a H,O,. Wyzszy odsetek komoérek w fazie
G0/G1 zaobserwowano dla komoérek poddanych dziataniu H,O, (ok. 60%), anizeli DOX
(ok. 40%). Z kolei w fazie G2/M zatrzymanych bylo ok. 50% komoérek indukowanych do
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starzenia za pomocg doksorubicyny i ok. 30% komorek indukowanych nadtlenkiem wodoru
(Ryc. 4.7). Roznica pomiedzy liczbg komorek w fazie G2/M zidentyfikowanych wsrod
komorek starych i spoczynkowych, a tych wystepujacych w komorkach proliferujacych
wykazywala najwyzsza istotno$¢ statystyczna, chociaz byla ona obserwowana tylko w

przypadku indukcji starzenie doksorubicyna.

FBS (-) przegeszczone

Komorki
spoczynkowe
P

24h 48h 72h

Komorki
proliferujgce

1 R

Dox 3D Dox 7D H2023D H2027D

Komorki stare

Ryc. 4.6 Cytometryczna analiza cyklu komodrkowego. Przykladowe histogramy przedstawiajace rozktad
komoérek VSMC w poszczegdlnych fazach cyklu w zalezno$ci od wariantu do§wiadczenia.

Cytometryczna analiza cyklu komérkowego VSMC wykazata takze wyraznie istotny spadek
komoérek w fazie S, zardowno w przypadku komoérek indukowanych do starzenia, jak
1 komorek spoczynkowych w poréwnaniu do komoérek proliferujagcych. Stopniowy 1 istotny
spadek liczby komoérek w fazie S obserwowano takze w komorkach proliferujacych
w kolejnych dobach hodowli. Odsetek komorek w fazie S cyklu komoérkowego wsrod
komorek kontrolnych po 72 godzinach hodowli byt zblizony do liczby komoérek w fazie S,
ktore byly indukowane do starzenia. (Ryc. 4.7).
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Ryc. 4.7 Poréwnanie zmian w cyklu komorkowym komorek proliferujacych, spoczynkowych i starych. Analiza
ilo§ciowa przedstawiajaca procent komorek VSMC w poszczegélnych fazach cyklu dla danych wariantow
doswiadczenia. Na wykresach przedstawiono $rednie wartosci = SEM, n=3. Tabele umieszczone obok wykresow
ilustruja wynik analizy statystycznej wykonanej za pomoca jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA

(* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 1 **** p<0.0001). Czerwonymi ramkami zaznaczono rdznice 0 najwyzszej
istotnosci statystyczne;.
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4.1.4 Ocena aktywnosci B-galaktozydazy zwigzanej ze starzeniem (SA-B-gal)

Podwyzszona aktywno$¢ enzymu lizosomalnego SA-B-gal, jest podstawowym markerem

starzenia komoérkowego, powszechnie wykorzystywanym w badaniach, w celu oszacowania

liczby komorek starych w populacji.

Zaobserwowano, ze juz w trzeciej dobie od podania zarowno doksorubicyny, jak i nadtlenku

wodoru, niemal 100% komorek, po wykonaniu testu cytochemicznego na aktywnos$¢ SA-B-

galaktozydazy, miato niebieskie zabarwienie §wiadczace o zwigkszonej aktywnosci enzymu.

Po 7 dniach hodowli zabarwienie to byto bardziej intensywne (Ryc. 4.8 A). Analiza ilosciowa

wykazala, ze w ok. 70% komorkach FBS(-) oraz ok. 95% komorkach przegeszczonych takze

obserwowano wzrost aktywno$ci enzymu lizosomalnego (Ryc. 4.8 B).
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Ryc. 4.8 Ocena aktywnosci SA-B-gal w komorkach VSMC. A. Reprezentatywne zdjecia przedstawiajace
aktywnos¢ SA-B-gal w komorkach VSMC w poszczegdlnych wariantach do§wiadczenia. Skala na zdjeciach
wynosi 20 pm. B. Analiza ilosciowa komorek o podwyzszonej aktywnosci SA-B-gal. Na wykresach
przedstawiono S$rednie wartosci £ SD, n=4. Tabela umieszczona obok wykresu ilustruje wynik analizy
statystycznej wykonanej za pomoca jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA (* p<0.05; ** p<0.01;
¥k p<0.001 1 **** p<0.0001). ). Czerwonymi ramkami zaznaczono roznice o najwyzszej istotnosci
statystyczne;j.

4.1.5 Analiza poziomu bialek zwiazanych ze starzeniem

W celu dalszej charakterystyki poréwnawczej komorek proliferujacych i nieproliferujagcych
(komorki w stanie spoczynku oraz komorki stare) przeprowadzono analiz¢ poziomu
wybranych biatek. Zmiany w poziomie tych biatek sg czesto wykorzystywane do identyfikacji
komorek starych. Warto jednak zaznaczy¢, ze zwykle analizuje si¢ tylko kilka z nich, stad
przeprowadzone badania miaty na celu wybranie tych, ktore najlepiej definiujag komorke starg.

Na Ryc. 4.9 zaprezentowano wyniki przyktadowej analizy biatek metodg Western blotting.
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Ryc. 4.9 Analiza poziomu bialek za pomocg techniki Western Blotting. Na rycinie przedstawiono
reprezentatywne dla o§miu powtdrzen bloty.

Jednym z badanych bialek byla lamina B1, ktéra wchodzi w sktad blaszki jadrowej, a spadek
jej ekspresji w komorkach starych zaktoca integralno$¢ otoczki jadrowej. Innym biatkiem,
ktore pelni role w utrzymania homeostazy jadrowej jest, nalezace do rodziny bialek o duzej
ruchliwosci, biatko HMGB1. Poziom HMGBI1 zmienia sig w trakcie starzenia komorkowego.
Z kolei biatko PARP1 uczestniczy w wielu procesach komorkowych, miedzy innymi
w naprawie uszkodzen DNA, czy utrzymaniu stabilno$ci genomu. Rycina 4.10 prezentuje
usrednione wyniki analizy densytometrycznej. W przypadku laminy B1, HMGBI, jak i biatka
PARP1 obserwowano istotny spadek poziomu tych bialek juz w trzeciej dobie po indukcji
starzenia, w poroOwnaniu do poziomu tych bialek w komorkach proliferujgcych. Co wigce;,

poziom tych bialek w 7 dobie po indukcji starzenia byt nizszy niz w 3 dobie. Poziom biatek
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HMGBI, laminy B1 oraz PARP1 nie zmieniat si¢ w komdrkach spoczynkowych (FBS- oraz

przegeszczonych) i byt na tym samym poziomie, co w komoérkach proliferujacych.

Catkowity spadek poziomu cykliny B1 w komdrkach starych wskazuje na zanik aktywnosci
mitotycznej. Stopniowy spadek tego biatka obserwowano takze w kolejnych dobach hodowli
w komorkach proliferujacych, co jest powigzane ze stopniowym spadkiem odsetka komorek
w fazie S i stopniowym wzrostem odsetka komoérek w fazie G1/GO cyklu komorkowego.
Co ciekawe, komorki bgdace w stanie spoczynku mialy zdecydowanie wyzszy poziom
cykliny B1 niz komorki stare, pomimo wyraznych cech zahamowania proliferacji (niski
poziom biatka Ki67, akumulacja komoérek w fazie G1/GO, niski poziom wbudowywania

BrdU).

Wyniki przeprowadzonej analizy statystycznej wskazuja, ze spadek poziomu biatek HMGBI,
PARP1 i laminy Bl w komorkach migsni gladkich ulegajacych starzeniu, byl znaczacy
w porownaniu do komorek proliferujacych i nie byl obserwowany w przypadku komorek

o przej$ciowo zatrzymanej proliferacji.
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Ryc. 4.10. Analiza densytometryczna wynikow uzyskanych metodg Western Blotting. Wykresy przedstawiaja
poziom biatek znormalizowany wzgledem poziomu biatka GAPDH. Na wykresach przedstawiono S$rednie
wartosci + SEM, n=8. Tabele umieszczone obok wykreséw ilustruja wynik analizy statystycznej wykonanej za
pomocg jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA (* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 i **** p<0.0001).
Czerwonymi ramkami zaznaczono réznice o najwyzszej istotnosci statystycznej.

Zbadano réwniez poziom biatka pl16 i p21, ktére sg inhibitorami cyklinozaleznych kinaz.
Ponadto p21 wraz z biatkiem p53 zaliczane sa do biatek $ciezki aktywowanej uszkodzeniami
DNA (DDR) (Ryc. 4.11). Uwaza si¢, ze obecnos¢ nienaprawionych uszkodzen DNA oraz
dhugotrwata aktywacja szlaku sg charakterystyczne dla procesu starzenia komorkowego.
Przeprowadzone analizy Western blotting wykazaty relatywnie niski poziom biatka p53
w komorkach proliferujacych, po 24 1 72 godzinach hodowli, oraz w komorkach
nieproliferujacych, bedacych w stanie spoczynku. Poziom tego biatka wzrastat w komorkach
starych. W przypadku komorek traktowanych doksorubicyng wzrost poziomu biatka p53
obserwowano juz w 3 dobie po indukcji starzenia, w komorkach traktowanych H,O,,
niewielki wzrost poziomu p53 obserwowano dopiero po 7 dniach od podania zwigzku.
Co ciekawe, wzrost poziomu tego biatka zaobserwowano takze w komodrkach proliferujacych
po 48 godzinach hodowli 1 byl on porownywalny z poziomem tego biatka w komorkach
traktowanych doksorubicyna. Podwyzszony poziom bialek pl6 i/lub p21 jest jednym
z czeSciej stosowanych markerdw starzenia. Poziom biatka p21 byl istotnie wyzszy
w komorkach starych w 3 dobie po indukcji starzenia w poréwnaniu do komorek kontrolnych
zebranych po 24 godzinach i spadal w 7 dobie. Poziom p2l1 rést tez w komorkach
proliferujacych wraz z czasem hodowli, podczas gdy w komoérkach nieproliferujacych
pozostawal na niskim poziomie. W przypadku biatka pl6 nie zaobserwowano roznic
w poziomie tego biatka pomi¢dzy komorkami proliferujgcymi, a komorkami starymi. Jedynie
komorki, ktore byty hodowane w pozywce bez surowicy wykazywaty wzrost poziomu tego
biatka. Wzrost ten byl statystycznie istotny w pordwnaniu z komoérkami proliferujacymi,

jak 1 starymi.

83



P53 p21

2.0+ 1.5+ *
*

* %
gts- ' gw ]
£ £ 054
R 0.5- "

* LA LRI
0.0 T T 1 T T 0.0 LA T
—— = £ L - o T o o = L& L s
z 38 &§R3F8P z 38 &8
DOX HO, DO HO:

p16
1.5+
a
31.0-
w *
-
o *k R Kk - *ok Rk ok
§0.5- _
N
a ’
0.0 T 1 T T T
- T £ £ c T T D
g g = g '?3 3 ~ o ~
Do HO:

Ryc. 4.11. Analiza densytometryczna wynikow uzyskanych metoda Western blotting. Wykresy przedstawiaja
poziom biatek znormalizowany wzgledem poziomu biatka GAPDH. Na wykresach przedstawiono $rednie
wartos$ci =+ SEM, n=_8. Istotno$ci statystyczne pomigdzy poszczegdlnymi wariantami sprawdzono przy uzyciu
jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA.

4.1.6 Porownanie procesu przyspieszonego starzenia indukowanego stresem
w fibroblastach, preadipocytach oraz VSMC

W celu poglebiania analizy markeréw starzenia, ktore w sposob najbardziej wiarygodny
pozwalaja na rozréznienie komorek starych od komoérek o przejsciowo zatrzymanej
proliferacji oraz komorek proliferujagcych przebadano te same, co dla komoérek VSMC,

markery w fibroblastach i preadipocytach.

Zaréwno w preadipocytach jak i fibroblastach, podobnie jak w VSMC, liczba komorek,
w ktorych indukowano starzenie byta zblizona do liczby komoérek kontrolnych zebranych
w tym samym dniu, w ktorym dodawano do komoérek doksorubicyn¢ lub nadtlenek wodoru.
Potwierdza to efektywne dzialanie obu zwigzkéw roéwniez na inne typy komorek.

W przypadku komorek, ktore hodowane byly przez 7 dni w pozywce pozbawionej surowicy
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(preadipocyty) badz zawierajacej 0,5% FBS (fibroblasty), ich liczba po 7 dniach nie
przekroczyla liczby komorek kontrolnych zebranych po 72 godzinach.
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Ryc. 4.12 Pordéwnanie proliferacji preadipocytow i fibroblastow. Wykresy przedstawiajg $rednig liczbe komorek
zebranych w poszczegdlnych dniach doswiadczenia. Na wykresach przedstawiono $rednie warto$ci
+ SD, n=3. Tabele umieszczone pod wykresami ilustrujag wynik analizy statystycznej wykonanej za pomoca
jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA (* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 i **** p<0.0001).

Nastepnie, zar6wno w preadipocytach, jak i fibroblastach, oceniono poziom zahamowania
proliferacji za pomoca testu wbudowywania BrdU. Wykorzystujac analiz¢ poziomu biatka
Ki67 zbadano potencjat proliferacyjny komorek kontrolnych, starych oraz bedacych w stanie
spoczynku. Oceniono aktywno$¢ B-galaktozydazy zwigzanej ze starzeniem we wszystkich
wariantach do$wiadczenia, a takze przeprowadzono analiz¢ poziomu wybranych biatek
zwigzanych ze starzeniem metoda Western blotting. Wyniki poddano analizie
densytometrycznej a otrzymane dane wraz z wynikami ilo$ciowej analizy BrdU i Ki67 1 SA-

B-gal przedstawiono w formie zbiorczych map ciepta (Ryc. 4.13). Szczegotowe wyniki
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przeprowadzonych doswiadczen dla preadipocytow oraz fibroblastow zamieszczono

w suplemencie niniejszej rozprawy (Ryc. S.1 —S.3)

We wszystkich trzech typach komorek, populacja komorek proliferujagcych charakteryzowata
si¢ wysokim odsetkiem komodrek Ki67 pozytywnych oraz BrdU pozytywnych, przy
jednocze$nie znikomej aktywnosci SA-B-gal w tych komorkach. Odwrotng zaleznos¢
obserwowano zarowno w komorkach starych oraz komorkach bedacych w stanie spoczynku.
W komorkach tych odnotowano niewielki procent komoérek zdolnych do proliferacji 1 wysoka
aktywno$¢ SA-B-gal. Analiza poziomu wybranych bialek zwigzanych ze starzeniem,
pozwolita na jednoznaczne odroznienie komorek starych od komorek przejsciowo
zatrzymanych w cyklu oraz komorek proliferujacych we wszystkich badanych typach
komorek. Komoérki w stanie spoczynku oraz proliferujace charakteryzowaly si¢ wysokim
poziomem biatek: lamina B1, HMGBI, cyklina B1 oraz PARP1, podczas gdy w komdrkach
starych poziom tych biatek byl znacznie nizszy. Podwyzszony poziom biatek p53 oraz p21
zaobserwowano w komorkach starych zebranych po 3 dniach od indukcji starzenia, niemniej
jednak spadat on po 7 dniach. Co wigcej, w przypadku preadipocytéw rowniez w komorkach
spoczynkowych poziom tych biatek byt wyzszy w poréwnaniu do poziomu w komodrkach
proliferujacych 1 poréwnywalny do poziomu w komoérkach starych. Mozemy zatem
stwierdzi¢, ze oba te bialka, ktére powszechnie uwazane sa za markery starzenia nie
pozwalaja na jednoznaczne rozrdéznienie komorek trwale od tych przejsciowo zatrzymanych
w cyklu . Podobnie jest w przypadku biatka p16, najwyzszy poziom obserwowano wylacznie

w komorkach spoczynkowych.
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Ryc. 4.13 Analiza porownawcza wybranych markerow starzenia dla poszczegdlnych wariantow
eksperymentalnych (komorki spoczynkowe, proliferujace 1 ulegajace starzeniu) w komorkach VSMC,
preadipocytach i fibroblastach przedstawiona za pomoca map ciepta. Analize przeprowadzono w oparciu
o starndaryzacj¢ Z. Liczba powtorzen dla VSMC n>4, dla preadipocytéw i fibroblastow n=3. Skala barw
zamieszczona przy VSMC odnosi si¢ do wszystkich trzech map ciepta.
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Analizie porownawczej poddano takze cykl komorkowy (Ryc. 4.14). We wszystkich trzech
typach komorek zaobserwowano réznice w rozkladzie komorek w cyklu wsrod komorek
nieproliferujagcych. Komoérki spoczynkowe gromadzity si¢ gléwnie w fazie GO/G1, podczas
gdy komorki stare byly zatrzymane zarowno w fazie GO/G1 jak i G2M. W przypadku VSMC
1 preadipocytOow zaobserwowano wyrazne roéznice w rozkladzie komorek w cyklu
w zalezno$ci od czynnika indukujacego starzenie. Komorki traktowane doksorubicyng
gromadzity si¢ w fazie G2/M, natomiast komorki traktowane nadtlenkiem wodoru w fazie
G0/G1. W przypadku starych fibroblastow nie zaobserwowano znaczacych réznic

w rozktadzie komoérek w cyklu w zaleznosci od czynnika indukujacego starzenie.
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Ryc. 4.14 Wykresy kotowe przedstawiajace usrednione dane z trzech powtdrzen dla komoérek spoczynkowych
(FBS(-) i przeggszczone), komorek proliferujacych (kontrola 24h, 48h i 72h) oraz komorek starych w zaleznosci
od czynnika indukujacego starzenie: doksorubicyna (3D i 7D) oraz nadtlenek wodoru (3D i 7D).

4.2 Charakterystyka ludzkich komoérek miesni gladkich naczyn ulegajacych starzeniu in
vitro i in vivo

Weczesniejsze prace pokazaly, ze w trakcie rozwoju miazdzycy dochodzi do akumulacji
starych komorek miesni gladkich w blaszkach miazdzycowych (Gorenne i wsp. 2006).
Co wigcej, komorki te majg istotny wpltyw na rozwoj blaszki, przyczyniajgc si¢ m.in.

do zmniejszenia jej stabilno$ci, zwigkszajac ryzyko udaréw u oséb cierpiacych na miazdzyce.

Majac na uwadze cele podjetych badan zmierzajacych do wyjasnienia potencjalnej roli
czynnikow wydzielanych przez stare komorki migsni gltadkich w rozwoju miazdzycy,
postanowitam scharakteryzowa¢ i porowna¢ komorki migsni gladkich ulegajacych starzeniu
w warunkach hodowli in vitro z komdrkami pochodzacymi z blaszki miazdzycowej (starzenie
in vivo). W tym celu analizowalam komoérki miegsni gladkich izolowane z blaszek
miazdzycowych pobranych od pacjentéw w wyniku endarterektomii tetnicy szyjnej, komorki
migéni gladkich aorty ulegajacych starzeniu replikacyjnemu (RS) oraz przyspieszonemu,
ktoére bylo indukowane nadtlenkiem wodoru (SIPS). W celu uzyskania komorek, ktore ulegty
starzeniu replikacyjnemu prowadzono diugotrwate hodowle, az do momentu wyczerpania
potencjatu replikacyjnego (brak zwiekszania liczby komoérek w hodowli pomigdzy kolejnymi
pasazami). Indukcje starzenia przeprowadzano poprzez jednokrotne traktowanie H»O,
(150 uM) komorek intensywnie proliferujacych na wezesnych pasazach. Poniewaz starzeniu
organizmu towarzyszy gromadzenie si¢ komoérek starych, ktore pozostajg w tkankach przez
dtugi czas, do analizy postanowiono wykorzysta¢ komorki, ktore po potraktowaniu H,O,
hodowane byty przez 7 dni, jako model wczesnego etapu starzenia komérkowego (SIPS 1)

oraz przez 4 tygodnie jako p6zny etap starzenia koméorkowego (SIPS IV) (Ryec. 4.15)
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Ryc. 4.15 Schemat do$wiadczenia w modelu starzenia in vitro. Komorki kontrolne bgdace na wezesnym pasazu
traktowano jednorazowo nadtlenkiem wodoru w stgzeniu 150 pM a nastepnie hodowano przez 7 dni (SIPS I)
jako model wczesnego etapu starzenia badz przez 4 tygodnie (SIPS IV) jako model pdznego etapu starzenia.
W celu uzyskania komorek starych replikacyjnie (RS) komorki hodowano do momentu wyczerpania potencjatu
replikacyjnego (ok. 2 miesigce).

4.2.1 Analiza wybranych markerow w komdrkach ulegajacych starzeniu
replikacyjnemu oraz przyspieszonemu na wczesnym i poznym etapie tego procesu
w modelu in vitro oraz komorek miesni gladkich izolowanych z blaszek miazdzycowych

Jednym z powszechnie stosowanych znacznikow starzenia komoérkowego jest wzrost
aktywnosci SA-B-gal. Wzrost aktywnosci tego enzymu lizosomalnego obserwowano
w komorkach juz po 3 dniach od indukcji starzenia, a w 7 dni po podaniu nadtlenku wodoru
niemal 100% komorek wykazywato podwyzszong aktywno$¢ SA-B-gal. Podobny wynik
uzyskano dla komoérek bedacych na pdznych pasazach, ktore zatrzymaly proliferacje. Okoto
80% komorek wyizolowanych z blaszek miazdzycowych wykazywaly podwyzszona
aktywnos$¢ SA-B-gal (Ryc. 4.16 A). Co wiecej w komorkach, ktére byly hodowane przez
4 tygodnie od indukcji starzenia obserwowano wyrazny wzrost intensywnos$ci zabarwienia
(Ryc. 4.16 B). Istotng réznice w poziomie intensywnosci sygnalu SA-B-gal w komodrkach
SIPS IV odnotowano zaréwno wzgledem komorek SIPS I jak i RS jak i wzgledem komorek
izolowanych z blaszek miazdzycowych. Uzyskane wyniki dowodza narastajacej stopniowo

aktywnosci SA-B-galaktozydazy towarzyszacej rozwojowi fenotypu starzenia.
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Ryc. 4.16. Zmiany w poziomie aktywno$ci SA-B-gal w komorkach mieéni gladkich aorty ulegajacych starzeniu
w warunkach in vitro i in vivo. A. Przyktadowe zdj¢cia przedstawiajace aktywno$¢ SA-B-gal w komoérkach
VSMC. Skala na zdjgciach oznacza 20um. B. Wykres przedstawiajacy procent komorek SA-B-gal pozytywnych
z uwzglednieniem intensywnos$ci zabarwienia komorek na niebiesko. C. Wykres przedstawiajacy zintegrowang
gestos¢ sygnatu SA-B-gal w przeliczeniu na komorkeg. Na wykresach przedstawiono $rednie wartosci = SD, n=4
(dla SIPS I, SIPS IV i RS) oraz n=6 dla komorek izolowanych z blaszek miazdzycowych (AP). Istotnosé¢
statystyczng sprawdzano testem t-studenta.
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Barwienia immunocytochemiczne komorek na F-aktyne ilustruja znaczace powigkszenie
komorek starych hodowanych w warunkach in vitro jak 1 komoérek wyizolowanych z blaszek
miazdzycowych (Ryc. 4.17 A). Analiza poziomu biatka Ki67 oraz test wbudowywania BrdU,
wykazaty wyrazny spadek liczby komorek zdolnych do proliferacji zarowno wsrod komorek
ulegajacych starzeniu replikacyjnemu, jak 1 przyspieszonemu (Ryc. 4.17 B 1 C).
W komorkach bedacych na p6znym etapie starzenia (SIPS IV) obserwowano utrzymujace si¢
zahamowanie podziatlow porownywalne z tym obserwowanym na wczesnych etapach tego
procesu. Co ciekawe, w przypadku komorek izolowanych z blaszek miazdzycowych niemal
60% komorek jest zdolnych do wbudowywania BrdU, przy czym jedynie ok 20% komorek
to komorki Ki67 pozytywne. Wskazuje to, ze w przypadku starzenia in vivo korelacja
pomigdzy wybranymi markerami starzenia SA-B-gal 1 BrdU (+) nie jest tak silna,

jak w przypadku modelu starzenia in vitro.
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Ryc. 4.17 Ocena potencjatu proliferacyjnego VSMC ulegajacych starzeniu w warunkach in vitro i in vivo.
A. Reprezentatywne zdjecia komodrek miegsni gladkich przedstawiajace morfologie oraz poziom Ki67
w komoérkach proliferujacych (kontrola) i ulegajacych starzeniu. Skala na zdjgciach wynosi 20um. B. Wykres
przedstawiajacy analize¢ ilosciowa komorek zdolnych do wbudowywania BrdU. C. Wykres przedstawiajacy
analize ekspresji biatka Ki67. Na wykresach przedstawiono $rednie warto$ci + SD, n=4 (dla SIPS I, SIPS IV
i RS) oraz n=6 dla komorek izolowanych z blaszek miazdzycowych (AP). Istotnos$¢ statystyczna sprawdzano
testem t-studenta, (*) oznaczono istotnosci wzgledem kontroli, (#) oznaczono istotnosci wzgledem AP.
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Innym markerem starzenia jest wzrost liczby peknig¢ w dwuniciowym DNA (ang. double
stand break — DSB), ktore mozna wizualizowa¢ poprzez immunocytochemiczng detekcje
biatka 53BP1. Bialko to bierze udziat w naprawie DNA i lokalizuje si¢ w miejscu peknigcia
nici DNA tworzac obecne w jadrze skupiska. Okoto 70% komodrek miodych, bedacych na
wczesnych pasazach (kontrola) nie posiadatlo zadnych widocznych skupisk 53BP1,
a w pozostalych 30% obserwowano w wigkszosci pojedyncze skupiska tego biatka. Zarowno
w komorkach ulegajacych starzeniu replikacyjnemu, jak i przyspieszonemu zdecydowana
wigkszo$¢ miata wyraznie widoczne skupiska 53BP1, a w ponad 50% jader tych komorek
obserwowano wiecej niz 1 skupisko. Co ciekawe, w komodrkach ktére po traktowaniu
nadtlenkiem wodoru hodowane byty przez 4 tygodnie, zaobserwowano wzrost liczby
komorek nieposiadajacych skupisk biatka 53BP1 w porownaniu do komoérek hodowanych
7 dni od indukcji starzenia. Moze to §wiadczy¢ o aktywacji systemoéw naprawy uszkodzen
DNA w trakcie rozwoju fenotypu komorki starej. Rozktad komorek z okreslong liczbg
skupisk 53BP1 wsrdd komorek pochodzacych z blaszek miazdzycowych byt zblizony do tego
obserwowanego w komodrkach na pdéznym etapie starzenia przyspieszonego (SIPS IV)

(Ryc. 4.18).
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Ryc. 4.18. Analiza uszkodzen DNA na podstawie lokalizacji biatka 53BP1. Zdjecia przedstawiaja przyktadowe
jadra z rozng liczba skupisk 53BP1. Wykres przedstawia analize liczby skupisk bialka 53BP1 w komorkach
VSMC ulegajacych starzeniu w warunkach in vitro oraz in vivo. Na wykresach przedstawiono $rednie warto$ci
+SD, n=4 dla wszystkich wariantow. Wartosci liczbowe umieszczone w legendzie wykresu odnoszg si¢ do
liczby skupisk 53BP1 w jadrze.
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Na podstawie zaprezentowanych do tej pory wynikow analizy wybranych markerow (analiza
aktywnosci SA-B-gal, BrdU, Ki67, 53BP1) mozna stwierdzi¢, ze w przypadku komodrek
mies$ni gladkich wyizolowanych z blaszek miazdzycowych mamy do czynienia z populacja
komorek znacznie wzbogacong w komorki stare. Mozemy zalozy¢, ze znaczaca wickszosé

tych komorek ulegla starzeniu w organizmie chorego (starzenie in vivo).

4.2.2 Poréwnanie zmian morfologicznych i ultrastrukturalnych komorek ulegajacych
starzeniu in vitro oraz in vivo w oparciu o badanie z wykorzystaniem mikroskopii
elektronowej

W wyniku starzenia zmianie ulega morfologia komorki. Zastosowanie skaningowe;j
mikroskopii elektronowej (SEM) pozwolito na zwizualizowanie tych zmian w komorkach
miegs$ni gladkich aorty, ktore ulegly starzeniu przyspieszonemu (SIPS I) oraz replikacyjnemu
(RS) w porownaniu do komoérek kontrolnych. Komoérki stare byly wieksze od komorek
kontrolnych oraz bardziej ptaskie (Ryc. 4.19). Podobne zmiany obserwowano réwniez

w komorkach wyizolowanych z blaszek miazdzycowych.

kontrola SIPS|

Komérki migsni gtadkich
wyizolowane z blaszki miazdzycowej

i

RS
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Ryc. 4.19 Reprezentatywne zdjgcia przedstawiajace morfologi¢ komorek migsni gladkich aorty przy uzyciu
SEM. Skala na zdj¢ciach odpowiada 100pm (powickszenie 450x).

Poglebionej analizy i oceny zmian na poziomie ultrastrukturalnym w komorkach ulegajacych
starzeniu in vitro oraz in vivo dokonano przy uzyciu transmisyjnej mikroskopii elektronowe;j
(TEM). Na podstawie wykonanych zdje¢ zaobserwowano wyrazne zmiany w strukturze
takich organelli jak mitochondria, siateczka S$rodplazmatyczna, czy aparat Golgiego
w komorkach ulegajacych starzeniu. Zar6wno w komodrkach ulegajacych starzeniu
przyspieszonemu na wczesnym (Ryc. 4.21) oraz pé6znym (Ryc. 4.22) etapie tego procesu, jak
1 w komorkach ulegajacych starzeniu replikacyjnemu (Ryc. 4.23) obserwowano wydtuzone
oraz uszkodzone mitochondria (mitochondria zostaly zaznaczone na zdj¢ciach zielonymi
strzatkami) w poréwnaniu do tych obserwowanych w komorkach kontrolnych (Ryc. 4.20).
Co wigcej, w komoérkach starych mozna byto dostrzec fragmentacj¢ aparatu Golgiego (aparat
Golgiego - czerwone gwiazdki) oraz napgczniaty siateczke $rodplazmatyczng (siateczka
srodplazmatyczna - niebieskie strzatki). Aparat Golgiego oraz siateczka $rddplazmatyczba
odpowiadaja w komorce za synteze i transport sktadnikéw budulcowych i odzywczych.
Zmiany w strukturze tych organelli moga $wiadczy¢ o zaburzeniach energetycznych

towarzyszacych starzeniu komorkowemu.
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Ryc. 4.20 Reprezentatywne zdjecia z mikroskopu elektronowego przedstawiajace morfologie komodrek
kontrolnych VSMC. Skala na zdj¢ciach w gérnym panelu wynosi 2 um. W dolnym panelu przedstawiono
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powickszone fragmenty zdjg¢ zaznaczone czerwonymi prostokatami. Nu — jadro komérkowe, Lys — lizosomy;
niebieska strzatka zaznaczono siateczke srodplazmatyczng, zielong strzatka zaznaczono mitochondria, czerwona
gwiazdka zaznaczono aparat Golgiego.

Rolg lizosomoéw jest degradacja wadliwych lub uszkodzonych sktadnikéw komorkowych,
chronigc w ten sposob komorki przed toksycznym efektem gromadzenia si¢ dysfunkcyjnych
organelli i biatlek. Obserwowana w komorkach starych zwigkszona liczba lizosomow oraz
struktur lizosomalnych zawierajacych wewnatrz niestrawione fragmenty moze $wiadczy¢
z jednej strony, o zwigkszonym nagromadzeniu si¢ dysfunkcyjnych organelli, a z drugiej

strony o zaburzeniach w procesie autofagii, do ktorych réwniez dochodzi w procesie starzenia

komérkowego.

Ryc. 4.21 Reprezentatywne zdjegcia z mikroskopu elektronowego przedstawiajace morfologie koméorek VSMC
indukowanych do starzenia bedacych na wczesnym etapie tego procesu (SIPS I). Skala na zdjgciach w goérnym
panelu wynosi 2 um. W dolnym panelu przedstawiono powigkszone fragmenty zdje¢ zaznaczone czerwonymi
prostokatami. Nu - jadro komoérkowe, Lys — lizosomy; niebieskg strzatka zaznaczono siateczke
sroédplazmatyczng, zielong strzatkg zaznaczono mitochondria, czerwong gwiazdka zaznaczono aparat Golgiego.
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Ryc. 4.22 Reprezentatywne zdjegcia z mikroskopu elektronowego przedstawiajace morfologie komorek VSMC
indukowanych do starzenia bedacych na péznym etapie tego procesu (SIPS IV). Skala na zdjeciach w gornym
panelu: na zdjeciu po lewej wynosi 2 pm, na zdjgciu po prawej 1 pm. W dolnym panelu przedstawiono
powickszone fragmenty zdjg¢ zaznaczone czerwonymi prostokatami. Nu — jadro komérkowe, Lys — lizosomy;
niebieska strzatka zaznaczono siateczke srodplazmatyczng, zielong strzatka zaznaczono mitochondria, czerwona
gwiazdka zaznaczono aparat Golgiego.
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Ryc. 4.23 Reprezentatywne zdje¢cia z mikroskopu elektronowego przedstawiajace morfologi¢ komoérek VSMC
ulegajacych starzeniu replikacyjnemu (RS). Skala na zdjgciach w gérnym panelu wynosi 1 pm. W dolnym
panelu przedstawiono powigkszone fragmenty zdje¢ zaznaczone czerwonymi prostokatami. Nu — jadro
komorkowe, Lys — lizosomy; niebieska strzatka zaznaczono siateczke srodplazmatyczna, zielong strzatka
zaznaczono mitochondria, czerwong gwiazdka zaznaczono aparat Golgiego.

Analogiczng analize, z wykorzystaniem transmisyjnej mikroskopii elektronowej,
przeprowadzono rowniez dla komorek wyizolowanych z blaszek miazdzycowych.
W komorkach tych, takze zaobserwowano wydtuzone oraz uszkodzone mitochondria,
fragmentacj¢ aparatu Golgiego oraz zmiany w wygladzie siateczki $rédplazmatycznej
(Ryc. 4.24). Co wigcej, mnogos$¢ nagromadzonych lizosoméw oraz struktur pochodzenia
lizosomalnego byta podobna jak w komorkach starych hodowanych w warunkach in vitro.

Ryc. 4.24 Reprezentatywne zdjecia z mikroskopu elektronowego przedstawiajace morfologie komorek migsni
gladkich wyizolowanych z blaszek miazdzycowych. Skala na zdjeciach w gérnym panelu wynosi 1 pm.
W dolnym panelu przedstawiono powickszone fragmenty zdje¢ zaznaczone czerwonymi prostokatami. Nu —
jadro komorkowe, Lys — lizosomy; niebieska strzatka zaznaczono siateczke Srodplazmatyczna, zielong strzatka
zaznaczono mitochondria, czerwong gwiazdka zaznaczono aparat Golgiego.
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4.2.3 Porownanie poziomu wybranych bialek zwiazanych ze starzeniem w VSMC
ulegajacych starzeniu in vitro oraz in vivo

W celu dalszej charakterystyki komorek ulegajacych starzeniu zarowno w warunkach in vitro,
jak 1 in vivo przeprowadzono analiz¢ poziomu wybranych bialek zwigzanych ze starzeniem.
Analiza wynikéw otrzymanych metoda Western blotting wykazata znaczace obnizenie
poziomu biatka Ki67 oraz cykliny Bl we wszystkich trzech grupach komorek starych:
przyspieszonego na wczesnym (SIPS I) 1 pdznym (SIPS IV) etapie oraz starzenia
replikacyjnego (Ryc. 4.25). Zaobserwowano istotny spadek poziomu biatka laminy BI,
HMGBI oraz PARP1 w komorkach starych. Uzyskane wcze$niej wyniki dotyczace analizy
poziomu biatka HMGBI1 oraz laminy B1 w modelu starzenia przyspieszonego indukowanego
doksorubicynag badz H,O, po 3 i1 7 dniach, wykazaty stopniowy spadek poziomu tych biatek
w czasie (Ryc. 4.10). Przeprowadzona ponizej analiza pokazuje dalszy spadek poziomu tych
bialek w komoérkach bedacych na poéznym etapie starzenia (SIPS IV) w poréwnaniu do
poziomu tego biatka w komorkach SIPS I oraz kontrolnych. Co wigcej, najnizszy poziom
tych biatek obserwowano w komorkach ulegajacych starzeniu replikacyjnemu. Podobne
zmiany obserwowano takze w poziomie biatkka PCNA (ang. proliferating cell nuclear
antygen; marker proliferacji). Zaobserwowano takze istotny spadek poziomu biatka p21
we wszystkich wariantach do$§wiadczenia. Indukcja starzenia za pomoca H,O, powodowata
roOwniez obnizenie poziomu biatka p16 w komorkach starych na wczesnych etapach starzenia
(SIPS I) w poréwnaniu do komoérek kontrolnych. Co ciekawe, w komoérkach hodowanych
4 tygodnie po indukcji starzenia zaobserwowano istotny wzrost poziomu tego biatka
w porownaniu do poziomu biatka pl6 w komodrkach SIPS I, niemniej byt on zblizony do
poziomu pl6 w komodrkach kontrolnych. Jedynie w komorkach ulegajacych starzeniu
replikacyjnemu obserwowano istotny wzrost poziomu pl6 wzgledem kontroli. Uzyskany
wynik dowodzi, ze bialko pl16, chociaz powszechnie uznawane za marker starzenia, moze
ulega¢ zwigkszonej ekspresji tylko w okreslonym czasie lub przy indukcji okreslonego typu

starzenia.
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Ryc. 4. 25 Analiza poziomu wybranych biatek zwigzanych ze starzeniem w modelu in vitro. Na rycinie po lewe;j
stronie przedstawiono reprezentatywne dla czterech powtorzen bloty. Po prawej stronie zamieszczono wykresy
przedstawiajace krotno§¢ zmian poziomu analizowanego biatka wzgledem kontroli. Wykresy przedstawiajg
wartosci $rednie £ SEM, liczba powtorzen n=4. Istotno$¢ statystyczng sprawdzano testem t-studenta i oznaczano
na wykresie zaznaczajac porownywane grupy lub porownywano grupe eksperymentalng (SIPS 1, SIPS IV, RS)
z kontrola.
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W dalszej czg$ci przeprowadzono analogiczng analiz¢ poziomu wybranych biatek
w komorkach migéni gladkich izolowanych z blaszek miazdzycowych. Do analizy
wykorzystano komorki z blaszek miazdzycowych pochodzacych od 10 réznych pacjentow.
Poziom ekspresji bialek w komoérkach pochodzacych z blaszek, porownywano z poziomem
ekspresji biatek w komodrkach migsni gladkich pochodzacych z prawidlowych naczyn
krwiono$nych (kontrola). Zaobserwowano istotny spadek poziomu biatka cykliny Bl oraz
PCNA w komoérkach wyizolowanych z blaszek miazdzycowych. Poziom biatek: Ki67,
laminy B1, HMGBloraz PARP1 réwniez byt nizszy w poréwnaniu do komorek kontrolnych
VSMC. Spadek poziomu tych samych biatek obserwowano takze w komorkach ulegajacych
starzeniu w warunkach in vitro. Co ciekawe, w przypadku komorek izolowanych z blaszek

miazdzycowych zaobserwowano wzrost poziomu biatka p21 oraz p16 (Ryc. 4.26).
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Ryc. 4.26 Analiza poziomu wybranych biatek zwigzanych ze starzeniem w modelu in vivo. Przedstawione
wyniki uzyskano, badajac biatka wyizolowane z komodrek migsni gladkich pochodzacych z blaszek
miazdzycowych od 10 pacjentow (10 blaszek). Jako kontrolg wykorzystano biatka izolowane z komérek VSMC
na wczesnych pasazach, pochodzace z trzech roznych hodowli. Na wykresach przedstawiono poziom
analizowanego biatka wzgledem poziomu biatka GAPDH dla komérek VSMC prawidtowych (kontrola) oraz
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komoérek wyizolowanych z blaszek miazdzycowych (oznaczone na wykresach jako ,blaszki”). Istotno$¢
statystyczng sprawdzano testem t-studenta .

Przeprowadzone analizy markeré6w starzenia dowiodty istnienia heterogennos$ci komorek
uzyskiwanych z blaszek miazdzycowych. Tym niemniej, przedstawione na Ryc. 4.26 wyniki
dla pojedynczych probek wskazujg na zalezno$¢ pomiedzy spadkiem poziomu biatek takich
jak cyklina B1, PCNA czy lamina B1, a wzrostem poziomu biatka p16 oraz p21. Wyznaczone
wspolczynniki korelacji Pearsona wskazujg na $redni (0,3< r,, <0,5) badz znaczny (0,5< ryy
<0,7) stopien wspodlzaleznosci pomiedzy poziomem bialek p21 1 pl6 a Ki67, lamina B1,
PCNA, HMGBI czy cyklina B1. Natomiast wysoki (0,7< 1, <0,9) badz bardzo wysoki (0,9<
Iy <l) stopien wspoétzaleznosci poziomu biatek Ki67, PCNA, HMGBI, cyklina Bl oraz
lamina B1. (Ryc. 4.27). Uzyskany wynik wskazuje, ze populacja komoérek uzyskanych
w trakcie izolacji z poszczegolnych blaszek miazdzycowych miala zréznicowany odsetek
komorek starych, przy czym poziom markerow uznanych w toku prowadzonych przez nas
badan, jako najbardziej wiarygodnych do oceny starzenia komoérkowego (HMGBI, lamina
B1, cyklina B1, Ki67), byl analogiczny do ich poziomu w komorkach ulegajacych starzeniu
in vitro. Fakt istnienia pewnych roznic (podwyzszony poziom biatka p21) sugeruje,
7ze podczas starzenia in vivo, komorki mogg podlega¢ roéwniez innym zmianom,

nieobserwowanym w warunkach in vitro.

Lamina B1
HMGB1
Cyklina B

PARP
PCNA
p21
p16

~
4
X

Ki67

Lamina B1

HMGB1
PARP

CyklinaB

PCNA
p21

p16

Ryc. 4.27 Mapa ciepla przedstawiajaca wyznaczone wspolczynniki korelacji Pearsona pomiedzy
poszczegdlnymi poziomami biatek w probkach komorek wyizolowanych z blaszek miazdzycowych. Za staby
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stopien wspotzaleznosci przyjmuje si¢ 0< ry, <0,3; $redni: 0,3< ry, <0,5; znaczny: 0,5< 1,,<0,7; wysoki: 0,7< 1y,
<0,9 oraz bardzo wysoki: 0,9< 1y, <I.

4.2.4 Analiza profilu wydzielniczego komorek VSMC ulegajacych starzeniu in vitro oraz
in vivo

Fenotyp wydzielniczy zwigzany ze starzeniem (SASP, ang. Senescence Associated Secretory
Phenotype) jest niewatpliwie najwazniejsza cechg komorek starych, ktora determinuje ich role
w organizmie. SASP polega na zwigkszonym wydzielaniu wielu biologicznie aktywnych
czynnikow takich jak cytokiny prozapalne, chemokiny, czynniki wzrostu czy enzymy
modyfikujace macierz zewnatrzkomorkowa itp. Przeprowadzone do tej pory badania
dowiodty, ze istotng cecha SASP jest jego ogromne zrdéznicowanie zalezne na przyktad od
typu komorki oraz czynnika indukujgcego starzenie. Podj¢te przeze mnie badania miaty na
celu jako$ciowg i ilosciowg analize profilu wydzielniczego komoérek migéni gladkich aorty
ulegajacych starzeniu w oparciu o mikromacierze bialkowe. Analizie poddano pozywke
pozbawiong surowicy, zebrang po 24 godzinach znad tej samej liczby komoérek kontrolnych
(komorki proliferujace, bedace na wezesnych pasazach), komorek indukowanych do starzenia
nadtlenkiem wodoru i hodowanych przez 7 dni (SIPS 1) oraz 4 tygodnie (SIPS IV), komorek
replikacyjnie starych (RS) oraz komodrek migéni gladkich wyizolowanych z blaszek
miazdzycowych pochodzacych od 10 pacjentéw (AP, atherosclerotic plaque). Sprawdzano
poziom 130 czynnikéw nalezacych do chemokin, czynnikow prozapalnych, czynnikow
wzrostu oraz metaloproteinaz. Uzyskane wyniki pozwolity na stwierdzenie, ze w sekretomie
komorek starych okoto 70% badanych biatek wystgpuje na poziomie wyzszym niz

w sekretomie komorek kontrolnych (Ryc. 4.28).

Em wzrost wzgledem kontroli

E= spadek wzgledem kontroli

El zmiana wylgcznie w blaszkach
= inne

Ryc. 4.28 Wykres kotowy przedstawiajacy rozklad procentowy poszczegodlnych biatek, ktorych poziom byt
wyzszy lub nizszy w sekretomie komoérek starych w porownaniu do sekretomu komoérek kontrolnych, lub
ktorych podwyzszony poziom wykryto tylko w sekretomie komorek pochodzacych z blaszek miazdzycowych.
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Czynniki zakwalifikowane do grupy ,,inne” nie zmienialy si¢ w sekretomie komorek starych wzgledem kontroli,
badz zmiany obserwowano w pojedynczych wariantach eksperymentalnych.

Wyrdzniono rowniez czynniki, ktérych zmiang poziomu wzgledem kontroli zaobserwowano
wylacznie w probkach zebranych znad komoérek wyizolowanych z blaszek miazdzycowych
(7,8% wszystkich analizowanych czynnikow). W tabeli 4.1 przedstawiono czynniki, ktore
przyporzadkowano do poszczegélnych grup. Pojedyncze wykresy przedstawiajgce zmiany
poziomu wydzielania poszczegdlnych czynnikow wzgledem kontroli zamieszczono
w suplemencie pracy (Ryc. S.4 — S.13)

Tabela 4.1 Tabela przedstawiajaca analizowane czynniki przyporzadkowane do poszczegdlnych grup
w zalezno$ci od obserwowanych zmian w ich poziomie wzgledem kontroli.

BMP-4, B-NGF, EG-VEGF, FGF-4, FGF-7, GH, IGFBP-1, IGFBP-2, IGFBP-3, NT-3,
PIGF, TGFa, TGFB3, VEGF R2, CXCL16, ENA-78, GCP-2, GRO, HCC-4, IL-9,
SIPSL, SIPS | IL-18Bpa, IL-29, IL-31, IP-10, I-TAC, MCP-3, MCP-4, MIF, MIP-3a, MIP-3b, MPIF-1,
IV, RS, AP PF4, GM-CSF, IL-4, IL-8, IL-11, IL-12p40, IL-13, IL-17, TNFo, MMP-10, MMP-13,

TIMP-2, TIMP-4

BMP-5, EGF R, GDF-15, GDNF, HGF, IGFBP-4, IGFBP-6, IGF-I, Insulin, MCSF R,
SIPSIV,RS i NGF R, NT-4, OPG, PDGF-AA, VEGF, VEGF R3, 6Ckine, BTC, Eotaxin-3, HCC-1,

AP IL-17F, LIGHT, Lymphotactin, MCP-2, MDC, OPN, PARC, SDF-1a, IL-1ra, IL-6sR,
IL-15, MMP-1, MMP-3, TIMP-1

SIPS I'i SIPS

wzrost poziomu cytokin wzgl. kontroli

TGFBI, MI
v GFp1, MIG
SIPSTV i AP SCF, Axl, IL-28a, IL-6, IL-5, MIP-1b, MMP-2
RS i AP BDNF, BMP-7, IL-a, IL-2
: E.n ]
% = | ssisies
g 5 ¢ ’ in-2, G- - -
TEZE | Wrsar AR, TARC, TSLP, Eotaxin-2, G-CSF, IL-1b, IL-10
8 8%
. a8 =
s
()
t
- . bFGF, EGF, CTACK, BLC, 1-309, [CAM-1, MIP-1a, RANTES, MMP-9
o = 3 poz u
= E N
g8
£g3 spadek PDGF-BB
s -—: poziomu
=

HB-EGF, SCF R, VEGF-D, CCL28, LIF, MSPa, NAP-2, TECK, Eotaxin, IFN¥, IL-7,

tnne IL-12p70, IL-16, MCP-1, MIP-1d, MCSF, TNF RI, TNF RII, MMP-8

Uzyskane wyniki ilosciowe dla poszczegdlnych czynnikéw znormalizowano za pomocg
standaryzacji Z 1 przedstawiono w postaci map ciepta (Ryc. 4.29-4.32). Wynik tej analizy

pozwolit stwierdzi¢, ze profil wydzielniczy komorek migéni gladkich wyizolowanych
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z blaszek miazdzycowych jest w znacznym stopniu zblizony do profilu wydzielniczego
komorek ulegajacych starzeniu w warunkach in vitro, w szczeg6élnosci komorek ulegajacych
starzeniu replikacyjnemu (RS) oraz przyspieszonemu, ale bedacemu na pé6znym etapie (SIPS
IV). Niemniej jednak poziom cytokin w poszczegdlnych probkach uzyskanych z komorek
pochodzacych z blaszek miazdzycowych jest zr6znicowany. W dotagczonych do map ciepta po
prawej stronie tabelach zaznaczono istotne statystycznie zmiany w poziomie wydzielania

poszczeg6lnych czynnikow wzgledem kontroli.

Chemokiny

CCL28
MSPa
NAP-2
CXCL16
GCP-2
ENA-78
GRO
HCC-4
IL-9
IL-18 BPa
IL-29
IL-31
IP-10
I-TAC
MCP-3
MCP-4
MIF
MIP-3a
MIP-3b
MPIF-1
PF4
6Ckine
BTC
Eotaxin-3
HCCA1
ILA7F
IL-28A
LIGHT
Lymphotactin
CTACK
Ax|
LIF
MCP-2
MDC
OPN 1
PARC
SDF-1a

TARC
TECK

TSLP

10

RS

SIPS |
SIPS IV

Komorki izolowane z blaszek
miazdzycowych

Kontrola i

Ryc. 4.29 Mapa ciepta przedstawiajaca analiz¢ porownawcza poziomu wydzielanych czynnikéw nalezacych do
chemokin. Analiz¢ przeprowadzono w oparciu o standaryzacj¢ Z poszczegélnych wynikow. W przypadku
wariantéw SIPS I, SIPS IV i RS oraz kontroli przedstawiono usrednione wyniki dla trzech powtérzen. Cyfry od
1 do 10 oznaczaja poszczegdlne probki (pozywka kondycjonowana) zebrane znad komoérek wyizolowanych
z blaszek miazdzycowych. Skala mapy ciepta odniesiona do s$redniej po normalizacji danych surowych.
Po prawej stronie zamieszczono tabele uwzgledniajaca istotne zmiany w poziomie wydzielanych czynnikdéw

wzgledem kontroli. Istotno$¢ statystyczna sprawdzano testem t-studenta.

107



Czynniki wzrostu

bFGF
BMP-7
NT-4
SCFR
TGFb1
TGFb3
VEGF-D
BMP-4
b-NGF
EG-VEGF
FGF-4
FGF-7
GH
IGFBP-1
IGFBP-3
NT-3
PIGF
TGFa
BMP-5
SCF
VEGF
VEGF R3
BDNF
HB-EGF
AR [
GDF-15
HGF
IGFBP-4
IGFBP-6
IGF-I
Insulin
OPG
PDGF-AA
GDNF
EGFR
IGFBP-2
MCSFR
NGF R
VEGF R2
EGF
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wee.2
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VIO K2

tos

Komorki izolowane z blaszek
miazdzycowych

Kontrola
SIPS |
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Ryc. 4.30 Mapa ciepta przedstawiajaca analiz¢ porownawcza poziomu wydzielanych czynnikéw nalezacych do
czynnikow wzrostu. Analiz¢ przeprowadzono w oparciu o standaryzacj¢ Z poszczegélnych wynikow.
W przypadku wariantow SIPS I, SIPS IV i RS oraz kontroli przedstawiono usrednione wyniki dla trzech
powtorzen. Cyfry od 1 do 10 oznaczaja poszczegodlne probki (pozywka kondycjonowana) zebrane znad komorek
wyizolowanych z blaszek miazdzycowych. Skala mapy ciepta odniesiona do $redniej po normalizacji danych
surowych. Po prawej stronie zamieszczono tabel¢ uwzgledniajaca istotne zmiany w poziomie wydzielanych

czynnikéw wzgledem kontroli. Istotnos¢ statystyczng sprawdzano testem t-studenta.
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Czynniki zapalne

Eotaxin-2
Eotaxin
IFNg
IL-1b
RANTES
IL-15
MIP-1b
MIP-1a
MIP-1d
IL-16
IL-17
MCP-1
MCSF
MIG
IL-1a
IL-1ra
IL-2

IL-12p40
IL-12p70
IL-13
PDGF-BB
TIMP-1
TIMP-2
TNFa
TNFb
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TNF RII
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Ryc. 4.31 Mapa ciepta przedstawiajaca analiz¢ porownawcza poziomu wydzielanych czynnikéw nalezacych do
czynnikow zapalnych. Analize przeprowadzono w oparciu o standaryzacj¢ Z poszczegélnych wynikow.
W przypadku wariantow SIPS I, SIPS IV i RS oraz kontroli przedstawiono usrednione wyniki dla trzech
powtorzen. Cyfry od 1 do 10 oznaczaja poszczegolne probki (pozywka kondycjonowana) zebrane znad komorek
wyizolowanych z blaszek miazdzycowych. Skala mapy ciepta odniesiona do $redniej po normalizacji danych
surowych. Po prawej stronie zamieszczono tabel¢ uwzgledniajaca istotne zmiany w poziomie wydzielanych

czynnikéw wzgledem kontroli. Istotnos¢ statystyczng sprawdzano testem t-studenta.
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Ryc. 4.32 Mapa ciepta przedstawiajaca analiz¢ porownawcza poziomu wydzielanych czynnikéw nalezacych do
metaloproteinaz. Analiz¢ przeprowadzono w oparciu o standaryzacj¢ Z poszczegblnych wynikow. W przypadku
wariantow SIPS I, SIPS IV i RS oraz kontroli przedstawiono usrednione wyniki dla trzech powtérzen. Cyfry od
1 do 10 oznaczaja poszczegdlne probki (pozywka kondycjonowana) zebrane znad komoérek wyizolowanych
z blaszek miazdzycowych. Skala mapy ciepta odniesiona do s$redniej po normalizacji danych surowych.
Po prawej stronie zamieszczono tabele uwzgledniajaca istotne zmiany w poziomie wydzielanych czynnikdéw

wzgledem kontroli. Istotno$¢ statystyczna sprawdzano testem t-studenta.

4.3 Charakterystyka pecherzykow zewnatrzkomoéorkowych wydzielanych przez komorki
miesni gladkich aorty

Badania ostatnich lat zwrécity uwage na udzial pecherzykow zewnatrzkomoérkowych (EVs,
ang. extracellular vesicles), jako wazny element sekretomu komorek starych. Ze wzgledu na
swoja budowe i1 zréznicowany tadunek, ktéry przenosza, pecherzyki zewnatrzkomoérkowe
odgrywaja niezwykle istotng rol¢ w komunikacji mi¢dzykomoérkowej. Jedng z kategorii
pecherzykow zewnatrzkomérkowych sg egzosomy, ktére powstaja w wyniku wewnetrznego
paczkowania pdznego endosomu, zwanego ciatkiem wielopecherzykowym (MVB).
Pecherzyki okreslane jako ILVs paczkuja do wewnatrz $wiatla endosomu i nastgpnie
na drodze fuzji MVB z btong plazmatyczng komorki, zostaja uwalniane na zewnatrz. MVB
zwizualizowano wykorzystujac  transmisyjng mikroskopi¢ elektronowg polaczong
z immunodetekcja biatka CD63 (biatko z rodziny tetraspanin, wystepujace w endosomach,

marker egzosomow) przeciwcialem sprz¢zonym z nanoczastkami ztota. (Ryc. 4.33).
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Ryc. 4.33 Wizualizacja egzosomow w komorkach mieéni gladkich z wykorzystaniem transmisyjnej mikrosopii
elektronowej. A. Reprezentatywne zdjecie przedstawiajace cialka wielopecherzykowe (MVBs) obecne
w komorkach VSMC; B. Reprezentatywne zdjgcie przedstawiajace immunodektekcje biatka CD63 w MVB
z wykorzystaniem nanoczastek zlota. Czerwona strzatka potwierdza obecnos¢ biatka CD63 (czarne punkty)
w ciatkach wielopgcherzykowych.

W dalszych etapach badan prowadzono analiz¢ pecherzykow zewnatrzkomérkowych
izolowanych metoda ultrawirowania z pozywki pozbawionej surowicy, w ktorej przez 24
godziny hodowane byly VSMC. Wyizolowane pecherzyki zwizualizowano metoda
transmisyjnej mikroskopii elektronowej (Ryc. 4.34A). Porownywano pecherzyki wydzielane
przez komorki bedace na wcezesnych pasazach (kontrola) oraz przez komorki ulegajace
starzeniu indukowanemu (SIPS) lub replikacyjnemu (RS). Analiza Western blotting
potwierdzita w wyizolowanych pecherzykach obecno$¢ kanonicznych markeréw
egzosomalnych, takich jak biatka CD63, CD81, TSG101 oraz flotyliny 1 (Ryc. 4.34B).
TSG101 jest biatkiem zwigzanym z biatkami szlaku ESCRT, ktore odgrywaja kluczowa role
w sortowaniu ubikwitynowych receptoréw btonowych w kierunku lizosomoéw (Wallis 1 wsp.
2020), natomiast flotylina-1 jest bialkiem zaangazowanym w fuzje blon
1 transport pecherzykowy. CD63 1 CD81 naleza do bialek z rodziny tetraspanin i znajdujg si¢

na btonie pecherzkow. Obecno$¢ wymienionych biatek w izolatach dowodzi wzbogacenia
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frakcji pecherzykdéw zewnatrzkomérkowych w egzosomy. Dodatkowo czystos¢ wyizolowanej
frakcji pecherzykow potwierdzono poprzez stwierdzenie braku obecnosci biatka macierzy
cis-Golgi 130 (GM130) oraz translokazy zewnetrznej blony mitochondrialnej 20 (TOMM20),
znanych jako markery aparatu Golgiego i mitochondriow. Ekspresja obu biatek byla
widoczna tylko w lizacie komorkowym. Dobdér powyzszych markerow jest zgodny
z wytycznymi opublikowanymi przez International Society for Extracellular Vesicles w 2018

roku (Thery i wsp. 2018) dotyczacymi charakterystyki EVs.

=
£ 2 2
RER:
A. B.
- -

Ryc 4.34 Charakterystyka wyizolowanych z pozywki pecherzykow zewnatrzkomorkowych A. Reprezentatywne
zdjecie przedstawiajace wyizolowane pecherzyki zewnatrzkomorkowe (zaznaczone z6ttg strzatkg). B. Analiza
Western blotting markerow egzosomalnych (CD81, CD63, flotylina 1 oraz TSG101) we frakcjach pecherzekow
zewnatrzkomorkowych wyizolowanych znad komoérek VSMC kontrolnych oraz ulegajacych starzeniu
przyspieszonemu i replikacyjnemu. Czystos¢ wyizolowanych pecherzykow potwierdzono brakiem obecnosci
biatka GM130 (bialko macierzy cis-Golgi) oraz biatka Tom20 (marker mitochondriow) w analizowanych
probkach. TCL (ang.total cell lysate) — lizat catlokomorkowy. W kazdym wariancie naniesiono po 20ug biatka.

Stosujac technika oparta na Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) zmierzono wielko$¢
oraz okreslono liczbe pecherzykow wydzielanych przez komorki mtode (kontrola) i komorki
stare (SIPS 1 RS). Nie zaobserwowano zadnych réznic w wielkosci pecherzykow

zewnatrzkomorkowych (Ryc. 4.35A).

Wykazano natomiast istotny wzrost liczby pecherzykow  zewnatrzkomoérkowych
wydzielanych przez komorki ulegajace zaré6wno starzeniu przyspieszonemu, jak
i replikacyjnemu (Ryc. 4.35B.). Ten wzrost ogdlny liczby wydzielanych pecherzykow

przektadal si¢ na wzrost liczby egzosomow (pecherzyki zawierajace biatko CD63)
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wydzielanych przez komorki stare, a takze na ilo$¢ biatka (Ryc. 4.35C 1 D). Potwierdzita to
rowniez analiza Western blotting identyfikujaca flotyling 1, CD81 1 CD63 w ekstraktach
biatkowych przygotowanych z pecherzykow zewnatrzkomorkowych (Ryc. 4.35E).
Nie zaobserwowano istotnych  statystycznie réznic w  liczbie  pecherzykow
zewnatrzkomorkowych wydzielanych przez komoérki mie$ni gtadkich ulegajacych starzeniu

przyspieszonemu 1 replikacyjnemu.
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Ryc. 4.35 Charakterystyka jakosciowa i iloSciowa pecherzykow wydzielanych przez komoérki VSMCs
A. Wykres przedstawiajacy rozmiar §rednig wielko$¢ wyizolowanych EVs zmierzony metoda NTA za pomocg
aparatu NanoSight. B. Wykres przedstawiajacy liczbe wydzielanych EVs przez 100 tys. komorek kontrolnych
oraz komorek ulegajacych starzeniu SIPS i RS zmierzong za pomoca aparatu NanoSight. C. Poréwnanie ilosci
pecherzykow CD63 pozytywnych (egzosomdéw) wydzielanych przez te samg liczbe komorek kontrolnych
i starych (analiza przeprowadzona za pomoca testu ExoElisa). D. Wykres przedstawiajacy $rednig ilo$¢ biatka
wydzielang w postaci egzosomoéw przez komodrki kontrolne oraz ulegajace starzeniu SIPS i RS.
E. Reprezentatywne bloty przedstawiajace poréwnanie poziomu flotyliny-1, CD81 i CD63 w pecherzykach
zewnatrzkomorkowych wydzielanych przez t¢ samg liczbe (200 tys.) komodrek kontrolnych i starych.
Na wykresach przedstawiono $rednie wartosci + SEM, liczba powtorzen n>6.
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4.3.1 Analiza proteomiczna pecherzykow zewnatrzkomoérkowych wydzielanych przez
mlode i stare komorki VSMC

Zastosowanie tandemowej spektrometrii masowej umozliwito przeprowadzenie jako$ciowej
1 ilosciowej analizy biatek znajdujacych si¢ w pecherzykach zewnatrzkomorkowych. Zbadano
podobienstwa i roéznice mig¢dzy pecherzykami wydzielanymi przez komorki proliferujace
(kontrolne) oraz komorki stare, a takze poréwnano biatka obecne w  pecherzykach
wydzielanych przez komorki ulegajace starzeniu replikacyjnemu (RS) oraz starzeniu
przyspieszonemu (SIPS). Zidentyfikowano 975 bialek w wyizolowanych pecherzykach
zewnatrzkomorkowych. Za pomoca analizy sktadowych gtownych (PCA, ang. Principal
Component Analysis) i przy uzyciu pierwszych dwoch wymiaréw PCA, wykazano istnienie
roznic w proteomie pecherzykow wydzielanych przez komorki stare oraz komorki kontrolne.
Stwierdzono réwniez, ze proteom pecherzykéw wydzielanych przez komoérki ulegajace
starzeniu replikacyjnemu rézni si¢ od proteomu pecherzykéw wydzielanych przez komorki
ulegajace starzeniu przyspieszonemu. Co wigcej, proteom pecherzykow wydzielanych przez
komoérki RS w wigkszym stopniu przypomnina proteom pecherzykoéw wydzielanych przez

komorki kontrolne (Ryc 4.36).

| @ kontrola
. @ SIPS

e | @ RS

054

10d

00} 1
3 2
-05;

Ryc. 4.36 Analiza sktadowych glownych (PCA) sktadu biatkowego pecherzykow zewnatrzkomorkowych
wydzielanych przez komorki kontrolnych, komorki ulegajace starzeniu przyspieszonemu (SIPS) oraz
replikacyjnemu (RS).

Nastgpnie przeanalizowano ilosciowe rdéznice w proteomie pecherzykow kontrolnych
1 pecherzykoéw wydzielanych przez komorki stare. Wyodrgbniono 445 biatek, ktorych poziom
zmieniat si¢ istotnie (p<0.05) w EVs wydzielanych przez komoérki SIPS oraz 333 biatka
w EVs wydzielanych przez komodrki RS. Poziom wigkszosci tych biatek zmienial si¢

wzgledem EVs wyizolowanych z komorek kontrolnych umiarkowanie lub nieznacznie
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(FC, ang. fold change) - FC miedzy 0,5 a 2 (Ryc. 4.37). Srednio okolo 30% biatek
zidentyfikowanych w pecherzykach wydzielanych przez komorki stare zmieniato sig

w stopniu znacznym lub umiarkowanym - krotno$¢ zmian FC >1.3 1 <0.5.

0.4% 1.6%
2) ] ( ) 4.5% 13%
, Krotno$é zmian (13) 1 f ©®
7.0%(31) 3.4% (15) (FC) 2.4% (8)
| mm >3
mm 32
= 213
: 0 1.341
= 107 e
@ 0.7-05
mm 0503
m <03 168% 159%
(6) (53
Wszystkich biatek = 445 Wszystkich biatek=333

Ryc. 4.37 Wykresy kotowe przedstawiajace rozktad krotnosci zmian (FC) poziomu bialek zidentyfikowanych
w pecherzykach zewnatrzkomérkowych wydzielanych przez ulegajace starzeniu komoérki VSMC wzgledem
komorek proliferujacych (kontrolnych). Do analizy wzigto biatka, ktérych poziom zmieniat si¢ istotnie (p<0,05)
wzgledem kontroli.

Posrod biatek, ktorych poziom istotnie wzrastat wzgledem kontroli, 90 bylo wspolnych dla
pecherzykéw wydzielanych przez komorki ulegajace starzeniu. Poziom 121 bialek istotnie
wzrastal wylacznie w pecherzykach SIPS, a 73 bialek w pecherzykach RS. W przypadku
biatek, ktorych poziom spadat wzgledem kontroli, 123 byly wspolne dla obu wariantow,
111 wylacznie SIPS, a 48 wylacznie RS (Ryc. 4.38).
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Porownanie biatek, ktorych poziom
wzrastat wzgledem kontrok spadatwzgledem kontroli

SIPS//—--*”‘*-~~~ . lfs srps/-’""""“\ = RS
N

121

Porownanie biatek, ktorych poziom

123

Ryc. 4.38 Diagramy Venna przedstawiajace rozktad biatek unikalnych i wspolnych, ktérych poziom rést lub
spadat istotnie statystycznie w pegcherzykach wydzielanych przez komorki stare (SIPS i RS) wzgledem biatek
zidentyfikowanych w pecherzykach wydzielanych przez komoérki kontrolne.

\\Y% sktadu

zewnatrzkomoérkowych, wytypowano grupy biatek okreslone jako ,biatka TOP”, ktore

celu  bardziej szczegdétowego  opisania biatkowego  pecherzykow

zidentyfikowano w EVsach pochodzacych z obu typow komorek starych (SIPS i RS) lub
unikalne dla kazdego typu starzenia. Do biatek ,, TOP” zostaty przypisane jedynie te, ktorych
poziom wzrdst co najmniej dwukrotnie w poroéwnaniu z kontrolg. Uwzgledniono rowniez

takie biatka, ktorych poziom wzrost przynajmniej o 30%, ale najbardziej istotnie (p<0.001)
(Tabela 4.2).

Tabela 4.2 Lista bialek ,,TOP” zidentyfikowanych w pecherzykach zewnatrzkomérkowych pochodzacych
z komorek starych replikacyjnie (RS) oraz indukowanych do starzenia (SIPS). W tabeli przedstawiono biatka
wspolne dla obu wariantow (SIPS i RS) oraz unikalne dla poszczegdlnych typow komorek starych, ktorych
poziom wzroést co najmniej dwukrotnie (FC log,>1) lub mniej (FC log,>0,39). Pogrubiong czcionka zaznaczono
te bialka, ktore zmienialy si¢ najbardziej istotnie (p<<0.001)

Krotno$¢ zmian Krotnos¢ zmian

Nazwa bialka D (FClog2) (FC log2)

SIPS RS
Biatka ,,TOP” wytypowane dla SIPSiRS

cDNA FLJ55489 RIPOR3 19,08 17,8
Hydroxysteroid dehydrogenase 10 isoform 1 HSD17B10 2,41 2,49
Lipoma HMGIC fusion partner-like 2 LHFPL2 7,74 2,09
cDNA. FLJ93871. highly similar melanoma antigen. family B MAGEB2 1,70 1,36
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c¢DNA FLJ51509. highly similar to Alpha-fetoprotein AFP 1,45 1,41
Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase 2 TGM2 1,41 1,07
Serpin peptidase inhibitor. clade C (Antithrombin) SERPINC1 1,32 0,73
Cytoskeleton-associated protein 4. CKAP4 1,00 0,87
Keratin. type I cytoskeletal 16 KRT16 0,47 1,09
Vimentin VIM 0,64 0,56
Heat shock protein beta-1 HSPB1 0,63 0,55
Bialtka ,,TOP” wytypowane wytacznie dla SIPS
NAD-dependent protein deacetylase sirtuin-3 SIRT3 8,78
Protein Wnt WNTS5A 3,34
CXADR-like membrane protein CLMP 1.4
highly similar to cartilage oligomeric matrix protein (COMP) coMpP 1,32
Dynamin-2 DNM2 1,18
Vacuolar protein sorting 37B VPS37B 1,08
Uncharacterized protein KIAA1683 KIAA1683 1,07
Metalloendopeptidase BMP1 0,9
Prostaglandin F2 receptor negative regulator PTGFRN 0,89
Protocadherin Fat 1 FAT1 0,85
Inter-alpha (Globulin) inhibitor H2 ITIH2 0,84
EH-domain containing 4. isoform CRA_a EHD4 0,47
EH-domain containing 2. isoform CRA_a EHD2 0,46
Kinesin light chain 1 KLC1 0,39
Bialka ,,TOP” wytypowane wytacznie dla RS
Arginase-1 ARGl 2,27
Truncated profilaggrin FLG 1,31
Thioredoxin domain-containing protein 5 TXNDC5 1,01
Splicing factor. arginine/serine-rich 2. SFRS2 0,98
highly similar to receptor alpha (translocon-associated protein SSR1 0.98
alpha) (SSR1).
Superoxide dismutase SOD2 0,98
Catalase CAT 0,98
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Splicing factor. arginine/serine-rich 2 SFRS2 0,98
Endoplasmin HSPI90B1 0,75

Protein disulfide-isomerase A3 PDIA3 0,71

78 kDa glucose-regulated protein HSPAS5S 0,6
Phosphoglycerate kinase 1 PGK1 0,55
Transitional endoplasmic reticulum ATPase VCP 0,38

Przy uzyciu narzgdzia g:Profiler i bazy Reactome Pathways przeprowadzono dalszg analiz¢
bioinformatyczng ponad 200 biatek, ktérych poziom wzrastat (FC>1.3) w pecherzykach
zewnatrzkomorkowych wydzielanych przez komorki stare. Zaobserwowano wyrazne roznice
pomiedzy EVs wydzielanymi przez komorki ulegajace starzeniu przyspieszonemu
i replikacyjnemu (Ryc 4.39). Analiza wzbogacenia proceséw biologicznych przeprowadzona
na podstawie zidentyfikowanych w pecherzykach biatek, wykazala istnienie znaczacych
roznic pomiedzy SIPS i RS. Szlaki, ktore byly najsilniej reprezentowane w pecherzykach-
SIPS, byty zwigzane z aktywacja, sygnalizacjg i1 agregacja ptytek krwi, ale takze tworzeniem
kolagenu i1 prezentacja antygenu MHC klasy II jak rowniez regulacja zalezng od IGF.
W przypadku pecherzykdéw-RS, nadreprezentowane byly biatka zwigzane z metabolizmem
biatek, wychwytem przez receproty klasy A 1 agrefagia. Dodatkowo przy uzyciu tych samych
narze¢dzi bioinformatycznych porownano ze sobg biatka, ktorych poziom spadat (FC<0.7)
w pecherzykach wydzielanych przez komorki stare wzgledem kontroli. Co ciekawe,
w przypadku biatek, ktorych poziom w pecherzykach wydzielanych przez komorki stare
spadal wzgledem biatek identyfikowanych w pecherzykach kontrolnych, nadreprezentowane

byly biatka m.in. zwigzane z translacjg i obrébkg rRNA (Ryc. 4.39).
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Extracellular matrix organization

Regulation of IGF

Post-trnslation protein phosphorylation
Platelet degranulation

Response to elevated platelet cytosolic Ca2+

Platelet activation, signaling, aggregation
Hemostasis

Collagen formation
MHC-class Il antigen presentation
Assambly of collagen fibers ...
Cellular response to chemical stress
Metabolism of proteins
Unfolded protein response
Scavenging by Class A Receptors
Aggrephagy -
Cellular response to external stimuli

FC>1.3

m RS
mu SIPS

0

Peptide chain elongation

Viral mRNA Translation
Selenocysteine synthesis
Eukaryotic translation Elongation
Eukaryotic translation Termination
Formation of a pool of free 408S...
Cap-dependent Translation Initiation
Cellular response to starvation
rRNA processing

Translation

Cellular response to stress

Ribosomal scanning & start codon
recognition

Translation initiation complex

FC< 0.7

2x10'¢ 4x10'® 6x10®

-log 10 adj p value

m RS
m SIPS

formation o

5x10' 1x10'*  1.5x10%®

-log 10 adj p value

Ryc. 4.39 Analiza szlakoéw bialek, za pomocg bazy Reactome Pathways, ktorych poziom znaczaco wzrost (A.)
Iub zmalat (B.) w pecherzykach zewnatrzkomorkowych wyizolowanych z komérek ulegajacych starzeniu (SIPS

i RS) w poréwnaniu do EVs kontrolnych.
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Dodatkowo, korzystajac z programu Cytoscape 1 pakietu ClueGO przeprowadzono
wizualizacj¢ sieci oddziatywan jakie tworzg biatka, ktéorych poziom w pecherzykach
wydzielanych przez komorki stare byt wyzszy niz w pecherzykach kontrolnych (Ryc. 4.40
1 4.41). Wsrod biatek, ktérych poziom wzrastat w EVs wydzielanych przez ulegajace
starzeniu komorki wyr6zniono funkcjonalnie powigzane sieci bialek zaangazowanych
w regulacje funkcji komorek odpornosciowych (Ryc. 4.42). Za pomoca narzedzia g:Profiler
wyrézniono biatka przypisane do okreslonych kategorii procesow zwigzanych z ukladem

odpornosciowym (Tabela S.1 w suplemencie pracy).
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Ryc. 4.40 Analiza ClueGo szlakow bialek zaangazowanych w procesy biologiczne (ClueGo Biological
Processes), ktorych poziom istotnie wzrastat w EVs wyziolowanych z komoérek ulegajacych starzeniu

przyspieszonemu (SIPS) wzgledem kontroli.
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Ryc. 4.41 Analiza ClueGo szlakow bialek zaangazowanych w procesy biologiczne (ClueGo Biological
Processes), ktorych poziom istotnie wzrastal w EVs wyziolowanych z komorek ulegajacych starzeniu

replikacyjnemu (RS) wzgledem kontroli.
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Ryc. 4.42 Analiza ClueGo wzbogaconych szlakow oraz sieci bialek, ktéorych poziom istotnie wzrost
w pecherzykach wydzielanych przez komorki VSMC ulegajace starzeniu replikacyjnemu (A.) oraz
przyspieszonemu (B.), ktore zaangazowane sg w regulacje uktadu odpornosciowego.

Podsumowujac, przeprowadzona analiza proteomiczna pecherzykow zewnatrzkomoérkowych
pozwolita na wykazanie i1 opisanie réznic w sktadzie proteomu pomiedzy pecherzykami
kontrolnymi oraz pecherzykami wydzielanymi przez komorki ulegajace starzeniu
przyspieszonemu oraz te wydzielane przez komoérki podlegajace starzeniu replikacyjnemu.
Réznice te przektadaly si¢ na odmienne procesy na jakie potencjalnie moga wplywaé

pecherzyki.

4.3.2 Analiza proteomiczna czynnikéw rozpuszczalnych wydzielanych przez mlode

i stare komoérki VSMC

Oprocz pecherzykow zewnatrzkomorkowych, analizie proteomicznej poddano takze czynniki
rozpuszczalne (sSASP) znajdujace si¢ w pozywce zebranej znad komorek miodych
i ulegajacych starzeniu, ktora pozostala po odwirowaniu EVs. Posréd 876 zidentyfikowanych

biatek, wyodrgbniono 230 biatek ktorych poziom istotnie (p<<0,05) zmienial si¢ w wariancie
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SIPS oraz 241 biatek, ktorych poziom istotnie zmieniat si¢ w wariancie RS. Co ciekawe,
w poréwnaniu do analiz przeprowadzonych dla EVs, w przypadku czynnikow
rozpuszczalnych poziom wigkszosci biatek zmienial si¢ wzgledem sSASP komorek
kontrolnych w sposéb znaczacy (FC ponizej 0,5 lub powyzej 2) (Ryc. 4.43).

SIPS/kontrola Krotnos$é zmian RS/kontrola
(FC)

3.3% (8)

- >3
= 3-2 0.8% (2)
& 2-1.3 p_~ "7
0 1.341
e 52 e o

| 0705
m 0503

57% - <03

1.3% (3)

N 0.7% (2)

39% (9)

Wszystkich biatek =230 Wszystkich biatek =241

Ryc. 4.43 Wykresy kotowe przedstawiajace rozktad krotnoséci zmian (FC) poziomu biatek zidentyfikowanych
jako czynniki rozpuszczalne (sSASP) wydzielane przez ulegajace starzeniu komorki VSMC wzgledem komorek
proliferujacych (kontrolnych). Analizowano bialka, ktorych poziom zmienial si¢ istotnie (p<0,05) wzgledem
kontroli.

Posrod biatek, ktorych poziom istotnie wzrastat wzgledem kontroli, 21 bylo wspolnych dla
sSASP wydzielanych przez komorki ulegajace starzeniu. Poziom 54 bialek istotnie wzrastat
wylacznie w wariancie SIPS, a 17 bialek w wariancie RS. W przypadku biatek, ktérych
poziom spadat wzgledem kontroli, 86 byly wspolne dla obu wariantow, 69 wylacznie SIPS,
a 117 wylacznie RS (Ryc. 4.44).

Poréwnanie biatek, ktérych poziom Poréwnanie biatek, ktorych poziom
wzrastatwzgledem kontroli spadat wzgledem kontroli
SIPS RS
SIPS RS
54 17
69 17
21 86
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Ryc. 4.44 Diagramy Venna przedstawiajace rozktad biatek unikalnych i wspolnych, ktorych poziom roést lub
spadat istotnie statystycznie w sekretomie komorek starych (SIPS i RS) bialek zidentyfikowanych w sekretomie
(sSASP) komorek kontrolnych

Przy uzyciu narzedzia g:Profiler i bazy Reactome Pathways przeprowadzono analogiczng
analiz¢ bioinformatyczng, jak w przypadku pecherzykow zewnagtrzkomorkowych. Podobnie
jak dla EVs, zaobserwowano wyrazne réznice pomiedzy czynnikami wydzielanymi przez
komorki stare, ktorych poziom wzrastal (FC>1.3) wzgledem kontroli. Analiza wzbogacenia
proceséw biologicznych przeprowadzona na podstawie zidentyfikowanych biatek, wykazata
istnienie znaczacych roznic pomiedzy SIPS i1 RS. Szlaki, ktére byly najsilniej reprezentowane
w sSASP-SIPS, byly zwigzane z negatywna regulacje¢ aktywnos$ci wielu enzymow, takich jak:
hydrolazy, peptydazy, endopeptydazy oraz szlak zwigzany z sekrecja. W przypadku sSASP-
RS byty to szlaki zwigzane z odpowiedzia na bodzce, substancje organiczne czy tez
chemiczne. A takze szlaki zwigzane z regulacja aktywnosci katalitycznej czy hydrolazy.
Co ciekawe, podobnie jak w przypadku EVs, biatka zidentyfikowane dla SIPS czy RS,
ktérych poziom spadat wzgledem kontroli nalezaty do tych samych szlakow, ktore zwigzane
byly z organizacja macierzy zewnatrzkomoérkowej, tworzeniem kolagenu oraz ukladem
odpornosciowym, sygnalizacja cytokin w uktadzie odporno$ciowym oraz degranulacjg ptytek

krwi (Ryc. 4.45).

A. FC>1.3

cellular response to cobalt ion SIPS
= RS

regulation of catalytic activity

response to organic substance

reponse to chemical

regulation of hydrolase activity
response to stimulus -
regulation to peptidase activity-
negative regulation of fibrinolysis -
regulation of endopeptidase activity -
negative regulation peptidase activity -
secretion =
negative regulation of hydrolase activity -
negative regulation of proteolysis
negative regulation of endopeptidase activity -
0 2x10  4x10"  6x10"  8x10'

-log10 adj p value
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B. FC<0.7

Extracellular matrix organization
Collagen formation

ECM proteoglycans

Regulation of IGF transport & uptake
Posltranslation protein phosphorylation
Immune sytem

Metabolism of protein

Signaling by interlukines

Platlet degranulation

Integrin cell surface interactions
Cytokine signaling in Immune system
IL-4 and IL-13 signaling

IL-12 family signaling

0 110 2x10%®  3x10"  4x10'®
-log10 adj p value

Ryc. 4.45 Analiza szlakow bialek, za pomoca bazy Reactome Pathways, ktérych poziom znaczaco wzrost (A.)
lub zmalat (B.) posréd czynnikdw rozpuszczalnych wyizolowanych z pozywki zebranej znad komorek
ulegajacych starzeniu (SIPS i RS) w poréwnaniu do kontroli.

4.3.3 Analiza poréwnawcza czynnikéw wydzielanych przez rézne typy komorek

W 2020 roku opublikowana zostala praca Basisty 1 wsp. dotyczaca m. in. analizy
proteomicznej pecherzykow zewnatrzkomorkowych wydzielanych przez ulegajace starzeniu
fibroblasty indukowane promieniowaniem X (IR) (Basisty i wsp. 2020). W oparciu
o przeprowadzone analizy zostat stworzony tzw. atlas SASP. W zwigzku z tym poroéwnali$my
zestaw bialek zidentyfikowanych w pecherzykach wydzielanych przez stare komorki VSMC
z bialkami zidentyfikowanymi przez Basisty i wsp. Co wazne, procedura izolacji EVs
wykorzystana do tworzenia Atlasu SASP byla podobna do tej zastosowanej przy izolacji
pecherzykow wydzielanych przez komorki migéni gladkich aorty. Stwierdzili$my, ze okoto
60% bialek obecnych w EV wydzielanych przez ulegajace starzeniu komorki VSMC byto
wspolnych z biatkami obecnymi w EV wydzielanych przez ulegajace starzeniu fibroblasty
(Ryc. 4.46A.). Sposrod biatek, ktore zmienialy si¢ w sposédb istotny (p<0.05), 150 byto
wspolnych dla pecherzykow wydzielanych przez VSMC 1 fibroblasty. Co wiecej, profile

biatkowe pecherzykoéw wydzielanych przez VSMC ulegajace starzeniu przyspieszonemu
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1 replikacyjnemu byly do siebie bardziej podobne niz te pomiedzy VSMC 1 fibroblasty.
Jedynie tylko 7 bialek: serpina F (SERPINF1), trombospondyna 1 (THBS1), peroksydaza
glutationowa 1 (GPXI1), polimeraza DNA Delta 1 (POLDI), tenascyna C (TNC), biatko
zwigzane z receptorem LDL 1 (LRP1) oraz klatryna (CLTC) wystepowaty na podwyzszonym
poziomie w pecherzykach wydzielanych przez komorki stare (VSMC 1 fibroblasty)
w poroéwnaniu do pgcherzykéw kontrolnych (Ryc. 4.46B).

A. B.
VSMC H202 .
VsMmc Fibroblasty Fibroblasty (IR) | SERPINF1
(RS, H202) (IR) e
PLOD1
TNC
LRP1
cLTC
37 574 918
3
72
VSMC RS p<0.05

Ryc. 4.46 Poréwnanie proteomu pecherzykéw wydzielanych przez ulegajace starzeniu komoérki migsni gladkich
aorty 1 fibroblasty. A. Analiza poréwnawcza wszystkich bialek zidentyfikowanych w pecherzykach
zewnatrzkomoérkowych wydzielanych przez ulegajace starzeniu (SIPS i RS) komorki VSMC oraz EVs
wydzielanych przez fibroblasty indukowane do starzenia poprzez IR (Basisty i wsp. 2020). B. Analiza
poréwnawcza bialek zidentyfikowanych w EVs, ktorych poziom istotnie zmieniat si¢ (p<0,05) wzgledem
kontroli. Po prawej stronie wymienione zostaty biatka, ktorych poziom wzrost we wszystkich trzech wariantach.

Podobng analiz¢ poréwnawcza przeprowadzono dla biatek rozpuszczalnych (sSASP)
wydzielanych przez komorki VSMC ulegajace starzeniu indukowanemu nadtlenkiem wodoru
1 starzeniu replikacyjnemu oraz przez komorki nabtonkowe i fibroblasty indukowane do
starzenia za pomoca IR. Na podstawie przeprowadzonej analizy zaobserwowano, ze okoto
jedna trzecia wszystkich zidentyfikowanych biatek obecnych w sSASP VSMC byla wspdlna
dla sSASP fibroblastow i komoérek nabtonkowych, jednakze proteom komoérek VSMC byt
znacznie bardziej podobny do proteomu komodrek nablonkowych (ryc. 4.47A). Co ciekawe,
mniej niz 10% biatek wspolnych dla wszystkich trzech typow komorek ulegajacych starzeniu
zmienito si¢ znaczaco wzgledem kontroli i tylko kilka z nich wyst¢epowato na podwyzszonym
poziomie w poréwnaniu do kontroli (Ryc. 4.47B). Biatko wigzace insulinopodobny czynnik
wzrostu 5 (IGFBS) oraz aldolaza fruktozo-bisfosforanowa C (ALDOC) ulegly wzrostowi
w wariancie VSMC RS, VSMC SIPS (H,0,) oraz fibroblasty IR; czynnik wzrostu/
réznicowania 15 (GDF15) ulegal zwigkszonej ekspresji w wariantach VSMC SIPS,
fibroblasty IR oraz komorki nabtonka, natomiast arylosulfataza A (ARSA) w wariantach
VSMC RS, VSMC SIPS oraz komoérki nablonka.
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Ryc. 4.47 Poréwnanie proteomu czynnikéw rozpuszczalnych (sSASP) wydzielanych przez ulegajace starzeniu
komorki migsni gltadkich aorty (VSMC), fibroblasty i komoérki $rodblonka. A. Analiza porownawcza wszystkich
zidentyfikowanych biatek wydzielanych przez ulegajace starzeniu (SIPS i RS) komoérki VSMC oraz przez
fibroblasty i komorki srodblonka indukowane do starzenia poprzez IR (Basisty i wsp. 2020). B. Analiza
poréwnawcza biatek zidentyfikowanych jako czynniki rozpuszczalne, ktorych poziom istotnie zmieniat si¢
(p<0,05) wzgledem kontroli. Wymienione zostaly biatka, ktorych poziom wzrdst w poszczegdlnych wariantach.

4.4 Badanie wplywu czynnikéw wydzielanych przez komorki stare na aktywacje

i proliferacje¢ limfocytow T

Wydzielane przez stare komorki czynniki SASP moga wptywaé na sasiadujace komorki
1 przez to modyfikowa¢ mikrosrodowisko tkanki, przyczyniajac si¢ miedzy innymi do
promowania stanu zapalnego. W powstaniu i rozwoju blaszki miazdzycowej istotng role
odgrywaja komorki uktadu odpornosciowego. Fakt, ze rowniez ulegajace starzeniu komorki
migéni gladkich uczestnicza w tym procesie, sklonil nas do podjecia badan nad rola

czynnikéw SASP w modulowaniu wybranych funkcji limfocytéw T.

W tym celu komorki VSMC byty indukowane do starzenia nadtlenkiem wodoru i hodowane
7 dni (SIPS 1) badz 4 tygodnie (SIPS IV). Do badan wykorzystano rowniez hodowle komoérek
VSMC, ktore ulegly starzeniu replikacyjnemu (RS) oraz komoérki wyizolowane z blaszek
miazdzycowych (AP). Jako kontrole wykorzystano komoérki proliferujace, bedace na
wczesnych pasazach. Gestos¢ komorek w hodowli we wszystkich wariantach byta zblizona.
Z tak przygotowanych hodowli komorek przygotowywano tzw. pozywke kondycjonowana,
czyli pozywke, w ktorej hodowano komorki migsni gladkich przez 24h. Nastepnie
aktywowano limfocyty T wyizolowane z kozuszka leukocytarno-ptytkowego w pozywce

kondycjonowanej zebranej z hodowli mtodych i starych komoérek VSMC. Jako kontrole
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uwzgledniono rowniez limfocyty T aktywowane w $wiezej pozywce stosowanej do hodowli
komoérek VSMC (pozywka SmBM), ktéra nie miata kontaktu z komoérkami. Po 24 i 72
godzinach analizowano aktywacje limfocytéw T. Miarg aktywacji byt poziom ekspresji bialtek
CD25, CD69 oraz CD38. Analizowano odsetek komorek o podwyzszonej ekspresji tych
markeréow. Wplyw czynnikéw SASP oceniano poréwnujac poziom aktywacji limfocytow
hodowanych w pozywce kondycjonowanej znad komoérek starych z poziomem aktywacji

limfocytow T hodowanych w pozywce kondycjonowanej znad komorek proliferujacych.

Juz po 24 godzinach aktywacji zaobserwowano istotny wzrost liczby komorek CD4+CD25+
oraz CD8+CD25+ hodowanych w pozywce kondycjonowanej zebranej znad komorek
ulegajacych starzeniu przyspieszonemu (SIPS IV) oraz replikacyjnemu (RS), w poréwnaniu
do odsetka limfocytéw CD4+CD25+ oraz CD8+CD25+ aktywowanych w pozywce znad
kontrolnych komoérek VSMC. Po 3 dobach zaobserwowano takze istotny wzrost odsetka
komoérek CD4+CD69+ oraz CD8+CD69+. W przypadku limfocytow aktywowanych
w pozywce zebranej znad komorek wyizolowanych z blaszek miazdzycowych, po pierwszych
24 godzinach obserwowano spadek liczby komoérek CD4+CD25+, CD8+CD38+ natomiast po
72 godzinach poziom ten wzrdst i byl zblizony do kontroli. Jedynie po 72 godzinach
odnotowano istotny wzrost odsetka komorek CD4+CD69+ 1 CD8+CD69+ w limfocytach
aktywowanych w pozywce zebranej znad komorek wyizolowanych 2z blaszek

miazdzycowych (Ryc. 4.48).
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Ryc. 4.48 Analiza ckspresji CD25, CD69 i CD38 w populacjach CD4+ i CD8+ limfocytéow T aktywowanych
w obecnosci pozywki zebranej znad komorek kontrolnych i ulegajacych starzeniu in vitro (SIPS 1, SIPS IV i RS)
oraz in vivo (AP- komoérki wyizolowane z blaszek miazdzycowych). Odsetek komorek z ekspresja danego
markera mierzono po 24 i 72 godzinach od aktywacji i normalizowano do liczby aktywowanych limfocytow T
hodowanych w pozywce znad komorek kontrolnych. Analize statystyczna przeprowadzono za pomoca testu
t-studenta. Liczba powtorzen dla SIPS I, SIPS IV i RS n = 16 r6znych dawcow, dla AP n = 20 r6znych dawcow.

W zwigzku z zaobserwowanym pozytywnym wplywem czynnikow SASP na aktywacje
limfocytow T, analizie poddano rowniez wplyw pozywek kondycjonowanych na proliferacje
tych komorek. Porownano wskaznik podziatow (DI, ang. division index) oraz wskaznik
proliferacji (PI, ang. proliferation index). Wskaznik podzialu (DI) to $rednia liczba
wykonanych podziatéw przez wszystkie komorki znajdujace si¢ w hodowli, natomiast
wskaznik proliferacji (PI) okresla $rednig liczb¢ wykonanych podziatow wylacznie przez

komorki, ktore rozpoczety proliferacie.

W analizie uwzglgedniono dodatkowg grupe kontrolng, ktérg stanowity limfocyty T
aktywowane w $wiezej pozywce wykorzystywanej do hodowli komérek VSMC i do niej
relatywizowano wszystkie wyniki. Zaobserwowano brak wptywu na warto$¢ wskaznika PI
w kazdym z badanych wariantdw, co sugeruje brak wptywu czynnikow wydzielanych

zarowno przez komorki stare jak 1 miode (proliferujace) na proliferacje limfocytow T
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w badanym uktadzie eksperymentalnym. Niemniej istotny wzrost wskaznika DI w populacji
limfocytow CD4+ i CD8+ hodowanych w obecnosci pozywki znad komoérek SIPS IV oraz
znad komorek wyizolowanych z blaszek, §wiadczy o pozytywnym wplywie na rozpoczgcie
proliferacji limfocytow T czynnikoéw wydzielanych przez komorki VSMC ulegajace starzeniu
przyspieszonemu 1 bedgce na pdznym etapie starzenia oraz przez komorki ulegajace starzeniu
in vivo. Co ciekawe, czynniki wydzielane przez komorki proliferujace (kontrola), jak rowniez
komorki ulegajace starzeniu przyspieszonemu, bedace na wczesnych etapach tego procesu
(SIPS I) oraz ulegajace starzeniu replikacyjnnemu, takze stymulowaly limfocyty T do
rozpoczecia proliferacji (wzrost powyzej 100% wskaznika DI), przy czym wptyw ten nie byt
istotny statystycznie. Nie zaobserwowano istotnie statystycznie roznic pomig¢dzy czynnikami
wydzielanymi przez komorki proliferujace (kontrola) i komorki stare (SIPS 1, SIPS IV, RS)
(Ryc. 4.49).
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Ryc. 4.49 Analiza wskaznika podziatow (DI) oraz proliferacji (PI) populacji limfocytow T CD4+ i CD8+ po 96h
hodowli w pozywkach zebranych znad komoérek migsni gladkich naczyn. Wartosci wskaznikow dla
poszczegodlnych wariantow relatywizowano do wartosci tych parametrow mierzonych dla limfocytow T
proliferujacych w §wiezej pozywce (pozywka, ktora nie miata kontaktu z komorkami VSMC). Liczba powtorzen
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dla SIPS I, SIPS IV i RS: n = 15; dla AP n = 18. Istotno$¢ statystyczng sprawdzono testem t-studenta wzgledem
$wiezej pozywki oraz wzgledem kontroli.

4.4.1 Ocena wplywu czynnikéw wydzielanych przez komérki stare na migracje
limfocytow T

Oprécz analizy wpltywu na proliferacj¢ limfocytow T czynnikow wydzielanych przez
komorki VSMC ulegajace starzeniu zbadano takze wplyw na ich migracje. W tym celu
wyizolowane 1 zaktywowane limfocyty T (24 godziny po aktywacji) hodowano w pozywce
kondycjonowanej zebranej znad komérek VSMC w specjalnych szalkach typu trans-well.
Po 4 godzinach zbierano i liczono komorki, ktore pod wptywem obecnych w dolnej komorze
czynnikéw pochodzacych z pozywki hodowli komorek VSMC nie wyemigrowaty z komory
goérnej do dolnej. Jako kontrole pozytywng w doswiadczeniu zastosowano chemoking CCL4
dodang do czystej pozywki w trzech réznych st¢zeniach, ktérej pozytywny wplyw na
migracje limfocytow T byl opisywany w literaturze (Berencsi i wsp. 2011, Hua i Tian 2017).
Na podstawie przeprowadzonych pomiarow mozna wnioskowaé, ze czynniki wydzielane
przez komorki ulegajace starzeniu przyspieszonemu bedace na wcezesnym (SIPS 1) oraz
péznym etapie (SIPS 1V), starzeniu replikacyjnemu oraz komorki izolowane z blaszek
miazdzycowych promuja migracje limfocytow T, przy czym ten pozytywny wplyw nie rézni
si¢ istotne od wplywu czynnikow wydzielanych przez proliferujace komorki VSMC
(Ryc. 4.50).
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Ryc. 4.50 Analiza migracji limfocytow T pod wptywem czynnikow wydzielanych przez ulegajace starzeniu
komorki VSMC. Wykresy przedstawiaja liczbe¢ limfocytow T jaka pozostata w gornej szalce (komorki, ktore nie
migrowaly) po 4 godzinach inkubacji z pozywka zebrang znad komorek VSMC. Istotno$¢ statystyczng
sprawdzono za pomocg jenoczynnikowej analizy wariancji ANOVA. Liczba powtérzen n=9. (*) oznacza
istotnosci wzgledem Swiezej pozywki.
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4.4.2 Analiza cytokin wydzielanych przez limfocyty T pod wplywem komorek starych

W celu dalszej oceny wptywu czynnikow wydzielanych przez stare komoérki VSMC na
limfocyty T, przeprowadzono analiz¢ poziomu wydzielanych cytokin przez limfocyty T.
Zaktywowane limfocyty T hodowano w obecnosci pozywki kondycjonowanej zebranej znad
komorek kontrolnych oraz ulegajacych starzeniu w modelu in vitro oraz in vivo. Po 72
godzinach zebrano pozywke¢ z hodowli limfocytow T, a ilo$¢ wydzielanych cytokin

zmierzono za pomocg testu CBA (Cytokine Based Array).

Stwierdzono, ze czynniki wydzielane przez stare komorki VSMC (SIPS I, SIPS IV, RS, AP)
istotnie statystycznie podnosza poziom IL-4 wydzielanej przez limfocyty T. Hodowla
limfocytow T w pozywce zebranej znad komorek ulegajacych starzeniu przyspieszonemu
i bedacych na pdznych etapach tego procesu (SIPS IV) oraz komoérek ulegajacych starzeniu
replikacyjnemu (RS) prowadzita do wzrostu poziomu wydzielania przez limfocyty T niemal
wszystkich cytokin, a istotne zmiany odnotowano dla IFN¥, IL-4, IL-2 oraz IL-17a (tylko
w SIPS 1V). Co wigcej, czynniki wydzielane przez komorki izolowane z blaszek
miazdzycowych przyczyniaty si¢ do istotnie statystycznie zwigkszonej sekrecji IL-17a, IFNx,
IL-10 oraz IL-4 przez limfocyty T oraz rowniez istotnie obnizaty poziom wydzielania I1L-2

oraz TNF (Ryc. 4.51).
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Ryc. 4.51 Analiza ilo$ci IL-17a, IFNxy, TNF, IL-10, IL-4 oraz IL-2 wydzielanych przez limfocyty T aktywowane
w obecnosci pozywki kondycjonowanej zebranej znad komorek ulegajacych starzeniu. Ilos¢ kazdej cytokiny
relatywizowano do ilosci tej cytokiny wydzielanej przez limfocyty T hodowane w obecnosci pozywki zebranej
znad kontrolnych komoérek VSMC. Istotnos$¢ statystycznag sprawdzono testem t-studenta. Wykres przedstawia
$rednig warto$¢ + SEM, liczba powtorzen n>14.
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4.4.3 Badanie wplywu pecherzykow zewnatrzkomorkowych na aktywacje¢ limfocytow T

Wyniki analizy wpltywu pozywek pochodzacych z hodowli komorek VSMC na aktywacje
1 proliferacj¢ limfocytow T oraz na sekrecj¢ cytokin produkowanych przez limfocyty T
pozwolily na stwierdzenie istotnego wplywu czynnikow SASP na badane procesy. Dlatego
tez, w kolejnym etapie badan postanowiono sprawdzi¢, ktora ze sktadowych fenotypu
sekrecyjnego komorek starych — biatka rozpuszczalne czy pecherzyki zewnatrzkomorkowe -

moga by¢ odpowiedzialne za obserwowany efekt.

Ponadto, na podstawie przeprowadzonej analizy proteomicznej pecherzykéw
zewnatrzkomorkowych zidentyfikowano biatka zaangazowane w regulacje funkcji komorek
odpornosciowych, a poziom tych biatek istotnie wzrastal w pecherzykach wyizolowanych
znad komorek starych (senEVs). Stanowilo to dodatkowa wskazowke sugerujaca,

ze pecherzyki moga wplywac na funkcjonowanie limfocytow T.

W celu sprawdzenia, czy pecherzyki zewnatrzkomorkowe wydzielane przez komorki VSMC
moga aktywnie wpltywa¢ na limfocyty T, podjeto probe zwizualizowania oddzialywania
pomigdzy pecherzykami, a limfocytami T. Pecherzyki zewnatrzkomorkowe wybarwiono
CFSE, a nastgpnie podano do hodowli aktywowanych limfocytow T. Taka ko-hodowle
prowadzono przez 4 godziny w temperaturze 37°C, a nastepnie przy pomocy mikroskopu
konfokalnego wykonano obrazowanie w czasie rzeczywistym. Zdjecia zamieszczone na
ryc. 4.52A przedstawiaja na powierzchni limfocytow T pecherzyki wybarwione CFSE
(zielone punkty zaznaczone strzatky). Zaobserwowana zmieniona struktura blony
cytoplazmatycznej w miejscu kontaktu komoérki z pecherzykiem, §wiadczy o bezposredniej
interakcji miedzy nimi (czarne strzatki zaznaczone na ryc. 4.52A). Zdjecia zamieszczone na
ryc. 4.52B przedstawiaja zalezng od czasu internalizacj¢ pgcherzyka zewnatrzkomérkowego

do limfocytu T.
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Ryc. 4.52 A. Wizualizacja pobierania pecherzykow zewnatrzkomorkowych przez limfocyty T. Limfocyty T
hodowano w obecnosci pecherzykéw wybarwionych CFSE przez 4 godziny w 37°C i analizowano za pomoca
mikroskopu konfokalnego w $wietle przechodzacym oraz fluorescencji. B. Analiza w czasie wnikania
pecherzykow zewnatrzkomorkowych do limfocytow T.

W celu analizy wptywu pecherzykéw zewnatrzkomdrkowych na aktywacje limfocytow T,

wyizolowane z kozuszka leukocytarno-ptytkowego komoérki aktywowano 1 hodowano w:

A. pozywce kondycjonowanej — pozywka uzyskana po 24-godzinnej hodowli komoérek
VSMC kontrolnych (kontrola), replikacyjne starych (RS) oraz indukowanych do starzenia
H,0, i hodowanych 7 dni (SIPS I) lub 4 tygodnie (SIPS IV);

B. pozywce pozbawionej EVs — pozywka uzyskana po 24-godzinnej hodowli komorek
VSMC zawierajaca wylacznie czynniki rozpuszczalne a pozbawiona, po ultrawirowaniu,

pecherzykoéw zewnatrzkomoérkowych;

C. $wiezej pozywce, ktorg wzbogacono o pecherzyki zewnatrzkomorkowe wyizolowane

z pozywki kondycjonowanej znad komorek kontrolnych 1 ulegajacych starzeniu;
D. $wiezej pozywce, ktora nie miata kontaktu z komorkami (VSMC).

Schemat przedstawiony na Ryc. 4.53 ilustruje uzyskiwanie pozywek wykorzystywanych

do doswiadczen.
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Ryc. 4.53 Schemat do$wiadczenia badania wptywu czynnikoéw wydzielanych przez komérki VSMC na funkcje
limfocytéw T. Jako A oznaczono pozywke kondycjonowana (pozbawiong surowicy) zebrang po 24 godzinach
hodowli, B — pozywka pozbawiona EVs, ktora pozostata po odwirowaniu pecherzykow zewnatrzkomoérkowych,
C — wyizolowane EVs zawieszone w $wiezej pozywce dedykowanej do hodowli VSMC.

Ze wzgledu na wymagang duzg liczb¢ komodrek w celu przeprowadzenia izolacji pgcherzykow
zewnatrzkomorkowych, nie mozliwe byto uzyskanie EVs z komoérek pochodzacych z blaszek

miazdzycowych i zbadanie ich wptywu na limfocyty T.

Analize ekspresji markeréw aktywacji przeprowadzono po 24 godzinach hodowli. Wplyw
czynnikéw rozpuszczalnych na poziom ekspresji markeréw aktywacji oceniano porownujac
odsetek komoérek CD25+, CD69+ i CD38+ aktywowanych w pozywce kondycjonowane;j
pozbawionej pecherzykoéw zewnatrzkomérkowych (B) z odsetkiem komorek CD25+, CD69+
1 CD38+ aktywowanych w pozywce kondycjonowanej (A). Analogicznie, wptyw
pecherzykéw zewnatrzkomorkowych na poziom ekspresji markerow aktywacji oceniano
porownujac odsetek komoérek CD25+, CD69+ 1 CD38+ aktywowanych w pozywce $wiezej
wzbogaconej o pecherzyki (C) z odsetkiem komoérek CD25+, CD69+ 1 CD38+
aktywowanych w $wiezej pozywce (D). Zaobserwowano, ze aktywacja limfocytow T
W pozywce pozbawione] pecherzykéw zewnatrzkomdrkowych zebranej znad komorek

ulegajacych starzeniu prowadzila do zwigkszonej ekspresji CD25 w komorkach CD4+
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1 CD8+ oraz CD69 w komoérkach CD4+ (w SIPS 11 RS). Co ciekawe, pozywka pozbawiona
EVs pochodzaca z komorek kontrolnych nieznacznie zmniejszala liczbg limfocytéw
z markerami aktywacji. Co wigcej odnotowano takze istotne rdéznice we wplywie
na aktywacj¢ limfocytow T pomiedzy czynnikami rozpuszczalnymi wydzielanymi przez

komorki ulegajace starzeniu, a przez komorki kontrolne (Ryc. 4.54A).

Wzbogacenie czystej pozywki w pecherzyki wydzielane przez komorki ulegajace starzeniu
replikacyjnemu (RS) oraz przyspieszonemu na poéznym etapie tego procesu (SIPS 1V)
powodowato niewielki spadek liczby komoérek CD4+CD69+ 1 CD4+CD38+ oraz
CD8+CD69+ 1 CD8+CD38+. Nie zaobserwowano takze istotnego wptywu pecherzykow
wydzielanych przez komorki kontrolne oraz SIPS I (Ryc. 4.54B).

Uzyskane wyniki wskazuja, ze pgcherzyki zewnatrzkomérkowe wydzielane przez komorki
stare majg hamujacy wplyw na aktywacje limfocytow, podczas gdy czynniki rozpuszczalne
promuja aktywacje.
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Ryc. 4.54 Analiza ckspresji CD25, CD69 i CD38 w populacjach CD4+ i CD8+ limfocytéw T aktywowanych
w obecnos$ci pozywki pozbawionej pecherzykow zewnatrzkomorkowych (A) lub pozywki czystej wzbogaconej
o EVs wydzielanych przez komorki kontrolne i ulegajace starzeniu (B). Procent komorek o podwyzszonej
ekspresji danego markera mierzono po 24 od aktywacji i normalizowano do liczby limfocytow T CD25+ Iub
CD69+ lub CD38+ hodowanych w pozywce kondycjonowanej (A.) badz pozywce, ktora nie miata kontaktu
z komorkami, tzw. §wiezej (B.). Limfocyty T wyizolowane od co najmniej 9 dawcow. Wykres pokazuje srednia
warto$§¢ = SEM, Analize statystyczna przeprowadzono za pomocg testu t-studenta. Istotno$¢ statystyczna
oznaczona (*) odnosi si¢ do poréwnania wplywu pozywki pozbawionej EVsow do pozywki kondycjonowane;j,
oraz wartosci liczbowe odnosza si¢ wzgledem pozywki kondycjonowanej; istotno$¢ statystyczna oznaczona (#)
odnosi si¢ do poréwnania wpltywu pozywki znad komorek starych do pozywki znad komoérek kontrolnych.

4.4.4 Badanie wplywu EVs na wydzielanie cytokin przez limfocyty T

W celu analizy wptywu EVs na wydzielanie przez limfocyty T cytokin, zaktywowane
komorki hodowano w obecnosci pozywki kondycjonowanej, pozywki pozbawionej EVs oraz
swiezej pozywki wzbogaconej] w pecherzyki zewnatrzkomoérkowe zebrane znad komorek

kontrolnych oraz ulegajacych starzeniu VSMC. Po 72 godzinach zebrano pozywke z hodowli
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limfocytow T, a poziom wydzielanych cytokin zmierzono za pomocg testu CBA.
Przeprowadzona analiza wykazata, ze usunigcie pecherzykdéw zewnatrzkomoérkowych
z pozywki kondycjonowanej zmniejszylo poziom wydzielania wigkszosci testowanych
cytokin (IL-17a, IL-10, IFNy, TNFa, IL-2), podczas gdy hodowla limfocytow T w czystej
pozywce wzbogacone] o EVs powodowala wzrost wydzielania cytokin (Ryc. 4.55).
Co ciekawe pecherzyki zewnatrzkomorkowe wydzielane przez komorki stare (zardwno
SIPS I, SIPS IV oraz RS) miaty wyraznie wigkszy wptyw na wzrost produkcji cytokin niz
pecherzyki z komorek kontrolnych.
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1
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o = > 0 © = > 0 o = > 0
22028 038R op“
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Ryc. 4.55 Mapa ciepla przedstawiajaca zaleznosci pomiedzy poziomami poszczegdlnych cytokin wydzielanych
przez limfocyty T hodowanych w pozywce kondycjonowanej, pozywce pozbawionej EVs oraz czystej pozywce
wzbogaconej o EVs zebranych znad komorek VSMC kontrolnych oraz ulegajacych starzeniu SIPS I, SIPS IV
oraz RS. Analiz¢ przeprowadzono w oparciu o standaryzacje Z poszczegolnych danych.

Przeprowadzona dalsza analiza dla poszczegdlnych cytokin wykazata, ze zmiany
obserwowane w poziomie cytokin wydzielanych przez limfocyty T hodowane w pozywce
pozbawionej pecherzykow oraz w pozywce wzbogaconej o nie w wariancie SIPS 11 RS byly
istotne statystycznie dla IL-17a (Ryc. 4.56). Hodowla limfocytow T w pozywce pozbawionej
EVs zebranej znad ulegajacych starzeniu VSMC powodowata spadek ilosci wydzielanej
IL-17a o ponad potowe (56%) w przypadku SIPS I oraz 75% dla RS w pordéwnaniu
z pozywka kondycjonowang (zawierajgcg zarowno czynniki rozpuszczalne jak 1 EVs). Z kolei
wzbogacenie czystej pozywki o pegcherzyki wydzielane przez komorki ulegajace starzeniu
powodowata istotne statystycznie zwigkszenie wydzielania IL-17. W przypadku EVs

pochodzacych z pozywki SIPS 1, IL-17a wzrosta do 75%, a w przypadku EVs z pozywki RS
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do 72% wzgledem IL-17a wydzielanej przez limfocyty T hodowane w pozywce
kondycjonowanej (odpowiednio SIPS I i RS). Istotne zmiany odnotowano rowniez analizujac
poziom IL-10, gdy limfocyty T hodowano w pozywce pozbawionej pecherzykéw lub
pozywce zawierajacej pecherzyki wydzielanych przez komorki RS. Wykazano rowniez
istotny spadek wydzielanego IFN¥ gdy limfocyty T hodowano w pozywce pozbawionej
pecherzykow wydzielanych przez komorki SIPS I. W przypadku pozostaly badanych cytokin
(TNFa, IL-4, IL-2) nie zaobserwowano istotnych statystycznie zmian w poziomie

produkowanych przez limfocyty cytokin w zalezno$ci od warunkéw hodowli.
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Ryc. 4.56 Analiza ilosci cytokin wydzielanych przez limfocyty T w roznych warunkach hodowli. Wykresy
przedstawiajg wartosci usrednione + SEM dla pomiaréw przeprowadzonych w oparciu o limfocyty T
wyizolowane od co najmniej 8 réznych dawcow. Analize statystyczna przeprowadzono za pomocg
jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA.
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5. Dyskusja
5.1 Uniwersalne markery starzenia komorkowego

Biogerontologia (coraz cze$ciej nazywana geronaukg), czyli nauka zajmujaca
si¢ poznawaniem biologicznych podstaw starzenia, jest dziedzing nauki, ktéra rozwija si¢
niezwykle dynamicznie, a jej odkrycia niosg za sobg nadzieje na skuteczne leczenie chordob
zwigzanych z wiekiem oraz wydluzenie ludzkiego zycia. U podstaw starzenia organizmu lezy
starzenie komorkowe, proces, ktory po raz pierwszy zostal zaobserwowany w warunkach
hodowli komérek in vitro 1 opisany w 1961 roku przez Leonarda Hayflicka (Hayflick i
Moorhead 1961). Dalsze badania nad tym zjawiskiem wskazywaty, ze moze ono takze bra¢
udziat w starzeniu calego organizmu (Campisi 2001, Wiley i Campisi 2021). Obecnie
udowodniono, ze komorki stare wystepuja w tkankach starzejgcego si¢ organizmu
(Sedelnikova 1 wsp. 2004, Baker 1 wsp. 2016), co wigcej identyfikuje si¢ je takze
w zmienionych patologicznie narzadach, gdzie ich obecno$¢ przyczynia si¢ do rozwoju
réznych chordb zwigzanych z wiekiem (Childs i wsp. 2015, Ogrodnik i wsp. 2019). Postep
wiedzy 1 technologii dal naukowcom mozliwo$¢ eliminowania komorek starych z organizmu
zwierzat doswiadczalnych, zwigkszajac tym samym ich dlugos$¢ zycia 1 eliminujac badz
opozniajac rozwdj chorob zwigzanych z wiekiem (Sikora i wsp. 2019). Niemniej pomimo
postepu w zrozumieniu roli starzenia komdorkowego w starzeniu si¢ organizmu, wcigz trudno
o jednoznaczng definicj¢ 1 opis fenotypu starzenia komoérkowego (Sikora i wsp. 2021).
Naplyw nowych danych na przestrzeni ostatniego dziesig¢ciolecia, zaowocowatl stworzeniem
zestawu cech okre§lanych mianem markeréw starzenia (van Deursen 2014, Gorgoulis i wsp.
2019). Naukowcy zgadzaja si¢, ze zaden z markeré6w nie jest unikalny, specyficzny
1 wystarczajacy do identyfikacji komorek starych, zwlaszcza ze proces ten wydaje si¢ by¢
bardzo dynamiczny, a wlasciwosci komorek starych zmieniajg si¢ w czasie 1 mogg zaleze¢
chociazby od rodzaju tkanki, z ktérej pochodza (Gorgoulis 1 wsp. 2019, Lee i wsp. 2019, von
Zglinicki i wsp. 2021). Obecnie trwaja badania kliniczne zwigzkéw zwanych senolitykami,
ktore selektywnie zabijajg komorki stare, co moze spowalnia¢ rozwdj chorob zwigzanych ze
starzeniem lub nawet przyczynia¢ si¢ do ich leczenia (Kirkland 1 Tchkonia 2020).
W procesie oceny skutecznosci zastosowanej terapii senolitykami niezwykle wazne staje si¢
poprawne zidentyfikowanie komoérek starych, ktorych zanik $wiadczylby o efektywnosci
terapii. Stad tez znalezienie najbardziej powszechnie wystepujacej cechy lub cech, ktore
mozna by przypisa¢ komorkom starym bez wzglgdu na ich pochodzenie i bodziec indukujacy

proces starzenia czy tez mechanizm caty czas pozostaje kluczowe.
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Dotychczas wigkszo$¢ badan dotyczacych charakterystyki procesu starzenia komodrkowego
oraz okreslenia specyficznych znacznikéw komorek starych zostala przeprowadzona na
fibroblastach. To wtasnie na tym modelu komorkowym Hayflick po raz pierwszy
zaobserwowal zjawisko utraty potencjatu replikacyjnego komorek prawidtowych (Hayflick i
Moorhead 1961). Co wigcej, podwyzszong aktywnos$¢ SA-B-gal (Dimri i wsp. 1995), fenotyp
wydzielniczy (Rodier i wsp. 2009) czy obecno$s¢ DNA-SCARS w komorkach ulegajacych
starzeniu (Rodier 1 Campisi 2011) takze wykazano w do§wiadczeniach przeprowadzonych na
fibroblastach. Zdecydowanie mniej badan dotyczy -charakterystyki starzenia komorek

prawidtowych innych niz fibroblasty.

W niniejszej pracy postanowitlam wykorzysta¢ trzy rozne typy komorek prawidlowych
i dokona¢ charakterystyki porownawczej indukowanego stresem przyspieszonego procesu
starzenia w oparciu o wybrane, najczgsciej stosowane markery. Do analizy wykorzystalam
ludzkie komorki mieséni gladkich aorty, preadipocyty oraz fibroblasty. Wiadomo, ze starzenie
komorek migsni gladkich naczyn krwionos$nych przyczynia si¢ do rozwoju miazdzycy, ktéra
jest jedna z najczestszych chorob uktadu sercowo-naczyniowego wystepujaca u 0sob
w podesztym wieku. Wraz z wiekiem dochodzi w organizmie takze do zaburzen
metabolicznych, a otylos¢, ktora jest efektem tych zaburzen, przyczynia si¢ do rozwoju
roznych chorob. Badania pokazuja, ze wraz z wiekiem dochodzi do zmian w funkcjonowaniu
preadipocytéw, ktore to sg progenitorami komorek thuszczowych. Obserwowano spadek
replikacji preadipocytdw oraz zmniejszong adipogenez¢ (Kirkland i wsp. 1990), a takze
zwiekszong podatno$¢ na lipotoksycznos¢ (Guo 1 wsp. 2007) oraz zwigkszong ekspresje
cytokin prozapalnych, chemokin czy elementow odpowiedzi na stres (Tchkonia 1 wsp. 2007,

Cartwright i wsp. 2010).

Do indukcji starzenia wykorzystatam doksorubicyn¢ oraz nadtlenek wodoru. Oba te zwigzki
byty juz wczesdniej szeroko stosowane jako induktory starzenia w fibroblastach (Caldini 1 wsp.
1998, Frippiat i wsp. 2002, Demidenko 1 Blagosklonny 2008, Li i wsp. 2012). Niemniej
niewiele zostato opublikowanych do tej pory badan dotyczacych wplywu doksorubicyny na
VSMC czy preadipocyty i indukowanym w ten sposob starzeniu. Nalezy zaznaczyc,
ze  doksorubicyna  jest  chemioteraputykiem  wykorzystywanym — w  terapii
przeciwnowotworowej, co sprawia, ze na jej dzialanie narazonych jest szereg komorek
organizmu, szczeg6élnie komorki budujgce naczynia krwionosne. Z kolei zastosowanie
nadtlenku wodoru prowadzito do stresu oksydacyjnego, ktéry sprzyja rozwojowi wielu

chorob zwigzanych z wiekiem, w tym miazdzycy. Model indukcji starzenia za pomoca

142



doksorubicyny i1 H;O, w komoérkach VSMC zostal opracowany 1 czesciowo
scharakteryzowany w naszej pracowni. W komorkach VSMC traktowanych dox i H,O»
obserwowano zahamowanie proliferacji wyrazonej jako zmniejszenie liczby komorek
zdolnych do wbudowywania BrdU, wzrost aktywnosci SA-B-gal, a takze wzrost poziomu
wydzielanych cytokin IL-6, IL-8 i VEGF (Bielak-Zmijewska i wsp. 2014, Przybylska i wsp.
2016).

W niniejszej rozprawie doktorskiej po raz pierwszy dokonano poréwnania i charakterystyki
procesu przyspieszonego starzenia komoérkowego indukowanego stresem na trzech réznych
typach komorek z wykorzystaniem dwoch roznych induktorow. Zaobserwowano, ze oba
zwiazki (doksorubicyna oraz nadtlenek wodoru) skutecznie hamowaly proliferacje we
wszystkich trzech typach komorek. Starzenie komodrkowe definiuje si¢ jako trwale
1 nieodwracalne zatrzymanie cyklu komorkowego spowodowane uszkodzeniem DNA
1 innymi czynnikami stresowymi. Poniewaz czg$¢ biatek uznawanych za markery starzenia
bierze udziat w regulacji cyklu komorkowego, a ich poziom moze zmienia¢ si¢ rowniez
w komorkach, ktorych potencjat proliferacyjny tylko przejsciowo jest obnizony, dlatego tez
w doswiadczeniach, oprocz komorek proliferujacych, wykorzystano komorki o przejsciowo
zahamowanej proliferacji, tzw. spoczynkowe. Podobnie jak w przypadku komorek
indukowanych do starzenia, komorki spoczynkowe charakteryzowaty si¢ znacznym spadkiem

liczby komorek zdolnych do syntezy DNA, co byto spodziewanym wynikiem.

Dodatkowo do oceny potencjatu proliferacyjnego wykorzystano biatko Ki67, ktore jest
markerem komoérek bedacych w cyklu (Scholzen i Gerdes 2000) i powszechnie stosowane jest
jako marker komorek nowotworowych (Li 1 wsp. 2015). Udowodniono, ze w komodrkach
ulegajacych starzeniu nie stwierdza si¢ obecno$ci biatka Ki67 (Sobecki i wsp. 2017).
W badaniach przeprowadzonych na komérkach VSMC, wykazano postepujacy spadek liczby
komorek Ki67 dodatnich wraz ze wzrostem liczby pasazy w hodowli (Burton i wsp. 2007).
Przeprowadzona przeze mnie analiza wykazata, ze zaré6wno komodrki traktowane
doksorubicyng lub nadtlenkiem wodoru, jak 1 komoérki spoczynkowe charakteryzowaty si¢
spadkiem potencjatu proliferacyjnego w porownaniu do komorek kontrolnych. Wéréd tych
komorek obserwowano jedynie niewielki procent komorek o obnizonym poziomie biatka
Ki67 (Ki67+/-). Brak ekspresji biatka Ki67 obserwowano takze w spoczynkowych ludzkich
limfocytach T, w ktorych dopiero po zastymulowaniu do proliferacji dochodzito do
pojawienia si¢ biatka Ki67 (Korwek i wsp. 2012). Przeprowadzona przez nas analiza Western

blot dowiodta istnieniu réznic w poziomie biatka Ki67 pomiedzy komorkami spoczynkowymi
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a ulegajacymi starzeniu. W komorkach traktowanych doksorubicyng lub nadtlenkiem wodoru
wykazano brak ekspresji tego biatka. Na podstawie zebranych wynikow mozna wnioskowac,
ze samo zatrzymanie komorek w cyklu nie jest jedynym powodem obnizenia poziomu
badanego markera. By¢ moze w trakcie starzenia dochodzi do efektywnego 1 trwalego
zahamowania jego ekspresji. Nie mozna jednak wykluczy¢, ze réznice w poziomie Ki67
obserwowane pomiedzy komorkami spoczynkowymi i komoérkami ulegajacymi starzeniu
przyspieszonemu indukowanemu stresem wigzg si¢ z réznym rozktadem komorek w cyklu
komoérkowym, co potwierdzita przeprowadzona przez nas analiza. Obecnie wiadomo,
ze zmiany w poziomie biatka Ki67 w komorkach opieraja si¢ na dwoch przeciwstawnych
mechanizmach zaleznych od regulatorow cyklu komorkowego. Z jednej strony kinazy
Cdk4/Cdk6 poprzez fosforylacje Rb umozliwiajg ekspresj¢ mRNA Ki67 w fazie G1 (Sobecki
1 wsp. 2016, Sobecki 1 wsp. 2017). Z drugiej strony degradacja biatka Ki67 zachodzi w p6zne;j
mitozie 1 wczesnej fazie Gl poprzez kompleks ubikwityna — proteasom APC/C-Cdhl
(Chierico i wsp. 2017, Sobecki i wsp. 2017, Sun i Kaufman 2018).

Zarowno spoczynkowe fibroblasty, preadipocyty oraz komodrki VSMC zatrzymane byty
w fazie G0/G1, co na podstawie dotychczasowej charakterystyki komorek spoczynkowych
(Marescal i Cheeseman 2020) bylo spodziewanym wynikiem. Komorki indukowane do
starzenia zatrzymane byly zarowno w fazie GO/G1 jak 1 G2/M, zgodnie z wcze$niejszymi
badaniami prowadzonymi mig¢dzy innymi w naszej pracowni (Bielak-Zmijewska i wsp.
2014), przy czym obserwowany efekt byt zalezny od czynnika indukujacego starzenie —
doxorubicyna prowadzita do akumulacji wiekszej liczby komorek zawierajacych 4N DNA
(faza G2/M). Pierwotnie sgdzono, ze ulegajace starzeniu komorki sg zatrzymane gléwnie
w fazie G1 cyklu (Smith i wsp. 1996). Z czasem jednak udowodniono, ze komorki stare moga
by¢ zatrzymane nie tylko w fazie G1, ale takze w fazie G2. Wykazano m.in. ze ludzkie

fibroblasty ulegajace starzeniu replikacyjnemu gromadza si¢ w fazie G2 (Mao 1 wsp. 2012).

W celu dalszej charakterystyki komoérek starych i oszacowania ich liczby zastosowano test
cytochemiczny na aktywno$¢ enzymu lizosomalnego SA-B-galaktozydazy. Podwyzszona
aktywno$¢ tego enzymu jest podstawowym, cho¢ nie specyficznym, markerem starzenia
komorkowego. Juz w trzeciej dobie od indukcji starzenia obserwowano zwigkszong
aktywnos$¢ tego enzymu. Co ciekawe, niebieskie zabarwienie $wiadczace o podwyzszonej
aktywnos$ci SA-B-gal, odnotowano takze w komorkach przegeszczonych oraz hodowanych
w pozywce pozbawione]j surowicy. Niemniej wynik tej analizy mozemy uznaé za falszywie

pozytywny. Opublikowana przez Severino praca dowiodta, ze w komdrkach bedacych na
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wczesnych pasazach, w ktorych doszio do inhibicji kontaktowej, stwierdza si¢ podwyzszony
poziom [-galaktozydazy. Z kolei pasaz redukcyjny przegeszczonych komorek odwracat ten
efekt (Severino 1 wsp. 2000). Warto jednak zauwazy¢, ze wzrost aktywnos$ci tego enzymu
w komorkach spoczynkowych (przejsciowo =zatrzymanych w cyklu) moze wynikac
z warunkéw hodowli (gltodzenie, zakwaszenie pozywki spowodowane duzym zaggszczeniem

komorek) 1 by¢ obserwowane tylko w do§wiadczeniach in vitro.

Mozemy zatem wnioskowaé, Zze na podstawie oceny potencjatu proliferacyjnego (analiza
BrdU oraz Ki67) oraz aktywnos$ci SA-B-galaktozydazy jesteSmy w stanie rozr6zni¢ komorki
proliferujace od nieproliferujagcych. Jednak za pomoca wymienionych powyzej markerow nie
jestesmy w stanie odrézni¢ komoérek ulegajacych starzeniu od komoérek o przejsciowo

zahamowanej proliferacji — spoczynkowych.

Przeprowadzona analiza poziomu wybranych bialek pozwolita wytypowaé te, ktore
potencjalnie moglyby by¢ uznane za uniwersalne markery starzenia komorkowego.
We wszystkich trzech typach komoérek niezaleznie od induktora odnotowano spadek poziomu
laminy B1, HMGBI1 oraz PARP1 w komorkach starych. Z kolei poziom tych biatek
w komorkach spoczynkowych byt porownywalny z poziomem obserwowanym w komoérkach
proliferujacych. Wczesniejsze prace dowiodty, ze towarzyszacy starzeniu komoérkowemu
spadek poziomu laminy B1 jest kluczowym czynnikiem wyzwalajacym lokalne i globalne
zmiany chromatyny, ktére wpltywaja na ekspresje genow, starzenie oraz powstawanie
nowotwordw (Shah 1 wsp. 2013). Innym istotnym skladnikiem odpowiedzialnym za
utrzymanie integralno$ci genomu jest bialko PARPI, ktéore odgrywa znaczaca role
w naprawie uszkodzen DNA. PARP1 wigze si¢ do DNA w miejscu peknigcia nici, ulega
aktywacji 1 zaczyna kowalencyjnie modyfikowaé biatka jadrowe (Wesierska-Gadek 1 wsp.
2005). W badaniach przeprowadzonych na myszach wykazano, ze niedobér PARPI
powoduje zatrzymanie cyklu komoérkowego 1 starzenie komodrkowe (Kelleher 1 wsp. 2021).
Co ciekawe niektére badania sugeruja ze PARP1 moze by¢ czynnikiem zapewniajacym
dtugowieczno$¢. Wykazano, ze u stulatkow (100-107 lat) zdolno$¢ do inicjowania naprawy
uszkodzen DNA w odpowiedzi na indukowane nadtlenkiem wodoru uszkodzenia i aktywacja
PARPI byta podobna do zdolnosci w komorkach uzyskanych od mtodych osob (19-26 lat).
Podczas gdy w komorkach pochodzacych od oséb starszych (69-75 lat) zjawisko to byto

opoznione lub zmniejszone (Chevanne i wsp. 2007).
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Do tej pory najwigcej badan poswigconych biatku HMGB1 w kontekscie starzenia dotyczy
wydzielania tego biatka przez komorki stare i poddane stresowi. Pelni ono woweczas role tzw.
alarminy (Palumbo 1 wsp. 2007, Davalos 1 wsp. 2013). Biatkko HMGBI1 jest zlokalizowane
w jadrze komorkowym, gdzie bierze udzial m.in. w replikacji 1 transkrypcji DNA oraz
reguluje aktywno$¢ transkrypcyjng p53 (Lu i wsp. 2019). Pod wplywem stresu HMGBI1
przemieszcza si¢ pomigdzy jadrem a cytoplazma, a transport i translokacja HMGBI1 jest
powigzana ze starzeniem komorkowym (Cardoso 1 wsp. 2018). Co ciekawe, wbrew temu
czego mozna byloby si¢ spodziewac, poziom HMGBI1 w ludzkiej surowicy znaczaco spadat

wraz z wiekiem (Fu i wsp. 2016).

Wiele opublikowanych badan dotyczacych charakterystyki procesu starzenia komérkowego
wskazuje na podwyzszony poziom biatek p21 oraz pl6 w komorkach starych jako
powszechnych markeréw tego procesu. Uzyskane przeze mnie wyniki nie potwierdzaja tych
doniesien. Podwyzszony poziom p21 obserwowatam jedynie w komodrkach starych w 3 dobie
po indukcji starzenia, a wzrost ten widoczny byt wylgcznie wzgledem komorek kontrolnych
zebranych po 24 godzinach. Co ciekawe, wzrost poziomu tego biatka obserwowatam takze
w komorkach proliferujacych w kolejnych dobach hodowli. Poziom biatka p16 w komoérkach
starych praktycznie nie roznit si¢ od tego obserwowanego w komorkach proliferujacych.
Jedynie w komorkach spoczynkowych odnotowatam podwyzszony poziom tego biatka.
Niemniej uzyskane przeze mnie wyniki moga znalez¢ potwierdzenie w opublikowanej
w 1999 roku pracy Gretchen Stein i wsp. (Stein i wsp. 1999). Wykazali oni bowiem,
ze wzrost p21 inicjuje zatrzymanie cyklu komérkowego zwigzanego ze starzeniem i wraz
z osiaggnigciem przez komorki fenotypu starzenia jego poziom spada. Z kolei podwyzszony

poziom biatka p16 jest istotny w dlugotrwalym utrzymaniu tego zahamowania w cyklu.

5.2 Charakterystyka procesu starzenia komorkowego in vitro oraz in vivo

Starzenie komorkowe jest dynamicznym 1 wieloetapowym procesem, podczas ktérego
wlasciwosci komorek starych nieustannie ewoluuja. Proces ten niewatpliwie przyczynia si¢
do starzenia organizmu oraz wyst¢powania choréb zwigzanych z wiekiem, w tym miazdzycy.
Udowodniono, ze w rozwoju miazdzycy kluczowa role odgrywaja komoérki miesni gtadkich.
W opublikowanych w 2001 roku badaniach po raz pierwszy zaobserwowano podwyzszong
aktywno$¢ enzymu SA-B-gal w komorkach $rédbtonka i komorkach migéni gladkich, ktore
buduja blaszke miazdzycowa (Vasile 1 wsp. 2001). W dalszych badaniach prowadzonych na

komorkach migsniowych pochodzacych z blaszek miazdzycowych wykazano oprocz wzrostu
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aktywno$ci SA-B-gal, wzrost poziomu inhibitorow kinaz zaleznych od cyklin oraz nizszy
potencjat replikacyjny. Co wiecej, w komorkach tych obserwowano krétsze telomery oraz
uszkodzenia DNA wynikajace z podwyzszonego poziomu RFT oraz stresu oksydacyjnego

(Matthews 1 wsp. 20006).

W zwiagzku z tym w dalszej czesci rozprawy dokonatam charakterystyki komoérek migsni
gladkich aorty ulegajacych starzeniu replikacyjnemu oraz przyspieszonemu w warunkach
in vitro, ktére moga stanowi¢ model badania starzenia zachodzacego w organizmie.
Co wigcej, w niniejszej pracy po raz pierwszy scharakteryzowatam i poréwnatam komorki

bedace na wezesnym 1 poznym etapie przyspieszonego starzenia indukowanego stresem.

Zarowno w komorkach ulegajacych starzeniu replikacyjnemu jak 1 przyspieszonemu
odnotowali$my znaczacy spadek liczby komorek zdolnych do proliferacji (analiza Ki67 oraz
BrdU). W komorkach bedacych na péznym etapie starzenia obserwowano utrzymujace si¢
zahamowanie podzialdéw. Komorki stare charakteryzowaly sie takze podwyzszong
aktywnoscig enzymu SA-B-gal. Opracowana 1 opublikowana przez nas metoda analizy obrazu
(Krzystyniak i wsp. 2023) umozliwita pomiar intensywnos$ci sygnalu SA-B-gal w komoérkach
starych 1 wykazanie réznic w intensywnosci zabarwienia komodrek po 3 oraz 7 dniach od
indukcji starzenia, co wedtug nas jest efektem zwickszajacej si¢ aktywnosci i/lub poziomu
badanego enzymu. W niniejszej rozprawie po raz pierwszy zbadano 1 poroéwnano
intensywnos$¢ sygnatu SA-B-gal w komorkach bedacych na wezesnym oraz pdznym etapie
starzenia oraz ulegajacych starzeniu replikacyjnemu. Wykazaliémy, ze w komorkach starych
utrzymywanych w hodowli dtuzszy czas (SIPS IV — 4 tygodnie od podania H,O;) dochodzi
do wyraznego wzrostu intensywnosci sygnatu SA-f-gal w poréwnaniu do komoérek bedacych
na wczesnym etapie tego procesu (SIPS I — 7 dni od podania H,0O,). Ponadto zauwazylismy,
ze w komorkach bedacych na pdéznym etapie starzenia, moze dochodzi¢ do aktywacji
systemow naprawy uszkodzen DNA. Swiadczy o tym wzrost, w poréwnaniu do komorek
bedacych na wczesnym etapie starzenia (SIPS I), liczby komoérek, w jadrach ktorych nie
stwierdzilismy skupisk biatka 53BP1. Biatko 53BP1 lokalizuje si¢ w miejscu peknigcia nici
DNA i $wiadczy o obecnosci podwdjnych peknigé. Wynik ten potwierdza opublikowane
w 2006 badania, w ktérych wykazano ze skupiska biatka yH2AX stajg si¢ bardzo liczne, gdy
komorki wchodza w proces starzenia, ale ich liczba znacznie zmniejsza si¢ gdy hodowle

utrzymywane sg przez dtuzszy czas (Lou 1 Chen 2006).

147



Pojecie glebokiego (ang. deep) lub pdznego (ang. late) etapu starzenia zostalo juz uzyte
w literaturze przez innych badaczy (Baker i Sedivy 2013). W 2010 roku Passos
zaproponowal, ze trwala reakcja na uszkodzenia DNA wyzwala ciagla produkcje
reaktywnych form tlenu, tworzac dynamiczng petle sprzezenia zwrotnego, ktora aktywnie
utrzymuje stan glebokiego starzenia (Passos i wsp. 2010). Z kolei De Cecco wykazat wzrost
ekpresji transpozonu L1 w komorkach starych utrzymywanych przez dtuzszy czas w hodowli
(De Cecco 1 wsp. 2013). Coraz wigcej mowi si¢ takze o zmianach w profilu wydzielniczym
komorek bedacych na wczesnym oraz poéznym etapie starzenia (Herranz i1 Gil 2018).
Wykazano, ze w komorkach starych dochodzi do wzrostu ekspresji gendw zwigzanych
z SASP takich jak: CCL2, IL-8§, MMP1, MMP3, a poziom ekspresji tych genéw w komoérkach
bedacych na péznym etapie starzenia byl wyzszy anizeli w komorkach na wczesnym etapie
(De Cecco 1 wsp. 2019). Przeprowadzona analiza proteomiczna czynnikow SASP
wydzielanych przez mezenchymalne komoérki zregbowe (MSC) takze wykazala roznice
w profilu wydzielniczym komoérek begdacych na wcezesnym oraz pdznym etapie starzenia
(Alessio 1 wsp. 2023). Pomimo rosngcej $wiadomosci naukowcoOw odnosnie dynamiki
procesu starzenia i zmian jakie zachodzg w komdrkach, wcigz jednak niewiele mozna znalez¢
badan dotyczacych poréwnania tego procesu na wezesnych 1 pdznych jego etapach. Odnoszac
si¢ do powyzszego, prezentowane przeze mnie wyniki badan po raz pierwszy przedstawiaja

poglebiong charakterystyke oraz pordwnanie zmian jakie zachodzg w komorkach starych.

Pokazali$my, ze w wyniku starzenia dochodzi do powigkszenia rozmiardw komorki oraz jej
rozplaszczenia, co jest zmiang powszechnie obserwowang w starzeniu komorkowym
badanym in vitro. Opublikowane badania donosza o zwigkszeniu rozmiaréw starzejacych sie
komorek nie tylko in vitro, lecz takze in vivo, co pokazaly wyniki doswiadczen
prowadzonych na myszach (Biran i wsp. 2017). Analiza na poziomie ultrastrukturalnym
komorek ulegajacych starzeniu pozwolita zaobserwowal wyrazne zmiany w strukturze
organelli, takich jak: mitochondria, aparat Golgiego czy siateczka $rodplazmatyczna, ktore
moga $wiadczy¢ o zaburzeniach energetycznych towarzyszacych starzeniu komorkowemu.
W mitodej, prawidlowo funkcjonujacej komoérce integralno$¢ proteomu jest utrzymywana
miedzy innymi dzieki prawidtowo funkcjonujacej makroautofagii, ktoéra kontroluje eliminacje
uszkodzonych organelli powstatych w wyniku stresu oksydacyjnego. W komorkach starych
mechanizm ten wydaje si¢ by¢ uposledzony (Grootaert i wsp. 2015, Wong 1 wsp. 2020).

Potwierdza to obserwowana przez nas w komorkach starych zwiekszona liczba lizosoméw
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oraz struktur lizosomalnych zawierajacych wewnatrz niestrawione fragmenty organelli

komoérkowych.

Przeprowadzone przez nas badania potwierdzity zmienny charakter fenotypu starzenia badany
na wczesnym 1 poznym etapie tego procesu, jak i w komorkach ulegajacych starzeniu
replikacyjnemu. Pewne cechy, takie jak na przyklad odsetek komoérek o podwyzszonej
aktywno$ci SA-B-gal, liczba komorek niezdolnych do syntezy DNA (BrdU -) lub tych,
w ktorych nie stwierdzono obecnos$ci biatka Ki67, osiggal maksymalng wartos¢ juz w kilka
dni po indukcji starzenia podczas gdy inne zmieniaty si¢ w czasie (np. poziom biatek p21,
HMGBI, lamina Bl). Ciekawego wyniku dostarczyta wykonana przeze mnie analiza
poziomu biatka pl6 — powszechnie uznawanego za marker starzenia komorkowego
wykorzystywanego miedzy innymi do selektywnej eliminacji komoérek starych w modelach
zwierzecych. W przeprowadzonych doswiadczeniach obserwowaliSmy spadek poziomu
biatka pl6 w komodrkach bedacych na wczesnych etapach starzenia (SIPS I). Poziom ten
wzrastat istotnie statystycznie po dtuzszym czasie hodowli komorek starych jak rowniez byt
stosunkowo wysoki w komodrkach ulegajacych starzeniu replikacyjnemu. Warto zauwazyc,
ze rowniez poziom aktywnosci/ekspresji SA-B-gal wzrastat w komorkach bedacych na
poznych etapach starzenia. Nasze obserwacje potwierdzaja hipoteze zaprezentowang przez
Ogrodnika w jego pracy przegladowej (Ogrodnik 2021) mdéwiacg o tym, ze wysoki poziom
SA-B-gal 1 pl6 s3 cechami charakterystycznymi dla komoérek zatrzymanych w cyklu
komoérkowym i bedacych w tzw. glebokim starzeniu (ang. deep senescence). Zauwazyt,
ze w roznych tkankach myszy mniej niz 10% komorek miato podwyzszony poziom biatka
pl6 1 aktywnosSci SA-B-gal, podczas gdy znacznie wigce] komorek (20-80%) bylo
naznaczonych uszkodzeniami, w tym DSB. Uzyskane przez nas wyniki w modelu in vitro
wydaja si¢ potwierdzaé te obserwacje. W poczatkowym etapie starzenia (SIPS I) komorki
charakteryzowaty si¢ bardzo duza liczbg pgknie¢ w dwuniciowym DNA oraz podwyzszong
aktywnos$cia SA-B-gal, przy czym nie obserwowali§my wzrostu poziomu biatka pl6.
W trakcie dluzszego trzymania komorek w hodowli (SIPS IV) obserwowalismy spadek liczby
uszkodzen, przy jednoczesnym wzro$cie intensywno$ci SA-B-gal i poziomu pl6. Wysoki
poziom biatka p16 zaobserwowany réwniez w komodrkach RS nie korelowat jednak z wyzsza
aktywnos$cig SA-B-gal ani wigksza liczbg komoérek pozbawionych podwojnych pegknie¢ nici
DNA (komorki bez skupisk biatka 53BP1), co wskazuje, ze te zmiany nie sg ze soba

powiazane.
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Starzenie komoérek migéni gladkich naczyn sprzyja rozwojowi miazdzycy. Wykazano,
ze komorki VSMC znajdujace si¢ w blaszce miazdzycowej charakteryzuja si¢ podwyzszong
aktywnos$cig SA-B-gal, ktorej towarzyszy takze podwyzszony poziom biatek pl16, p21 oraz
p27 (Matthews 1 wsp. 2006). Rowniez komorki miesni gladkich pochodzace z blaszek
miazdzycowych i1 umieszczone w hodowli wykazywaty szereg cech charakterystycznych dla
starzenia, takich jak podwyzszony poziom SA-B-gal, biatka pl6 1 p21, spadek
fosforylowanego Rb, a takze wzrost liczby uszkodzen DNA (Matthews 1 wsp. 2006, Gray i
wsp. 2015). Doswiadczenia przeprowadzone przeze mnie na komorkach miegéni gladkich
izolowanych z blaszek miazdzycowych potwierdzity, ze mamy do czynienia z populacja
komorek znacznie wzbogacong w komorki stare. Na podstawie przeprowadzonej analizy
poziomu wybranych biatek zwigzanych ze starzeniem wykazatam, ze w komorkach
izolowanych z blaszek miazdzycowych, podobnie jak w komorkach indukowanych do
starzenia nadtlenkiem wodoru czy ulegajacych starzeniu replikacyjnemu, obserwuje si¢
spadek poziomu Ki67, cykliny B1, HMGB1, PARP1 oraz PCNA. W przypadku komoérek
izolowanych z blaszek miazdzycowych obserwowali§my rowniez wzrost poziomu biatka p21

oraz pl6.

Na podstawie uzyskanych wynikow mozemy wnioskowaé, ze fenotyp zwigzany ze
starzeniem komorek izolowanych z blaszek miazdzycowych bardziej przypomina fenotyp
komorek, ktore w warunkach in vitro ulegaja starzeniu replikacyjnemu oraz przyspieszonemu
na pozniejszym etapie. Wniosek ten potwierdzaja rowniez przeprowadzone przez nas analizy

sktadu sekretomu komorek ulegajacych starzeniu in vitro 1 in vivo (w blaszkach).

5.3 Fenotyp wydzielniczy zwiazany ze starzeniem

Fenotyp wydzielniczy zwigzany ze starzeniem (SASP) jest niewatpliwie najwazniejszg cecha
wszystkich komorek starych, poniewaz aktywnie wptywa na mikrosrodowisko tkanek
1 w efekcie na funkcjonowanie narzadéw. Wydzielanie czynnikéw bioaktywnych przez
ulegajace starzeniu komorki zostatlo powszechnie uznane za jeden z gldwnych czynnikow
przyczyniajacych si¢ do starzenia si¢ organizmu i rozwoju chordb zwigzanych z wiekiem.
Miazdzyca jest doskonatym przyktadem choroby zapalnej zwigzanej z wiekiem, na progresj¢
ktorej wptywa wiele réznych czynnikéw wydzielanych przez komoérki znajdujace sig
w blaszce miazdzycowej. W zwigzku z tym za pomoca mikromacierzy biatkowych
przeprowadzili$my analiz¢ czynnikow wydzielanych przez komoérki migsni gladkich naczyn

ulegajacych starzeniu in vitro oraz in vivo. Uzyskane za pomocg mikromacierzy biatkowych
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wyniki wskazywaty wzrost poziomu ponad 70% badanych biatek w sekretomie komorek
starych w poréwnaniu do sekretomu komorek kontrolnych. Uzyskane przeze mnie wyniki
potwierdzity takze zroznicowanie profilu wydzielniczego w zaleznosci od czynnika
indukujacego starzenie (nadtlenek wodoru oraz wyczerpanie potencjalu replikacyjnego).
Wykazatam takze istnienie roznic w profilu wydzielniczym pomie¢dzy komoérkami bedacymi
na wezesnym oraz péznym etapie starzenia. Wynik ten w polaczeniu z wezesniejsza analizg
ekspresji wybranych biatek potwierdza fakt, ze starzenie komorkowe jest procesem
ztozonym, ktory ewoluuje w czasie i pewne zmiany w profilu ekspresji oraz wydzielniczym

obserwowane sg dopiero na pdzniejszych etapach tego procesu.

Na podstawie analizy profilu wydzielniczego komorek migéni gladkich wyizolowanych
z blaszek miazdzycowych mozna stwierdzi¢, ze profil wydzielniczy tych komorek jest
w znacznym stopniu zblizony do profilu wydzielniczego komorek ulegajacych starzeniu
w warunkach in vitro, w szczeg6lnosci komoérek ulegajacych starzeniu replikacyjnemu (RS)

oraz przyspieszonemu, ale bedagcemu na p6znym etapie (SIPS IV).

Posrod wszystkich przeanalizowanych czynnikow wytypowatam szes¢, ktorych poziom
sekrecji istotnie wzrastat we wszystkich modelach starzenia (SIPS I, SIPS IV, RS i AP),
a najwyzszy wzrost odnotowano w komorkach bedacych na wezesnym etapie tego procesu
(SIPS I). Mozemy zatem wnioskowac, ze czynniki te mogg postuzy¢ jako markery wczesnego
stanu zapalnego pojawiajacego si¢ w organizmie. Do czynnikow tych nalezaty: interleukina 8
(IL-8) oraz interleukina 4 (IL-4), transformujacy czynnik wzrostu alfa (TGFa), biatko
morfogenetyczne kosci 4 (BMP-4), tozyskowy czynnik wzrostu (PIGF) oraz hormon wrostu

(GH).

Biatka, ktorych wzrost poziomu obserwowano w komodrkach ulegajacych starzeniu
w warunkach in vitro oraz in vivo, nalezalty w wigkszo$ci do chemokin, czynnikéw wzrostu
oraz metaloproteinaz. Czynniki wzrostu i chemokiny indukujg rekrutacje makrofagdéw, ptytek
krwi i leukocytow na powierzchni komorek $rédbtonka, w zwigzku z czym wzmagaja stan
zapalny 1 sprzyjaja tworzeniu si¢ blaszki miazdzycowej. W literaturze opisanych zostalo wiele
metaloproteinaz macierzy (MMP), ktore odgrywaja rolg¢ w angiogenezie oraz proliferacji
komorek w miazdzycy (Ribatti 1 wsp. 2008). Na przyktad za przebudowe naczyn zachodzaca
podczas angiogenezy 1 w miazdzycy odpowiedzialny jest naczyniowo-$rodbtonkowy czynnik
wzrostu (VEGF), ktory bezposrednio zwigksza wydzielanie MMP (Celletti i wsp. 2001),

a hamowanie ekspresji tego czynnika ogranicza rozwdj miazdzycy (Sueishi 1 wsp. 1997).
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W przeprowadzonych przez nas analizach obserwowali$my wzrost wydzielania tego czynnika
przez komorki SIPS IV, RS oraz komorki izolowane z blaszek miazdzycowych. Podobnie jak
VEGF réwniez ptytkopochodny czynnnik wzrostu (PDGF) byt wydzielany na wyzszym
poziomie przez komorki SIPS 1V, RS i pochodzace z blaszek. Wedlug jednej z hipotez,
zmiany miazdzycowe powstaja w wyniku ogniskowego uszkodzenia komorek $rodblonka,
w nastepstwie ktorego nastepuje agregacja plytek krwi (Ross 1976). Podczas powstalej
reakcji wydzielany jest przez ptytki krwi ptytkopochodny czynnik wzrostu (PDGF), ktory
wspomaga odpowiedz proliferacyjng komorek miesni gladkich. Mozemy zatem sadzi¢, ze
wydzielanie PDGF przez stare komorki VSMC moze dziata¢ na sgsiadujace komorki migéni
gladkich prowadzac do ich przyspieszonej proliferacji, a w konsekwencji rowniez starzenia.
Moze to przyczynia¢ si¢ do zwigkszonej akumulacji komorek starych w patologicznie

zmienionym naczyniu.

Wykazano, ze w miazdzycy chemokina RANTES wydzielana jest gléwnie przez ptytki krwi
oraz komorki migsni gladkich. Dzigki swojej zdolnosci do wigzania si¢ z receptorami CCR1
1 CCRS5 obecnymi na powierzchni limfocytow T 1 monocytow, RANTES moze prowadzi¢ do
adhezji 1 transmigracji tych komorek przez $ciang $rodblonka (Suffee 1 wsp. 2011).
W przeprowadzonej przez nas analizie zaobserwowalismy, ze chemokina ta wydzielana jest

wylacznie przez komorki miesni gtadkich wyizolowane z blaszek miazdzycowych.

Osteopontyna (OPN) 1 osteoprotegeryna (OPG) nalezg do grupy niekolagenowych biatek
macierzy pierwotnie zidentyfikowanych jako istotne w mineralizacji kosci. Ulegaja takze
ekspresji w makrofagach, komorkach $rodbtonka i komoérkach migsni gladkich w blaszkach
(O'Brien 1 wsp. 1994, Dhore i wsp. 2001, Golledge i wsp. 2004). Wykazano, ze ekspresja
OPN 1 OPG jest wicksza w objawowych (niestabilnych) niz bezobjawowych (stabilnych)
blaszkach miazdzycowych tetnic szyjnych (Golledge i wsp. 2004, Strobescu-Ciobanu i wsp.
2020). Wzrost sekrecji tych biatek odnotowano w wariantach SIPS IV, RS oraz komoérkach
pochodzacych z blaszek miazdzycowych, co dowodzi, ze ulegajace starzeniu komorki migsni
gladkich mogg przyczynia¢ si¢ do niestabilnos$ci blaszki miazdzycowej i w konsekwencji jej

pekniecia.

Najwazniejszymi cytokinami przeciwzapalnymi w miazdzycy, ktore hamujg szereg MMP,
w tym MMP-9 i MMP-12, s3 interleukina 10 (IL-10) oraz transformujacy czynnik wzrostu 3
(TGFp). Udowodniono, ze w obszarach blaszki miazdzycowej, w ktorych ekspresja cytokin

prozapalnych przewaza nad IL-10 1 TGFB, moze dojs¢ do zaburzenia czapeczki
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1 w konsekwencji przyspieszy¢ peknigcie blaszki miazdzycowej (Tedgui i Mallat 20006).
Odnotowali$my spadek poziomu IL-10 we wszystkich czterech modelach doswiadczalnych,
co sugeruje, ze ulegajace starzeniu komoérki miesni gtadkich przyczyniajg sie¢ do zwigkszenia
niestabilnosci blaszki. Co ciekawe, wykazano, ze wysoki poziom IL-10 w surowicy stulatkow
koreluje z niskim poziomem IL-6, co moze by¢ jedna z przyczyn dlugowiecznos$ci tych oso6b

(Franceschi i wsp. 2005).

Przeprowadzone przez nas analizy dowodza, ze duza rdéznorodno$¢ sekretomu starych
komorek miesni gladkich moze bez watpienia odgrywac istotng role w rozwoju miazdzycy,
dziatajgc na rozne typy komorek pochodzacych zarowno z tkanki naczyniowej, jak i z uktadu
immunologicznego. Powyzsze przyktady stanowig jedynie probe wskazania mozliwych
efektow dziatania sekretomu komorek starych na mikrosrodowisko tkanki. Dowodem na to,
ze taki wplyw istnieje jest praca opublikowana przez Childs i wsp., ktora pokazata,
ze usunigcie komorek starych, a co si¢ z tym wigze obnizenie poziomu czynnikow SASP,
zmniejsza liczb¢ 1 rozmiar zmian miazdzycowych w aortach myszy Ldrl-/- (Childs 1 wsp.

2016).

5.4 Pecherzyki zewnatrzkomorkowe wydzielane przez ulegajace starzeniu komorki
miesni gladkich

W 2008 roku po raz pierwszy wykazano, ze ulegajace starzeniu komorki raka prostaty
charakteryzuja si¢ zwigkszonym wydzielaniem EVs (Lehmann i wsp. 2008). PdzZniejsze
badania potwierdzity podobne zjawisko w innych typach komorek, gtownie w fibroblastach
(Takahashi 1 wsp. 2017, Terlecki-Zaniewicz 1 wsp. 2018, Borghesan i wsp. 2019, Basisty 1
wsp. 2020), komoérkach nowotworowych (Kavanagh i wsp. 2017) i HUVEC (Mensa i wsp.
2020, Riquelme i wsp. 2020). My po raz pierwszy wykazaliSmy, ze ulegajace starzeniu
replikacyjnemu oraz przyspieszonemu komoérki VSMC wydzielajg wigksza ilos¢ EVs anizeli
komorki mtode. Co wigcej, na podstawie ekspresji markeréw biatkowych (CD63, CD81,
TSGI101, flotylina-1) udowodniliSmy, ze frakcja wydzielanych pecherzykow
zewnatrzkomorkowych jest wzbogacona w egzosomy. Biorac pod uwage zebrane dotychczas
wyniki oraz te uzyskane przez nas, mozna wnioskowaé, ze zwigkszone wydzielanie
pecherzykow zewnatrzkomérkowych jest uniwersalng cechg fenotypu sekrecyjnego

zwigzanego ze starzeniem wszystkich komorek.
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Kolejnym etapem prowadzonych do$wiadczen byta analiza protemiczna sekretomu
ulegajacych starzeniu komoérek migéni gladkich aorty. Postanowili$my przeprowadzi¢ osobng
analize frakcji pecherzykowej oraz frakcji zawierajacej bialka rozpuszczalne (sSASP).
Wyniki naszych badan potwierdzity obserwowane przez nas juz wczesniej (analiza
mikromacierzy biatlkowych) znaczace rdznice w sktadzie proteomicznym SASP w zalezno$ci
od czynnika indukujacego starzenie (starzenie replikacyjne a przyspieszone indukowane
H,0;). Na podstawie analizy PCA wykazaliSmy, ze sklad biatkowy pecherzykéw
zewnatrzkomorkowych wydzielanych przez komorki ulegajace starzeniu replikacyjnemu jest
bardziej podobny do EVs wydzielanych przez komoérki kontrolne, podczas gdy EVs
wydzielane przez komorki indukowane do starzenia r6znig si¢ swoja zawarto$cig zarowno od
tych wydzielanych przez komorki mtode, proliferujace (kontrola), jak 1 komodrki RS.
Swiadczy to o tym, ze szybki i ograniczony w czasie proces indukcji starzenia prowadzi do
silniej wyrazonych zmian w skladzie sekretomu. Co wigcej, ilos¢ bialek zidentyfikowanych
w pecherzykach pochodzacych z komorek starych (senEVs), ktore rdznig si¢ istotnie
wzgledem EVs kontrolnych jest wigksza w wariancie SIPS niz RS. Na podstawie
przeprowadzone] analizy wykazaliSmy, ze poziom co najmniej potowy bialek
zidentyfikowanych w senEVs byl nizszy w pordwnaniu do kontroli. Wynika¢ to moze ze
spadku globalnego poziomu translacji, ktory zostal opisany dla mysich fibroblastow
ulegajacych starzeniu replikacyjnemu (Wu 1 wsp. 2019). Z drugiej strony, wykazano ze
poziom wigkszosci biatek zidentyfikowanych w EVs pochodzacych z ludzkich fibroblastow
indukowanych do starzenia poprzez nadeksprsje onkogenu Ras byl wyzszy w poréwnaniu
z EVs wydzielanymi przez komorki kontrolne (Borghesan 1 wsp. 2019). W przeprowadzonej
przez nas analizie zaobserwowalismy, ze wigkszos$¢ bialek o najbardziej istotnie obnizonej
ekspresji w senEVs to biatka rybosomalne. Wynik ten moze $wiadczy¢ o reorganizacji
aparatu translacyjnego w ulegajacych starzeniu komoérkach VSMC. Potwierdza to
obserwowany spadek biogenezy rybosoméw (Lessard i wsp. 2018) oraz spadek ekspresji

biatek rybosomalnych (Seshadri i wsp. 1993) w komoérkach starych.

Co wiecej, uzyskane przez nas wyniki analizy skladu sekretomu komorek VSMC
poréwnaliS§my z atlasem SASP stworzonym przez Basisty’ego. ZaobserwowaliSmy wyrazne
roznice w sktadzie fenotypu sekrecyjnego zalezne od typu komorek oraz rodzaju czynnika
indukujacego starzenie. ZidentyfikowaliSmy 7 bialek, ktorych poziom byly istotnie wyzszy
w pecherzykach zewnatrzkomorkowych wydzielanych przez ulegajace starzeniu komorki

VSMC 1 fibroblasty. Jednym z nich byla trombospondyna (THBSI), ktorej akumulacja
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w macierzy zewnatrzkomorkowej przyczynia si¢ do starzenia i chordb zwigzanych z wiekiem,
takimi jak: niewydolno$¢ serca, zawal czy tetnicze nadci$nienie pluc (Isenberg i Roberts
2020). Co wigcej, wykazano, ze ulegajace starzeniu komorki mezotelialne otrzewnej
wydzielajg zwigkszong ilo§¢ THBSI, ktora jest gtownym aktywatorem TGF[, prowadzac do

zaleznego od TGFp rozprzestrzeniania si¢ fenotypu starzenia (Mikula-Pietrasik i wsp. 2013).

W przypadku rozpuszczalnych czynnikow wydzielanych przez ulegajace starzeniu komorki
VSMC, fibroblasty i komorki $rodblonka zidentyfikowaliSmy jedynie biatko GDF15
(r6znicujacy czynnik wzrostu 15) jako te ulegajace zwickszonej sekrecji przez rdzne typy
komorek indukowanych do starzenia. Bialtko to wuczestniczy w szeregu procesOw
patologicznych, migdzy innymi promuje stan zapalny, przewlekle choroby naczyniowe oraz
miazdzyce (Kempf i wsp. 2006, Schindowski i wsp. 2011). Podwyzszone stgzenie GDF15
w surowicy $wiadczy o zwigkszonym ryzyku ostrych zespotéw wiencowych (Wollert 1 wsp.
2007). Badania przeprowadzone na mysim modelu miazdzycy wykazaty znaczaco wyzsza
ekspresjc GDF15 w zaawansowanych stadiach blaszek miazdzycowych niz w stabilnych
zmianach chorobowych. Co wigcej, GDF15 zwigkszat postep choroby, a obnizenie ekspres;ji
GDF15 poprawiato stabilno$¢ blaszek oraz ograniczato powstawanie nowych (de Jager i wsp.
2011). Z drugiej strony, pojawiaja si¢ takze doniesienia o dzialaniu przeciwzapalnym
1 kardioprotekcyjnym GDF15 (Hsiao i1 wsp. 2022). Wykazano, ze GDF15 fagodzit
uszkodzenie serca w mysim modelu niedokrwienia oraz hamowat apoptoz¢ w hodowanych

in vitro kardiomiocytach poddanych niedokrwieniu (Kempf i wsp. 2006).

5.5 Wplyw czynnikow wydzielanych przez ulegajace starzeniu komorki miesni gladkich

na limfocyty T

Miazdzyca jest choroba zapalna, ktora charakteryzuje si¢ intensywna lokalng aktywnoscia
komorek uktadu odpornosciowego. Badania przeprowadzone w ciggu ostatnich dwoch dekad
zwrocity duzg uwage na potencjalng role limfocytow T jako istotnych czynnikow
napedzajacych i modyfikujacych patogeneze miazdzycy. Co wigcej, badania oparte na
analizach proteomicznych i transkryptomicznych wykazaty, ze limfocyty T CD4+ i CD8+
wystepujace w blaszce miazdzycowej maja wyzszy poziom aktywacji niz limfocyty na
obwodzie (Grivel 1 wsp. 2011, Fernandez 1 wsp. 2019). Wyniki przeprowadzonych przez nas

badan dotyczacych wpltywu SASP na aktywacje limfocytow in vitro sugeruja, ze to wilasnie
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komorki stare moga, przynajmniej czgsciowo, by¢ odpowiedzialne za obserwowane zmiany

w limfocytach.

W zwigzku z zaobserwowanym wplywem czynnikow wydzielanych przez stare komorki
mies$ni gladkich na aktywacj¢ limfocytow i sekrecje okreslonych cytokin przeanalizowaliSmy
wpltyw pecherzykow zewnatrzkomorkowych wydzielanych przez ulegajace starzeniu komorki
VSMC na powyzsze procesy. W przeprowadzonych przez nas badaniach wykazaliSmy,
ze EVs pochodzace od starych komorek VSMC ograniczaly aktywacje limfocytow T. Wzrost
poziomu markeréow aktywacji obserwowali§my wsrdd limfocytow hodowanych w obecnosci
pozywki zebranej znad komorek starych, ktéra byla pozbawiona pecherzykow
zewnatrzkomorkowych. Nie udato si¢ zaobserwowac odwrotnego efektu po podaniu EVsow
do $wiezej pozywki, co sugeruje, ze za wzrost aktywacji w pozywce pozbawionej EVsow
odpowiadajg obecne w medium kondycjonowanym czynniki wydzielane przez stare komorki

VSMC.

W przeprowadzonej przez nas analizie proteomicznej pecherzykow zewnatrzkomorkowych
wydzielanych przez ulegajace starzeniu komoérki VSMC, zidentyfikowaliSmy szereg bialek,
ktére moga regulowa¢ funkcje komodrek odpornosciowych. Jednym z potencjalnych
kandydatéw odpowiedzialnych za obserwowany efekt moze by¢ THSBI1, ktérej podwyzszony
poziom wykazaliSmy w EVs wydzielanych przez ulegajace starzeniu replikacyjnemu jak
1 przyspieszonemu komorki VSMC. Trombospondyna, w zaleznosci od interakcji z wieloma
receptorami, moze odgrywac role prozapalng jak rowniez przeciwzapalng w wielu chorobach
(Lopez-Dee 1 wsp. 2011). Wykazano, ze THSB1 dziata jako inhibitor aktywacji limfocytow T
obnizajac ekspresj¢ CD69 1 poziomu IL-2 w tych komorkach (Li 1 wsp. 2001). Z kolei
badania Vellejo wsp. dowiodly, ze trombospodyna moze by¢ wykorzystywana przez
limfocyty T jako alternatywny niezalezny od CD28 kostymulator TCR/CD3
w reumatoidalnym zapaleniu btony maziowej (Vallejo i wsp. 2001). Ponadto Li i wsp.
Wykazal, ze EVs wydzielane przez mezenchymalne komorki zrebowe grasicy (tMSC)
traktowane LPS zawieraja podwyzszony poziom THSB1 w poréwnaniu z nietraktowanymi
tMSC. Hodowanie limfocytow CD4+ z EVs pochodzacymi z LPS-tMSC powodowalo
zahamowanie proliferacji limfocytow T i sprzyjato réznicowaniu CD4+ w komorki Thl

i Th17 (Lii wsp. 2021).
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Wyniki naszych dos$wiadczen sugeruja zatem, ze trombosondyna obecna w sekretomie
ulegajacych starzeniu komoérek mieéni gladkich moze by¢ jednym z biatek potencjalnie

zaangazowanym w regulacje aktywacji limfocytow T.

W ramach prowadzonych przez nas badan analizowaliSmy takze wplyw czynnikéw SASP na
migracj¢ limfocytow T. WykazaliSmy, ze czynniki wydzielane przez ulegajace starzeniu
komorki VSMC (SIPS 1, SIPS 1V, RS) oraz komorki izolowane z blaszek miazdzycowych
promuja migracj¢ limfocytow T. Niemniej wptyw ten nie rdznil si¢ istotnie od wptywu
czynnikow wydzielanych przez mlode komoérki VSMC. Uzyskane przez nas wyniki stoja
w sprzeczno$ci z danymi opublikowanymi przez Gardner’a i wsp. (Gardner i wsp. 2015),
ktérzy to pokazali istotny wptyw czynnikow wydzielanych przez stare komorki migsni
gladkich na zwickszong migracje monocytow i1 limfocytow. Warto jednak zauwazy¢,
ze w badaniach prowadzonych przez Gardnera i wsp. do indukcji starzenia komoérek migsni
gladkich wykorzystywano bleomycyne. Biorgc pod uwage duzg zmiennos$¢ sekretomu zalezng
rowniez od induktora starzenia, réznice w uzyskanych przez nas i Gardnera wynikach mozna

czesciowo przypisa¢ wilasnie temu czynnikowi.

Komorki uktadu odporno$ciowego, w tym limfocyty T, znajdujace si¢ w blaszce
miazdzycowe] wykazuja oznaki aktywacji, a aktywacja limfocytow T moze prowadzi¢ do
kilku typow odpowiedzi efektorowych 1 wydzielania szeregu cytokin (Hansson 1 wsp. 2006).
Liczne badania przeprowadzone na mysich modelach doswiadczalnych, a takze na probkach
ex vivo pobranych od pacjentéw, wykazaly obecnos¢ w blaszce miazdzycowej réznych
subpopulacji limfocytow T, ktore mialy potencjal promiazdzycowy lub przeciwmiazdzycowy.
Wykazalismy, ze czynniki wydzielane przez komorki VSMC ulegajace starzeniu
w warunkach in vitro, zwlaszcza SIPS IV 1 RS, powoduja wzrost sekrecji niemal wszystkich
analizowanych cytokin przez limfocyty T. Zaobserwowali§my, ze czynniki wydzielane przez
komorki SIPS IV, RS oraz pochodzace z blaszek miazdzycowych (AP) istotnie statystycznie
podnosza poziom wydzielanego przez limfocyty T interferonu gamma (IFN¥). IFNxy jest
cytoking prozapalng, ktora sprzyja tworzeniu si¢ blaszki miazdzycowej 1 wydzielana jest
przez typ limfocytow T pomocniczych, ktory jest najbardziej rozpowszechniony w miazdzycy
(Hansson i wsp. 2006). Zaobserwowali§my takze istotny wzrost poziomu IL-17A wydzielanej
przez limfocyty T eksponowane na czynniki wydzielane przez komorki SIPS IV oraz
pochodzace z blaszek (AP). Badania przeprowadzone na ludziach nie dajg jednoznaczne;j
odpowiedzi dotyczacej roli IL-17A w miazdzycy (Akhavanpoor i wsp. 2017). Z jednej strony

IL-17A moze przyczynia¢ si¢ do niestabilnosci blaszek miazdzycowych i rozwoju choroby
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(Erbel i wsp. 2011), z drugiej za§ wykazano, ze IL-17A stymulowata produkcje kolagenu
przez ludzkie komoérki migéni gtadkich naczyn, przyczyniajacsi¢ tym samym do stabilizacji
blaszki (Gistera i wsp. 2013). Wyzszy poziom wydzielanej IL-17A i1 IFN-y wykazano rowniez
w hodowli ludzkich limfocytow T pochodzacych z blaszki w poréwnaniu z limfocytami T
wyizolowanymi z naczyn zdrowych po stymulacji poliklonalnej (Eid i1 wsp. 2009),
co sugeruje, ze to wlasnie komorki stare obecne w blaszkach mogg przyczynia¢ si¢ stymulacji
produkcji powyzszych cytokin in vivo. Wykazalismy takze, iz czynniki wydzielane przez
stare komorki VSMC (SIPS I, SIPS 1V, RS, AP) istotnie statystycznie podnosza poziom
wydzielanej przez limfocyty T IL-4. W badaniach genetycznie modyfikowanych,
hipercholesterolemicznych myszy apoE—/— 1 Ldlr—/— wykazano proaterogenne dziatanie tej

interleukiny (King i wsp. 2002, Davenport i Tipping 2003).

Zbadalismy takze wplyw pecherzykéw zewnatrzkomoérkowych na produkcje okreslonych
cytokin przez  limfocyty T. Na podstawie przeprowadzonej analizy wykazaliSmy,
ze pecherzyki zewnatrzkomorkowe wydzielane przez ulegajace starzeniu VSMC sprzyjaja
zwigkszonej produkcji IL-17a przez limfocyty T. WykazaliSmy réwniez, iz senEVs indukuja
wydzielanie INF-y (SIPS) i IL-10 (RS). Co ciekawe, INF-y jest cytoking prozapalng petniaca
rol¢ proaterogenng, podczas gdy IL-10 dziata ochronnie (Saigusa i wsp. 2020).

Podsumowujac, na podstawie przeprowadzonych analiz wykazaliSmy, ze czynniki wydzielane
przez ulegajace  starzeniu komorki VSMC, a w  szczeg6lnosci  pecherzyki
zewnatrzkomorkowe, moga zwicksza¢ wydzielanie okreslonych cytokin przez limfocyty T

1 w ten sposob aktywnie modulowac srodowisko zapalne blaszki miazdzycowe;.

Oprocz limfocytow T, najliczniejszymi komodrkami odpornosciowymi wystepujacymi
w blaszce miazdzycowej sa monocyty 1 makrofagi. Odgrywaja one szczeg6lng role
w akumulacji cholesterolu, przebudowie macierzy, wydzielaniu cytokin oraz usuwaniu
resztek martwych komorek. Monocyty naciekajgce blaszke miazdzycowa moga réznicowac
w makrofagi zapalne lub przeciwzapalne. W opublikowanej przez nas pracy (Gluchowska i
wsp. 2022) wykazaliSmy takze wptyw pecherzykow zewnatrzkomorkowych wydzielanych
przez ulegajace starzeniu komorki VSMC na réznicowanie monocytéw o polaryzacji M1/M2,
ktore charakteryzuja si¢ prozapalnymi wiasciwosciami. Co wigcej, senEVs wydzielane przez
VSMC znaczaco zwigkszaly poziom TNF-o wydzielanego przez monocyty posrednie

(CD14+CD16+) i nieklasyczne (C14+CD16++). Wykazano, ze TNF-a odgrywa kluczowag
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role w rozwoju miazdzycy (Branen i wsp. 2004), a jej niedobdr przyczynia si¢ do

zmniejszenia stanu zapalnego blaszki miazdzycowej (Ohta i wsp. 2005).

Przeprowadzone przez nas badania wskazuja, ze skladniki SASP, w tym pecherzyki
zewnatrzkomorkowe, wydzielane przez ulegajace starzeniu komorki migsni gladkich naczyn
wptywaja na funkcje komorek uktadu odpornosciowego. Co wigcej, mogg przyczyniac si¢ do
powstawania stanu zapalnego poprzez stymulacj¢ wydzielania cytokin prozapalnych przez
limfocyty T i monocyty. Zatem uzyskane przez nas wyniki wzmacniajg rol¢ komorek starych

VSMC jako waznego czynnika wywotujacego stan zapalny w miazdzycy.
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6. Podsumowanie i wnioski

6.1 Podsumowanie

Scharakteryzowano i poréwnano fenotyp starzenia przyspieszonego ludzkich komoérek
migséni gladkich aorty, preadipocytow oraz fibroblastéw indukowanych za pomoca
doksorubicyny oraz nadtlenku wodoru.

Wykazano, ze zar6wno komorki indukowane do starzenia, jak i bedace w stanie
spoczynku, charakteryzowaty si¢ spadkiem potencjatu proliferacyjnego. Niemniej,
populacje tych komoérek réznity si¢ rozktadem komoérek w réznych fazach cyklu
komorkowego.

Wykazano réznice w poziomie wybranych bialek pomiedzy komorkami
proliferujacymi 1 czesciowo zatrzymanymi w cyklu, a komodrkami starymi,
nieproliferujgcymi.

Scharakteryzowano 1 poréwnano starzenie replikacyjne i1 przyspieszone ludzkich
komorek miegsni gltadkich aorty na wczesnym 1 p6znym etapie tego procesu.

Wykazano, ze fenotyp komorek starych zmienia si¢, a pewne zmiany obserwowane na
wczesnych etapach pogtebiajg sie¢ w miarg uptywu czasu od zatrzymania proliferacji 1
osiggniecia maksymalnego poziomu starzenia w badanej populacji, definiowanych
jako najwicksza liczba komorek o podwyzszonej aktywnosci SA-B-gal 1 najmniejsza
liczba komorek zdolnych do wbudowywania BrdU. Cechami fenotypu starzenia, ktore
zmieniaty si¢ wraz z czasem byly: aktywnos$¢ SA-B-gal, spadek poziomu biatka
HMGBI i laminy B1 oraz wzrost poziomu biatka pl16. Co wigcej fenotyp komorek
starych, bedacych na pdznym etapie jest zblizony do fenotypu komodrek ulegajacych
starzeniu replikacyjnemu i rézni si¢ od komoérek na wezesnych etapach starzenia.

Wykazano, ze ludzkie komorki migsni gladkich wyizolowane 2z blaszek
miazdzycowych sg wzbogacone o populacje komorek starych (starzenie in vivo).

W komorkach migéni gladkich izolowanych z blaszek miazdzycowych wykazano
spadek poziomu biatek: Ki67, laminy Bl, HMGBI, cykliny B1, PCNA, ktory
obserwowano takze w komorkach VSMC ulegajacych starzeniu w warunkach in vitro.
W komorkach tych obserwowano takze podwyzszony poziom biatek p21 oraz p16.

Wykazano, ze komorki migéni gladkich ulegajace starzeniu in vitro oraz in vivo
charakteryzuja si¢ zwigkszonym wydzielaniem okreslonych biatek. Co wigcej, biorgc
pod uwage sklad biatkowy sekretomu, stwierdzono, ze profil wydzielniczy komorek
mieg$ni gladkich izolowanych z blaszek miazdzycowych w znacznym stopniu
przypomina profil wydzielniczy komorek ulegajacych starzeniu replikacyjnemu oraz
przyspieszonemu na péznym etapie tego procesu
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e Wykazano, ze ulegajace starzeniu komorki miesni gladkich aorty (RS 1 SIPS)
wydzielaja zdecydowanie wigcej pecherzykow zewnatrzkomorkowych —anizeli
komorki mtode. Nie zaobserwowano réznic w ilosci wydzielanych EVs pomigdzy
tymi dwoma typami starzenia.

e Analiza proteomiczna pecherzykow zewnatrzkomoérkowych oraz  czynnikéw
rozpuszczalnych wykazata rdznice w skladzie sekretomu komorek mtodych i starych,
jak 1 pomigdzy starymi (RS vs SIPS).

e Wykazano, ze czynniki wydzielane przez stare komorki migéni gladkich aorty
wplywaja na aktywacje ludzkich limfocytow T, niemniej EVs moga regulowac
aktywacje komorek uktadu odpornosciowego poprzez czesciowe jej hamowanie.

e Czynniki wydzielane przez stare komorki migéni gladkich aorty, w tym pecherzyki
zewnatrzkomorkowe, promujg sekrecj¢ niektorych cytokin produkowanych przez
limfocyty T.

6.2 Whnioski

1. Bialka lamina B1, HMGBI, PARP1 oraz cyklina B1 sg uniwersalnymi markerami
rozrdzniajacymi komorki stare od komoérek proliferujagcych i czgsciowo zatrzymanych
w cyklu komorkowym.

2. Podwyzszony poziom biatka p16 moze wystepowaé na okreslonym etapie procesu
starzenia, lub by¢ zaleznym od czynnika wywolujacego starzenie. Kwestionuje to
wykorzystanie analizy poziomu tego bialka, jako wiarygodnego markera komorek
starych.

3. Podwyzszony poziom biatek p21 i p16 w komoérkach migsni gtadkich izolowanych z
blaszek miazdzycowych moze §wiadczy¢ o réznicach w procesie starzenia
zachodzacego w warunkach hodowli in vitro i w organizmie.

4. Fenotyp sekrecyjny komorek starych rézni si¢ ilo§ciowo i jakosciowo pod wzgledem
wydzielanych czynnikow w czasie i w zalezno$ci od rodzaju starzenia, co dowodzi jego
ztozonosci 1 roznorodnosci, jak rowniez moze wskazywa¢ na odmienne funkcje
petnione w tkance.

5. Czynniki wydzielane przez stare komoérki migsni gladkich aorty, w tym pecherzyki

zewnatrzkomorkowe, wplywaja na funkcjonowanie limfocytow T, promujac rozwoj
stanu zapalnego bezposrednio w blaszkach miazdzycowych.
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Ryc. S.1 Analiza ilosciowa preadipocytow i fibroblastow zdolnych do syntezy DNA (komoérki wbudowujace
BrdU). Na wykresach przedstawiono $rednie warto$ci + SD, n=3. Tabele umieszczone pod wykresami ilustruja
wynik analizy statystycznej wykonanej za pomoca jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA (* p<0.05; **
p<0.01; *** p<0.001 i **** p<0.0001).

183



>

Preadipocyty Fibroblasty
=+ 100+ ) < 100+ .
x Em Ki67+- ¥ mEn Ki67+/-
< 80+ = K67+ g
- +
& 601 8
x x
$ 407 H202 s
2 g
204
2 2
B ®
z g z
w w
1 2 3 4 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 7 8 9
komérki komom komorki stare komorki komorki komorki stare
spoczynkowe proliferujace spoczynkowe proliferujace
Q) Q)
— (Q) proliferujace stare | ns | —_— (Q) proliferujace stare
' .
1 2 3 4,5 6 7 8.9 — 1/2 3 4 5 6 /7 8 9
— e -t
@ LR a
~ ~| ~
) .| ™
= =
] Bl
n n
o o
gl ~ gl ~
% o B e
) )
. 9 g
B. "E.g = 5 Komérki stare S X S Komérki stare
S E:E EE
gAY oox wo o5 oox wo
Ki67 Ki67
GAPDH SR

¥
e
-

Ryc. S.2 A. Analiza ilosciowa preadipocytow i fibroblastow z ekspresja Ki67 z uwzglednieniem réznego
poziomu tego biatka w komorkach. Na wykresie przedstawiono $rednie wartosci £ SD, n=3. Tabele umieszczone
ponizej wykresow ilustruja wynik analizy statystycznej wykonanej za pomoca jednoczynnikowej analizy
wariancji ANOVA (* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 i **** p<0.0001). B. Analiza poziomu biatka Ki67
metoda Western blotting w preadipocytach (lewa strona) oraz fibroblastach (prawa strona). Na rycinie
przedstawiono reprezentatywny dla trzech powtorzen blot.

R

3

®
~

3 R

24n

§ § 3 232

!

i

184



Preadipocyty Fibroblasty

.- .-
x| © x| © B
3| = . 3|2 R :
gl 2 g Komorkistare g 3 g Komorkistare
75 _Dbox H202 =3 DOX  H202
I r
—— ————c=

48h

ﬁ ° v ° hd
& L ~ L ~

£
B

4

FBS(-)
onfl
24nh
8h
72n
3d
7d
3d
7d
FBS(-)
konfl

K

Ryc. S.3 Analiza poziomu bialek za pomoca techniki Western Blot w preadipocytach i fibroblastach. Na rycinie
przedstawiono reprezentatywne dla trzech powtorzen bloty.

185



6Ckine Axi BTC

-~
-
»
w
~
o

xxx

w
-
[

=
o
~

Fd

»

ey
°
“»

krotnose zmian log10]
- ~
kretneéé zmian flog10]

kratnoéé zmian [log10]
krotnodé zmian flogl0)
; ¢

o
2
Iy
4"/
%,
2
)
o
°
o
o

@‘@é&

%,
3,
o
%6
¢
%
Ao
o
3,

CCL28 CTACK CXCL16

sane

-
w
-
»
~
o

»

©

-
»

-

»

e
o
&
o

hod
»

o
o

krotnosé zmian Jog10)
o -
“w o

krotnosc zmian flog10]
krotnose zmian flog10]

kretnese zmian flog10]

00

©
©°
o
©

N Qe oR AP I
F L T S e ¢ F
Ly Sy

ENA-78 Eotaxin-3 GCP-2 IL-28A

~
o
N
«»
.
.

N
o
N
o

-
©w
-
w

-
o
o
o

bt
©»
o
«»

krotnosc zmian Jog10]
krotnose zmian Jog10]
kretnosé zmian Jog10)

o
o

$° & &R & & 8
e"ﬂ”e\qﬁ ,}«"‘fﬁ ¥

IL-18 BPa

w

“ee

20 o 20

~

kretnodé zmian fog10)
b
kretnodé zmian fog10)
P
kratnoéé zmian flog10)

Ryc. S.4 Analiza poziomu wydzielanych przez komorki migséni gladkich naczyn czynnikow nalezacych do
chemokin. Wykresy przedstawiaja krotno$¢ zmian poziomu analizowanego czynnika wzgledem kontroli.
Wykresy przedstawiajg wartosci $rednie = SEM, liczba powtorzen n=3 (SIPSI, SIPS IV i RS) i n=10 (AP).
Istotnos¢ statystyczng sprawdzano testem t-studenta wobec poszczegdlnych wariantow doswiadczenia. 6Ckine
(CCL21) — ligand chemokiny CC21; AxI — receptor kinazy tyrozynowej; BTC - betacelulina; GRO — onkogen
zwigzany ze wzrostem; CCL28 — ligand chemokiny CC28; CTACK (CCL27) — ligand chemokiny CC27,
CXCLI16 — ligand chemokiny 16, IL-9/284/17F — interleukina 9/28A/17F; ENA-78 — peptyd aktywujacy
neutrofile; Exotaxin-3 — eotaksyna 3; GCP-2 — biatko chemotaktyczne granulocytow; HCC-1/4 — ludzka
chemokina CC-1/ CC-4
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Ryc. S.5 Analiza poziomu wydzielanych przez komorki migséni gladkich naczyn czynnikow nalezacych do
chemokin. Wykresy przedstawiaja krotno$¢ zmian poziomu analizowanego czynnika wzgledem kontroli.
Wykresy przedstawiajg wartosci $rednie = SEM, liczba powtorzen n=3 (SIPSI, SIPS IV i RS) i n=10 (AP).
Istotno$¢ statystyczng sprawdzano testem t-studenta wobec poszczegoélnych wariantow doswiadczenia. IP-10 —
biatko indukowalne interferonem x; I-7AC — indukowany interferonem alfa chemoatraktant komorek T; LIF —
czynnik hamujacy biataczke; IL-29/31 — interleukina 29/31; LIGHT — czlonek nadrodziny ligandowczynnnika
martwicy nowotworu 14; Lymphotactin - limfotaktyna; MCP-2/3/4 — biatko chemotaktyczne monocytow 2/3/4;
MDC — chemokina pochodzaca z makrofagow; MPIF-1 — mieloidowy progenitorowy czynnik hamujacy - 1;
MIF — czynnik hamujacy migracje makrofagow; MIP-3a/3b — makrofagowe biatko zapalne 3a/3b; MSPa —
biatko rusztowania btonowego alfa
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Ryc. S.6 Analiza poziomu wydzielanych przez komoérki migsni gladkich naczyn czynnikow nalezacych do
chemokin. Wykresy przedstawiaja krotno$¢ zmian poziomu analizowanego czynnika wzgledem kontroli.
Wykresy przedstawiajg wartosci $rednie £ SEM, liczba powtorzen n=3 (SIPSI, SIPS IV i RS) i n=10 (AP
Istotnos¢ statystyczng sprawdzano testem t-studenta wobec poszczegélnych wariantow doswiadczenia.
OPN - osteopontyna; PARC — chemokina plucna regulowana aktywacja; PF4 — czynnik ptytkowy 4; NAP-2 —
peptyd aktywujacy neutrofile; SDF-1a — czynnik pochodzacy z komoérek zrgbowych; TARC — chemokina grasicy
regulowana aktywacja; TECK (CCL25) — chemokina wyrazana w grasicy, ligand chemokiny 25; TSLP —
limfopoetyna zrebu grasicy.
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Ryc. S.7 Analiza poziomu wydzielanych przez komorki migséni gladkich naczyn czynnikow nalezacych do
czynnikow wzrostu. Wykresy przedstawiajg krotno$¢ zmian poziomu analizowanego czynnika wzgledem
kontroli. Wykresy przedstawiaja wartosci Srednie = SEM, liczba powtdrzen n=3 (SIPSI, SIPS IV i RS) i n=10
(AP). Istotnos$¢ statystyczng sprawdzano testem t-studenta wobec poszczegdlnych wariantow doswiadczenia.
AR — receptor androgenowy; BDNF — czynnik neutrotroficzny pochodzacy z moézgu; bFGF — podstawowy
czynnik wzrostu fibroblastow; EG-VEGF — czynnik wzrostu $rodblonka naczyn pochodzacy z gruczotow
dokrewnych; BMP-4,5,7 — biatko morfogenetyczne kosci; GDF-15 — roznicujacy czynnik wzrostu 15; b-NGF —
czynnik wzrostu beta nerwow; EGF — naskorkowy czynnik wzrostu; HB-EGF — naskorkowy czynnik wzrostu
wigzacy heparyng; FGF-4,7 — czynnik wzrostu fibroblastow 4, 7; GDNF — czynnik neutrotroficzny pochodzacy
z komorek glejowych; GH — hormon wzrostu.

189



IGFBP-2 IGFBP-3 IGFBP-4 IGFBP-1

. 25 v 1.5 s
5 5 5 s
§. §.,.° §, 1.0 §.
= = = 05- cho
a ‘s 18 5 S
& E " E 004 3
33 : Ig ' ig 05 go,s
3 §os % 1.0 B
x 2 X %
: 0.0 ASL——— 0.0
SIPONPANE R B o @ SIS
S & S
IGFBP-6 IGF Insulin HGF
=" 22 eesene =7 6 e _20- . - 154
= . s . "
5. % - § s Tl =
1 ol
5 5 § 10 ‘
h %] h i - f 0%
:‘§’ ig 0- :g 7 ~§»
-1 0.0
3 B B %7 5
< - s
. NS @R " N QPR ) W B VST
S & o v F PN E * S @R P R
‘o@’ & 8 ‘006 2 £ ‘ve‘s f R 'é\‘o Q\Q Q\Q"’ € ¥
MCSF R NGF R PIGF
10+ - 20 hid 10 e
= = L e - °§oa
. . e '
g o — 21,5 goe K3
[ § § os g“
£ g 10 3 o Foa
2 0.0+ 2 0 0. §
g 8os ] 02 §o2
g g -3 B
0.8 +——1—1—1— X 0.0 0e
F & o
.’o“'6 S of ‘o‘"“ o
NT-4 OPG PDGF-AA TGFa
0.6+ 15+ 2.0- _1s
=) S =y o
B oa- - B 104 B 18- . E
3 - & = . 10
- § 054 § 10 =
E 021 E E 3
s 3 0.0 B 0.5+ g os
§ ™ § 05 § 0.0+ 5
2 2 ¥ 2
N e — 104 ol .
FLet €W PEe € F Fol St €
& & S S

Ryc. S.8 Analiza poziomu wydzielanych przez komorki migsni gladkich naczyn czynnikow nalezacych do
czynnikow wzrostu. Wykresy przedstawiajg krotno$¢ zmian poziomu analizowanego czynnika wzgledem
kontroli. Wykresy przedstawiaja wartosci $rednie £ SEM, liczba powtdorzen n=3 (SIPSI, SIPS IV i RS) i n=10
(AP). Istotnos$¢ statystyczng sprawdzano testem t-studenta wobec poszczegdlnych wariantow doswiadczenia.
IGFBP — biatko wiazace insulinopodobny czynnik wzrostu; /GF — insulinopodobny czynnik wzrostu; HGF —
czynnik wzrostu hepatocytow; MCSF R — czynnik stymulujacy koloni¢ makrofagéow; NGF — czynnik wzrostu
nerwow; NT — neurotrofina; PIGF — lozyskowy czynnik wzrostu; OPG — osteoprotegeryna; PDGF —
ptytkopochodny czynnik wzrostu; 7GFa — transformujacy czynnik wzrostu alfa.
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Ryc. S.9 Analiza poziomu wydzielanych przez komorki migéni gladkich naczyn czynnikow nalezacych do
czynnikow wzrostu. Wykresy przedstawiajg krotno$¢ zmian poziomu analizowanego czynnika wzgledem
kontroli. Wykresy przedstawiaja wartosci Srednie = SEM, liczba powtdrzen n=3 (SIPSI, SIPS IV i RS) i n=10
(AP). Istotnosc¢ statystyczna sprawdzano testem t-studenta wobec poszczegélnych wariantow doswiadczenia.

SCF — czynnik komorek macierzystych; TGFb — transformujacy czynnik wzrostu; VEGF — czynnik wzrostu
sroédbtonka naczyniowego.
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Ryc. S.10 Analiza poziomu wydzielanych przez komoérki migéni gltadkich naczyn czynnikow nalezacych do
czynnikow zapalnych. Wykresy przedstawiaja krotno$¢ zmian poziomu analizowanego czynnika wzgledem
kontroli. Wykresy przedstawiaja wartosci $rednie £ SEM, liczba powtdorzen n=3 (SIPSI, SIPS IV i RS) i n=10
(AP). Istotnos$¢ statystyczng sprawdzano testem t-studenta wobec poszczegdlnych wariantow doswiadczenia.
BLC — chemoatraktant limfocytow B; IL — interleukina; G-CSF — czynnik stymulujacy koloni¢ granulocytow;
GM-CSF — czynnik stymulujacy koloni¢ granulocytow i makrofagéw; I-309 (CCLI) — ligand chemokiny 1;
ICAM-1 — migdzykomoérkowa czasteczka adhezyjna; /FNg — interferon gamma.
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Ryc. S.11 Analiza poziomu wydzielanych przez komoérki migéni gltadkich naczyn czynnikow nalezacych do
czynnikow zapalnych. Wykresy przedstawiaja krotno$¢ zmian poziomu analizowanego czynnika wzgledem
kontroli. Wykresy przedstawiaja wartosci $rednie £ SEM, liczba powtdorzen n=3 (SIPSI, SIPS IV i RS) i n=10
(AP). Istotnosc¢ statystyczna sprawdzano testem t-studenta wobec poszczegélnych wariantow doswiadczenia.
IL — interleukina; MCP-1 — biatko chemoatraktacyjne dla monocytow; MIP-1b — biatko zapalne makrofagow;
MCSF — czynnik stymulujacy koloni¢ makrofagéw; MIG (CXCL9) — monokina indukowana przez interferon
gamma; RANTES — chemokina limfocytow T regulowana aktywacja.
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Ryc. S.12 Analiza poziomu wydzielanych przez komoérki migéni gltadkich naczyn czynnikow nalezacych do
czynnikow zapalnych. Wykresy przedstawiaja krotno$¢ zmian poziomu analizowanego czynnika wzgledem
kontroli. Wykresy przedstawiaja wartosci $rednie £ SEM, liczba powtdorzen n=3 (SIPSI, SIPS IV i RS) i n=10
(AP). Istotnos¢ statystyczna sprawdzano testem t-studenta wobec poszczegélnych wariantow doswiadczenia.
MIP-1d — biatko zapalne makrofagow; PDGF-BB — ptytkowy czynnik wzrostu; T/MP — tkankowe inhibitory

metaloproteinaz; TNF — czynnik martwiczy nowotworu.
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Ryc. S.13 Analiza poziomu wydzielanych przez komoérki migéni gltadkich naczyn czynnikow nalezacych do
metaloproteinaz. Wykresy przedstawiaja krotno$¢ zmian poziomu analizowanego czynnika wzgledem kontroli.
Wykresy przedstawiajg wartosci $rednie = SEM, liczba powtorzen n=3 (SIPSI, SIPS IV i RS) i n=10 (AP).
Istotno$¢ statystyczng sprawdzano testem t-studenta wobec poszczegélnych wariantow doswiadczenia. MMP —
metaloproteinaza macierzy; T/MP — tkankowe inhibitory metaloproteinaz
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Tabela S.1 Lista biatek o istotnie (p<0.05) zwickszonym poziomie sekrecji zidentyfikowanych w pecherzykach
zewnatrzkomoérkowych wydzielanych przez ulegajace starzeniu komorki VSMC, ktore zostaty przypisane do
kategorii: Procesy uktadu odpornosciowego (GeneOntology Immune System Processes GO:0.002.376).

wspolne dla SIPS i RS wylacznie w SIPS wylacznie w RS
SERPINC1, KRT-16, H-TRAI, = WNT5A, A2M, DNM2, CLU, C5, ARG]I, PRSS3, TXNDC5, CAT,
THSB1, GAS6, FGB, HBB, THBS4, PRKG1, CAPN1, HRNR, CALR, PDIA3, CANX,
DYNCIL12, MME, PYGL, VIM, PTX3, PSMBS, AIMP1, PXDN,  CTSD, DSG1, CTSA, HEXB,
SERPINE1, PRDX2, PGMI, ACTNI, RRAS, COLIAL, ZYX, PRDXI, PARK7, PRNP,
GSN, GLB1, CTSB, KTF5SB, DSC1, PFKL, GREM1, KLCI, PSMD4, APOB, PBEF1,
DPP4, GPX1, DYNCI1HI, LRP1, FTL, ALDOC, COLIA2, APOA4, SEC22B, PRDX3, VCP, HSPAOY,
ACTR 1A, CLTC, NBCTIN2, AP2B1, CIR, SEC3IL1, FTHI, PGM3, FLNB, VCL, APEH
RABG6A, ITGB3, DCTNI, CIS, TUBB, DCTN2, PKM,
TNFRSF10B, FLNA, CKAP4 XRCC6, DYNCIIJ I, C3, ANPEP,

AHCY, SSC5D, MTHFDI,
PSMC2, PSMD1, PSMD12,
EMLIN1, CCT2, PSMCS, VAT 1
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