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Wykaz skrotéw

53BP1

AEBP2
ANLN
AP

ATM

ATR

AURKB

CAF-1

CcDh
CDK

ChIP-seq

CHK
CLDN1
CpG
CsSD

CTCF

CTRL
CUR
DDR
DEG
DNMT

DOX

(ang. p53-binding protein 1) — biatko wigzace sie do supresora nowotworu p53
rozpoznajace uszkodzenie podwadjnej nici DNA

(ang. Adipocyte Enhancer-Binding Protein 2) — biatko kompleksu PRC2
(ang. Anillin) — anillina
(ang. Atherosclerotic plaque) — komérki blaszki miazdzycowej

(ang. Ataxia telangiectasia mutated) — kinaza biatkowa biorgca udziat w odpowiedzi
na uszkodzenia DNA

(ang. Ataxia telangiectasia and Rad3 related) — kinaza biatkowa biorgca udziat
w odpowiedzi na uszkodzenia DNA

(ang. Aurora kinase B) —kinaza Aurora B

(ang. Chromatin Assembly Factor-1) — kompleks biatkowy sktadajgcy sie z wielu
podjednostek, odpowiedzialny za tworzenie nukleosoméw poprzez umieszczanie
nowosyntetyzowanych histonéw na nici DNA

(ang. Chromo domain) — domena chromo biatka HP1a
(ang. Cyclin-dependent kinase) — kinazy zalezne od cyklin

(ang. Chromatin immunoprecipitation coupled with Next-Generation Sequencing) —
immunoprecypitacja chromatyny sprzezona zsekwencjonowaniem nastepnej
generacji

(ang. Checkpoint kinase) — kinaza punktu kontrolnego

(ang. Claudin-1) — klaudyna-1

(ang. Cytosine-guanine dinucleotide) — dinukleotyd cytozyna-guanina
(ang. Chromoshadow domain) — domena chromoshadow biatka HP1a

(ang. CCCTC-binding factor) — biatko wigzace sie do DNA, wyznaczajace granice TAD;
represor transkrypcji

(ang. Control) — komérki kontrolne

(ang. Curcumin) — komérki traktowane kurkuming lub kurkumina

(ang. DNA-damage response) — odpowiedz na uszkodzenia DNA

(ang. Differentially Expressed Genes) — geny ulegajgce zréznicowanej ekspresji
(ang. DNA methyltransferase) — metylotransferaza DNA

(ang. Doxorubicin) — komarki traktowane doksorubicyng lub doksorubicyna

11



E2F (ang. E2 transcription factor) — rodzina czynnikdw transkrypcyjnych regulujgcych cykl

komérkowy
EED (ang. Embryonic Ectoderm Development) — biatko kompleksu PRC2
EGF (ang. Epidermal growth factor) — nabtonkowy czynnik wzrostu
EZH1/2 (ang. Enhancer of Zeste 1/2) — biatko EZH1 lub EZH2 kompleksu PRC2
FC (ang. Fold Change) — krotnos¢ zmian w poziomie ekspresji genu lub biatka
FDR (ang. False Discovery Rate) — poziom wykrycia wynikéw fatszywie pozytywnych
GO (ang. Gene Ontology) — struktura hierarchiczna produktéw gendw opisujgca ich

funkcje molekularne, procesy biologiczne oraz sktadniki komérkowe
H2AX (ang. H2A histone family member X) — wariant histonu H2A

H3K27me3 (ang. Histone 3 lysine 27 trimethylation) — trimetylacja lizyny 27 histonu H3

H3K4me3 (ang. Histone 3 lysine 4 trimethylation) — trimetylacja lizyny 4 histonu H3
H3K9Ac (ang. Histone 3 lysine 9 acetylation) — acetylacja lizyny 9 histonu H3
H3K9me3 (ang. Histone 3 lysine 9 trimethylation) — trimetylacja lizyny 9 histonu H3
HAT (ang. Histone acetyltransferase) — acetylotransferaza histonéw

HBB (ang. Hemoglobin subunit beta) — B-globina

HDAC (ang. Histone deacetylase) — deacetylaza histonéw

HDM (ang. Histone demethylase) — demetylaza histonéw

HGPS (ang. Hutchinson-Gilford progeria syndrome) — zesp6t Hutchinsona-Gilforda
HMGB1 (ang. High mobility group box-1) — biatko o wysokiej ruchliwosci typu 1
HMT (ang. Histone methyltransferase) — metylotransferaza histonéw

HPla (ang. Heterochromatin protein 1 subunit alpha) — biatko heterochromatyny

podjednostka alfa

HR (ang. Hinge region) — obszar tgcznikowy miedzy domeng CD i CSD biatka HP1a

IL (ang. Interleukin) — interleukina

INCENP (ang. Inner centromere protein) — wewnetrzne biatko centromeru

JARID2 (ang. Jumonji and AT-Rich Interaction Domain Containing 2) — biatko kompleksu
PRC2.2

KDM (ang. Histone lysine demethylase) — demetylaza lizyn w histonach

LAD (ang. Lamina-associated domains) — domeny heterochromatyny zwigzanej z laming

LBR (ang. Lamin B receptor) — biatko wigzgce laminy z heterochromatyna
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LMNA/C
LMNB1
LLPS
MMP
NE

NES

NLS

NPC
PBS
PCA
PCL
PML
PRC1, PRC2
PS
PTM
Rb
RFC
RFT
RPA
RS

SA-B-gal

SASP

SETD1

SIPS

SIRT

(ang. Lamin A/C) — laminy typu A/C

(ang. Lamin B1) —lamina B1

(ang. Liquid-liquid phase separation) — separacja faz ciecz-ciecz

(ang. Matrix metalloproteinase) — metaloproteinaza macierzy zewnatrzkomérkowej
(ang. Nuclear envelope) — otoczka jagdrowa

(ang. Nuclear export signal) — sekwencja w budowie biatka umozliwiajgca jego eksport
na zewnatrz jadra komérkowego

(ang. Nuclear localization signal) — sekwencja w budowie biatka umozliwiajgca jego
import do wnetrza jgdra komdrkowego

(ang. Nuclear pore complex) — biatka tworzgce pory jagdrowe

(ang. Phosphate-buffered saline) — roztwor buforowanej fosforanem soli fizjologicznej
(ang. Principal component analysis) — analiza gtéwnych sktadowych

(ang. Polycomb-like proteins) — grupa biatek wchodzgcych w sktad kompleksu PRC2
(ang. Promyelocytic leukemia protein) — biatko biataczki promielocytowej

(ang. Polycomb Repressive Complex 1, 2) — represyjny kompleks PRC1 i PRC2

(ang. Premature senescence) — starzenie przyspieszone

(ang. Post-translational modification) — potranslacyjne modyfikacje

(ang. Retinoblastoma protein) — biatko retinoblastoma

(ang. Replication factor) — replikacyjny czynnik C

(ang. Reactive oxygen species) — reaktywne formy tlenu

(ang. Replication protein A) — biatko replikacyjne A

(ang. Replicative senescence) — starzenie replikacyjne

(ang. Senescence-associated B-galactosidase) — enzym B-galaktozydaza zwigzana ze
starzeniem

(ang. Senescence-associated secretory phenotype) — fenotyp sekrecyjny zwigzany ze
starzeniem

(ang. SET Domain Containing 1) — biatko kompleksu PRC2

(ang. Stress-induced premature senescence) — starzenie przyspieszone indukowane
stresem

(ang. Silent information regulator T) - sirtuiny
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(ang. SET and MYND Domain Containing 3) — metylotransferaza histonow zawierajaca
domeny SET i MYDN3

(ang. Suppressor of Variegation 3-9 Homolog 1) — metylotransferaza supresora
réznorodnosci 3-9 homolog 1,

(ang. SUZ12 Polycomb Repressive Complex 2 Subunit) — biatko kompleksu PRC2
(ang. Topologically associated domains) — domena topologiczna,

(ang. Ten-eleven translocation family enzymes) — demetylaza DNA nalezgca do rodziny
TET

(ang. Transcription start site) — miejsce startu transkrypcji

(ang. Vascular endothelial growth factor) — czynnik wzrostu srédbtonka naczyn

(ang. Vascular smooth muscle cells) — komérki miesni gtadkich naczyn krwionosnych
(ang. WD Repeat Domain 5) — gen kodujgcy metylotransferaze histonow

(ang. Zinc-finger protein) — biatko wigzgce DNA zawierajgce motyw palca cynkowego

(ang. Zona Occludens-1) — biatko strefy zamykajacej obecne w potaczeniach Scistych
miedzy komdrkami



Streszczenie

Spodziewana $rednia dtugosé zycia cztowieka nieustajgco rosnie. Negatywnym skutkiem tego zjawiska
jest coraz czestsze wystepowanie choréb zwigzanych z wiekiem, zwtaszcza choréb uktadu krazenia,
ktore wedtug WHO nadal pozostajg dominujgca przyczyna zgondw na swiecie. Do najczestszych choréb
zaliczajg sie nadcisnienie, niewydolno$¢ serca i zawat, tetniak aorty oraz udar mézgu. u podstaw tych
schorzen lezy rozwdj miazdzycy, czyli zapalnej choroby tetnic prowadzgcej do zwezenia Swiatfa
naczynia poprzez wytworzenie stabilnej lub niestabilnej (tworzgcej najwieksze zagrozenie dla zdrowia)
blaszki miazdzycowej. Badania dowiodty, ze jednym z gtéwnych typow komérek odpowiedzialnych za
kondycje naczyn oraz stabilnos¢ blaszki miazdzycowej sg komadrki miesni gtadkich naczyn (vascular
smooth muscle cells —VSMC). VSMC izolowane z blaszki wykazujg wiele cech starzenia komadrkowego.

Starzenie komdrkowe jest nieodwracalnym zatrzymaniem cyklu komdrkowego zzachowaniem
petnych, aczkolwiek zmienionych, funkcji metabolicznych. Do starzenia moze dojs$¢ zaréwno na drodze
wyczerpania zdolnosci komérki do podziatow (starzenie replikacyjne — RS), jak i w wyniku stresu
(starzenie przyspieszone — PS). Oba typy starzenia powodujg szereg zmian morfologicznych komaérki,
a w szczegdlnosci zmian na poziomie jagdra komdrkowego i ekspresji gendw. Obserwuje sie stopniowy
spadek zawartosci skondensowanej heterochromatyny na rzecz rozluznionej euchromatyny. Jest to
spowodowane miedzy innymi utratg histondw, zaburzeniem réwnowagi miedzy represyjnymi
a aktywujgcymi modyfikacjami potranslacyjnymi histonéw oraz uposledzeniem dziatania enzymow
modelujgcych histony czy biatek stabilizujgcych strukture chromatyny. Jednym z takich biatek jest
HP1la (ang. Heterochromatin Protein 1 subunit o — biatko heterochromatyny 1 podjednostka a), ktére
poprzez przytaczanie sie do trimetylowanej lizyny 9 histonu 3 (H3K9me3) powoduje kondensacje
i stabilizacje chromatyny oraz wyciszenie genéw.

Wstepne badania prowadzone w Pracowni Molekularnych Podstaw Starzenia wykazaty, ze podczas
starzenia replikacyjnego znaczaco spada poziom zaréwno modyfikacji H3K9me3 jak i biatka HP1a oraz
dochodzi do reorganizacji HP1a w jadrze, czyli tworzenia sie wielu wyraznych skupisk. W zwigzku z tym,
celem niniejszej rozprawy byta analiza zmian w poziomie, organizacji oraz wptywie na ekspresje genéw
wybranych modyfikacji histonu H3 oraz zbadanie jak to sie przektada na zmiany struktury chromatyny
w komoédrkach poddanych réznym typom starzenia. Dodatkowo prébowano pozna¢ udziat HPla
w procesie starzenia. Nastepnie poréwnano zmiany zachodzgce w VSMC in vitro z tymi zachodzgacymi
in vivo w komadrkach miesni gtadkich pochodzacych z blaszek miazdzycowych. Ostatnim zadaniem byta
weryfikacja uniwersalnosci zmian w upakowaniu chromatyny towarzyszacych starzeniu na przykfadzie
ludzkich fibroblastéw.

Gtéwny model badawczy stanowity VSMC, ktére poddano starzeniu RS i PS. Czynnikami indukujgcymi
PS byta doksorubicyna oraz kurkumina. Ten sam model eksperymentalny zastosowano w przypadku
fibroblastow. Ponadto, analizie poddano komoérki miesni gtadkich pochodzace z blaszek
miazdzycowych wyizolowane od 6 pacjentow.

Szczegdtowa analiza struktury jadra oraz chromatyny w VSMC wykazata znaczace rdznice zalezne od
typu starzenia ipozwolita wytypowaé parametry odrdzniajagce starzenie przyspieszone od
replikacyjnego. Zastosowanie jednego z tych parametréw — wielkosci powierzchni jadra specyficznej
dla VSMC- utatwito identyfikacje starych komérek w populacji pochodzacej z blaszki miazdzycowe;.
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Wykazano réwniez, ze spadek H3K4me3, H3K9me3, H3K27me3 oraz H3K9Ac jest uniwersalnym
zjawiskiem zachodzgcym w starzeniu badanych typdw komodrek, a wielkos¢ spadku modyfikacji
w hodowlach in vitro jest zalezna od rodzaju bodzca indukujgcego starzenie. W komdrkach
pochodzacych z blaszki, ex vivo, poziom wybranych modyfikacji jest silnie zalezny od dawcy. Wykazano,
ze spadek ireorganizacja biatka HP1la w starzeniu uniemozliwia oddziatywanie z H3K9me3 czego
przyczyng moze by¢ akumulacja HP1la w ciatkach PML. Ponadto, w VSMC wykazano zwigzane ze
starzeniem zmiany w rozmieszczeniu H3K9me3 i H3K4me3 w genomie oraz wytypowano miejsca
oddziatywan H3K9me3 z HPla w miodych komdrkach. Analiza transkryptomiczna wskazata geny
charakterystyczne dla poszczegdlnych typdow starzenia, ana podstawie uzyskanych wynikéw
wytypowano biatka ANLN i CLDN1, mogace petnié role nowych markerdéw starzenia pozwalajacych na
identyfikacje jego typu.

Podsumowujac, w niniejszej pracy szczegdtowo scharakteryzowano zmiany architektury jadra
i struktury chromatyny zachodzgce w starzeniu komarek miesni gtadkich naczyn. Wykazano, ze stopien
rozluznienia chromatyny jest zalezny od typu starzenia i wigze sie ze stopniowym spadkiem metylacji
i acetylacji lizyn histonu H3. Zaobserwowano réwniez, ze w starzeniu zanika oddziatywanie miedzy
H3K9me3 oraz HPla idochodzi do akumulacji HPla w ciatkach PML, co moze wptywaé na
destabilizacje chromatyny. Na podstawie przeprowadzonych analiz zaproponowano przesiewowg
metode oznaczania starych komodrek w badanej populacji biorgc pod uwage strukture jadra
i chromatyny. Dodatkowo, po raz pierwszy zaproponowano uzycie dwéch biatek, ANLN oraz CLDN1,
wroli nowych znacznikdéw starzenia, pozwalajgcych odrdznié starzenie przyspieszone od
replikacyjnego.
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Summary

The average life expectancy of the human population continues to rise, resulting in aging societies.
However, this demographic shift brings a concerning increase in the prevalence of age-related
diseases, particularly cardiovascular diseases. According to the World Health Organization (WHO),
cardiovascular diseases remain the primary cause of death globally. The most common include
hypertension, heart attack, aortic aneurysm, and stroke. At the core of these conditions lies
development of atherosclerosis — an inflammatory disease of the arteries that leads to the narrowing
of vessel lumen through the formation of stable or unstable (posing greater health risk) atherosclerotic
plague (AP). Multiple studies have identified vascular smooth muscle cells (VSMCs) as one of the
critical cell types essential for proper vascular function and AP stability. VSMCs derived from
atherosclerotic plaques, exhibit numerous characteristics associated with cellular senescence.

Cellular senescence is defined as an irreversible cell cycle arrest with preservation of full, albeit altered,
metabolic functions. It can arise due to either exhaustion of replication potential (replicative
senescence - RS) or exposure to various stressors (premature senescence - PS). Regardless of the
trigger, both types of cellular senescence cause several morphological changes, particularly at the
nuclear and gene expression level. These changes involve gradual loss of compact heterochromatin,
and the formation of relaxed euchromatin. Several factors contribute to this transformation, including
loss of histones, imbalances in the post-translational modifications of histones, disruptions in histone-
remodeling enzymes, and alterations in proteins that stabilize chromatin structure. One such protein
is HP1a (Heterochromatin Protein 1 subunit a), which, by attaching to trimethylated lysine 9 of histone
3 (H3K9me3), causes chromatin condensation, stabilization and gene silencing.

Preliminary studies conducted at the Laboratory of Molecular Basis of Aging revealed a significant
decrease in both H3K9me3 and HP1la protein levels during senescence and reorganization of HP1a,
which forms pronounced clusters. Therefore, the main objective of this dissertation was to analyze
changes in selected histone H3 modifications and their impact on chromatin structure and gene
expression in senescent VSMC, fibroblasts and cells derived from atherosclerotic plague. The second
goal was to clarify the involvement of HP1a in the process.

VSMCs were subjected to both replicative and premature senescence, where premature senescence
was induced by doxorubicin and curcumin. This experimental framework was extended to fibroblasts,
while smooth muscle cells isolated from atherosclerotic plaques were analyzed from at least six
patients.

The comprehensive analysis of nucleus and chromatin structure in senescent VSMCs revealed
significant changes, differentiating RS from PS. One of the differentiating parameters, nuclear surface
area size specific to VSMCs, helped to identify senescent cells in a population derived from
atherosclerotic plaque. Furthermore, it has been demonstrated that the decline in H3K4me3,
H3K9me3, H3K27me3, and H3K9Ac modifications is a universal hallmark of senescence across tested
types of cells, although the level of decrease is different in PS and RS. The level of tested modifications
in the ex vivo model was heavily dependent on the donor. The decrease and reorganization of HP1la in
senescence prevented interaction with H3K9me3, probably due to accumulation of HPla in PML
bodies. Based on ChlP-seq data, the characteristic sites of H3K9me3 and HP1a interactions in young
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VSMC were selected. In addition, it was shown that VSMCs assume different distribution of H3K4me3
and H3K9me3 in the genome that depends on the type of senescence. Last but not least,
transcriptomic analysis identified genes specific to each type of senescence, and based on the results,
new markers of senescence, ANLN and CLDN1 were proposed.

In summary, this study provides an extensive characterization of senescence-related changes. It
demonstrates that the chromatin relaxation degree depends on the type of senescence and correlates
with a gradual decrease in histone H3 methylation and acetylation. Additionally, it reveals the
disruption of interactions between H3K9me3 and HPla during senescence, leading to HPla
accumulation in PML bodies, potentially contributing to chromatin destabilization. Moreover,
a screening method for identifying senescent cells in the examined population based on nuclear and
chromatin structure has been proposed. Finally, ANLN and CLDN1 were introduced as novel
senescence markers for distinguishing RS from PS.
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1. Wstep

Starzenie sie jest naturalnym procesem dotyczgcym niemal wszystkich organizméw zywych. Wigze sie
ono ze stopniowym pogorszeniem funkcji tkanek inarzagdéw, ogdlnego stanu zdrowia oraz
z zwiekszonym wystepowaniem chordb zwigzanych z wiekiem. Do najczesciej wystepujacych choréb
dotykajacych ludzi w podesztym wieku nalezg: choroby neurodegeneracyjne tj. Alzheimera,
Parkinsona, choroby uktadu krazenia tj. nadci$nienie, miazdzyca, zawat serca, udar oraz cukrzyca typu
Il'i pewne typy nowotwordw. Analiza tkanek zmienionych chorobowo wykazata duzy odsetek komorek
przejawiajacych cechy starzenia komoérkowego [1]. Ponadto starzenie organizmu niewatpliwie wigze
sie z akumulacjg starych komodrek [2], a ostatnie badania pokazaty, ze usuniecie starych komérek
z organizmu jest w stanie ztagodzi¢ symptomy starzenia [3]. Dostepna wiedza pokazuje bezsprzecznie,
Zze upodstaw starzenia sie organizmu oraz chordb wieku podesztego lezy starzenie komorek.
Dowiedziono réwniez, ze starzeniu mogg ulegaé réwniez komorki postmitotyczne (np. neurony),
jednakze w niniejszej pracy skupiono sie gtdwnie na zmianach dotyczgcych komérek zdolnych do

podziatu.

1.1. Ogolne zmiany zachodzgce w starej komorce
Najprostszg definicja starzenia komodrkowego jest state zatrzymanie podziatdw komorki
z zachowaniem jej funkcji metabolicznych. Charakterystyczng cechg takich komoérek jest ich
zmieniajgca sie morfologia, relatywnie fatwa do zidentyfikowania w obrazie mikroskopowym, gdyz
dochodzi do znacznego powiekszenia powierzchni oraz rozptaszczenia komérki [4]. Niemniej zmiany
fenotypowe nie sg wystarczajgcym wskaznikiem zachodzgcego procesu, ktéry dotyczy wielu struktur
i funkcji w komérce. W zwigzku z tym, zaréwno w hodowlach in vitro jak réwniez in vivo, stosuje sie
szereg analiz pozwalajgcych zidentyfikowac¢ komérki stare na podstawie zestawu znacznikow [5]. W
wyniku starzenia, komoérki moga by¢ zatrzymane albo w fazie G1 albo G2 cyklu komdrkowego, co jest
efektem zwiekszenia ekspresji biatek odpowiedzialnych za regulacje cyklu [6]. Sg to inhibitory kinaz

zaleznych od cyklin, biatko p16 oraz p21.

W cytoplazmie mozna zaobserwowacd wzrost ziarnistosci wynikajgce]j ze zwiekszonej liczby lizosoméw.
Wozrost liczby prowadzi réowniez do podwyzszenia aktywnosci enzymdw lizosomalnych, w tym B-
galaktozydazy zwigzanej ze starzeniem (senescence-associated B-galactosidase, SA-B-gal). Detekcja
tego biatka w cytoplazmie starej komérki, ze wzgledu na prostote i krétki czas oznaczenia, stata sie
podstawowym znacznikiem uzywanym do identyfikacji wiekszosci typdw starzenia komdrkowego [7].

Komorki stare, w ktérych jest podwyzszona aktywnosé tego enzymu, stajg sie niebieskie, co fatwo
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mozna zaobserwowacé w mikroskopie swietlnym. Jednakze nalezy uzywac tego znacznika w potgczeniu
zinnymi, gdyz w warunkach przegeszczenia hodowli moze dostarcza¢ fatszywie pozytywnych

wynikow.

Wiele kluczowych zmian towarzyszacych starzeniu zachodzi w jadrze komdrkowym. Jego rozmiar
powieksza sie, dochodzi do zaburzen w budowie otoczki oraz blaszki jagdrowej, a zwykle Scisle
upakowana chromatyna, nazywana heterochromatyng, ulega rozluZnieniu zmieniajagc sie
w euchromatyne [8]. Z drugiej strony moze dochodzi¢ do lokalnej kondensacji chromatyny i tworzenia
skupisk heterochromatyny zwigzanej ze starzeniem, czyli SAHF (senescence associated
heterochromatin foci). Pod wptywem rdznych czynnikow (endo- iegzogennych) dochodzi tez do
powstawania i akumulacji peknie¢ podwadjnej nici DNA. One z kolei aktywujg kaskade biatek biorgcych
udziat w szlaku odpowiedzi na uszkodzenia DNA (DNA damage response, DDR — opisana szczegétowo
w podrozdziale 1.2.) [9]. Standardowymi markerami pozwalajgcymi wykry¢ powstate uszkodzenia jest
fosforylowana forma histonu H2AX (yH2AX) oraz biatko 53BP1, ktére w formie skupisk gromadzg sie
wokot powstatych peknie¢ [10]. Ostatecznie sygnat jest przekazywany do biatka efektorowego p53
i dochodzi do jego fosforylacji. Catkowity poziom tego biatka, jak i fosforylowanej formy, znaczaco
wzrasta w starzeniu, czynigc je kolejnymi, typowymi znacznikami starzenia komérkowego. Powyzsze
zmiany to tylko cze$¢ z tych zachodzacych w jadrze komérkowym podczas starzenia, a szczegétowy

opis zmian zamieszczono w dalszych czes$ciach tego rozdziatu.

Nalezy podkresli¢, ze podczas starzenia, oprécz DNA jgdrowego (nuclear DNA, nDNA), uszkodzeniom
ulega réwniez DNA mitochondrialne (mtDNA) [11]. Przyczynia sie do tego wzrost poziomu i akumulacji
reaktywnych form tlenu (RFT) w mitochondriach co skutkuje uszkodzeniami organelli komérkowych
oraz zwieksza ryzyko dalszych uszkodzern DNA (mtDNA a nawet nDNA) i mutacji. Dochodzi do
uposledzenia funkcji mitochondridéw, awydajnos¢ degradacji (autofagii) wadliwych organelli
w komorce ulega znaczagcemu zmniejszeniu. Na skutek takich zmian dochodzi do indukcji i dalszej

progresji starzenia komérkowego.

Zmiany zachodzgce w jadrze komdérkowym, majg swoje odzwierciedlenie w ekspresji gendw. Jednym
zwaznych elementéw jest zwiekszona synteza biatek wydzielanych przez komérki, co skutkuje
odmiennym profilem sekrecyjnym [12]. Zatem istotnym markerem staje sie poziom i sktad
wydzielanych biatek, ktére okresla sie kolektywnie jako SASP (senescence-associated secretory
phenotype) [13]. Do nich zaliczajg sie interleukiny (IL-1, IL-6, IL-8), chemokiny (CXCL, CCL), czynniki

wzrostu (VEGF, EGF), nierozpuszczalne biatka macierzy zewnatrzkomorkowej (fibronektyna, kolagen)
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i inne. Wiele z nich wptywa na mikrosrodowisko tkanek i dziata parakrynnie na otaczajgce komorki,
przynoszac efekt zaréwno pozytywny jak i negatywny. W niektdérych przypadkach SASP moze dziataé
jako sygnat naprawczy stymulujgcy komorki uktadu immunologicznego do usuwania uszkodzonych lub
starych komérek [14]. Z drugiej strony, nadmiar wydzielanych czynnikdéw prozapalnych wywotuje
przewlekty stan zapalny, ktédry moze przyczynia¢ sie do przyspieszonego starzenia komédrkowego,
pogorszenia funkcji tkanek, a w rezultacie ogdlnego stanu zdrowia oraz rozwoju chordb wieku

podesztego [15].

SAHF o "

Starzenie
Zatrzymanie

w cyklu

Uszkodzenia DNA Zaburzona

struktura otoczki
jadrowej

Rycina 1.1. Podstawowe zmiany zachodzgce podczas starzenia komdrkowego. W wyniku uszkodzern DNA,
dochodzi do podwyzszonej ekspresji biatek p21 i p16 i zatrzymania komorek w cyklu oraz i wzrostu aktywnosci
SA-B-gal. Ponadto obserwuje sie lokalng kondensacje chromatyny itworzenie SAHF, znaczace zaburzenia
w strukturze otoczki jgdrowej oraz wzmozong produkcje czynnikdw zewnatrzkomadrkowych, czyli SASP. Grafike
zaczerpnieto z [16] i przygotowano na podstawie [17].

1.2, Rodzaje starzenia komdérkowego i zwigzane z nimi Sciezki sygnatowe
Pierwsze doniesienie dotyczace starzenia komdrkowego pojawity sie w 1961 roku, kiedy Leonard
Hayflick i Paul Moorhead zauwazyli zatrzymanie podziatdw fibroblastéw w hodowli, ktére nie wynikato
z warunkéw mogacych powodowac stres. Okazato sie, ze doszto do wyczerpania zdolnosci komdrek do
podziatéw, a zjawisko nazwano ,limitem Hayflicka” [18]. Jest to maksymalna liczba podziatéw jaka
moze przejs¢ komadrka, zanim ulegnie starzeniu. Limit ten jest silnie zalezny od rodzaju komorki
i organizmu, i dotyczy jedynie zdolnych do podziatu komérek zréznicowanych, gdyz uwaza sie, ze
komoérki macierzyste, podobnie jak nowotworowe, sg zdolne do nieograniczonej proliferacji. Nie

znaczy to jednak, ze komdrki macierzyste i nowotworowe nie starzejg sie. Moze do tego dojsc¢
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spontanicznie w przypadku komorek macierzystych lub na skutek indukcji starzenia w komadrkach

nowotworowych.

Gdy komoérki wyczerpig swoj potencjat do podziatu, dochodzi do tak zwanego starzenia replikacyjnego.
Gtéwna przyczyng i zarazem cechg charakterystyczng tego procesu jest krytyczne skrécenie telomeréw
znajdujacych sie na koricach chromosomdéw co tworzy swego rodzaju , replikometr” kontrolujacy liczbe
podziatéw komoérkowych [19]. Telomery zbudowane sg ztysiecy powtérzen krétkiej sekwencji
TTAGGG iwraz z biatkami zwanymi szelterynami tworzg dwie petle D i T. Dzieki temu telomery
zachowujg swojg stabilng strukture i chronig chromosomy przed tgczeniem sie ze sobg. Do skracania
telomeréw dochodzi podczas podziatéw komadrkowych na skutek tzw. problemu konca replikacji [20].
Synteza nowej nici za pomocg Polimerazy DNA zawsze odbywa sie w kierunku od 3’ do 5’ korica. W
zwigzku z tym, replikacja nici wiodacej jest ciggta izachodzi w catej nici, zas ni¢ opdzniona jest
dobudowywana krotkimi odcinkami nukleotydéw nazywanymi fragmentami Okazaki. Proces
rozpoczyna sie od dofgczenia starteréw RNA, a miedzy nimi dochodzi do syntezy DNA. W kolejnym
kroku startery sg usuwane, a fragmenty faczone ze sobg, co prowadzi do skrdcenia nici na jednym
z koncéw. Niestety komadrki somatyczne nie majg zdolnosci do odbudowy brakujgcych sekwencji,
poniewaz poziom odpowiedzialnego za ten proces enzymu telomerazy, spada wraz z wiekiem [21].
Gdy dochodzi do krytycznego skrécenia telomerdw, nie sg one w stanie stworzyé petli i tym samym
zapewni¢ ochrony koricom chromosoméw. W rezultacie jest to odczytywane jako uszkodzenie DNA
i uruchamiana jest Sciezka DDR, a do tych miejsc rekrutowane sg biatka odpowiedzialne za wykrycie
uszkodzen i naprawe DNA. W starych komérkach mechanizm naprawy jest mniej wydajny i dochodzi

do akumulacji nienaprawionych uszkodzen [22].

Drugim rodzajem starzenia, jakiemu mogg ulec komérki jest starzenie przyspieszone indukowane
stresem (stress-induced premature senescence, SIPS, w skrocie w pracy nazywane PS). Uwaza sie, ze
jest ono niezalezne od skracania telomerdéw, choc istniejg badania pokazujace, ze pod wptywem stresu
oksydacyjnego moze dojs¢ do ich skrocenia iuszkodzenia [23]. Niemniej w przeciwienstwie do
starzenia replikacyjnego, SIPS zachodzi znacznie szybciej i gwattowniej, nawet w ciggu kilku dni od
zadziatania bodzZca indukujgcego (w hodowli komdrkowej). Do czynnikdw przyczyniajacych sie do
starzenia przyspieszonego mozemy zaliczy¢ reaktywne formy tlenu (RFT), promieniowanie gamma i UV
oraz zwigzki uszkadzajgce DNA, takie jak na przyktad rutynowo stosowana w terapii
przeciwnowotworowej doksorubicyna (therapy-induced senescence, TIS). Starzenie moze tez byc¢
wywotane zwiekszong ekspresjg onkogendw w komédrce (oncogene-induced senescence, OIS),

a przyktadowymi biatkami zwigzanymi z tym procesem sg biatko Ras, BRAF czy c-Myc [24, 25, 26]. Bez

22



wzgledu na bodziec indukujgcy SIPS, w komérce dochodzi do akumulacji nienaprawionych uszkodzen
DNA, a co za tym idzie aktywacji $ciezki odpowiedzi na uszkodzenia DNA. W wiekszosci przypadkéw
bezposrednig przyczyng starzenia s uszkodzenia DNA, ale znane sg réwniez sytuacje, gdy komodrka

mimo braku uszkodzen wykazuje symptomy starzenia [27, 28].

Oba typy starzenia aktywujg te sama Sciezke sygnatowa w odpowiedzi na przerwanie ciggtosci nici
DNA. W okolice uszkodzenia jako pierwsze rekrutowane sg biatka rozpoznajace izabezpieczajace
miejsce pekniecia DNA, do ktérych nalezg biatka kompleksu MRN (MRE11, RAD50, NBS), 911 (RADS9,
HUS1, RAD1) oraz biatka RPA iRFC [10]. Sygnat informujacy o powstatym uszkodzeniu jest
przekazywany do kinaz ATM i ATR, ktére fosforylujg histon H2AX na serynie 139, nazywany yH2AX,
ktéry tworzy skupiska w okolicy peknie¢ DNA. Dzieki temu dochodzi do stabilizacji tworzgcego sie
kompleksu naprawczego, aakumulacja tego wariantu histonu umozliwia rekrutacje biatek
odpowiedzialnych za przemodelowanie chromatyny. W zwigzku ztym w okolicach peknie¢ moze
dochodzi¢ do lokalnej kondensacji chromatyny, bogatej w trimetylowang lizyne 9 histonu H3
(H3K9me3). Modyfikacja ta stuzy za miejsce przytaczenia acetylotransferazy Tip60, ktéra poprzez
przytaczenie grupy acetylowej do ATM, wptywa na aktywacje tego biatka [29]. Niemniej pojawienie sie
H3K9me3 jest krotkotrwate, poniewaz zbyt dtuga kondensacja chromatyny w okolicy uszkodzen,
mogtaby zahamowac¢ dostep maszynerii naprawczej szlaku DDR. W rezultacie, grupy metylowe sg
usuwane, a chromatyna rozluznia sie. Pozwala to na przytaczenie sie 53BP1, ktdre dalej przekazuje
sygnat biatkom odpowiedzialnym za naprawe powstatych uszkodzen oraz kinazom punktu kontrolnego
cyklu komoérkowego (CHK1 i CHK2) [10]. Koricowym etapem S$ciezki sygnalizacyjnej jest aktywacja
i stabilizacja biatka p53, m.in. przez jego acetylacje na lizynie 382 ifosforylacje na serynie 15, oraz
synteza biatka p21, co w efekcie prowadzi do zahamowania cyklu komérkowego [30]. W tym
momencie komdrka moze podjac jedna z trzech decyzji, ktére zalezg od stopnia akumulacji uszkodzen.
Jesli jest ich niewiele dochodzi do ich naprawy. Natomiast w przypadku zbyt licznych peknieé, gdy
komoérka nie jest w stanie sie ich pozby¢, przechodzi w stan statego zatrzymania podziatéw, czyli
starzenia komadrkowego lub kierowana jest na Sciezke apoptozy, czyli programowanej Smierci komorki,

zwtaszcza gdy uszkodzenia dotyczg miejsc kodujgcych kluczowe dla funkcjonowania komérki geny.

Obok szlaku DDR, istotng role w indukcji starzenia petni Sciezka z udziatem biatka Rb (Retinoblastoma
protein) iaktywacja inhibitora kinaz zaleznych od cyklin, p16. Do aktywacji sSciezki dochodzi
w przypadku, gdy komdrka nie jest w stanie naprawi¢ powstatych uszkodzen, ale zmiany nie sg jeszcze
krytyczne inie prowadzg do apoptozy. W wyniku aktywacji biatka Rb (defosforylacji) dochodzi do

przemodelowania struktury chromatyny przy wykorzystaniu enzymdéw odpowiedzialnych za
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modyfikacje epigenetyczne. W poczatkowe] fazie wyzszy poziom biatka p16 blokuje kinazy (CDK4/6)
odpowiadajgce za fosforylacje biatka Rb, ktére w hipofosforylowanej formie wigze sie z czynnikiem
transkrypcyjnym E2F, odgrywajgcym wazng role w podziale komdérkowym. W rezultacie dochodzi do

zatrzymania komérek w fazie G1 i zahamowania proliferacji [31].

Uruchomienie powyzszych sciezek sygnatowych jest niezbedne do zainicjowania starzenia w wielu
typach komérek. Wzrost poziomu biatek zaangazowanych w ten proces (m.in. p53, p21, p16) jest
obserwowany w hodowlach komdrkowych in vitro, ale rowniez in vivo w tkankach starzejacych sie
organizméw, wtym ludzi [32]. Dzieki temu sg istotnymi markerami uzywanymi do identyfikacji
komorek starych. Niemniej jednak zaden z nich nie jest w stanie precyzyjnie wskazaé typu starzenia
i jak dotad nie udato sie wytypowac takiego znacznika, ktéry mogtby byé zastosowany do odréznienia
starzenia replikacyjnego od przyspieszonego. O ile starzenie replikacyjne jest naturalnym zjawiskiem,
to starzenie przyspieszone jest wynikiem dziatania szkodliwych czynnikdw zewnetrznych lub
wewnetrznych. W zwigzku z tym prawidtowa identyfikacja przyczyny zachodzgcych zmian mogtaby
pomdc w ocenie wptywu lekdéw i srodowiska na tempo starzenia komérkowego, co w konsekwencji

pozwolitaby unikng¢ efektow ubocznych wynikajgcych z przyspieszonego starzenia.

1.3. Rola starzenia komoérkowego w starzeniu organizmu
Starzenie komdrkowe jest istotnym czynnikiem wptywajacym na rozwdj chordb zwigzanych z wiekiem,
lecz nie znaczy to, ze nie petni pozytywnych funkcji w organizmie. Jest to podstawowy proces
komérkowy petnigcy wazng, a wrecz niezbedna funkcje juz na etapie rozwoju zarodkowego. Stare
komoérki pojawiajg sie na okreslonych etapach iw Scisle okresSlonych miejscach rozwijajgcego sie
zarodka kontrolujgc prawidtowy przebieg organogenezy [33] (analogicznie jak ma to miejsce
w przypadku apoptozy, ktdra na pewnych etapach rozwoju jest niezbedna do formowania narzgdéw
i uktadow). Komarki charakteryzujg sie podwyzszong aktywnoscig SA-B-gal oraz wyzszym poziomem
biatka p21. Dowiedziono, ze wyciszenie p21 powodowato pewne zaburzenia w rozwoju zarodkowym
myszy wskazujac, ze wystgpienie starzenia komdorkowego na tym etapie jest niezbedne w rozwoju
organizmu. Co ciekawe, w takim starzeniu nie obserwuje sie innych cech charakterystycznych dla tego
procesu, czyli nie dochodzi do wzrostu poziomu biatka p53 ipl6, skracania telomeréw ani do
powstawania uszkodzen DNA. Stare komorki zostajg usuniete przez komarki uktadu odpornosciowego

— makrofagi, zapewniajgc prawidtowy rozwdj zarodka [34].

Starzenie komdrkowe moze tez wystepowac na pdzniejszym etapie zycia, gdzie m.in. sprzyja gojeniu

sie ran zwykorzystaniem lokalnego, przejsciowego stanu zapalnego (ostry stan zapalny)
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wytworzonego przez uszkodzone i sgsiadujgce komorki, co wigze sie ze zmiang profilu sekrecyjnego
[35, 36]. Jest to bodziec, ktéry stymuluje np. fibroblasty do migracji w miejsce uszkodzenia, dalszej
proliferacji oraz przebudowy tkanki dzieki wydzielanym czynnikom zewngtrzkomérkowym. Dzieki
zwiekszonej sekrecji enzymdéw metaloproteinaz, dochodzi do trawienia nadmiaru kolagenu, co
zapobiega powstawaniu zwitdknien w tkankach (blizn) [37]. Ostatnim etapem jest usuniecie starej
komorki przez komdrki uktadu odpornosciowego, co koriczy sie regeneracjg tkanki. Z drugiej strony,
przedtuzony stan zapalny (przewlekty stan zapalny na niskim poziomie), ktéry zwigzany jest ze
starzeniem ma wptyw destrukcyjny na organizm. W wyniku statego dziatania SASP dochodzi do
zmniejszenia proliferacji i indukcji starzenia fibroblastéw, co w efekcie prowadzi do zahamowania
odnowy tkanek w miejscu uszkodzenia, a uposledzony uktad immunologiczny nie nadgza usuwac

starych komarek, przedtuzajgc tym samym czas regeneracji [38].

Rownie dwojaki efekt starzenia mozna zaobserwowaé w przypadku rozwoju nowotworu. Mutacje
w genach supresorowych (np. p53 lub Rb) oraz aktywacja onkogendw powoduje niekontrolowany
wzrost proliferacji komoérek. Moze to skutkowac powstawaniem wiekszej liczby uszkodzen DNA, a gdy
dochodzi do ich nagromadzenia, komdrka ulega starzeniu, co zapobiega namnazaniu sie wadliwych
komérek. Jak wspomniano, stare komorki charakteryzuje wydzielanie wielu biatek
zewnatrzkomorkowych, co wplywa na rozprzestrzenianie sie starzenia na sgsiadujgce komorki,
hamujgc tym samym ich proliferacje. W przypadku nowotworow efekt SASP moze byé czasem
odwrotny iwrecz stymulowa¢ zmutowane komdrki do dalszej proliferacji i metastazy, poprzez
stwarzanie sprzyjajacego mikrosrodowiska [39]. Wykazano, ze wyciszenie biatka PTBP1 u myszy
powoduje zahamowanie wydzielania SASP, co powstrzymato dalszy rozwdj raka watroby [40].
Niemniej zjawisko starzenia zostato wykorzystane w terapii nowotworowej, gdzie za pomocy
chemioterapeutykéw (lub innych czynnikéw) hamuje sie proliferacje komorek poprzez indukcje

starzenia i tym samym zatrzymuje rozwéj nowotworu.

Obecnos¢ starych komoérek towarzyszy organizmowi na kazdym etapie zycia, jednak wydajnos¢ ich
usuwania przez uktad odpornosciowy zmienia sie wraz z wiekiem. Wtasnie w wyniku uposledzenia
funkcji komdrek uktadu odpornosciowego, u osdb starszych dochodzi do nagromadzenia starych
komérek w tkankach i narzadach, co wywotuje przewlekty stan zapalny. Proces ten jest odpowiedzialny
za progresje starzenia organizmu i jest nazywany inflammaging (od ang. ,inflammation” i ,,aging”).
Prowadzi on do zwiekszenia zapadalnosci na rézne choroby zwigzane z wiekiem, jak np. choroby
uktadu krazenia, w tym miazdzycy (ktorej doktadny proces powstawania opisano w podrozdziale 1.8.),

neurodegeneracyjne (Alzheimera i Parkinsona), przewlektg obturacyjng chorobe ptuc, idiopatyczne
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widknienie ptuc czy cukrzyce typu Il i zacme. We wszystkich objetych chorobowo tkankach spotyka sie
komorki wykazujgce cechy starzenia. W zwigzku z tym, ze usuniecie starych komérek z organizmu
zwierzat niweluje negatywne skutki starzenia i poprawia ogdlng kondycje fizyczng oraz funkcje
poznawcze, komorki stare staty sie celem terapeutycznym w przypadku starzenia organizmu oraz
w chorobach wieku podesztego [41]. Terapia polegajgca na usunieciu starych komdrek nazywana jest
senoterapia, a zwigzki uzyte do osiggniecia tego celu — senolitykami. Zauwazono, ze usuniecie starych
komoérek z podwyzszong ekspresjg biatka pl6 z organizmu myszy (zaréwno myszy z progerig, czyli
zespotem przedwczesnego starzenia, jak i starych myszy typu dzikiego), oprdcz korzystnych zmian
w narzgdach wewnetrznych, powodowato zwiekszenie warstwy ttuszczowej oraz grubosci wtdkien
miesniowych, przyczyniajgc sie do poprawy sprawnosci ruchowej [42]. Ponadto dowiedziono, ze
podawanie mieszaniny zwigzkdw dasatynibu i kwercetyny, moze poprawi¢ zdolnosci kognitywne
(pamieci, uczenia sie czy orientacji w terenie) u starych szczuréw [43]. W zwigzku z tym, badania nad
mozliwoscig zastosowania senolitykdw u ludzi staty sie intensywnie rozwijang gatezig biogerontologii
[44]. Obecnie, prowadzonych jest juz wiele badan klinicznych z udziatem senolitykdw, majgcych na celu

terapie choréb zwigzanych z wiekiem i przeciwstarzeniowa [45].

Warto réwniez dodaé, ze do starzenia organizmu dochodzi nie tylko na skutek uptywu lat, ale moze
wystgpi¢ przedwczesnie na drodze przyspieszonego starzenia komoérek, wynikajgcego z zaburzenia
funkcjonowania jadra lub nieprawidtowej replikacji i naprawy DNA, co dzieje sie rowniez na skutek wad
genetycznych. Przyktadem skrajnie przyspieszonego starzenia, nazywanego progerig sg zespoty
Hutchinsona-Gilforda (HGPS), Wernera czy Cockayne. Kazde z tych schorzen ujawnia sie na roznym
etapie zycia cztowieka ijest powodowane przez mutacje bezposrednio wptywajaca na zmiany
w funkcjonowaniu komérki. Pierwsze oznaki wystgpienia HGPS pojawiajg sie juz okoto pierwszego roku
zycia i wynikajg z mutacji genu kodujacego biatko otoczki jadrowej, lamine. Zespét Wernera ujawnia
sie pod koniec dojrzewania, a przyczyng jego wystgpienia jest mutacja w genie kodujgcym helikaze
Wrn odpowiedzialng za rozplatanie DNA i naprawe uszkodzen [46]. Natomiast zespdt Cockayne jest
dziedziczong chorobg wrodzong, ktdra charakteryzuje sie uposledzonym mechanizmem naprawy DNA
ze wzgledu na mutacje w genach kodujgcych biatka CSA i CSB. Biatka te biorg udziat w naprawie

poprzez wycinanie nukleotydu z nici (nucleotide-excision repair, NER) [47].

Wiele zmian, zardwno na skutek progerii jak i w starzeniu chronologicznym, zachodzi na poziomie jadra

komdrkowego, ktére szczegétowo opisano w dalszych rozdziatach niniejszej pracy.

26



1.4, Architektura jagdra komdrkowego
Aby umozliwi¢ zrozumienie zmian towarzyszgcym starzeniu, zachodzacych na terenie jagdra, oméwiona
zostanie budowa jadra komoérki mtodej. Jadro jest najwazniejszg organellg znajdujacg sie w centralnej
czesci komoérki i to tutaj, zamkniety w podwdjnej btonie lipidowej, znajduje sie materiat genetyczny
kontrolujgcy wszystkie zachodzgce procesy. Jest to mozliwe dzieki skoordynowanej wspotpracy
réoznych wyspecjalizowanych enzymoéw oraz biatek strukturalnych odpowiedzialnych za organizacje

architektury jagdra i regulacje ekspresji gendw.

Jadro komérkowe jest oddzielone od cytoplazmy podwéjng btong lipidowga, nazywang otoczka jagdrowg
(nuclear envelope, NE). W otoczce znajdujg sie liczne biatka miedzybtonowe, w tym biatka tworzace
pory jadrowe (nuclear pore complex, NPC), czyli nukleoporyny [48]. Gtowng funkcjg kanatu
zbudowanego z nukleoporyn jest umozliwienie transportu biatek, jondw czy innych czasteczek oraz
zapewnienie sprawnej komunikacji miedzy wnetrzem jadra a cytoplazma komérki. Duze biatka, czyli
o masie powyzej 40 kDa wymagajg transportu aktywnego. Jest to mozliwe, dzieki krotkiej sekwencji
sygnatowej obecnej w strukturze tych biatek: jest to sygnat lokalizacji jgdrowej NLS (nuclear localization
signal) oraz NES (nuclear export signal). Fragmenty te sg rozpoznawane przez biatka importyny
i eksportyny, ktére kontrolujg sprawne przemieszczanie sie biatek przez btone. Sama otoczka jagdrowa
sktada sie z btony zewnetrznej (outer nuclear membrane, ONM), potgczonej z szorstkg siateczka
Srddplazmatyczng, w ktorej odbywa sie synteza i fatdowanie biatek oraz btony wewnetrznej (inner
nuclear membrane, INM), bedgcej w statym kontakcie z nukleoplazma. Ponadto, INM pozostaje
w bliskim kontakcie z blaszkg jadrowa, dzieki ktérej jadro zachowuje swdj ksztatt, a za posrednictwem
tworzacych jg lamin uczestniczy w organizacji struktury chromatyny oraz prawidtowym utrzymaniu

poréw jagdrowych w otoczce [49].

Laminy tworzg witdkna biatkowe nalezgce do tak zwanych filamentéw posrednich, a wich skfad
wchodzg trzy typy lamin: A, B oraz C. Laminy a i C (bedgce dwoma réznymi formami splicingowymi
genu LMNA) wyrazane sg gtdwnie w zréznicowanych komaérkach [50], natomiast Lamina B jest obecna
na wszystkich etapach rozwoju komdrki [51]. Laminy sg miejscem zakotwiczenia fragmentéw
skondensowanej chromatyny, tworzac tak zwane domeny zwigzane zlaming (lamin-associated
domains, LAD) (Ryc. 1.2.) [52]. S3 to transkrypcyjnie nieaktywne obszary wzbogacone w H3K9me3
i zwigzane z nim biatko HP1a oraz H3K27me3 (szczegétowo omoéwione w rozdziale 1.5.2.1. oraz 1.6.).
Do interakcji z chromatyng dochodzi za pomoca biatek zawierajgcych w swojej strukturze domene LEM

(LAP2-emerin-MAN1) oraz poprzez interakcje z receptorem laminy B (LBR) [53].
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Ryc. 1.2. Budowa jadra komodrkowego oraz organizacja przestrzenna chromatyny (szczegétowo omoéwione
w tekscie). Zmodyfikowano na podstawie [54].

Struktura chromatyny jest wysoce zorganizowana i w interfazowym jadrze przybiera $cisle okreslong
konformacje. Badania wykazaty, ze po zakoriczeniu podziatu, kazdy chromosom zajmuje ,swoje
miejsce” w przestrzeni jadrowej [54]. Mate chromosomy oraz obszary aktywne najczesciej lokuja sie
w Srodkowej czesci, natomiast miejsca nieaktywnej transkrypcji oraz wieksze chromosomy gromadza
sie na peryferiach jagdra. Idgc dalej, chromatyne mozna umownie podzieli¢ na dwa odrebne obszary,
biorgc pod uwage miejsca aktywnej i nieaktywnej transkrypcji. Dzieki najnowszym badaniom struktury

przestrzennej chromatyny, mozna rozdzieli¢ ja na przedziat A, czyli wspomniany aktywny obszar
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genomu zawierajgcy euchromatyne oraz bardziej skondensowany i nieaktywny przedziat B bogaty
w heterochromatyne [55]. Wewnatrz przedziatu a spotkamy miejsca bogate w grupy acetylowe oraz
znaczniki promujgce ekspresje gendéw. Tam tez dochodzi do czestszych interakcji miedzy DNA
a biatkami znajdujgcymi sie w tym rejonie. Natomiast obszary skondensowanej chromatyny zwykle
gromadzg sie na peryferiach jgdra, a miejsca przedziatu B czesto pokrywajg sie z wczesniej opisanymi
strukturami LAD [56]. Wchodzac na nizszy, bardziej szczegétowy poziom roztozenia przestrzennego
chromatyny, mozna wyodrebnic topologicznie zwigzane domeny, czyli tak zwane TAD (topologically-
associating domains). Sg to fragmenty chromatyny tworzace obszary ograniczone kohezynami
i biatkami CTCF (Ryc. 1.2. dla poprawienia przejrzystosci, nie zaznaczano kohezyn we wszystkich
miejscach wystepowania biatka) [57]. Biatka te wyznaczajg granice TAD, a formowanie przez nie
charakterystycznych petli, umozliwia interakcje oddalonych od siebie regionéw DNA i wptywajac na

regulacje ekspresji genow.

Kolejng niezwykle wazng, najlepiej widoczng i najwiekszg strukturg znajdujaca sie w jadrze jest jaderko
(jedno lub kilka), ktérego srednica moze osigga¢ nawet 8 um. Wewnatrz jgderka znajdujg sie kwasy
nukleinowe i wybrane biatka oraz zachodzi synteza rybosomalnego RNA oraz powstajg rybosomy.
Jaderko, obok ciatek jadrowych, czyli ciatek PML (promyelocytic leukemia nuclear bodies), cetek
jadrowych (nuclear speckles), ciatek PcG (polycomb-group proteins) i ciatek Cajala, nalezy do struktur

bezbtonowych zawieszonych w nukleoplazmie [58].

Ciatka PML to dynamiczne struktury zwigzane zregulacjg réznorodnych proceséw komodrkowych,
w tym ekspresji gendéw, odpowiedzi na stres, naprawy uszkodzen DNA czy regulacji cyklu
komdrkowego. Tak wszechstronna funkcja mozliwa jest dzieki obecnosci licznych biatek wchodzacych
w ich sktad. Oprdcz biatka rdzeniowego, czyli PML, mozna w nich spotkaé np. biatko Sp100, SUMO,
DAXX, HP1a i wiele innych [59]. W zwigzku z tym, ciatka PML stanowig pewnego rodzaju rezerwuar,
w ktorym biatka moga przebywac czasowo, az do momentu zapotrzebowania w danym procesie. Na
przyktad biatka takie jak kinaza ATR, CHK2, BLM, RPA czy MRE11 (obecne w ciatkach niepobudzonych
komarek) po wystgpieniu uszkodzern DNA, dysocjujg z ciatek, aby wzigé udziat w naprawie. Ponadto
sktad ciatek PML oraz ich liczba zmienia sie w zaleznosci od cyklu komérkowego, a same skupiska
ulegajg znieksztatceniu irozszczepieniu w konkretnych fazach cyklu [60]. Podobny rozpad ciatek
i zwigzany z nim wzrost ich liczby zauwazono podczas stresu komérkowego, jakim jest np. uszkodzenie

DNA, szok cieplny czy promieniowanie UV i gamma.
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Cetki jadrowe, nazywane tez plamkami jgdrowymi, to organelle zawieszone w przestrzeni
miedzychromatynowej, niezwierajgcej DNA, do ktérych nalezg czynniki uczestniczgce w sktadaniu
MRNA. S3 to mate jadrowe nukleoproteiny (small nuclear ribonucleoprotein, snRNP) oraz biatka SR,
czyli biatka bogate w seryne i arginine (serine-arginine rich proteins) [61]. Ciatka PcG to wielobiatkowe
kompleksy, ktére mogg braé udziat w przemodelowaniu struktury chromatyny oraz wyciszaniu genéw

[62], a ciatka Cajala uczestniczg w procesie wycinania intronédw w trakcie dojrzewania RNA [63].

1.5. Modyfikacje epigenetyczne DNA i histonéw
Typowe jgdro komoérki eukariotycznej mierzy miedzy 5 a 20 um srednicy [64], bedac tym samym
najwiekszg organella w komédrce. W nim zawarty jest materiat genetyczny w postaci dwuniciowego
DNA, ktéry w rozwinietej, liniowej postaci osiggnatby ok. 2 metry dtugosci. Aby cate DNA mogto
pomiescié sie w tak ograniczonej przestrzeni, musi zosta¢ odpowiednio ,upakowane”. Dzieje sie to
dzieki szeregowi mechanizmdédw modulujgcych kondensacje i strukture przestrzenng chromatyny.
Ponadto, chromatyna musi podlega¢ dynamicznej regulacji umozliwiajgcej rozpoczecie Ilub
zahamowanie transkrypcji, a takimi skutecznymi regulatorami sg modyfikacje epigenetyczne. Termin
,epigenetyka” zostat po raz pierwszy uzyty izarazem stworzony przez embriologa Conrada
Waddingtona na poczatku lat 40. XX wieku iopisywat badanie pozagenowych mechanizméw
réznicowania komoérek [65]. W trakcie swojej pracy nad zarodkami muszki Drosophila melanogaster,
Waddington zauwazyt, ze poprzez modulacje Srodowiskowe mozna wptywac na fenotyp rozwijajacych
sie owadow. Interpretacja uzyskanego wyniku sugerowata, ze czynniki zewnetrzne dziatajgce na
zarodek, wptywajg jedynie na kierunek réznicowania komérek i przybieranie okreslonego fenotypu.
Niemniej poczynione obserwacje byly impulsem do zgtebiania fenomenu, chociaz prawdziwy
i doktadny mechanizm epigenetycznej regulacji gendw dtugo pozostawat zagadka. Wraz z postepem
badan w tej dziedzinie, definicja epigenetyki kilkukrotnie zmieniata sie, aby ostatecznie przybra¢ forme
»,badania dziedzicznych i sSrodowiskowych zmian w funkcji genu, ktére nie pociggaja za sobg zadnych
zmian w sekwencji DNA” [66]. Obecnie wiadomo, ze do takich modyfikacji zalicza sie miedzy innymi
metylacje DNA oraz potranslacyjne modyfikacje histonéw (post-translational modifications, PTMs).
Charakterystyczng cechg obu sposobdw regulacji jest ich wysoka specyficznos¢ tkankowa oraz
potencjalna odwracalnos¢, co czyni je atrakcyjnym celem terapeutycznym w leczeniu wielu schorzen,

ale réwniez w opdznianiu procesu starzenia [67].

Regulacja struktury chromatyny i ekspresji gendéw zachodzi dzieki skoordynowanej wspétpracy biatek,
ktére ze wzgledu na swojg funkcje mozna podzieli¢ na enzymy wprowadzajgce (writers), usuwajgce

(erasers) oraz biatka rozpoznajgce (readers) konkretne modyfikacje na DNA lub histonach [68]. Do
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najwazniejszych modyfikacji regulujacych ekspresje gendw nalezg metylacje iacetylacje, ado
enzymow wprowadzajgcych te grupy funkcyjne zalicza sie m. in. metylotransferazy DNA (DNA
methyltransferases, DNMTs), metylotransferazy histondw (histone methyltransferases, HMTs)
i acetylotransferazy histonow (histone acetyltransferases, HATs) Odwrotng role petnig demetylazy
DNA (DNA demethylases), demetylazy histonéw (histone demethylases, HDMs) oraz deacetylazy
histonow (histone deacetylases, HDACs). Z kolei do biatek odczytujacych nalezg takie, ktére w swojej
budowie posiadajg domeny o wysokim powinowactwie do zmodyfikowanych miejsc i poprzez aktywne
przytaczanie determinujg wynik transkrypcji [69]. Domeny rozpoznajgce metylowane histony obejmuja
m.in. domeny chromo (CD), PHD, WD40, Tudor, MBT, BAH i inne, podczas gdy acetylacja histondow jest
rozpoznawana przez domeny bromo i tandemowe domeny PHD. Co ciekawe, biatka odczytujgce moga
celowac¢ w wiele PTM w obrebie histonu, nukleosomu, a nawet wielu nukleosoméw, aich dziatanie
moze by¢ kontrolowane przez niekodujgce RNA. Co wiecej, biatka te mogg rekrutowac czynniki

zaangazowane w transkrypcje, replikacje lub naprawe uszkodzern DNA [70].

Dodatkowym, dos¢ niedawno odkrytym sposobem regulacji ekspresji gendw jest kontrola ich translacji

przez niekodujgce RNA, jak np. mikroRNA (miRNA).

1.5.1. Metylacja DNA
Jednym z gtdwnych i zarazem najlepiej poznanych mechanizméw modyfikacji epigenetycznych jest
metylacja DNA, ktdra zwigzana jest z wyciszeniem ekspresji gendw. Jest to modyfikacja bardzo trwata,
a jej wzor jest dziedziczony przez komérki potomne. Metylacja zachodzi przy udziale metylotransferaz
DNA, gdzie grupa metylowa zS-adenozylometioniny (SAM) jest przenoszona na pigtg pozycje
pierscienia cytozyny w obrebie dinukleotydu CpG. Do tej pory, zidentyfikowano trzy gtéwne biatka
odpowiedzialne za metylacje DNA. Sg to DNMT1, DNMT3a oraz DNMT3b, a kazdy z nich petni
konkretng role w procesie metylacji. Pierwszg, dos$¢é szeroko opisang metylotransferazg jest DNMT1
[71]. To dzieki niej zachodzi doktadne odwzorowanie profilu metylacji na nowo syntetyzowanym DNA
w oparciu o ni¢ matrycowg. Zatem DNMT1 pomaga utrzymaé spdjnosc i ciggtos¢ wzoru metylacji
w komoérkach potomnych Natomiast enzymy DNMT3a i DNMT3b przeprowadzajg metylacje de novo,
czyli koordynujg umiejscowienie grupy metylowej w nowych miejscach w genomie zawierajacych
dinukleotyd CpG. Dinukleotyd ten moze wystepowac na dtugosci catego genomu, lecz najczesciej
spotyka sie go w okolicach promotoréw gendw, gdzie grupuje sie w tzw. wyspy CpG (CpG islands) [72].
W zaleznosci od stopnia metylacji cytozyny wrejonach wysp, DNA moze by¢ hipo- lub
hipermetylowane, co wptywa na ekspresje gendéw. Hipometylacja skutkuje aktywng transkrypcja, zas

hipermetylacja, wyciszeniem gendéw. W ludzkim genomie od 60 do 80% wszystkich miejsc
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wystepowania CpG pozostaje silnie zmetylowanych, z wyjatkiem wysp CpG, ktére w prawidtowych
komodrkach pozostajg aktywne transkrypcyjnie. Jednakze te zwykle niezmetylowane wyspy CpG,
w warunkach patologicznych oraz w procesie starzenia sie organizmu mogg ulega¢ znaczacym
zmianom [73]. Wraz z uptywem lat obserwuje sie globalng utrate metylacji w genomie, z jednoczesnie
zwiekszong hipermetylacja promotoréw gendéw specyficznych dla prawidtowej funkcji komadrek lub
kodujacych wybrane czynniki transkrypcyjne. Prowadzi to do istotnych zmian w profilu ekspres;ji
gendéw w poréwnaniu z mtodym organizmem. Co ciekawe, zaobserwowane zmiany przyczynity sie do
rozwoju metod opartych na ocenie profilu metylacji specyficznych komérek i tkanek, czyli tak zwanych
zegaréw epigenetycznych. Dzieki nim, mozna oszacowac wiek biologiczny cztowieka, ktéry moze by¢
rozny od wieku chronologicznego, okresli¢ tempo starzenia sie organizmu i zidentyfikowac¢ podatnosé

na pewne schorzenia [74].
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Ryc. 1.3. Schemat przedstawiajacy proces metylacji i demetylacji DNA. Po lewej zamieszczono etapy pasywnej
i aktywnej demetylacji zachodzacej na cytozynie, a po prawej ogdlng zasade dziatania metylacji i jej efektu na
ekspresje gendw. Zmodyfikowano na podstawie [75].

Procesem przeciwstawnym do metylacji, jest demetylacja. Moze ona zachodzi¢ pasywnie podczas
mitozy, gdy wskutek zaburzonej pracy DNMT1 nie dochodzi do natozenia grupy metylowe] na
nowopowstatg ni¢ DNA. Drugim sposobem jest aktywna demetylacja przeprowadzana przez enzymy
TET (ten-eleven translocation) i czesto zachodzi niezaleznie od podziatéw komdérkowych. Do rodziny
enzymow TET nalezg trzy izoformy: TET1, TET2 i TET3 [76]. W wyniku ich dziatania metylowana
cytozyna zostaje stopniowo utleniana do 5-hydroksymetylocytozyny (5hmC), 5-formylocytozyny (5fC)

i 5-karboksylocytozyny (5caC), co ostatecznie konczy sie usunieciem zmodyfikowane] zasady poprzez
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mechanizm BER (base excision repair) lub dekarboksylacje [77]. Sposéb, w jaki proces demetylacji DNA
przebiega in vivo, jest jednak nadal przedmiotem szeroko zakrojonych badan. Do tej pory pokazano,
ze komérki budujgce rézne tkanki wydajg sie gromadzi¢ 5hmC, awzbogacenie jest zwykle
obserwowane w okolicy promotoréw okreslonych gendéw [78]. Wskazuje to, ze 5hmC stuzy nie tylko
jako pétprodukt w aktywnej demetylacji DNA, ale moze réwniez stanowi¢ odrebny epigenetyczny znak

regulacyjny kontrolujacy ekspresje gendw.

1.5.2. Potranslacyjne modyfikacje histonow
Kolejny poziom regulacji upakowania chromatyny ma miejsce przy udziale biatek histonowych oraz ich
potranslacyjnych modyfikacji (PTM). Podstawowg jednostkg strukturalng chromatyny jest nukleosom,
sktadajacy sie ztarncucha DNA zbudowanego z 147 par zasad, nawinietego na osiem czgsteczek
histondw. DNA upakowane w formie nukleosomoéw tworzy struktury wyzszego rzedu, ktére sg
stabilizowane przez dodatkowy histon tgcznikowy H1 [79]. Oktamer histonowy zbudowany jest
z dwéch kopii kanonicznych histondéw H2A, H2B, H3 oraz H4, a kazdy z nich (z wyjgtkiem H4) wystepuje
rowniez w postaci wariantéw. Warianty réznig sie sekwencjg aminokwaséw i moga byé syntetyzowane
niezaleznie od replikacji DNA, zaréwno w komoérkach mitotycznych jak i postmitotycznych [80]. W
ciggu zycia komdrki moze dochodzi¢ do wymiany histondw w nukleosomie, a proces ten dotyczy
gtownie histondw kanoniczych. Mogg byé one wymieniane na nowe biatka tego samego typu lub na
wspomniane warianty. Wazng cechg wszystkich histonéw jest ich podatno$¢ na modyfikacje, ktore
umiejscawiane sg na tzw. ogonach (histone tails), czyli N-koricach biatek, wystajgcych ponad rdzeniowa
czes$¢ histonéw. Tym sposobem tworzg tatwo dostepne miejsce dla enzymoéw dodajacych badz
usuwajgcych dane modyfikacje z reszt aminokwasowych (np. lizyny, argininy lub seryny) (Ryc. 1.4.). Do
najczesciej przytgczanych czasteczek nalezg grupy metylowe, acetylowe, fosforanowe Ilub
niskoczgsteczkowe biatko jakim jest ubikwityna. Niemniej w niniejszej pracy, skupiono sie gtdwnie na

badaniu roli metylacji i acetylacji lizyn.
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Ryc. 1.4. Potranslacyjne modyfikacje histonu H3 oraz enzymy odpowiedzialne za dodanie lub usuniecie grupy
acetylowej i metylowej z danej reszty aminokwasowe]. Rycina przygotowana za pomocg oprogramowania
Biorender.

W wyniku dziatania enzyméw odpowiedzialnych za PTM dochodzi do przeksztatcenia struktury
przestrzennej chromatyny. Jak wspomniano, chromatyna moze przybiera¢ dwie gtdwne formy:
skondensowang i niedostepng dla procesu transkrypcji, hipermetylowang heterochromatyne lub
rozluzniong i aktywnga transkrypcyjnie euchromatyne, przewaznie bogatg w grupy acetylowe. Ponadto
heterochromatyne mozna podzieli¢ na dwa rodzaje, réznigce sie wystepowaniem w genomie oraz
podatnoscia na dziatanie enzymdéw modulujgcych, czyli heterochromatyne konstytutywng oraz
fakultatywng. Heterochromatyna konstytutywna petni kluczowa role w utrzymaniu stabilnosci
i integralnosci genomu i jest stale obecna w komdrce niezaleznie od cyklu komérkowego. Najczesciej
spotyka sie ja w obszarach centromerdéw itelomerdéw, jak réwniez w rejonach niezawierajgcych
genodw. Dla odmiany, heterochromatyna fakultatywna jest dynamiczna i ulega aktywnej regulacji przez
specjalistyczne enzymy. Moze pojawiaé sie w jadrze komdérkowym okresowo, zwtaszcza w rejonach
gendéw ulegajacych tymczasowemu wyciszeniu. Kazdy rodzaj chromatyny charakteryzuje sie
specyficznymi modyfikacjami. Szczegdtowy opis potranslacyjnych zmian zachodzacych na lizynie

histonu H3 oraz ich roli w komdrce zawarto w kolejnych rozdziatach.

1.5.2.1. Metylacja histonéw
Sposrod wszystkich poznanych modyfikacji histondw, metylacja wydaje sie petni¢ jedng

z najwazniejszych rdl w regulacji ekspresji gendéw. Tak jak w przypadku metylacji DNA, grupa metylowa
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jest przenoszona z czgsteczki SAM na tancuch boczny lizyny, za pomocg enzyméw HMT. W wyniku ich
dziatania, taicuch boczny aminokwasu ulega mono-, di- lub trimetylacji [81], aza kazdy etap

odpowiedzialne sg specyficzne biatka (Tabela 1.1.) [82].

Ogdlnie uwaza sie, ze metylacja jest zwigzana z represjg gendw, jednakze w przypadku histonéw,
zaleznie od lokalizacji lizyny na ogonie histonu, moze ona wptywaé zaréwno na wyciszenie jak
i aktywacje transkrypcji. Przyktadem aktywnego znacznika jest monometylowana lizyna 4 (H3K4me1)
znajdujaca sie w enhancerach (czyli regionach dystalnych) gendw, trimetylowana lizyna 4 (H3K4me3),
ktérej wzbogacenie wystepuje gtéwnie w miejscach promotorowych, trimetylowana lizyna 36
(H3K36me3), ktdra znajduje sie w egzonach oraz di- i trimetylowana lizyna 79 (H3K79me2/3), ktéra
moze wystepowaé w catym obszarze kodujgcych gendéw [83]. Za powstanie skondensowanej
chromatyny, atym samym wyciszenie wybranych genéw odpowiedzialna jest gtdwnie trimetylacja
lizyny 9 (H3K9) oraz 27 (H3K27). Trimetylacja H3K9 najczesciej spotykana jest w promotorach oraz
ciatach nieaktywnych gendw, tworzgc heterochromatyne fakultatywng. Ponadto jest niezbedng
modyfikacja tworzacg heterochromatyne konstytutywng stabilizujgcg strukture chromatyny
w rejonach centromeréw oraz telomerdéw. Z kolei H3K27me3 jest zwigzana gtéwnie z powstawaniem
heterochromatyny fakultatywnej oraz czesciowg inaktywacjg dodatkowego chromosomu X w zeriskich
komérkach, tworzac tak zwane ciatka Barra. Co ciekawe, w zarodkowych komdrkach macierzystych
dochodzi do akumulacji H3K27me3 w miejscach promotorowych niektérych gendw, ktére wraz
zH3K4me3 tworzg domeny biwalentne. To unikalne miejsce tworzy pewnego rodzaju stan
,hiezdecydowania” komdrkowego. Réwnoczesna obecnos¢ sygnatu aktywacji (H3K4me3) i repres;ji
genow (H3K27me3) wskazuje na obszary bedgce na granicy ekspresji i wyciszenia. Miejsca biwalentne

petnig znaczaca role w procesie réznicowania komoérek i rozwoju zarodkowego [84].

Niemal za kazdy rodzaj metylacji lizyny odpowiedzialny jest specjalnie przeznaczony ku temu enzym.
W tabeli 1.1. zamieszczono liste enzymoéw odpowiedzialnych za metylacje konkretnej lizyny (K4, K9
i K27), a w nawiasie zaznaczono, ile grup funkcyjnych moze dotaczy¢ kazdy z nich. Metylacja H3K4
moze zachodzi¢ dzieki wielu réznym biatkom, a wiele z nich jest w stanie sukcesywnie dotgczy¢ kilka
grup metylowych do jednej lizyny. Podobnie to wyglada w przypadku H3K9. Natozenie pierwszej grupy
metylowej zwykle inicjowane jest przez biatko G9a lub EHMT1 (inaczej GLP), ktére w kolejnym etapie
mogg dotgczy¢ drugg czasteczke CH3. Czesto jednak, druga grupa naktadana jest przez PRDM2 lub
SETDB1. Natomiast trimetylacja moze zachodzi¢ réwniez dzieki aktywnosci SETDB1 lub bardziej
typowo, w wyniku dziatania metylotransferazy SUV39H1. Jest to enzym najczesSciej biorgcy udziat

w trimetylacji lizyny 9 czym wptywa na kondensacje chromatyny. Poprzez dodatkowe oddziatywanie
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z biatkiem HP1a oraz metylowanym DNA, stabilizuje upakowang strukture chromatyny i wptywa na

wyciszenie genow.

Tabela 1.1. Enzymy zaangazowane w metylacje i demetylacje lizyny 4, 9 i 27 histonu H3.

Miejsce metylacji Metylotransferaza Demetylaza

H3K4 SETD1A (mel-3), SETD1B, SETD7 (mel), MLL (mel- | LSD1, LSD2, KDMS5A-D
3), MLL2, MLL3 (mel-3), MLL4, ASH1L (mel/3), | (JARID1A-D), NO66
SMYD3 (me2/3), WDR5

H3K9 SUV39H1 (me3), SUV39H2, SETDB1 (me2/3), | Rodzina biatka JHDM3
SETDB2, G9a (mel/me2), EHMT1/GLP (mel/ me2), | KDM9
PRDM2 (me2), MECOM, JMJD2A

H3K27 EZH1/2 (kompleks PRC2) UTXx, UTY, JMJD3

Wyijatkowy sposéb metylacji dotyczy H3K27 i oile w poprzednich przypadkach znane sg enzymy
inicjujgce dofaczenie pierwszej czasteczki grupy metylowej, to mechanizm monometylacji lizyny 27
nadal pozostaje zagadka. Natomiast dalsze etapy, czyli di- i trimetylacja sg juz w pewnym stopniu
poznane. W przeciwienstwie do K4 i K9, metylacja przeprowadzana jest dzieki katalitycznej aktywnosci
jednego enzymu, EZH2 (enhancer of zeste 2), wchodzacego w sktad kompleksu PRC2 (polycomb
repressive complex 2) (Ryc. 1.5.). Niekiedy w kompleksie, w zamian EZH2, moze wystepowacl jego
homolog EZH1. Podejrzewa sig, ze jego obecnosé moze wptywac na mniejszg wydajnos$¢ metylacji, gdyz
posiada znacznie nizszg aktywno$é enzymatyczng w poréwnaniu do EZH2. Z drugiej strony, EZH1
posiada wiekszg zdolnos¢ do wigzania nukleosoméw niz EZH2, przez co moze wptywac na silniejszg
kondensacje chromatyny [85]. Kolejng rdznicg miedzy tymi biatkami, jest ich rézny poziom ekspresji
w komorkach. Biatko EZH2 jest charakterystyczne dla silnie proliferujgcych komorek (zwtaszcza
komodrek macierzystych), ajego ekspresja jest kontrolowana przez zalezny od cyklu czynnik
transkrypcyjny E2F [86]. Dzieki temu, EZH2 odwzorowuje profil metylacji H3K27 w nowopowstatych
komérkach. Z drugiej strony, poziom EZH1 wydaje sie by¢ staty irelatywnie niski w komérkach,
niezaleznie od etapu rozwoju. Uwaza sie, ze dzieki temu EZH1 moze stuzy¢ podtrzymaniu poziomu
metylacji H3K27 w komdrkach [87]. Z racji, ze EZH1 i EZH2 petnig kluczowa role w procesie isg

niezbedne w tworzeniu PRC2, czesto traktuje sie je kolektywnie jako EZH1/2.

Biatko EZH1/2 swojg aktywno$é enzymatyczng zawdziecza obecnosci domeny SET, katalizujacej

przytaczanie grupy metylowej. Jednakze, aby biatko mogto prawidtowo wypetniaé swojg funkcje, musi
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wspotpracowac z trzema dodatkowymi, niezbednymi biatkami, tworzac rdzen kompleksu [88]. S3 to
biatka SUZ12, EED (embryonic ectoderm development) oraz RbAp46/48 (retinoblastoma-associated
protein 46/48, znane rowniez jako RBBP4 i RBBP7). Kazde z tych biatek petni odrebng role w procesie
metylacji. Biatko EED rozpoznaje i przytacza sie do modyfikacji histonu (gtéwnie H3K27me3), a poprzez
zmiane konformacji EZH1/2 stymuluje jego aktywnos$¢ enzymatyczng przyczyniajac sie do propagacji
metylacji na histonach [89]. Z kolei SUZ12 w potaczeniu z biatkiem opiekunczym (chaperonem)
histondw RbAp46/48, petnig funkcje stabilizujgcg caty kompleks, dzieki interakcji z N-koricem ogona
histonu H3 [90].

Interakcja z

Interakcja z

Interakcja B A

z DNA

Interakcja z Miejsce
PTM przytaczenia
Interakcja z DNA do histonu
bogatym w zasady
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Ryc. 1.5. Schemat przedstawiajgcy sktad kompleksu PRC2 oraz funkcje tworzacych go biatek. Zmodyfikowany na
podstawie [88].

Jak zaznaczono na rycinie 1.5. do kompleksu mogg przytgczaé sie inne biatka, tworzgc dwa podtypy:
PRC2.1iPRC2.2. W pierwszym znajdujg sg dodatkowe biatka PCL (polycomb-like), natomiast w drugim
typie mozna spotkac biatka AEBP2 iJARID2 [88]. Kazde z nich moze wptywac nieco odmiennie na
funkcje kompleksu, lecz nadal nie jest jasna ich doktadna rola. Uwaza sie, ze biatka grupy PCL (czyli
PCL1, PCL2 i PCL3 znane réwniez jako PHF1, MTF2 i PHF19), mogg wchodzi¢ w interakcje z biatkiem
SUZ12 i wptywaé na aktywacje EZH2, aich ekspresja jest tkankowo specyficzna [91]. Dzieki obecnej
w tych biatkach domenie tudor, moze dochodzi¢ do rozpoznawania H3K36me3, dotgczenia kompleksu

PRC2 i tym samym regulacji znajdujacych sie w poblizu genéw. W przypadku biatka AEBP2, bedacego
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czescig kompleksu PRC2.2, nie udato sie jeszcze jednoznacznie okresli¢ petnionej przez niego funkcji.
Uwaza sie, ze poprzez interakcje z nicia DNA, moze w to miejsce rekrutowa¢ PRC2 iwzmacniaé
aktywnos¢ enzymatyczng kompleksu [92]. Drugie biatko kompleksu PRC2.2, JARID2, moze odgrywac
znaczacg role w rozwoju zarodkowym, a jego wyciszenie w zarodkach myszy prowadzi do groznych
defektow w tworzgcym sie uktadzie krwiono$nym [93]. JARID2 faczy sie z nicig DNA w miejscach
bogatych w guanine i cytozyne, aby w te okolice rekrutowaé¢ kompleks PRC2 i podobnie jak AEBP2,
wptywaé na aktywnos¢ enzymatyczng. Brak biatka (lub jego inaktywacja) moze zaburzaé przytgczenie
sie kompleksu do chromatyny, lecz wykazano, ze nie wptywato to znaczgco na ogdélny poziom metylacji
H3K27 [94]. Dzieki dziataniu kompleksu PRC2, modyfikacja H3K27me3 pozwala na przytgczenie sie

kompleksu PRC1, wptywajac na ekspresje gendw oraz kondensacje i stabilizacje chromatyny [95].

Odtaczenie grup metylowych z reszt lizyn zachodzi dzieki przeciwstawnie dziatajgcym enzymom, czyli
demetylazom histonéw (HDM) i tak jak w przypadku HMT, kazda lizyna posiada swéj wiasny zestaw
enzymow odpowiedzialnych za usuniecie grupy ztfancucha. Demetylacja czesto jest zwigzana
z rozluznieniem chromatyny, a w miejsce usunietych grup, moga by¢ zdeponowane inne modyfikacje

wplywajgce na ekspresje gendw, jak na przyktad grupy acetylowe.

1.5.2.2. Acetylacja histonow

Zmiany w acetylacji chromatyny sg kluczowym elementem regulacji transkrypcji gendow i acetylacja
czesto spotykana jest w miejscach rozluznionej euchromatyny. Za jej aktywng iotwartg forme
odpowiadajg acetylotransferazy histonéw (HAT), ktére przenoszg grupe acetylowa z acetylo-CoA na
okreslone reszty lizyny w ogonie histonu [96]. Jednak w przeciwienstwie do HMT, enzymy te nie s3
przypisane do jednej konkretnej lizyny na histonie. Przez to, ze mogg brac¢ czynny udziat w acetylacji
roznych biatek obecnych w komérce, alista ich jest wyjatkowo dtuga inalezg tu réwniez biatka
niehistonowe, nadzoruja precyzyjng regulacje aktywnosci gendw ifunkcji komérkowych. Wiele
enzymow HAT mozna przypisa¢ do wiekszych grup i komplekséw, takich jak rodziny biatek GNAT,
MYST, p300/CBP, Rtt109, HAT1 czy kompleksu TFIID [97].

Przeciwstawng funkcje do HAT petnig deacetylazy histonéow (HDAC). Usuwajgc grupe acetylowa
z histonéw, kontrolujg upakowanie chromatyny, przez co mogg wptywac na wyciszenie genéw. u ludzi
rozpoznano 18 enzyméw, ktére podzielono na cztery klasy bazujgc na ich strukturze, lokalizacji
w komorce oraz réznic w petnionej funkcji, jak rdwniez ze wzgledu na kofaktor uzyty w reakcji

deacetylacji [98].
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Na tej podstawie rozrézniamy nastepujace klasy:

e Klasa pierwsza (l) sktada sie z biatek najbardziej do siebie podobnych pod wzgledem
strukturalnym. Do nich zalicza sie HDAC1, HDAC2, HDAC3 oraz HDACS. Przewaznie znajduja sie
w jagdrze, cho¢ pojawiajg sie doniesienia o przemieszczaniu sie, w wyjgtkowych sytuacjach,
HDAC1 do cytoplazmy [99].

e Klasa druga (Il) podzielona jest na dwie podklasy, czyli lla oraz Ilb. Do pierwszej z nich zaliczamy
biatka zdolne do wedréwki miedzy jadrem a cytoplazmg w odpowiedzi na rézne sygnaty. Sg to
HDAC4, HDAC5, HDAC7 i HDAC9. W drugiej grupie znajdziemy HDAC6 i HDAC10, ktére znajduja
sie gtéwnie w cytoplazmie komorki.

e Klasa trzecia (lll) zawiera specyficzng grupe biatek — sirtuiny. W przeciwienistwie do reszty
deacetylaz, sirtuiny charakteryzujg sie wykorzystywaniem czgsteczek NAD+ jako substratu
reakgji (klasy I, Il i IV wymagajg Zn?* jako kofaktora). Dotgd poznano siedem sirtuin (SIRT1-7).
Lokalizacjg jgdrowa cechujg sie SIRT1, SIRT6 iSIRT7. Zaleznie od sytuacji, SIRT2 moze
lokalizowac sie w jadrze, gdzie bierze udziat w regulacji cyklu komérkowego lub w cytoplazmie.
Pozostate trzy biatka, SIRT3, SIRT4 oraz SIRT5 spotykane sg jedynie w mitochondriach. Efektem
dziatania sirtuin jadrowych jest tworzenie sie heterochromatyny konstytutywnej
i fakultatywnej, a najlepiej poznanym biatkiem jest SIRT1. Wptywa ona na kondensacje
chromatyny, m.in. poprzez stymulacje metylacji H3K9me3. Najpierw powoduje usuniecie
grupy acetylowej z H3K9, a nastepnie aktywuje oraz kieruje wto miejsce SUV39H1. Do
aktywacji metylotransferazy dochodzi na skutek deacetylacji lizyny 266 w obrebie domeny
SET, przez co SUV39H1 zmienia swojg konformacje [100].

e Klasa czwarta (IV) sktada sie z jednego biatka HDAC11. Jest ostatnim odkrytym biatkiem
zrodziny HDAC w zwigzku z czym nie do kornica poznano jeszcze funkcje czy mechanizm
dziatania tego biatka w regulacji gendow. Dotychczasowe badania HDAC11 prowadzone byty
w kontekscie immunologicznym i nowotworowym [101]. HDAC11 najprawdopodobniej
powoduje deacetylacje czynnikéw E2Fa/E2F4 i hamuje ekspresje genu supresorowego ARHI

w komoérkach raka piersi.

1.5.2.3. Przemodelowanie struktury chromatyny pod wptywem komplekséw przebudowujacych
zaleznych od ATP
Nieco odmiennym sposobem regulacji struktury chromatyny (poza modyfikacjami epigenetycznymi)
jest reorganizacja nukleosomow za pomocg komplekséw remodelujgcych (chromatin remodeling

complexes, CRC) [102]. Ich dziatanie polega na wykorzystaniu energii pochodzacej z hydrolizy ATP do
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zmiany oddziatywan miedzy histonami a DNA. Dzieki temu nukleosomy mogg by¢ przesuwane
i precyzyjnie pozycjonowane w miejscach genomu, a ich gestos¢ jest kontrolowana poprzez dodanie
badz usuniecie catych grup nukleosomoéw z danego obszaru. Do takich komplekséw zalicza sie
kompleks typu ISWI (Imitation Switch), CHD (Chromodomain Helicase DNA-binding) lub inaczej
nazywany NuRD (Nucleosome Remodeling and Deacetylase), INO8O oraz SWI/SNF (Switch/Sucrose
Non-Fermenting), a kazdy z nich, poza rdzeniowg ATPazg, sktada sie z kilku dodatkowych podjednostek
wptywajgcych na ich aktywnos¢ i specyficznosc. Za posrednictwem odpowiednich domen znajdujacych
sie w biatkach, kompleksy te biorg udziat w naprawie DNA, mogg oddziatywac¢ z modyfikowanymi (jak
to ma miejsce w przypadku NuRD), jak i niemodyfikowanymi (np. ISWI) histonami, doprowadzajgc do
podmiany pojedynczych histonéw lub usuniecia catych nukleosoméw. Kompleksy mogg brac¢ czynny
udziat w deacetylacji histondw ze wzgledu na obecnos¢ takich biatek jak HDAC1 i HDAC2 (NuRD) [103].
Czesto kontrolujg kondensacje chromatyny i ekspresje genéw poprzez oddziatywanie z kompleksem
PRC2 (NuRD, SWI/SNF). Chociaz w przypadku SWI/SNF, kompleks ten moze dziata¢ zaréwno
synergistycznie jak iantagonistycznie do kompleksu PRC2, asposdb dziatania zalezy od miejsca
w genomie [104]. Ponadto dziatanie SWI/SNF skutkuje tworzeniem sie heterochromatyny, blokujac
tym samym dostep czynnikéw transkrypcyjnych. Co ciekawe, kompleks ten moze réwniez hamowat
ekspresje niekodujgcego RNA (ncRNA) poprzez rekrutacje i stabilizacje nukleosomoéw w promotorach

ncRNA. Podsumowujac, na skutek przebudowy chromatyny dochodzi do zmienionej ekspresji gendw.

1.5.3. Regulacja ekspresji genédw przez niekodujgce RNA
Trzecim sposobem kontroli ekspresji gendw jest potranskrypcyjna regulacja mRNA przez krotkie,
niekodujgce RNA, czyli mikroRNA (miRNA). miRNA sg najkrotszymi jednoniciowymi czgsteczkami RNA,
sktadajgcymi sie z 20-25 nukleotyddw. Po kilkuetapowym procesie dojrzewania miRNA, ktérego czes¢
zachodzi w jadrze, aczes¢ w cytoplazmie, dochodzi do utworzenia dojrzatej nici miRNA, ktdra
nastepnie przytacza sie do konca 3’ UTR czasteczki informacyjnego RNA. Poprzez swojg
komplementarno$¢, miRNA moze hamowac ekspresje genu lub kierowaé go do degradacji. Sciezka jaka
obierze kompleks miRNA-mRNA, zalezy od stopnia dopasowania tych dwdch czasteczek. W przypadku
catkowitego pokrycia, ni¢ mRNA transkrybowanego genu ulega peknieciu idalszej degradacji,

a w przypadku mniejszej zgodnosci ekspresja genu jest jedynie wyciszana [105].

Pierwsze miRNA, lin-4 ilet-7, odkryto doktadnie trzydziesci lat temu (1993) w trakcie badan nad
nicieniem Caernohabditis elegans [106], a do tej pory odkryto juz ponad 1000 miRNA (wg bazy danych
miRBase.org jest ich prawie 2000) zdolnych regulowaé ekspresje nawet 30% ludzkich genow [107].

Ponadto dowiedziono, ze jedno miRNA jest w stanie jednocze$nie wptywac na kilka réznych mRNA
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[108]. Do biatek, ktérych poziom jest regulowany przez miRNA zaliczajg sie enzymy modyfikujgce
chromatyne takie jak DNMT, HDACi HMT [109, 110]. Oprécz tego, ze miRNA funkcjonuje jako regulator
ekspresji gendw, jego ekspresja rowniez jest kontrolowana przez te same mechanizmy epigenetyczne

tworzgc pewnego rodzaju regulacyjne sprzezenie zwrotne [111].

Badania przeprowadzone w ciggu kilku ostatnich lat dowiodty, ze miRNA bierze udziat w regulacji
niemal wszystkich poznanych dotychczas proceséw zachodzacych w komdrkach [112]. Ponadto, ze
wzgledu na niskg podatnos$¢ na dziatanie RNaz w komdrce, miRNA pozostaje stabilne w tkankach
i ptynach ustrojowych [113, 114], dzieki czemu moze staé sie potencjalnym markerem zaburzen

i standw patologicznych zachodzacych w organizmie [115].

1.6. Charakterystyka i funkcje biatka HP1a

Jak opisano powyzej, regulacja ekspresji gendw zachodzi na drodze ztozonych proceséw aktywnie
regulujgcych strukture chromatyny. Najbardziej plastycznym wydaje sie by¢ potranslacyjna
modyfikacja histonéw, w ktérych zmiany mogg zachodzi¢ na wiele réznych sposobdw w wyznaczonych
miejscach, dzieki dziataniu dedykowanej maszynerii epigenetycznej sktadajgcej sie z enzymoéw
wprowadzajacych iusuwajgcych dang modyfikacje. Kolejnym, wainym elementem zwigzanym
z potranslacyjng regulacjg gendw sg biatka odczytujgce dane znaczniki histonéw i do nich zalicza sie
m.in. biatko HP1a, nalezgce do rodziny biatek heterochromatyny 1 (heterochromatin protein 1, HP1)
[116]. Jest to rodzina zachowanych ewolucyjnie biatek obecnych u eukariontéw (z wyjgtkiem
S. cerevisiae). Biorg udziat m.in. W regulacji ekspresji gendw, naprawie uszkodzen DNA oraz stabilizacji

struktury chromatyny.

Do rodziny ludzkich HP1 zalicza sie 3 izoformy: HP1a (kodowane przez gen CBX5), HP1B (CBX1) oraz
HP1y (CBX3). Pomimo wysokich podobienstw w strukturze, kazde z nich wykazuje inng lokalizacje
w jadrze i co za tym idzie, spetnia nieco odmienng funkcje. HP1a mozna spotkac wytgcznie w rejonach
skondensowanej chromatyny, zwtaszcza w okolicach centromerdw, telomeréw oraz w sekwencjach
powtarzalnych. HP1B obserwuje sie zardwno w hetero- jak ieuchromatynie. Natomiast HP1ly
wystepuje przewaznie w rejonach aktywnych gendw regulujgc ich transkrypcje. W niniejszej pracy
badano udziat izoformy alfa ze wzgledu na oddziatywanie z H3K9me3 oraz udziat w tworzeniu SAHF,

co moze mie¢ wptyw na zmiane ekspresji genéw podczas starzenia.

W swojej budowie biatka HP1 zawierajg dwie funkcjonalne domeny przedzielone obszarem
tacznikowym (unstructured hinge region, HR) (Ryc. 1.6.). Na N-koncu znajduje sie domena chromo (CD),

ktéra rozpoznaje metylowany histon i umozliwia przytgczenie sie HP1o do H3K9me2/3. Nastepujacy
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po tym obszar HR jest najbardziej plastyczny, o réznej dtugosci charakterystycznej dla danej izoformy.
W swojej strukturze HR posiada domene NLS, kierujacg biatka do jadra. W wyjgtkowych sytuacjach,
dotyczy to jedynie izoformy HP1y, biatko moze by¢ rowniez obecne w cytoplazmie. Wykazano ponadto,
ze HR moze oddziatywacé z DNAi RNA [117, 118] oraz histonem tgcznikowym H1, co dodatkowo utatwia
interakcje i przytaczanie sie biatka do H3K9me2/3. Zaréwno domena CD jak i obszar HR, sg podatne na
potranslacyjne modyfikacje, wtym fosforylacje i sumoilacje, co wptywa na funkcje biatka ijego
lokalizacje w jadrze [119]. Pokazano, ze fosforylacja N-korica powoduje tworzenie sie specyficznych,
ptynnych struktur powstajgcych na drodze separacji faz ciecz-ciecz (liquid-liquid phase separation,
LLPS). Dzieki temu, HP1a moze taczy¢ ze sobg dtugie odcinki DNA zawierajgce wiele nukleosoméw
tworzac duze kompleksy skondensowanej chromatyny [120]. Ponadto fosforylacja domeny chromo
zwieksza powinowactwo wigzania HP1a do H3K9me3 [121]. Z drugiej strony, fosforylacja odcinka

tacznikowego moze zmniejszac stopien oddziatywania miedzy HP1a a DNA.

Na koncu C czasteczki HP1a, znajduje sie domena CSD (chromoshadow domain) odpowiedzialna za
homo- iheterodimeryzacje (z resztg biatek HP1) oraz dalsze oddziatywanie zinnymi biatkami
i czynnikami transkrypcyjnymi. Interakcje z innymi biatkami umozliwia specjalna sekwencja PxVxL
(,,P” oznacza proline, ,V” waline, ,L” leucyne, a ,,x” dowolny aminokwas) znajdujgca sie w partnerach
biatkowych, rozpoznawana przez domene CSD. Do nich nalezg m.in. biatka wchodzace w sktad ciatek
PML (np. SP100), proteaza SENP7 i receptor laminy B — LBR (lamin B receptor) [122]. Do wyjatkéw
nalezy biatko SUV39H1, ktére nie posiada w swojej strukturze wymaganej sekwencji, a wspoétpraca obu
biatek jest niezbedna do tworzenia sie heterochromatyny i postepujacej kondensacji w dalszych
czeSciach genomu [123, 124]. Ponadto, istniejg doniesienia, ze HPla (HPla u Drosophila

melanogaster) moze przytgczac sie do chromatyny z pominieciem H3K9me3 [125].

.Fosforylacja Acetylacja ©® Metylacja
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Ryc. 1.6. Schemat budowy biatka HP1a z wyszczegdlnieniem jakim modyfikacjom mogg ulega¢ dane domeny oraz
opis ich funkcji. Zmodyfikowano na podstawie [126].

Tworzenie stabilnej heterochromatyny rozpoczyna sie od deacetylacji lizyny 9 histonu H3 przy udziale
sirtuiny 6 i1, aaktywnos¢ SIRT1 wptywa na rekrutacje metylotransferazy SUV39H1 (jak opisano
w podrozdziale 1.5.2.2.). Przeniesienie grupy metylowej na H3K9 przyczynia sie do rozpoznania
modyfikacji przez domene CD biatka HPla iutworzenie homodimeru. Dimer ten przyjmuje
charakterystyczng konformacje w ksztatcie litery ,Y”, co dodatkowo utatwia pozycjonowanie
czgsteczki na metylowanej lizynie. Nastepnie HPla poprzez domene CSD rekrutuje SUV39H1,
prowadzgc do metylacji kolejnych histondéw i umozliwiajgc tworzenie heterochromatyny w dalszych
czesciach genomu [123]. Ponadto, dzieki interakcji obszaru tagcznikowego HP1a z DNA oraz wspédtpracy
z DNMT1, dochodzi do wzrostu metylacji DNA itym samym wyciszenia genéw. Na stabilizacje
heterochromatyny wptywa réwniez interakcja biatka HPla z zakotwiczonym w otoczce jgdrowej
receptorem LBR, tworzgc zwarte i transkrypcyjnie nieaktywne domeny LAD [127]. Niedawne badania
wykazaty, ze HP1la moze dodatkowo rekrutowac biatko CTCF w miejscach okotocentromerowych,

wplywajgc na organizacje i utrzymanie stabilnej struktury chromatyny w komarce [128]

Utworzona heterochromatyna ulega dynamicznym zmianom w trakcie podziatu komérkowego, a rola
HPla w mitozie jest niejednoznaczna. Z jednej strony dochodzi do czesciowej akumulacji HP1la
w okolicy centromeréw poprzez interakcje z H3K9me3 oraz INCENP (inner centromere protein),
z drugiej natomiast dochodzi do usuniecia biatka z tych miejsc ze wzgledu na fosforylacje seryny 10
histonu H3 (p-H3S10) [129]. W czasie mitozy p-H3S10, odgrywa kluczowg role w prawidtowej
kondensacji i segregacji chromosomow, a dzieje sie to dzieki aktywnosci kinazy Aurora B (Aurora B
kinase, AURBK). Kinaza ta moze oddziatywa¢ z biatkiem centromerowym INCENP (inner centromere
protein) oraz obecnym tam HP1a, a jej zaburzona aktywnos$¢ zwykle prowadzi do nieprawidtowosci
w rozdziale chromosomoéw. Do akumulacji fosforylowanej seryny histonu H3 dochodzi w rejonach
centromerowych i dzieje sie to w pdznej fazie G2. Tym sposobem dochodzi do zmiany konformacji
chromatyny i usuniecia HP1a z kompleksu HP1a-H3K9me3 oraz zablokowania dalszego oddziatywania
domeny CD ztg modyfikacjg. Ostatnie badania sugerujg, ze do odfgczenia HP1la od centromeréw
dodatkowo przyczynia sie hiperfosforylacja odcinka tgcznikowego tego biatka, za pomocg AURKB. W
rezultacie HP1a wykazuje mniejszg zdolno$¢ do interakcji z DNA i odtgcza sie od chromatyny [130].
Dowiedziono rédwniez, ze w trakcie mitozy to wtasnie HP1a pierwsze ulega fosforylacji i w wyniku tego

czes¢ biatka zostaje usunieta, natomiast dopiero zachodzgca w dalszym etapie fosforylacja H3S10
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wplywa na dalsze zmniejszenie potgczen HP1a z H3K9me3. Jednakze cze$¢ HP1a nadal jest zwigzana

z centromerami.

Oprdcz kontroli stabilno$ci heterochromatyny, HP1a bierze czynny udziat w szlaku DDR oraz naprawie
powstatych uszkodzen [131]. Jak wspomniano w podrozdziale 1.2., w wyniku pekniecia podwdjnej nici
DNA dochodzi do lokalnej i krétkotrwatej kondensacji chromatyny. Najczesciej role HP1a w procesie
wigze sie z obecnoscig H3K9me3, czyli stabilizacjg heterochromatyny w okolicach uszkodzen, lecz
niektore badania sugeruja, iz HP1a moze dziataé niezaleznie od tej modyfikacji [132]. Gdy wywotano
uszkodzenia DNA laserem dochodzito do rekrutacji HP1la do miejsc pekniecia nici za pomoca
kompleksu CAF-1 (Chromatin Assembly Factor 1). Wyciszenie HPla skutkowato uposledzeniem
rekrutacji biatka 53BP1 oraz RAD51 w miejsca uszkodzen i zahamowaniem naprawy uszkodzen oraz
zmniejszeniem przezywalnosci komérek. Nie zauwazono natomiast efektu na formowanie sie skupisk

yH2AX [133].

Rola HPla nie jest jednoznaczna iograniczona jedynie do tworzenia skondensowanej, stabilnej
struktury heterochromatyny w jadrze. Badania dowodzg, ze moze braé udziat w podziale komérki oraz
naprawie DNA niezaleznie od H3K9me3, przez co moze petni¢ inne funkcje w komdrce, ktdre nadal

pozostajg nie do korica poznane.

1.7. Zmiany w strukturze jadra ichromatyny towarzyszace starzeniu

komdérkowemu
Starzenie to proces wptywajacy na funkcjonowanie catej komarki. Cho¢ zmiany dotyczg wielu struktur
komorki, to najwazniejsze z nich, majace wptyw na funkcje innych organelli, zachodza w jadrze
(Ryc. 1.7.). Zwiekszajaca sie powierzchnia jadra i globalne rozluznienie chromatyny staty sie typowymi
markerami starzenia. Zmiany pojawiajg sie w blaszce iotoczce jadrowej. Blaszka jadrowa jest
zbudowana z lamin i w miare starzenia, obserwuje sie znaczacy spadek ekspresji biatka laminy B1,
natomiast poziom laminy A/C moze spadaé, a w niektorych przypadkach pozostawac bez zmian [134].
Zaburzony poziom laminy A/C jest czesto zwigzany z gromadzeniem sie prekursora tego biatka, czyli
prelaminy A. Ponadto, mutacja wgenie LMNA powodujgca brak dojrzewania itworzenie
niefunkcjonalnej formy nazywanej progeryng jest przyczyng opisanego powyzej zespotu HGPS.
Akumulacja progeryny oraz spadek poziomu laminy B1 w starych komérkach prowadzi do zmian
w morfologii jadra oraz defektéw w jego strukturze co skutkuje zwiekszong podatnoscig na
odksztatcenia isprzyja tworzeniu sie charakterystycznych wybrzuszen (nuclear blebbing) [135].

Zaburzenia w strukturze otoczki niosg za sobg zmiany w liczbie oraz rozmieszczeniu poréw jgdrowych,
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co prowadzi do utrudnien w transporcie czgsteczek miedzy jagdrem a cytoplazmga. Zauwazono, ze
w VSMC podwyzszony poziom prelaminy a wptywa na przemieszczenie biatka Nup153 (wchodzace
w sktad poréw jgdrowych) w otoczce, blokujgc tym samym import 53BP1 w miejsce peknie¢ nici DNA
[136]. W zwigzku z tym dochodzi do nagromadzenia nienaprawionych uszkodzen i dalszej progresji
starzenia. Spadek laminy B1 pocigga za sobg spadek biatka LBR bedgcego miejscem zakotwiczenia
HP1a izwigzanej z nig heterochromatyny [137]. To z kolei przyczynia sie do zerwania pofaczenia

i destabilizacji LAD, a heterochromatyna przemieszcza sie do wnetrza jadra.

Mtoda komorka 5 Stara komorka
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Otoczka jagdrowa f. Jaderko # Histony ‘ Heterochromatyna
Lamina B t ® CcCiatkaPML } & ciatkaPolycomb  § & SAHF
Lamina A/C /] Ciatka Cajala § ~ Telomery t ® Pekniecia nici DNA
Kompleks poréw ..

F 8 o } B Cetkijadrowe f § Centromery Chromatyna

Ryc. 1.7. Schemat podsumowujgcy zmiany zachodzgce w jadrze komdrkowym podczas starzenia. Strzatka
skierowana w goére oznacza wzrost poziomu, strzatka skierowana w dét spadek poziomu danej asymbol
btyskawicy oznacza uszkodzenia danej struktury jgdrowej. Zmodyfikowano na podstawie [138].

Wraz ze starzeniem dochodzi do rozluznienia chromatyny i tym samym destabilizacji jej struktury
i zmian w profilu ekspresji gendw. Proces ten jest zwigzany m.in. Z globalnym spadkiem poziomu
histondw i liczby nukleosoméw [139]. Szacuje sie, ze w starzeniu dochodzi do zmniejszenia sie puli
histonéw H3 i H4 o okoto 30%, a w starzeniu replikacyjnym drozdzy nawet o 50% [140]. Moze to by¢

wynikiem dziatania komplekséw przebudowujgcych chromatyne lub zaburzenia w produkcji histonéw.
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W starej komédrce synteza nowych histondw kanonicznych jest zredukowana, gdyz ich ekspresja
najczesciej zachodzi w nastepstwie podziatow komorkowych (ktére w starych komédrkach sg
wstrzymane). Prowadzi to do utraty nawet catych komplekséw nukleosomoéw, co ma odzwierciedlenie
w destabilizacji struktury chromatyny, jej rozluznieniu i zwiekszeniu podatnosci na uszkodzenia DNA.
Z drugiej strony obserwuje sie wzrost wariantéw histonéw, ktére gromadzg sie w nukleosomach
zamiast histondw kanonicznych, poniewaz ich synteza jest niezalezna od cyklu komérkowego. Wysoki
poziom wariantu H3.3 znaleziono post mortem w mdzgu oséb w podesztym wieku oraz mysich
neuronach [141]. Wraz ze starzeniem obserwuje sie wzrost wariantu H3.3 oraz zastgpienie nim histonu
H3 w watrobie, sercu oraz nerkach myszy. To z kolei prowadzito do zmian w poziomie metylacji H3
[142]. W mysich fibroblastach poddanych starzeniu (replikacyjnemu i przyspieszonemu
indukowanemu uszkodzeniami DNA) oprdcz wystepowania yH2AX zaobserwowano znacznie wieksza
akumulacje H2A.J, w poréwnaniu do kontroli. Jest to wariant, ktory niedawno przykut uwage badaczy
ze wzgledu na wystepowanie w starzeniu indukowanym promieniowaniem jonizujgcym. H2A.J
zastepuje kanoniczny histon H2A w miejscach znajdujgcych sie na pograniczu heterochromatyny
i euchromatyny [143]. Gromadzenie sie tego wariantu wplywa na reorganizacje struktury chromatyny,
co moze prowadzi¢ do indukcji SASP irozprzestrzeniania stanu zapalnego na sgsiednie komorki,
a nawet indukcji uszkodzen DNA [144]. Zbyt dtugo aktywowana sciezka DDR w komorce przyczynia sie
do degradacji metylotransferazy G9a i GLP skutkujgc spadkiem poziomu H3K9me2 itym samym

deheterochromatynizacji [145].

Kolejnym czynnikiem wptywajagcym na zwigzane z wiekiem rozluznienie chromatyny sg zmiany
epigenetyczne, wtym wspomniany spadek poziomu metylacji histonéw. Jest to m.in. cecha
charakterystyczna progerii (przyspieszonego starzenia), czyli zespotu Wernera i HGPS. W progerii
dochodzi do globalnego spadku H3K9me3 i zwigzanego z nig biatka HP1la, co dzieje sie na skutek
obnizonego poziomu SUV39H1 [146]. Wykazano, ze niski poziom metylacji H3K9 negatywnie wplywa
na utrzymanie prawidtowej struktury heterochromatyny konstytutywnej. Ta z kolei powoli przechodzi
w forme euchromatyny istaje sie podatna na uszkodzenia, zwtaszcza w rejonach telomerowych.
Ponadto wykazano, ze obnizenie poziomu H3K9me3 i towarzyszgcy mu wzrost acetylacji H3K9 i H4K16
w promotorach genéw IL-6 i IL-8, przyczynia sie do ich wzmozonej ekspresji prowadzgc do SASP [147].
Obserwowany wzrost acetylacji wspomnianych miejsc koreluje z obnizonym poziomem deacetylaz
(w tym sirtuin) w starych komadrkach. Nizszy poziom SIRT1 zmniejsza aktywnos$¢é SUV39H1, co z kolei
wigze sie ze znacznie nizszym poziomem H3K9me3 [100]. Z drugiej strony w niektérych przypadkach

moze dochodzi¢ do spadku acetylacji, jak na przyktad dzieje sie w przypadku lizyny 56 histonu H3
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podczas starzenia replikacyjnego wynikajgcego z wyzszej aktywnosci SIRT6 [148]. Sirtuina ta jest tez

odpowiedzialna za deacetylacje H3K9 w telomerach stabilizujgc ich strukture.

Poziom acetylacji histondw, podobnie jak metylacji, zalezy od typu starzenia oraz jest tkankowo
specyficzny. W starych ludzkich fibroblastach zauwazono wzrost poziomu acetylacji H4K16
w promotorach gendéw, co skutkowato rozluzniong chromatyng i utatwiong wymiang nukleosomoéw
[149]. Z drugiej strony istniejg doniesienia o spadku acetylacji H4K16 w starych komérkach [150]. W
modelu progerii u myszy pozbawionych ekspresji biatka Zmpste24 (metaloproteinazy tngcej prelamine
A), dochodzi do akumulacji prelaminy A, ktéra zaktéca dzianie acetylotransferazy MOF wywotujac
hipoacetylacje H4K16 [151]. W kontroli poziomu acetylacji biorg udziat enzymy HAT i HDAC,
a najczesciej opisywanymi sg sirtuiny. Uwaza sie, ze sirtuiny sg ,,straznikami dtugowiecznosci” i mogg
wptywaé na wydtuzenie zycia [152]. W miodych komdrkach wysoki poziom tych enzymodw pozwala
utrzymac homeostaze komoérki dzieki kontroli wielu proceséw, w tym regulacji ekspresji genéw i cyklu
komérkowego, naprawy DNA, apoptozy oraz metabolizmu. Jednak wraz ze starzeniem dochodzi do
znacznego spadku poziomu oraz aktywnosci sirtuin. Wykazano, ze zahamowanie aktywnosci SIRT6
u myszy przyczynia sie do przyspieszonego starzenia i znacznie skraca zycie zwierzat [153]. Z drugiej
strony, nadekspresja SIRT6 poprzez deacetylacje H3K9 blokuje szlak sygnalizacyjny NF-k-B, co prowadzi
do zmniejszenia syntezy przekaznikdow stanu zapalnego atym samym do wydtuzenia zycia myszy.
Ponadto badania wykazaty, ze nadekspresja SIRT6 moze zahamowac starzenie szczurzych i ludzkich
komorek krazka miedzykregowego (Human Nucleus Pulposus Cells, HNPC) wtasnie przez deacetylacje

H3K9 [154].

Pomimo globalnego rozluznienia chromatyny bedgcego charakterystyczng cechga starzenia, lokalnie
obserwuje sie jej kondensacje i tworzenie SAHF. Sg to struktury, ktére czesto sktadajg sie ze skupisk
H3K9me3 otoczonych chromatyng bogatg w H3K27me3, tworzacych typowy rdzen wyciszonej
chromatyny. Wokét niego moze akumulowaé sie aktywna forma chromatyny wzbogacona
w H3K36me3 [155]. Chociaz obecnos¢ H3K9me3 i H3K27me3 wydaje sie by¢ charakterystyczng cechg
SAHF, ostatnie badania wykazaty, ze usuniecie tych znacznikdw nie wptywato na tworzenie sie tych
skupisk [155]. Podobnie brak biatka HP1 nie zaburzat powstawania SAHF [156]. Wydaje sie wiec, ze do
ich tworzenia potrzebne sg inne biatka, takie jak histon mH2A (makro H2A), HMGA1, HIRA ASFlaiinne
[157]. Poprzez wytworzenie sie skupisk miejscowej kondensacji chromatyny dochodzi do reorganizacji
jej struktury, co ma przetozenie na zmieniong ekspresje gendw. Wyciszeniu ulegajg geny kodujgce
biatka odpowiedzialne za proliferacje komarki lub czynniki transkrypcyjne E2F. Jednak pojawienie sie

SAHF wydaje sie by¢ jedynie cechg charakterystyczng starzenia indukowanego onkogenami (OIS), gdyz

47



tylko w takim modelu zaobserwowano ich obecnos$¢ w zdecydowanej wiekszosci komorek. Skupiska
takie wystepuja niekiedy w starych replikacyjnie fibroblastach, lecz zwykle dotyczy do tylko kilku
procent komdrek w populacji [157]. Postuluje sie wiec, ze tworzenie SAHF nie jest uniwersalng cecha

starzenia, a stuzy raczej jako wskaznik zachodzgcego OIS [158].

Kontrola ekspresji gendw w starzeniu jest tez zalezna od zmian zachodzgcych na poziomie DNA.
Dowiedziono, ze wraz z wiekiem dochodzi do globalnego spadku metylacji CpG w genomie, a jest to
najprawdopodobniej zwigzane ze spadkiem poziomu DNMT1 oraz DNMT3a podczas starzenia [159]. Z
drugiej strony w starzeniu relikacyjnym czesto mozna zauwazyé hipermetylacje w promotorach
specyficznych gendw. Sg to geny odpowiedzialne za procesy metaboliczne w komdrce lub biatka

supresorowe [160].

Starzenie komdrkowe dotyczy réwniez innych struktur jgdrowych w tym jaderek, ciatek jadrowych czy
ciatek PML [161]. Morfologia jaderek jest z reguty bardzo zréznicowana, nawet w mtodych komdrkach.
Jednak wraz z wiekiem najczesciej dochodzi do ich powiekszenia oraz zwiekszenia ich liczebnosci
w jadrze [162]. Badania wskazujg, ze wzrost powierzchni iliczby jgderek w komdrkach nicienia
C. elegans negatywnie wptywa na dtugos¢ zycia zwierzat [163]. Podobny trend zauwazono u drozdzy,
myszy, a nawet ludzi. W komédrkach miesni osdb starszych poddanych restrykcji kalorycznej oraz
systematycznemu wysitkowi fizycznemu (s3 to sposoby interwencji przeciwstarzeniowych),
zanotowano znacznie mniejsze i mniej liczne jgderka w pordwnaniu z grupg kontrolng [164]. Zmiany
w morfologii jaderka towarzyszgce starzeniu czesto korelujg ze wzrostem ekspresji rRNA i biatek
rybosomalnych ijest to czesto obserwowane w komédrkach pacjentéw z zespotem HGPS [165].
Zahamowanie ekspresji tych biatek skutkuje zmniejszeniem sie powierzchni jgderek oraz

przedtuzeniem zycia.

Ciatka PML obecne w komérce, obserwowane gtéwnie w miejscach wolnych od chromatyny, biorg
czynny udziat w wielu procesach komodrkowych, wtym w starzeniu [166]. W wyniku stresu
oksydacyjnego biatko PML (czyli biatko rdzeniowe ciatka PML) ulega utlenieniu, czego skutkiem jest
oligomeryzacja i tworzenie ciatek PML. W kolejnym kroku, PML ulega sumoilacji i silnemu upakowaniu
wraz z tworzeniem sie struktury bezbtonowej. Do tworzacych sie ciatek dotgczajg biatka zawierajace
motyw rozpoznajgcy sumoilacje (SUMO Interacting Motif). Do tej pory poznano ich okoto 60,
a stanowcza wiekszos¢ z nich zwigzana jest z odpowiedzig na stres komdrkowy [167]. Przyktadem
takiej odpowiedzi jest wzrost liczby ciatek PML w ludzkich jednojadrzastych komodrkach krwi

obwodowej (peripheral blood mononuclear cells, PBMC) w wyniku promieniowania jonizujgcego [168].
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Wykazano, ze wzrost liczby ciatek jest ogdlng cechg starzenia, niezaleznie od bodzca indukujgcego ten
proces [169]. Jak wspomniano, ciatka PML odgrywajg znaczacg role w procesie naprawy uszkodzen
DNA. Oprdcz opisanego w podrozdziale 1.4. udziatu biatek skupiajacych sie w obrebie ciatek PML
w rozpoznaniu peknie¢ nici DNA, ciatka PML sg réwniez miejscem acetylacji biatka p53, ktére
zatrzymuje komérki w cyklu, celem umozliwienia dalszej odpowiedzi na uszkodzenia. Zatem w ciatkach
PML wystepujg biatka, ktére biorg udziat w rozpoznaniu inaprawie uszkodzern DNA oraz biatka

kontrolujace cykl komdrkowy.

Podsumowujgc, starzenie komodrkowe jest ztozonym procesem, ktéry wptywa na wiele struktur
wewnatrz jadra komérkowego. Ma to istotny wptyw na funkcje innych organelli w komdrce poprzez
m.in. zaburzony transport miedzy jagdrem a cytoplazmg. Opisane zmiany niosg za sobg znaczgce
konsekwencje dla procesu starzenia sie komdrek oraz organizmu jako catosci i wptywajg na rozwdj

chordb zwigzanych z wiekiem.

1.1. Zalezne od wieku choroby ukfadu krazenia oraz udziat starzenia

komorkowego w rozwoju miazdzycy
Wedtug Swiatowe] Organizacji Zdrowia (WHO) gtéwna przyczyng zgondw na $wiecie od wielu lat
pozostajg choroby uktadu sercowo-naczyniowego (cardiovascular diseases, CVD). W Polsce stanowig
one 35% wszystkich zgondw [170]. u podstaw tych schorzen najczesciej lezy rozwijajgca sie miazdzyca
majaca swoje zrodto w nadcisnieniu tetniczym, hiperlipidemii, hiperhomocysteinemii, cukrzycy czy
narazeniu na substancje toksyczne pochodzace np. Z dymu tytoniowego. Miazdzyce definiuje sie jako
ogoélnoustrojowe, przewlekte zapalenie tetnic izyt, ktdre najczesciej prowadzi do wytworzenia
charakterystycznej struktury, czyli blaszki miazdzycowej, uwypuklajacej sie do wnetrza naczynia
i znaczgco zmniejszajgcej jego wewnetrzng Srednice. Blaszka powstaje na skutek gromadzenia sie tuz
pod warstwg srddbtonka ztogdow ttuszczowych i makrofagéw przeksztatconych w komérki piankowe.
Tak utworzony rdzen oddzielony jest od $wiatta naczynia wtdknistg czapeczka zbudowang z komadrek
miesni gtadkich (VSMC), srédbtonka i kolagenu. Ze wzgledu na swojg strukture, blaszki dzieli sie na
stabilne i niestabilne. Te pierwsze charakteryzujg sie mniejszg zawartoscig lipidéw w rdzeniu, aich
czapeczka zawiera relatywnie grubg i Scistg warstwe komdrek miesni gtadkich tworzac zwartg bariere
zabezpieczajaca przed peknieciem. Powstawanie takiej blaszki jest zwykle dtugotrwatym i powolnym
procesem, czesto zajmujgcym kilka lat. Z kolei blaszka niestabilna moze byé nastepstwem
przeksztatcenia blaszki stabilnej, cho¢ najczesciej do jej wytworzenia dochodzi gwattownie. Posiada
znacznie wiekszy rdzen martwiczy i zmniejsza sie grubos$¢ otaczajgcego go kapturka (grubosé zwykle

nie przekracza 65 um). Dodatkowo, w jej wnetrzu czesto zachodzi proces neowaskularyzacji, co
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prowadzi do krwotokdw wewnatrz blaszki. Badania dowiodly, ze to wtasnie pekniecie niestabilnej
blaszki i wytworzenia zwigzanego ztym skrzepu, staje sie przyczyng wystgpienia ostrego zespotu

wiencowego (acute coronary syndrome, ACS).

Tetnice i zyty zbudowane sg z komérek srédbtonka (endothelial cells, EC), czyli pojedynczej warstwy
wysoko wyspecjalizowanych komérek wyscietajgcych wnetrze naczynia. Jedng z kluczowych rél, jakie
odgrywa srddbtonek, jest produkcja czynnikdéw kontrolujgcych skurcz i rozkurcz naczyn krwionosnych,
a takze zdolnos$¢ do utrzymania odpowiedniej elastycznosci $cian tetnicy. Napiecie ielastycznosé
naczynia, zalezy przede wszystkim od prawidtowe] sekrecji tlenku azotu (nitric oxide, NO), ktéry dziata
przeciwstawnie do angiotensyny Il i endoteliny-1 (ET-1). Dwie ostatnie czasteczki obkurczajg naczynia
i sprzyjajg rozwojowi miazdzycy [171]. EC spoczywajg na btonie podstawnej tworzac pétprzepuszczalng
btone wewnetrzng (tunica intima) oddzielajgcg swiatto naczynia od znajdujacych sie pod nig komadrek
miesni gtadkich (tunica media). Przepuszczalnosé i integralnos¢ btony wewnetrznej sg kontrolowane
przez zespoét biatek znajdujacych sie w btonach EC tworzac tak zwane potaczenia sciste (nazywane
rowniez zamykajgcymi). W ich sktad wchodzg klaudyny, okludyny, biatka strefy zamykajacej (zona
occludens, ZO) oraz adhezyjne biatka JAM. Cate naczynie otoczone jest warstwg zewnetrzng,

sktadajaca sie z srodbtonka i tkanki tagcznej (tunica adventitia) [172].

Mimo prowadzenia obszernych badan, nadal nie udato sie jednoznacznie ustali¢ przyczyny rozwoju
miazdzycy. Przyjeto, ze oddziatywanie czynnikéw stresowych prowadzi do uszkodzenia warstwy
Srddbtonka tetnic, co inicjuje postepujgce zmiany w organizmie. Wiele badaczy postuluje, ze do
uszkodzen S$rédbtonka dochodzi w wyniku zaburzonego przeptywu krwi wywotfanego m.in.
nadci$nieniem tetniczym. Dzieje sie to najczesciej w miejscach rozgatezien naczyn, gdzie warstwa
komérek EC narazona jest na bezposrednie dziatanie statego, oscylacyjnego naprezenia $cinajgcego
(oscillatory shear stress, OS) [173], [174]. OS stanowi bodziec dla komoérek srodbtonka do zmiany
fenotypu na sekrecyjny. W rezultacie dochodzi do wydzielania czasteczek adhezyjnych (ICAM-1,
VCAM-1), ktére s rozpoznawane przez monocyty ilimfocyty. Ponadto s$rdodbtonek przybiera
prozapalny fenotyp (w skutek dziatania wielu czynnikéw transkrypcyjnych, jak np. NF-kB czy AP-1), co
skutkuje poluzowaniem pofaczen $cistych miedzy komérkami tworzac przepuszczalng warstwe
(Ryc. 1.8.). W konsekwencji czasteczki ttuszczu, zwtaszcza frakcje o niskiej gestosci (low density
lipoprotein, LDL), przenikajg do $ciany naczynia, gdzie ulegajg utlenieniu (ox-LDL) w wyniku ekspozycji
na podwyzszony poziom RFT idziatania enzymoéw takich jak lipooksygenaza (LOX). Wraz z LDL, do
whnetrza intimy migrujg monocyty, ktdre rdznicujg do makrofagéw, absorbujg ox-LDL i przeksztatcajg

sie w komadrki piankowate. W miare uptywu czasu mogg one ulega¢ apoptozie, co skutkuje
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uwolnieniem tresci komodrkowej do przestrzeni miedzybtonowej idalszg akumulacjg lipidéw,
prowadzac do ich przesycenia, a nawet krystalizacji. To z kolei napedza dalszg migracje makrofagow,
stopniowo przyczyniajagc sie do powstawania rdzenia martwiczego. Ponadto, limfocyty T, po
przedostaniu sie do formujacej sie blaszki, wydzielajg wiele cytokin (np. czynnik martwicy nowotworow

— TNF-a, interleukina 1 — IL-1) i czynnikéw wzrostu (PDGF, VEGF) stymulujgcych podziat i migracje

VSMC do warstwy wewnetrznej naczynia i tworzenie czapeczki blaszki miazdzycowej.
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Ryc. 1.8. Etapy powstawania miazdzycy. A) Przenikanie czasteczek LDL do wnetrza naczynia poprzez uszkodzong
warstwe Srdodbtonka. B) Migracja monocytéw do wnetrza naczynia dzieki rozpoznaniu czgsteczek adhezyjnych
wydzielanych przez EC. C) Utlenienie LDL na skutek dziatania RFT i wytworzenie utlenionej formy ox-LDL. D)
Roéznicowanie monocytow do makrofagdéw. E) Powstawanie komaorek piankowych na drodze wchtaniania ox-LDL
przez makrofagi. F) Wzmozona proliferacja i migracja VSMC do wnetrza naczynia oraz wytworzenie blaszki
miazdzycowej. G) Kumulacja ztogdw ttuszczowych i powstawanie rdzenia martwiczego. H) Przerwanie $ciany
naczynia i wytworzenie skrzepu. Zmodyfikowano na podstawie [172].

Po przedostaniu sie do btony wewnetrznej, VSMC ulegaja dalszym wzmozonym podziatom. W wyniku

zmiany fenotypu z kurczliwego na proliferujgco-wydzielniczy, dochodzi do produkcji macierzy
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zewnatrzkomorkowej, ktéra przyczynia sie do naprawy powstajgcych uszkodzen oraz stabilizacji
formujacej sie czapeczki wtdknistej. Z drugiej strony, proliferacja VSMC moze skutkowac wyczerpaniem
limitu podziatéw i starzenia komdrkowego, czego skutkiem jest zmniejszenie stabilnosci blaszki. Na
powolng degradacje irozerwanie blaszki moze mie¢ tez wplyw podwyiszony poziom proteaz
wydzielany przez stare VSMC, co negatywnie wptywa na macierz zewngtrzkomdrkowa. Liczne badania
pokazaty, ze starzenie VSMC ma miejsce in vivo i stare VSMC zidentyfikowano zaréwno w blaszkach
miazdzycowych, jak iscianach naczyn oséb starszych [175]. Komérki wyizolowane z blaszek
wykazywaty sie krotszymi telomerami i mniejszg zdolnoscig do proliferacji, co byto wynikiem
podwyzszonej ekspresji biatek kontrolujgcych cykl komérkowy (p16 i p21). Zauwazono tez wieksza
aktywnos$¢ SA-B-gal oraz wzrost poziomu RFT, ktdre mogg przyczynia¢ sie do powstawania

i gromadzenia uszkodzen DNA.

Wedtug wolnorodnikowej teorii starzenia to wtasnie nadmiar reaktywnych form tlenu, w tworzacej sie
blaszce, jest przyczyng starzenia VSMC i wiekszosci towarzyszgcych mu zmian [176]. Gtéwnym zrédtem
endogennego poziomu RFT sg mitochondria oraz oksydazy NADPH (NOX) wystepujgce w btonie
komérkowej. Powstajgce zburzenia w ich funkcjonowaniu prowadzg do gromadzenia sie wolnych
rodnikow, ktére w potgczeniu z podwyzszonym poziomem egzogennej puli uszkadzajg nDNA. Uwaza
sie tez, ze wzrost poziomu RFT moze potencjalnie powodowaé uszkodzenia mtDNA, prowadzac do
dysfunkcji mitochondriéw i napedzajac dalszg produkcje reaktywnych form tlenu, cho¢ zdania na ten
temat sg podzielone. Niemniej, stres oksydacyjny moze byé réwniez przyczyng powstawania uszkodzen
w miejscach telomerowych, prowadzac do ich przyspieszonego skrécenia itym samym indukcji
starzenia. Na drodze podwyzszonej aktywnosci RFT dochodzi do stymulacji VSMC i wydzielania
czynnikdéw SASP, ato z kolei indukuje przewlekty stan zapalny w komérce. Tak jak wspomniano,
komoérki wydzielaja wtedy biatka degradujgce macierz zewngtrzkomérkowsa, wplywajac na

destabilizacje blaszki miazdzycowej.

Ponadto dowiedziono, ze starzejgce sie VSMC ulegajg stopniowej mineralizacji, przez co dochodzi do
zmniejszenia elastycznos$ci naczyn. Dzieje sie to na skutek zmian w poziomie biatek odpowiedzialnych
za ten wapnienie. Z jednej strony dochodzi do spadku poziomu biatka MGP (matrix Gla protein), ktére
jest inhibitorem mineralizacji, a z drugiej do wzrostu ekspresji stymulujgcego ten proces biatka BMP-
2. Obserwuje sie réwniez zmiany w ekspresji Runx-2, ALP (alkaline phosphatase), osteopontyny (OPN)
i osteoprotegeryny (OPG), czyli biatek wptywajgcych na przybieranie przez VSMC fenotypu

charakterystycznego dla osteoblastéw [177]. Niedawne badania dowiodly, ze miostatyna ma dziatanie
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tagodzace mineralizacje VSMC. Miostatyna hamuje ekspresje Runx-2 oraz BMP-2 w szczurzych

komodrkach [178].

Powstawanie blaszki miazdzycowej jest wysoce skomplikowanym procesem, Scisle zwigzanym ze
starzeniem komodrek miesni gtadkich. W zwigzku z tym poznanie zachodzacych zmian w starzeniu
mogtoby przyczyni¢ sie do lepszego zrozumienia procesu i tym samym rozwiniecia nowych terapii
tagodzacych negatywne skutki starzenia. Wiele takich zmian zachodzi na poziomie jadra, zatem wazne

zgtebienie epigenetycznych mechanizmdéw zaangazowanych w proces starzenia.
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2. Hipoteza i cele pracy

Starzenie organizmu jest nieuniknionym procesem dotyczagcym kazdego cztowieka ijest
nierozerwalnie zwigzane ze starzeniem komérek budujgcych tkanki i narzady. W komérce dochodzi do
szeregu zmian morfologicznych i biochemicznych, z ktérych szczegdlnie istotne sg te zwigzane z jgdrem
i strukturg chromatyny, czego konsekwencjg jest zmiana ekspresji genéw. Modyfikacje epigenetyczne
chromatyny, dotyczg zaréwno DNA jak i histondw, jednakze uwaza sie, ze to histony sg bardziej
podatne na regulacje przez czynniki zewnetrzne. Fakt ten czyni je atrakcyjnym celem terapeutycznym
w wielu chorobach wieku podesztego, wtym miazdzycy. Zatem istotnym jest, aby poznac
i scharakteryzowaé¢ zmiany potranslacyjne histondw zachodzgce w starzeniu komdrek budujgcych

naczynia i odpowiedzialnych za utrzymanie ich prawidtowego funkcjonowania.

Dane literaturowe niejednokrotnie dostarczajg sprzecznych informacji dotyczgcych zmian chromatyny
towarzyszagcych réznym typom starzenia. Z jednej strony dochodzi do lokalnej silnej
heterochromatynizacji itworzenia skupisk SAHF (senescence-associated heterochromatin foci),
z drugiej zas dochodzi do globalnego spadku histondw i rozluznienia chromatyny. Udowodniono, ze
zmiany te sg czesto tkankowo specyficzne. Wstepne badania przeprowadzone w Pracowni
Molekularnych Podstaw Starzenia wykazaty, ze podczas starzenia replikacyjnego komérek miesni
gtadkich naczyn (VSMC) obserwowany jest spadek metylacji histonu H3 na lizynie 9 (H3K9me3). W
wyniku tego dochodzi do rozluznienia chromatyny izmiany jej struktury. Temu typowi starzenia
towarzyszy rowniez spadek poziomu oraz reorganizacja biatka HP1a, ktorego rolg jest miedzy innymi
stabilizacja heterochromatyny poprzez przytaczanie sie do H3K9me3. Zmiany te byty stabiej wyrazone
w starzeniu przyspieszonym. W zwigzku z tym, nasza hipoteza zaktada, ze w starzeniu replikacyjnym
i przyspieszonym zachodzg rdéine zmiany modyfikacji histonu H3. Postulujemy rdéwniez, ze
deheterochromatynizacja jest charakterystyczna dla starzenia replikacyjnego iw zwigzku ztym,
gtéwnym celem niniejszej pracy byto szczegdétowe poznanie réznic w strukturze chromatyny zaleznych
od typu starzenia. Aby to zweryfikowac analizowano zmiany struktury chromatyny oraz ekspres;ji
gendw podczas starzenia przyspieszonego ireplikacyjnego VSMC, z uwzglednieniem wybranych

modyfikacji histonu H3.
W pracy zdefiniowano szczegétowe cele badawcze:

1. Charakterystyka zmian struktury chromatyny w starzeniu replikacyjnym oraz

przyspieszonym komarek miesni gtadkich naczyn.
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Identyfikacja genow, ktorych obszary chromosomowe rdinig sie pod wzgledem
wzbogacenia wybranych modyfikacji histonu H3; analiza zmian globalnego wzoru
trimetylacji lizyny 9 i 4 w zaleznosci od typu starzenia.

Analiza profilu transkryptomicznego komorek ulegajacych starzeniu w sposéb replikacyjny
i przyspieszony.

Zbadanie udziatu biatka HP1a w procesie starzenia replikacyjnego i przyspieszonego.
Poréwnanie zmian zachodzacych w komérkach miesni gtadkich naczyn hodowanych in vitro
ze zmianami ex vivo komorek izolowanych z blaszki miazdzycowe;.

Analiza wybranych modyfikacji histonéw w fibroblastach w celu zweryfikowania

uniwersalnosci zmian towarzyszacych réznym typom starzenia.



3. Materiaty i metody

3.1. Materiaty

3.1.1. Komorki

3.1.1.1. Hodowla ludzkich komoérek miesni gtadkich naczyn izolowanych z aorty
Komérki pozyskane z aorty mtodych dawcdw ptci meskiej zakupiono w Amerykanskiej Kolekcji Hodowli
Komérkowych (ATCC) oraz Gibco. Ich hodowle prowadzono w dedykowanej pozywce (ATCC)
wzbogaconej w 5% bydlecg surowice ptodowg (FBS), 5 ng/ml EGF, 5 ng/ml FGF-B, 5 ug/ml insuline, 10
mM L-glutamine oraz 50 pg/ml kwas askorbinowy (zestaw suplementéw ATCC), w inkubatorze
o temperaturze 37°C iatmosferze nasyconej parg wodng oraz zawierajgcej 5% dwutlenku wegla.
Komérki pasazowano co 3 lub 4 dni i wysiewano w gestosci 4 tys. komdrek/cm? powierzchni naczynia

hodowlanego. Przy pasazowaniu stosowano 0,25% roztwor trypsyny z 0,02% EDTA (Sigma).

3.1.1.2. Hodowla ludzkich fibroblastow
Fibroblasty pozyskane od réinych dawcéw zakupiono w banku komdérkowym (ATCC, Gibco oraz
ScienCell). Komérki hodowano w pozywce DMEM (Sigma) uzupetnionej o 10% FBS, 1000 mg/L glukoze,
2 mM L-glutamine z dodatkiem antybiotykdéw: 100 U/ml penicyling, 100 pg/ml streptomycyng oraz 250

ng/ml amfoterycyng B. Hodowle oraz pasaze prowadzono w takich samych warunkach jak dla VSMC.

3.1.1.3.1zolacja oraz hodowla ludzkich komédrek miesni gtadkich pochodzacych z blaszek
miazdzycowych

Komarki miesni gtadkich izolowano z blaszek miazdzycowych pobranych z tetnicy szyjnej pacjentow.
Materiat uzyskano dzieki wspotpracy z prof. dr. hab. n. med. Krzysztofem Bojakowskim po otrzymaniu
zgody Lokalnej Komisji Etycznej dziatajgcej przy szpitalu MSWiA w Warszawie. Wycietg blaszke
miazdzycowq przewozono w petnej pozywce DMEM, w temperaturze pokojowej. Blaszki czyszczono
z krwi izwapniatych czesci tkanki icieto na fragmenty wielkosci 1-2 mm?. Otrzymane eksplanty
umieszczano w pozywce DMEM na podtozu selekcyjnym pokrytym zelatyng (Biocoat Gelatin Cellware,
Corning) umozliwiajaca adhezje komdrkom miesni gtadkich. Komérki pozostawaty w hodowli do czasu
osiggniecia konfluencji lub przez maksymalnie 30 dni. Nastepnie komérki odklejano i hodowano
w gestosci 4 tys. komdrek/cm? w pozywce do mieéni gtadkich (ATCC) w warunkach opisanych powyzej.

Komorki zbierano 24 godziny po wysianiu i analizowano. lzolacje wykonata mgr Dorota Janiszewska.
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3.1.1.4. Przeciwciata

Liste przeciwciat stosowanych w barwieniach immunofluorescencyjnych (IF), Western blot (WB) oraz

ChlP-seq zamieszczono w tabeli 3.1. ponizej.

Tabela 3.1. Wykaz przeciwciat pierwszorzedowych stosowanych w badaniach.

Masa biatka Zastosowanie oraz Producent,
Antygen Pochodzenie
[kDa] rozcienczenie (ilosc) numer katalogowy
124 mysie monoklonalne WB 1:1000 Abcam, ab211872
ANLN
krélicze poliklonalne IF 1:250 Sigma, HPA050556
CLDN1 20 krolicze poliklonalne IF 1:100 Abcam, ab15098
WB 1:50
EED 50 mysie monoklonalne WB 1:1000 GeneTex, GTX634650
GAPDH 35 mysie monoklonalne WB 1:150000 Millipore, MAB374
H3 17 krdlicze poliklonalne IF 1:500 Abcam, ab1791
WB 1:10000
H3.3 17 krélicze monoklonalne | wB 1:1000 Abcam, ab176840
IF 1:200
H3K4me3 17 krélicze poliklonalne WB 1:1000 Diagenode, C15410003
ChlP-seq 1 ug
IF 1:500
17 krélicze poliklonalne WB 1:1000 Diagenode, C15410193
H3K9me3
ChlIP-seq 1,5 pg
mysie monoklonalne IF 1:500 Diagenode, C15200146
H3K9Ac 17 krélicze monoklonalne IF 1:400 Cell Signaling, 9649
WB 1:1000
- . IF 1:500 :
H3K27me3 17 krélicze poliklonalne Diagenode, C15410195
WB 1:1000
HDAC1 55 krdlicze poliklonalne IF 1:1000 Abcam, ab19845
WB 1:1000
HMGB1 25 krélicze monoklonalne | WwgB 1:500 Abcam, ab79823
IF 1:200
21 krélicze poliklonalne WB 1:1000 Cell Signaling, 2616
HPla
ChlIP-seq 2,5 ug
mysie monoklonalne IF 1:500 Abcam, ab234085
74 (Lamina
LMNA/C A mysie monoklonalne WB 1:1000 Cell Signaling, 4777P
63 (Lamina
C)
LMNB1 72 mysie monoklonalne IF 1:100 Santa Cruz, sc-365962
WB 1:500
p21 21 krélicze poliklonalne WB 1:500 Santa Cruz, sc-397
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p53 53 mysie monoklonalne WB 1:500 Santa Cruz, sc-126
PML 80-100 krélicze poliklonalne IF 1:500 Santa Cruz, sc-5621

krélicze poliklonalne IF 1:500 Abcam, ab155164
SUV39H1

48 krélicze monoklonalne | WwgB 1:500 Cell Signaling, 8729

YH2AX

mysie monoklonalne IF 1:200 Abcam, ab26350
(S139)

Tabela 3.2. Wykaz przeciwciat drugorzedowych.

Rozcienczenie Producent,
Antygen Koniugat Pochodzenie
i zastosowanie numer katalogowy
krélicze IgG Fluorochrom Koza IF 1:500 ThermoFisher Scientific,
Alexa 488 FC 1:500 A-11008
. Fluorochrom ThermoFisher Scientific,
mysie IgG koza IF 1:500
Alexa 488 A-11029
krélicze IgG Fluorochrom Koza IF 1:500 ThermoFisher Scientific,
Alexa 555 A-21428
. Fluorochrom ThermoFisher Scientific,
mysie IgG koza IF 1:500
Alexa 555 A-21422
krolicze 1gG Peroksydaza chrzanowa | koza WB 1:2000 Agilent Dako, P0448
mysie 1gG Peroksydaza chrzanowa | koza WB 1:2000 Agilent Dako, P0447

3.1.2. Startery

Sekwencje starterow przednich (ang. Forward — F) i wstecznych (ang. Reverse — R) wykorzystanych

w reakcji qPCR umieszczono w tabeli 3.3. W reakcji uzyto starterow wybranych dla dwdéch typdéw

matryc: cDNA (oznaczone gPCR) oraz immunoprecypitowanego DNA (oznaczone ChiIP-seq). Geny

referencyjne oznaczono szarym kolorem. Komercyjnie dostepne startery zamdwiono przez Prospecta

(polski dystrybutor amerykanskiej firmy Real Time Primers), a synteze zaprojektowanych starteréw

przeprowadzono w Instytucie Biochemii i Biofizyki, PAN.
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Tabela 3.3. Lista starteréw stosowanych w analizie qPCR oraz ChlP-seq.

Symbol
Nazwa genu Sekwencja startera
genu
gPCR
Dehydrogenaza aldehydu 3- GAGTCAACGGATTTGGTCGT
GAPDH fosfoglicerynowego (glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase) TTGATTTTGGAGGGATCTCG
S Eukaryotic translation initiation factor 2B, CACTGCCCCTTCCTTAATCA
SUIBIEGE 4 @ ghel, A5z AGCTACTCACCCTGCCTCAA
CAGTTCGGTTACTGTCTCCTCG
DAD1 Defender Against Cell Death 1,
GGAGATGCCTTGGAAATCCGCT
TCAAGCTAGCCAGGCTCTTA
ANLN Anillina (Anillin)
CTGAGGTCCTTCGTTCTTCA
CBX5 Biatko heterochromatyny 1 izoforma alfa AACAGGTGAGTTGGGATTGA
(HP1a) (Chromobox homolog 5, HP1a) ATTCCTCCAAAAGGGATGAG
GCGCGATATTTCTTCTTGCAGG
CLDN1 Klaudyna-1 (Claudin-1)
TTCGTACCTGGCATTGACTGG
AAGCGACATGCTATTGAAGG
EZH1 Biatko kompleksu PRC2
TGGGGTCTGACATCTCTGTT
TGAAGCAAATTCTCGGTGTC
EZH2 Biatko kompleksu PRC2
CACCACTCCACTCCACATTC
GTACGGCTGTCATCACTTAG
HBB 1i2 egzon B-globiny
CCTGAGACTTCCACACTGAT
ATCGGTTAGGTTGCTTCA
HDAC1 Deacetylaza histonu 1 (histone deacetylase 1)
TCATTCGTGTTCTGGTTAGTC
ACGTGGGCAACTTCCACTAC
HDAC3 Deacetylaza histonu 3 (histone deacetylase 3)
GACTCTTGGTGAAGCCTTGC
TTCACAGCAACGCATTCTAA
HDAC9 Deacetylaza histonu 3 (histone deacetylase 9)
CAGAGGAACACCTTGCCTAA
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F | CGCCTACAGTTCTCAAGGAA
KDM4D Demetylaza lizyny (lysine demethylase 4D)
R | TAGGGAAAGGTCACCATGAA
SUV39H1 Metylotransferaza histonow (Suppressor of F | CGTGCTTACAGTGCTGGGTA
variegation 3-9 homolog 1) R | ATGCAGCCCTGAAGAAGAGA
ChlP-seq
. . _— F | CGGGGAAAAGCCCTATAAAT
INFS54 Czynnik tranksrypcyjny zawierajgcy motyw
palca cynkowego R | TCCACATTCACTGCATTCGT
3.2 Metody

3.2.1. Uktad eksperymentalny

3.2.1.1. Komoérki kontrolne
Mtode, dzielgce sie komorki, nie przekraczajgce 10 pasazu (VSMC) lub 25 pasazu (fibroblasty)
wysiewano w gestosci 4 tys. komdrek/cm? i analizowano po 24 godzinach. W przypadku fibroblastéw

przygotowano dodatkowa kontrole, analizowang po 48 godzinach od wysiania.

3.2.1.2. Starzenie przyspieszone indukowane doksorubicyng
Komérki na wczesnym pasazu wysiewano w gestosci 4 tys. komdrek/cm? i po 24 godzinach dodawano
do pozywki roztwér doksorubicyny (Sigma-Aldrich), o koricowym stezeniu 100 nM lub 150 nM
(odpowiednio dla VSMC lub fibroblastow). Komoérki hodowano przez kolejne 7 dni bez wymiany
pozywki. Wszystkie analizy przeprowadzono po 7 dniach inkubacji, chyba ze w tekscie zaznaczono

inaczej.

3.2.1.3. Starzenie przyspieszone indukowane kurkuming
Mtode komérki wysiewano w gestosci 4 tys. komdrek/cm? i po 24 godzinach do pozywki dodawano
roztwér kurkuminy o koncowym stezeniu 7,5 uM lub 10 pM (odpowiednio dla VSMC lub fibroblastéw).
Hodowle prowadzono przez kolejne 7 dni bez zmiany pozywki. Wszystkie analizy przeprowadzono po

7 dniach inkubacji, chyba ze w tekscie zaznaczono inaczej.

Roztwér wyjsciowy o stezeniu 10 mM przygotowywano poprzez zawieszenie 3,68 mg kurkuminy
(Cayman) w 1 mI DMSO. Tak przygotowany roztwér przechowywano w -20°C bez dostepu Swiatta przez

miesigc. Rozmrozony roztwér uzywano raz.
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3.2.1.4. Starzenie replikacyjne
Komérki wysiewano w gestosci 4 tys. komdrek/cm? i pasazowano do osiggniecia 70% konfluencji (co 3
lub 4 dni) az do momentu zaprzestania podziatéw. Proces starzenia kontrolowano poprzez liczenie
komorek, obserwacje ich morfologii w mikroskopie $wietlnym oraz badanie zdolnosci do replikacji DNA
(poziom inkorporacji bromodeoksyurydyny — BrdU — do DNA) i aktywnosci B-galaktozydazy zwigzanej
ze starzeniem (SA-B-gal). Po ostatnim pasazu, komorki zbierano po 24 godzinach od wysiania

i analizowano.

3.2.2. Oznaczanie aktywnosci B-galaktozydazy zwigzanej ze starzeniem
W celu zbadania aktywnos$ci enzymu SA-B-gal, komorki wysiewano w liczbie 14 tys/dotek na szkietkach
nakrywkowych umieszczonych w 12-dotkowej szalce. Komoérki kontrolne oraz stare replikacyjnie
utrwalano i barwiono po 24 godzinach od wysiania, a komadrki stare w sposdb przyspieszony po 7
dniach od dodania zwigzku. W celu utrwalenia komadrek, z naczynia hodowlanego usunieto pozywke,
a szkietka przeptukiwano roztworem PBS. Utrwalanie przeprowadzano przez 5 minut w roztworze 2%
formaldehydu i 0,2% glutaraldehydu (Sigma) w PBS. Nastepnie, po kolejnym ptukaniu w PBS, komorki
inkubowano przez 18 godzin w 37°C, w roztworze barwigcym zawierajgcym: 1 mg/ml 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl D-galaktopiranozyd (X-gal, Sigma.), 5mM zelazo (ll) cyjanek potasu (CcFeKsNg x 3 H,0),
5 mM zelazo (lll) cyjanek potasu (CeFeKsNg), 150 mM NaCl, 2 mM MgCl, (Merck) oraz bufor
fosforanowy o pH 6,0. DNA barwiono roztworem DAPI (1 pg/ml w PBS) przez 15 minut w temperaturze
pokojowej. Preparaty analizowano za pomocg mikroskopu fluoroscencyjnego oraz programu Imagel.
Wyniki przedstawiono jako procent komdrek z podwyzszong aktywnoscig SA-B-gal w stosunku do

catkowitej liczby komorek.

3.2.3. Analiza zdolnosci do replikacji DNA — test wbudowywania bromodeoksyurydyny
(BrdU) do DNA

Komoérki w liczbie 14 tys. wysiewano na szkietka nakrywkowe o wymiarach 15 x 15 mm umieszczone

w 12-dotkowej szalce. Do pozywki dodawano bromodeoksyurydyne (BD Biosciences) o koricowym

stezeniu 10 uM i hodowano w standardowych warunkach przez kolejne 24 godziny lub dodatkowe 48

godzin w przypadku mtodych fibroblastéw. Do komérek kontrolnych oraz starych replikacyjnie BrdU

dodawano po 2 godzinach od wysiania, natomiast do komdrek poddawanych starzeniu

przyspieszonemu w 6 dniu po wysianiu (czyli 24 godziny przed utrwaleniem).

Po inkubacji, odlaniu pozywki oraz przeptukaniu roztworem PBS, komérki utrwalano w zimnym (-20°C)

70% etanolu i przechowywano w -20°C. Utrwalone komorki ptukano PBS z dodatkiem 0,5% Tritonu X-
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100 (Sigma), a nastepnie przez 30 minut inkubowano w 4N HCl w PBS. Po ptukaniu PBS, kwas solny
neutralizowano 0,1 M roztworem boraksu (tetraboran sodu, Sigma) przez 1 minute. Po kolejnym
ptukaniu w PBS, komérki inkubowano przez godzine z pierwszorzedowym przeciwciatem przeciw
BrdU, rozcienczonym 1:100 w PBS z dodatkiem 0,5% Tween 20 i 1% BSA. Nastepnie komérki ptukano
w roztworze 0,5% Tween 20 w PBS i inkubowano przez kolejng godzine z odpowiednim przeciwciatem
drugorzedowym potgczonym z fluorochromem, zawieszonym w 0,5% Tween 20 i 1% BSA w PBS, bez
dostepu sSwiatta. Po dwukrotnym ptukaniu w PBS z 0,5% Tween 20, DNA barwiono DAPI w stezeniu
1 pg/ml przez 15 minut. Komérki ponownie ptukano i szkietko nakrywkowe, na ktérym znajdowaty sie
komérki, przytwierdzano do szkietka podstawowego przy pomocy kropli zatapiacza (Fluoromount G,
Invitrogen). Preparaty analizowano za pomocg mikroskopu fluoroscencyjnego oraz programu Imagel.
Wyniki przedstawiono jako procent komdrek wtaczajacych BrdU w stosunku do catkowitej liczby

komérek.

3.2.4. Charakterystyka jader komdrkowych za pomoca mikroskopii sit atomowych
(AFM)

3.2.4.1. Izolacja jader komérkowych
Odklejone i odwirowane komadrki miesni gtadkich w liczbie od 0,5 do 1 miliona umieszczano w 75 mM
roztworze KCl wcelu lizy komodrek iotrzymania jader komérkowych. Po zawieszeniu komodrek
w buforze prowadzono inkubacje w 37°C przez 20-25 minut, a proces izolacji kontrolowano poprzez
obserwacje komadrek pod mikroskopem swietinym. W tym celu, do zawiesiny jader komdrkowych
dodawano réwng objetosé 0,06% btekitu trypanu i umieszczano w komorze Neubauera. Nastepnie,
wyizolowane jadra wirowano w 1100 rpm przez 5 min i zawieszano w roztworze etanolu i lodowatego
kwasu octowego (w proporcji 3:1 — roztwor Carnoya). Jadra utrwalano przez 15 min w temperaturze -
20°C, dwukrotnie ptukano w PBS iostatecznie zawieszano w Swiezej porcji roztworu Carnoya

i przechowywano w -20°C.

3.2.4.2. Przygotowanie probek
Na powierzchnie Swiezo Scietej miki naniesiono 10 pl zawiesiny badanych jgder komadrkowych

i pozostawiono do catkowitego wyschniecia w temperaturze pokojowej.

3.2.4.3. Pomiar i analiza danych
Pomiary wykonano przy pomocy mikroskopu sit atomowych Innova AFM (Bruker), wykorzystujac tryb
pomiarowy przerywanego kontaktu (Tapping Mode). Ze wzgledu na znaczne rozmiary badanych

obiektéw, skanowano obszar 100 x 100 um z zastosowaniem czestotliwosci 0,2 Hz. Skanowanie
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prowadzono w réznych miejscach prébki (od trzech do osmiu w zaleznosci od prdbki), wybierajgc
miejsca pozbawione zanieczyszczen. Do pomiaréw wykorzystano sondy skanujgce TESP-SS (Bruker)
typu Super Sharp (2-5 nm), o czestotliwosci drgan okoto 300 kHz oraz sztywnosci 42 N/m. Analizy
przeprowadzano za pomocg programu NanoScope Analysis oraz Gwyddion. Pomiary oraz analize
(okreslenie rozmiardw, wykonanie przekrojow wysokosciowych, wyznaczenie szorstkosci powierzchni
jader) wykonano we wspotpracy z dr Renatg Wojnarowska-Nowak oraz dr. hab. Maciejem Wnukiem

z Uniwersytetu Rzeszowskiego.

3.2.4.4. Pomiar szorstkosci powierzchni
Uzyskane obrazy poddano wstepnej minimalnej obrébce w programie Gwyddion. Zastosowano
korekcje pochylenia poditoza oraz srednie odejmowanie ptaszczyzn (mean plane subtraction) [179].
Nastepnie, na powierzchnie jadra natozono maske, z ktérej dokonano automatycznego pomiaru
chropowatosci, czyli RMS roughness (Rg, warto$¢ podano w nm). Analize prowadzono z pomiaréw

trzech powtdrzen biologicznych, a wynik przedstawiono jako poziom zmian wzgledem kontroli.

3.2.5. Analiza struktury chromatyny ijadra komdrkowego VSMC za pomoca
mikroskopu fluorescencyjnego oraz oprogramowania CellProfiler

3.2.5.1. Przygotowanie komaérek oraz barwienie F-aktyny falloidyna
W celu globalnej analizy tekstury chromatyny, VSMC wysiewano na szkietkach nakrywkowych i po
odpowiednim czasie inkubacji utrwalano w 4% roztworze PFA w PBS przez 15 minut. Utrwalone
komérki przechowywano w roztworze azydku (8 mg/50 ml) w PBS w temperaturze 4°C. Komorki
permeabilizowano 0,5% roztworem Triton X-100 w PBS przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Po
dwukrotnym ptukaniu w PBS, komoérki inkubowano przez kolejne 30 minut zfalloidyng (w celu
wybarwienia cytoszkieletu aktynowego i uwidocznienia zarysu komorki) rozcienczong PBS w proporc;ji
1:40. Nastepnie ptukano w PBS, a DNA barwiono roztworem DAPI w stezeniu 1 pg/ml, przez 15 minut.
Komorki ptukano iumieszczano w kropli zatapiacza (Fluoromount G, Invitrogen) na szkietku

podstawowym.

3.2.5.2. Rejestracja obrazu w mikroskopie fluorescencyjnym oraz analiza zdje¢ w programie
CellProfiler
Obrazowanie probek przeprowadzono przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego DMI6000 (Leica
Microsystems) wyposazonego w obiektyw 40x NA 0.5 i kamere DCF 35DFXR2. Obraz rejestrowano
poprzez skanowanie catego obszaru szkietka w jednej ptaszczyznie za pomocg oprogramowania LAS AF

(Leica Microsystems), z funkcjg ztozenia wielu pol widzenia. Zdjecia zapisywano w 8-bitowym formacie
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TIFF. Po wstepnej kontroli jakosci za pomocg wtyczki Microscope Focus Quality w programie FijiJ [180],
dalszej analizie poddano jedynie wyrazne jgdra w liczbie: 1920 komérek kontrolnych, 832 komdrek
traktowanych kurkuming, 1844 komdrek traktowanych doksorubicyng oraz 1004 komdrek starych

replikacyjnie.

Analize obrazu przeprowadzono za pomocg programu CellProfiler [181] i Cell Profiler Analyst [182],
dzieki ktérym mierzono parametry opisujgce powierzchnie i ksztatt jadra oraz teksture chromatyny.

Szczegbtowy opis parametréow zamieszczono wtabeli 3.3. ponizej. Analize statystyczng

przeprowadzono z zastosowaniem dwustronnego testu Mann-Whitney-Willcoxona oraz testu Dunna,
w zwigzku z brakiem rozktadu normalnego probek. Analizy przeprowadzono we wspdtpracy

z mgr Natalig Nowak oraz dr Janem Ludwiczakiem.

Tabela 3.3. Szczegétowy opis parametrow (wraz z polsky iangielskg nazwg) opisujgcych strukture jadra

i chromatyny. Przettumaczone na podstawie instrukcji oprogramowania Cell Profiler.

Parametr Polska nazwa Definicja
Nuclear Area | Powierzchnia Powierzchnia jadra wyrazona jako liczba pikseli (pix2) lub um? (um2).
jadra

Nuclear Mimosréd Stosunek odlegtosci miedzy ogniskami (foci) elipsy do dtugosci jej osi

Eccentricity (ekscentrycznos¢) | gtéwnej. Elipsa, ktorej mimosrdd wynosi O jest kotem, natomiast wartos¢ 1
jest odcinkiem linii. Parametr ten opisuje ksztatt jgdra-elipsy. Im wartos¢
jest blizsza 0, tym jadro przybiera ksztatt bardziej kulisty. Natomiast jesli
wartosc jest blizsza 1, jadro ma bardziej wydtuzony ksztatt elipsy.

Q :
e=0 e=0.5 e=0.75 e=0.95

Nuclear Obwdd jadra Catkowita dtugos$¢ obwodu jadra. Im wieksza wartosé tym wieksze jadro lub

Perimeter bardziej nieregularna jego krawedz.

Nuclear Masywnosc Parametr opisujgcy strukture jadra/chromatyny. Im mniejsza wartos¢ tym

Solidity wiecej ,,dziur” w badanym obiekcie.

Nuclear Zwartos¢ Srednia kwadratowa odlegtoéé pikseli mierzonego obiektu od centroidu

Compactness | (kompaktowosé) podzielona przez badany obszar. Wypetnione koto bedzie miato zwartos¢
1, a obiekty nieregularne lub z otworami bedg miaty wartos¢ wiekszg niz 1.

DNA Scatkowana Suma intensywnosci pikseli w obrebie obiektu. Parametr opisuje ilos¢ DNA

Integrated intensywnos¢ DNA | w komoérce lub stopien skondensowania chromatyny.

Intensity

DNA Mean Srednia Srednia intensywno$éé pikseli w obrebie obiektu. Niska warto$é wskazuje na

Intensity intensywnos$¢ DNA | rozluznienie chromatyny
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DNA Median Mediana Mediana intensywnos¢ pikseli w obrebie obiektu. Kolejny parametr
Intensity intensywnosci opisujgcy poziom skondensowania chromatyny.
DNA
DNA Intensity | Odch. stand. Odchylenie standardowe intensywnosci pikseli w obrebie obiektu. Duze
STD intensywnosci odchylenia wskazujg na nieregularng strukture chromatyny w jadrze
DNA

DNA Texture Drugi moment Miara jednorodnosci obrazu. Wyisza warto$¢ tej cechy wskazuje na

Angular katowy tekstury mniejsze zréznicowanie intensywnosci w obrazie. Wartos¢ 1 wskazuje na

Second DNA jednolity obraz. Oznacza to na rozluznienie chromatyny bez zauwazalnych

Moment skupisk (wartos¢ blizsza 1) bgdz nieregularne skondensowanie (wartos¢
blizsza 0).

DNA Texture Kontrast tekstury Miara lokalnego zréznicowania w obrazie. Wartos¢ 0 oznacza jednolity

Contrast DNA obraz, awysoka wartos¢ wskazuje na wysoki stopien lokalnego
zrdéznicowania isugeruje bardziej skondensowang chromatyne Ilub
obecnos¢ skupisk wewnatrz badanego obszaru.

DNA Texture Korelacja tekstury | Miara liniowej zaleznosci intensywnosci w obrazie. Dla obrazu z duzymi

Correlation DNA obszarami o podobnej intensywnosci, korelacja jest znacznie wyzsza niz dla
obrazu z duzymi rdéznicami w poziomie intensywnosci. Otrzymana wartos¢
miesci sie w przedziale -1 i 1 i Swiadczy to o skondensowaniu chromatyny
(niska korelacja) lub rozluznieniu (wysoka korelacja).

DNA Texture Entropia tekstury Wskaznik ztozonosci w obrebie obrazu. Ztozony obraz daje wysokg wartos¢

Entropy DNA entropii. Swiadczy to o réznym roztozeniu chromatyny w jadrze.

DNA Texture | Odwrotny Kolejna cecha reprezentujgca kontrast obrazu. Przybiera niska warto$¢ dla

Inverse moment rdznicy obrazéw niejednorodnych, astosunkowo wyzszg dla obrazéw

Difference tekstury DNA jednorodnych.

Moment

DNA Texture | Wariancja tekstury | Miara zréznicowania wartosci intensywnosci obrazu. Dla obrazu

Variance DNA o jednolitej intensywnosci wariancja tekstury wynosi zero.

3.2.6. Barwienie immunocytochemiczne

Lokalizacje wybranych biatek badano metodg immunodetekcji. Komoérki byty wysiewane w liczbie
14 tys. na szkietka nakrywkowe o wymiarach 15 x 15 mm umieszczone w 12-dotkowej szalce. Po
odpowiednim czasie hodowli komdrki utrwalano 4% roztworem PFA w PBS przez 15 minut, a nastepnie
przechowywano w 70% etanolu w -20°C. Utrwalone komérki permeabilizowano w 0,5% roztworze
Triton X-100 w PBS i blokowano przez 10 min w roztworze blokujacym, czyli zawierajgcym 11,5%
surowicy koziej (Sigma), 2% albuminy surowicy bydlecej (Sigma) i 0,5% Triton X-100 zawieszonych
w PBS. Przeciwciata pierwszorzedowe rozcieficzano w buforze blokujgcym i inkubowano z komdrkami
przez dwie godziny w temperaturze pokojowej. Po trzykrotnym ptukaniu komdrek w PBS, szkietka
drugorzedowymi z fluorochromem,

inkubowano przez godzine z przeciwciatami sprzezonymi

rozcienczonymi w PBS. Po kolejnym ptukaniu jgdra barwiono DAPI w stezeniu 1 ug/ml przez 15 minut.
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Komorki ponownie ptukano iumieszczano na szkietku podstawowym w kropli zatapiacza
(Fluoromount G, Invitrogen). Preparaty analizowano za pomocg mikroskopu fluorescencyjnego
i konfokalnego oraz programoéw Imagel i Las X (Leica). Wykaz przeciwciat zamieszczono w Tabeli 3.1.

i3.2.

3.2.7. Detekcja biatek metodg Western blotting

3.2.7.1. Izolacja biatek catokomdérkowych oraz normalizacja probek
W celu analizy poziomu biatek, odklejone komdrki ptukano w PBS i wirowano przez 5 minut w 1000
rom (Eppendorf 5702). Roztwdr PBS odsgczono, a otrzymany pelet przechowywano w -20°C. Aby
wyekstrahowac biatka, osad komadrek zawieszano w odpowiedniej objetosci PBS oraz dodawano takg
samg objetos¢ 2x stezonego buforu Laemmliego (2% SDS, 10% glicerol, 5% DTT, 0,002% btekitu
bromofenolowego, 0,0625 M Tris-HCl o pH 6,8). Komdrki homogenizowano za pomocg strzykawki
insulinowej o srednicy igty 0,3 mm iinkubowano w 95°C przez 10 min. Nastepnie wirowano 12 500
rom (Eppendorf MiniSpin®) przez 5 min, supernatant przenoszono do nowej probowki
i przechowywano w -20°C. Prébki normalizowano poprzez elektroforetyczne rozdzielenie biatek w 12%
zelu poliakrylamidowym, ktéry przez 10 minut barwiono btekitem brylantowym Coomasie Blue (40%
metanol, 10% kwas octowy, 0,1% Coomasie Brillant Blue R250), a nastepnie odbarwiano 8% kwasem
octowym w celu pozbycia sie niespecyficznego tta. Procedure (rozdziat elektroforetyczny) powtarzano

do uzyskania réwnej intensywnosci barwienia Sciezek lizatow biatkowych.

3.2.7.2. Western blotting
Elektroforetyczny rozdziat biatek, w zaleznosci od ich wielkosci, przeprowadzano na 12% lub 15% zelu
poliakrylamidowym. Elektroforeza byta prowadzona pod statym napieciem 120 V w temperaturze
pokojowej z wykorzystaniem buforu do elektroforezy (25 mM Tris-HCI pH 8,3, 250 mM glicyna, 0,1%
SDS). Biatka przenoszono na membrane nitrocelulozowg w buforze do transferu (25 mM Tris-HCI pH
8,3, 192 mM glicyna, 0,5% SDS, 20% metanol) w procesie transferu mokrego prowadzonego przy
statym natezeniu 400 mA przez 1 lub 2 godziny w 4°C. Wydajnos¢ transferu kontrolowano barwieniem
membrany 1% roztworem barwnika Ponceau w 3% kwasie octowym ktéry nastepnie optukano
w utraczystej wodzie MilliQ. Nastepnie, przez godzine blokowano niespecyficzne wigzania w 5%
roztworze odttuszczonego mleka lub BSA (w przypadku biatka HP1a) w TBST (20 mM Tris, 140 mM
NaCl, 0,1% Tween). Inkubacje membrany z pierwszorzedowym przeciwciatem prowadzono w 5%
roztworze mleka lub BSA w TBST w 4°C przez noc lub w temperaturze pokojowej przez godzine.
Szczegdtowsq liste uzytych przeciwciat zamieszczono w tabeli 3.1. Kolejnym krokiem byto ptukanie

membrany w roztworze TBST iinkubowanie zodpowiednim przeciwciatem drugorzedowym
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potaczonym z peroksydazg chrzanowa (HRP), rozciericzonym 1:2000 w 5% roztworze mleka w TBST,
przez godzine w temperaturze pokojowej. Po ptukaniu w roztworze TBST, sygnat uwidaczniano
substratem ECL (SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate, Thermo Fisher Scientific
lub Amersham ECL™, Cytvia) i rejestrowano z uzyciem kliszy fotograficznej. Analize densytometryczng
przeprowadzono za pomocg programu Imagel, gdzie prébki normalizowano do GAPDH lub
w przypadku modyfikacji histondw dodatkowo do catkowitego poziomu histonu H3 (po uprzednim

usunieciu przeciwciat z membrany, patrz punkt 3.2.7.3.).

3.2.7.3. Usuwanie przeciwciat zwigzanych z btonga nitrocelulozowg (ang. Stripping)
W celu ponownego wykorzystania membrany, usunieto z niej drugo- i pierwszorzedowe przeciwciata
z zastosowaniem specjalnego buforu o niskim pH (1.5% glicyny, 0,1% SDS, 1% Tween, 1% HCI, pH 2,2).
Btone dwukrotnie traktowano powyzszym buforem przez 10 minut. Nastepnie dwukrotnie ptukano
w PBS oraz TBST. Ostatecznie btony ponownie blokowano w 5% roztworze odttuszczonego mleka

i dalej traktowano wedtug powyzszego opisu inkubacji z przeciwciatami.

3.2.8. Analiza cyklu komdérkowego metodg cytometrii przeptywowej
VSMC oraz fibroblasty wysiewano w gestosci 4 tys./cm?, traktowano (doksorubicyng lub kurkuming)
i inkubowano przez ustalony czas, zalezny od wariantu eksperymentalnego. Komorki odklejano,
liczono i dwukrotnie ptukano w PBS. Nastepnie komérki w liczbie ok 100 tys. zawieszano w 500 ul
Swiezego PBS iwstrzykiwano do 4,5 ml zimnego (-20°C) etanolu. Tak przygotowane komorki
przechowywano w -20°C przez co najmniej 24 godziny. Utrwalone komérki dwukrotnie wirowano
w roztworze 0,05% Tween w PBS przy 1200 rpm (Eppendorf 5702) przez 5 min. Otrzymany osad
zawieszono w 0,5 ml PBS idodano 0,5 ml buforu cytrynianowego (4 mM kwas cytrynowy i0,2 M
Na,;HPO,). Komérki inkubowano 5 min i nastepnie dodano 3ml PBS. Po zwirowaniu (1200 rpm 5 min)
osad zawieszano w 0,5 ml buforu barwigcego (3,8 mM cytrynian sodu, 0,5 mg/ml RNaza A, 50 pg/ml
jodku propidyny w PBS) i inkubowano przez 30 min w ciemnosci. Komarki w liczbie 10 000 analizowano
za pomocy cytometru przeptywowego LSRFortessa (BD Biosciences). Analize cyklu komdrkowego
przeprowadzono po natozeniu bramek w odpowiednich obszarach histogramu, aschemat

bramkowania przedstawiono na rycinie 3.2.
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Ryc. 3.2. Rozktad zawartosci DNA w komdrce mierzony metodg cytomertii przeptywowej z zastosowaniem jodku
propidyny (PI), ktory wigze sie stochiometrycznie do DNA. O$ y przedstawia liczbe komaérek, a oS x zawartos¢
DNA w komdrce, mierzong poziomem fluorescencji jodku propidyny. Na podstawie otrzymanych szczytéow
histogramu mozna wyodrebni¢ faze GO0-G1, ktérej poziom fluorescencji Pl odpowiada liczbie komodrek
z zawartoscig DNA 2N, faze S oraz faze G2/M, w ktdrej poziom fluorescencji odpowiada liczbie komdrek
z podwojong zawartoscig DNA, 4N.

3.2.9. Analiza aktywnosci enzymatycznej deacetylaz histonéw
Aktywnos¢ enzymatyczng deacetylaz histondw klasy I, llb oraz IV oznaczano kolorymetrycznie za
pomocg zestawu Colorimetric Histone Deacetylase Activity Assay (ScienCell). Podczas pierwszego
etapu reakcji dochodzi do deacetylacji lizyn na zatgczonym do zestawu substracie przez potencjalnie
obecne w lizacie biatkowym enzymy HDAC. W efekcie powstaje produkt, ktéry po inkubacji
w dedykowanym buforze wywotujgcym, uwalnia chromofor mierzony przy absorbancji 405 nm.
Aktywnos¢ deacetylaz histondw podano w pmolach deacetylowanego produktu/czas reakcji (min)/mg
lizatu stosujgc wzory podane przez producenta. W zestaw badanych deacetylaz wchodzg biatka

HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDAC6, HDACS, HDAC10 i HDAC11.

3.2.9.1. Izolacja biatek z uzyciem buforu RIPA
Biatkowe ekstrakty catokomérkowe uzyskiwano zuzyciem buforu lizujgcego RIPA (Sigma)
wzbogaconego w inhibitory proteaz (Roche). Komérki w naczyniu hodowlanym umieszczano na lodzie
i przeptukiwano zimnym PBS. Po usunieciu buforu dodawano bufor RIPA w objetosci 10 pl/cm?.
Nastepnie, komorki odrywano skrobakiem, przenoszono do probdéwek oraz inkubowano przez 20
minut na lodzie. W trakcie inkubacji prébki homogenizowano za pomocg strzykawki insulinowej.
Zawiesine komorek wirowano przez 15 minut w 13000 rpm (Eppendorf 5702/R) w temperaturze 4°C.
Supernatant znad osadu przenoszono do nowej probdéwki i przechowywano w -20°C. Stezenie biatka

oznaczano metodg BCA.
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3.2.9.2. Oznaczanie stezenia biatek metoda BCA
Stezenie biatek oszacowano stosujgc metode kolorymetryczng, ktéra opiera sie na zdolnosci tworzenia
kompleksu jondw miedzi z kwasem bicinchoninowym oraz biatkami w warunkach alkalicznych. W tym
celu przygotowano roztwdr zawierajacy siarczan (V1) miedzi (Il) oraz kwas bicinchoninowy (Sigma) i do
objetosci 100 pl dodawano do 5 pl zawiesiny badanego biatka i biatka o znanym stezeniu, niezbednego
do wyznaczenia krzywej wzorcowej. Krzywg wzorcowg przygotowano poprzez rozpuszczenie BSA
w ultraczystej wodzie MilliQ. Prébki inkubowano przez 30 minut w 37°C, a nastepnie mierzono

absorbancje przy dtugosci fali 562 nm (Tecan). Wynik odnoszono do wartosci krzywej wzorcowej.

3.2.9.3. Oznaczanie aktywnosci enzymatycznej
Eksperyment przeprowadzano wedtug instrukcji producenta w 96-dotkowej szalce. W skrécie, 15 ug
biatka rozcienczono w ddH,0, dodano odpowiednie objetosci buforéow zatgczonych do zestawu (w tym
bufor do oznaczania oraz substrat reakcji deacetylacji) i inkubowano przez 4 godziny w 37°C. Reakcje
zahamowano poprzez dodanie okreslonej objetosci buforu wywotujgcego i inkubacje préobek w 37°C
prowadzono przez kolejne 30 minut. Absorbancje ostatecznego produktu reakcji oznaczono przy
dtugosci fali 405 nm. Rownolegle prowadzono reakcje pozytywnej i negatywnej kontroli oraz krzywe;j
standardowej, do stworzenia ktérej zastosowano deacetylowane standardy zatgczone do zestawu.
Kontrole pozytywng stanowit lizat komdrkowy dostarczony przez producenta, natomiast negatywng
kontrole uzyskano poprzez dodanie inhibitoréw deacetylaz, réwniez dotaczonych do zestawu, do

kontroli pozytywne;.

Aby obliczy¢ gestosc optyczng kazdej deacetylowanej préobki wzorcowej zastosowano ponizszy wzor:

AOD 45 nmn — OD 405 nm,dotekn — OD 405 nm,dotek 1

Gdzie:

OD 405 nm,dotek n — ZMierzona absorbancja odpowiedniego dotka krzywej standardowej

OD 405 nm,dotek 1 — ZMierzona absorbancja pierwszego dotka krzywej standardowej (o stezeniu 0 nmoli)

Nastepnie przygotowano wykres krzywej standardowej umieszczajac na osi y wyliczone wartosci

AOD 405 nmn, @ Na osi x stezenia deacetylowanych standardow.
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Ryc. 3.3. Krzywa standardowa z dopasowaniem liniowym y = ax.

Ostateczng aktywnos¢ enzymoéw HDAC obliczono stosujgc kolejno ponizsze rownania:

A0D4»05 nm,prébki = 0D405 nm,probki — 0D405 nm,negatywna kontrola

A 0D405 nm,probki
a

Deacetylowany produkt (nmol) =

Deacetylowany produkt (nmol) x 1000

Akt SCHDAC l/mi =
ywnosc (pmol/min/mg) Czas inkubacji (min) X ilo$¢ lizatu (mg)

3.2.10. Analiza profilu transkryptomicznego metoda mikromacierzy

3.2.10.1. Utrwalanie komérek
Trypsynizowane VSMC liczono w rozwinietej komorze Neubauera i w liczbie 1x10° lub 1x10° komdrek
(VSMC lub blaszek miazdzycowych odpowiednio) wirowano w 1000 rpm (Eppendorf 5702) przez 5 min.
Osad komérkowy zawieszano w 100 pl PBS iwstrzykiwano do 900 ul RNALater (Thermo Fisher

Scientific). Komarki inkubowano w 4°C przez 24 godziny, a nastepnie przechowywano w -80°C.

3.2.10.2. Izolacja RNA
Catkowite RNA izolowano w sposéb zautomatyzowany z uzyciem zestawu odczynnikéw MagNA Pure
Total RNA Isolation kit (Roche) w aparacie MagNA Pure Compact (Roche). Stezenie oraz jakos¢ RNA
mierzono za pomocg spektrofotometru NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific). Integralnosc

okreslano przy uzyciu elektroforezy kapilarnej za pomocg Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies) oraz
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zestawu dedykowanych odczynnikdw RNA 6000 Nano kit (Agilent Technologies). Wyizolowane RNA

przechowywano w -20°C (krétkoterminowo) lub -80°C (dtugoterminowo).

3.2.10.3. Kontrola poziomu zanieczyszczern genomowym DNA
W celu skontrolowania, czy w wyizolowanych prébkach nie pozostaty slady genomowego DNA
przeprowadzono reakcje PCR amplifikacji 1 i 2 egzonu ludzkiej B-globiny (HBB). Do reakc;ji uzyto buforu
do reakcji PCR (A&A Biotechnology), odpowiednie]j pary primeréw HBB (sekwencja w tabeli 3.3.) oraz
badanej prébki. Reakcje przeprowadzono w aparacie Mastercycler® nexus (Eppendorf) w warunkach
opisanych w tabeli 3.4. Otrzymany produkt sprawdzano przy wykorzystaniu elektroforezy w 1% zelu

agarozowym.

Tabela 3.4. Warunki reakcji PCR sprawdzajgcej obecnos¢ genomowego DNA w probce.

Etap Temperatura [°C] Czas trwania etapu [mm:ss]
Preinkubacja 94 04:00
94 00:45 35
Amplifikacja 57 00:45 cykli
72 00:60
Koniec reakcji 4 oo

3.2.10.4. Przygotowanie probek oraz hybrydyzacja do ptytek macierzy
Profil ekspresji gendw VSMC poddanych rdéinym typom starzenia (w trzech powtdrzeniach
biologicznych), badano za pomocg analizy mikromacierzy z wykorzystaniem zestawu odczynnikow
GeneChip™ WT PLUS (ThermoFisher Scientific) oraz platformy Affymetrix Gene Atlas System, zgodnie
z instrukcjami producenta. Po wstepnej analizie jakosci, do 250 ng catkowitego RNA dodano
odpowiednio rozciericzone, modyfikowane nukleotydy poli-A (poly-A spike controls) oraz bufor
reakcyjny zawierajgcy zestaw starterow z sekwencjg promotorowg polimerazy T7 i dedykowany enzym
(first-strand enzyme) dotaczajacy powyisze sekwencje do 5 konca nici cDNA. Jednocze$nie
przygotowano prébe kontrolnga, ktdrg stanowito zatgczone do zestawu RNA izolowane z komérek Hela.
Przygotowane mieszaniny RNA poddano reakcji syntezy pierwszej nici cDNA z uzyciem termocyklera
Mastercycler® nexus (Eppendorf). Prébki inkubowano kolejno przez godzine w 25°C, godzine w 42°C
oraz 2 minuty w 4°C. Bezposrednio po zakonczeniu reakcji przystgpiono do syntezy drugiej nici cDNA,
z zastosowaniem dedykowanych odczynnikdw i nastepujgcych warunkéw: inkubacja przez godzine
w 16°C, przez 10 minut w 65°C oraz przez 2 minuty w 4°C. Po uzyskaniu drugiej nici cDNA od razu

przeprowadzono transkrypcje in vitro, czyli synteze komplementarnego RNA (cRNA) z wykorzystaniem
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polimerazy RNA T7. Reakcje prowadzono przez 16 godzin w temperaturze 40°C. Gotowe cRNA
oczyszczano za pomoca kulek magnetycznych poprzez trzykrotne ptukanie 80% etanolem. Oczyszczone
cRNA eluowano w wodzie wolnej od nukleaz o temperaturze 65°C przez 3 minuty, a nastepnie
poddano kontroli jakosci oraz oszacowaniu stezenia z uzyciem spektrofotometru NanoDrop. W
kolejnym etapie przygotowano reakcje odwrotnej transkrypcji w celu uzyskania sscDNA (sense-strand
cDNA). Do 15 pg cRNA dodano dedykowany zestaw starteréw i inkubowano przez 5 minut w 70°C, 5
minut w 25°C oraz 2 minuty w4°C. Tak przygotowany materiat postuzyt do koncowej syntezy
pojedynczej nici ss-cDNA (single-stranded cDNA), ktérg przeprowadzono poprzez 10 minutowa
inkubacje w 25°C, nastepnie 90 minut w 42°C, 10 minut w 70°C oraz 2 minuty w 4°C. Otrzymane
pojedyncze nici ss-cdNA poddano hydrolizie cRNA z uzyciem RNazy H, a potem czyszczono za pomocgy
kulek magnetycznych. Po jednokrotnym ptukaniu 100% etanolem i kolejnym, trzykrotnym ptukaniu
80% etanolem, ss-cDNA eluowano w wodzie wolnej od nukleaz o temperaturze 65°C przez 1 minute.
Stezenie otrzymanego materiatu oznaczano z uzyciem spektrofotometru NanoDrop, a ocene jakosci
i rozktadu otrzymanych fragmentéw przeprowadzono przy uzyciu elektroforezy kapilarnej za pomoca
Bioanalyzer 2100 oraz zestawu dedykowanych odczynnikéw RNA 6000 Nano kit (Agilent Technologies).
Na podstawie pomiaréw zdecydowano sie poddaé fragmentacji 5,5 pug ss-cDNA z uzyciem glikozylazy
DNA uracylu (UDG) oraz endonukleazy APE 1 (apurinic/apyrimidinic endonuclease 1). Reakcje
przeprowadzano przez godzine w 37°C, nastepnie przez 2 minuty w 97°C i 2 minuty w 4°C. Ponownie
skontrolowano rozktad fragmentéw ss-cDNA z uzyciem bioanalizatora Bioanalyzer 2100, aby
przystgpi¢ do ostatecznego znakowania prdbek biotyng, przed hybrydyzacjg do macierzy. Do 5,5 pug
gotowych fragmentdéw ss-cDNA dodawano terminalng transferaze deoksynukleotydowg TdT (terminal
deoxynucleotidyl transferase) oraz dotgczony do zestawu bufor zawierajgcy odczynnik znakujgcy

biotyng. Mieszanine inkubowano przez godzine w 37°C, 10 minut w 70°C oraz 2 minuty w 4°C.

Wyznakowane prébki hybrydyzowano do paskéow Affymetrix HuGene 2.1 ST Array Strips,
kompatybilnych z systemem GeneAtlas™. Reakcje przeprowadzano przez 16 godzin w 48°C.
Przeptukane paski mikromacierzy skanowano w aparacie Gene Atlas Imaging Station (Affymetrix),

a sczytane dane intensywnosci sygnatu zapisano w plikach CEL.

3.2.10.5. Dalsza obrébka danych oraz analiza funkcjonalna wynikéw
Otrzymane pliki CEL importowano do programu Transcriptome Analysis Console (TAC, Thermo Fisher
Scientific) i normalizowano metodg RMA (Robust Multi-array Average). Po przeprowadzeniu kontroli
jakosci (wedtug instrukcji producenta oprogramowania), zastosowano jednokierunkowa analize

ANOVA w celu okreslenia zmian w ekspresji gendw (DEG) zachodzgcych w badanych warunkach
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eksperymentalnych. Ponadto, aby zminimalizowa¢ zmiennos$¢ wynikajacg z zastosowania komérek od
réoznych dawcéw oraz czasu przeprowadzonych eksperymentédw na ekspresje gendéw, natozono
poprawke ,batch effect”. Punktem odciecia, za ktéry uznano ekspresje za znaczacg, byta krotnosé

zmian<-1,3i>1,3 orazp <0,05.

Analize ekspresji gendw w wariantach CUR, DOX i RS przeprowadzono w odniesieniu do komodrek
kontrolnych. Po otrzymaniu listy znaczgco zmienionych genéw, sprawdzono jaka czes¢ z nich sie
pokrywa. Wynik zobrazowano za pomocg diagramu Venna, ktéry przedstawiono na rycinie 3.4. ponizej.
Geny wspdlne dla wszystkich wariantéw, znajdujace sie w Srodku przeciecia trzech zbioréw, nazywano
dalej ,Wspodlne”. Punkt przeciecia dwéch zbiorow genéw eksprymowanych przez komorki traktowane
doksorubicyng i kurkuming (bez gendw wspdlnych) nazwano PS, a liste gendw charakterystyczng tylko
dla starzenia replikacyjnego — RS. Te trzy osobne zbiory (czyli Wspdlne, PS i RS) poddano analizie
funkcjonalnej za pomocg bazy danych Gene Ontology (GO) [183, 184] z uzyciem narzedzia g:Profiler.
Zastosowano poprawke sugerowang przez twércéw (g:SCS threshold), a za istotne statystycznie wyniki

uznano te nieprzekraczajgce wartosci p-value 0,05.

Ryc. 3.4. Schemat oznaczen na diagramie Venna. Do dalszej analizy
funkcjonalnej wybrano geny charakterystyczne dla starzenia
przyspieszonego (PS), ekprymowane  wytgcznie  w starzeniu
replikacyjnym (RS) oraz wspdlne dla obu typdw starzenia, zaznaczone na
srodku przecinajacych sie zbioréw gendéw (Wspdlne). Czarnym kolorem
czcionki zaznaczono wybrane analizowane zbiory, a kolorem biatym
zbiér gendw, ktére nie zostaty uwzglednione w analizach
funkcjonalnych.

3.2.11. Analiza poziomu mRNA metodg PCR w czasie rzeczywistym

3.2.11.1. Reakcja tanncuchowa polimerazy z odwrotng transkrypcja (RT-PCR)

Reakcje odwrotne] transkrypcji przeprowadzono zuzyciem zestawu Maxima First Strand cDNA
Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific) zgodnie z instrukcjami producenta. Reakcje przeprowadzono
w termocyklerze Mastercycler® nexus (Eppendorf) z uzyciem 1 pg RNA wyizolowanego metoda
opisang w podrozdziale 3.2.10.2. Stezenie otrzymanego cDNA mierzono spektrofotometrem

NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific).
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Tabela 3.5. Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz warunki reakcji PCR.

Sktad mieszaniny reakcyjnej Warunki reakcji PCR

Odczynnik Objetos¢ [ul] Temperatura [°C] | Czas inkubacji [min]

Roztwar reakcyjny 5X (Reaction Mix) 4

Mieszanina enzymow Maxima 2 25 10

Matryca RNA 1pg 50 15

Woda wolna od nukleaz do 20 85 5
Catkowita objetos¢ | 20 4 oo

3.2.11.2. Reakcja taricuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (qPCR)

Ekspresje wybranych genéw zmieniajgcych sie podczas starzenia oszacowano przeprowadzajgc reakcje
tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (gPCR). W tym celu uzyto odczynnika LightCycler® 480
SYBR Green i Master (Roche), zestawu uprzednio zwalidowanych primerdw (tabela 3.3.) oraz 20 ng
matrycy cDNA (VSMC oraz komodrek blaszek miazdzycowych). Reakcje przeprowadzono w2
powtdrzeniach technicznych w objetosci 10 ul uzywajgc aparatu LightCycler®96 (Roche). Sktad

mieszaniny oraz warunki reakcji umieszczono w tabeli 3.6 oraz 3.7.

Wstepng analize danych przeprowadzono za pomocg programu kompatybilnego z termocyklerem
(LightCycler®96 System, Roche), aby nastepnie wyznaczy¢ wzgledny poziom ekspresji gendow. W tym
celu postuzono sie metodg Pfaffla [185]. Kontrole endogenng stanowit gen GAPDH (powszechnie
stosowany gen referencyjny), DAD1 oraz EIF2B1 (geny o relatywnie statej ekspresji mRNA we
wszystkich warunkach eksperymentalnych, wybrane na podstawie mikromacierzy), a uzyskane wyniki
przedstawiano jako krotnosé zmian FC (Fold Change) wzgledem komérek kontrolnych z zaznaczonym

kierunkiem zmian.

Tabela 3.6. Sktad mieszaniny reakcyjnej qPCR.

Odczynnik Objetos¢ [pl]
SYBR Green i Master 5

Primery (F+R), 500 nM 2,5

cDNA, 20 ng 2,5
Catkowita objetos¢ 10 pl
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Tabela 3.7. Warunki reakcji qPCR.

Etap Temperatura [°C] Czas trwania etapu [mm:ss]
Preinkubacja 95 10:00

95 00:10

40
Amplifikacja 59 00:10
cykli

72 00:30

95 00:10
Krzywa topnienia 65 01:00

97 00:01
Koniec reakcji 4 oo

3.2.12. Analiza profilu wzbogacenia H3K4me3, H3K9me3 oraz HP1a w genomie metoda
immunoprecypitacji histonow i sekwencjonowania nowej generacji (ChIP-seq)

Procedure immunoprecypitacji histondw przeprowadzano za pomoca zestawu iDeal kit for histones

(Diagenode) i postepowano wedtug instrukcji producenta. Podstawowe kroki opisano w skrdcie

ponizej.

3.2.12.1. Przygotowanie komdrek - utrwalanie komplekséw biatko-DNA
Komoérki odklejano trypsyng i dwukrotnie ptukano PBS. Nastepnie, w liczbie 3 milionéw zawieszono
w 500 pl PBS i poddano procesowi sieciowania (cross-link) swiezym, 1% roztworem formaldehydu
wolnego od metanolu (Carl Roth). Komadrki poddano inkubacji w temperaturze pokojowej, ktérej czas
zalezny byt od wariantu eksperymentalnego. Warunki reakcji sieciowania oraz pézniejszej fragmentacji
dobrano na drodze przeprowadzonej uprzednio optymalizacji procesu. Komoérki kontrolne
inkubowano przez 1 minute, komoérki traktowane doksorubicyng ikurkuming przez 2 minuty,
a komorki stare replikacyjnie przez 3 minuty. Reakcje zatrzymywano poprzez dodanie 0,125 M glicyny
i dalszg inkubacje w temperaturze pokojowe]j przez 5 minut. Nastepnie komérki dwukrotnie ptukano
zimnym PBS i wirowano przy 1800 rpm (Eppendorf 5424 R) przez 5 min w 4°C. Od tego momentu cata

procedura immunoprecypitacji byta wykonywana w 4°C oraz przy uzyciu zimnych odczynnikdw.

3.2.12.2. Izolacja i fragmentacja chromatyny
Osad otrzymany z utrwalonych komérek zawieszano w 3 ml buforu lizujgcego iL1 (proporcja 1 ml/1
mlin komarek) i inkubowano w 4°C przez 10 min na kotysce laboratoryjnej w celu mieszania roztworu.
Zawiesine komorek wirowano przy 2200 rpm (Eppendorf 5804 R) przez 5 minut w 4°C i usuwano

supernatant. Osad komoérkowy zawieszano w 3 ml kolejnego buforu lizujgcego (iL2) oraz inkubowano
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i wirowano w tych samych warunkach. Uzyskany pelet zawieszano w buforze do sonikowania (iS1)
wzbogaconym w inhibitory proteaz zatagczone do zestawu w proporcji 100 pl na 1 milion komérek.
Fragmentacje chromatyny ultradZwiekami przeprowadzono za pomoca sonikatora Bioruptor Plus
(Diagenode), stosujgc odpowiednie cykle sonikacji, zalezne od wariantu eksperymentalnego. Jeden
cykl sonikacji na ustawieniach HIGH oznacza 30 sekundowga emisje fal z 30 sekundowg przerwa.
Podczas fragmentacji komérek mtodych zastosowano 40 cykli, natomiast komérek traktowanych
doksorubicyng i kurkuming oraz RS 30 cykli. Warunki sonikacji wybrano na podstawie wczesniej
wykonanej optymalizacji eksperymentu. Caty proces przeprowadzano w recyrkulacyjnej tazni wodnej

o statej temperaturze 4°C.

3.2.12.3. Kontrola dtugosci fragmentow chromatyny
Dtugosé fragmentéw sonikowanej chromatyny kontrolowano poprzez pobranie 10 pl zawiesiny
chromatyny i dodanie do niej 40 ul wody ChlP-seq grade oraz 2 ul rozciericzonej mieszaniny RNaz
(Thermo Fisher Scientific) w proporcji 1:150 (w wodzie ChIP-seq grade). Roztwér inkubowano przez
1 godzine w 37°C. Nastepnie dodawano 50 ul buforu eluujgcego iE1, 4 ul buforu iE2 iinkubowano
w 65°C przez noc z wytrzgsaniem w celu odwrdcenia procesu sieciowania. DNA oczyszczano metodg
ekstrakcji z uzyciem mieszaniny fenol-chloroform. Do 106 ul zawiesiny dodano takg samg objetos¢
roztworu fenol-chloroform-alkohol izoamylowy. Po zwirowaniu (13000 rpm przez 2 min
w temperaturze pokojowej, Eppendorf 5804R), do oczyszczonej frakcji wodnej dodano rowng objetosé
mieszaniny chloroform-alkohol izoamylowy i wirowano w tych samych warunkach. Oczyszczone DNA
stragcano etanolem. W pierwszym etapie dodawano 10 pl 3M octanu sodu pH 5,3, 3 ul glikogenu oraz
500 pl 100% zimnego etanolu i inkubowano przez 1h w -20°C. Prébki zwirowano (13000 rmp, 25 min,
4°C) i do osadu DNA dodano 500 pl 70% zimnego (-20°C) etanolu i ponownie zwirowano (13000 rpm,
10 min, 4°C). Osuszony precypitat DNA zawieszono w 10 pl buforu TE. Dtugos¢ fragmentow DNA
kontrolowano za pomocg aparatu Bioanalyzer 2100 oraz zestawu dedykowanych odczynnikéw High
Sensitivity DNA Analysis kit (Agilent Technologies). Na Ryc. 3.5. przedstawiono przyktadowy rozktad

fragmentéw dla kazdego wariantu eksperymentalnego.
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Ryc. 3.5. Elektroforetyczny rozdziat fragmentéw sonikowanej chromatyny. Lewy panel przedstawia przyktadowy
rozktad fragmentow w zelu, a prawy elektroforegram przedstawiony jako funkcja poziomu fluorescencji (FU —
jednostka umowna fluorescencji) do dtugosci fragmentéw (bp — pary zasad). Obraz wygenerowano za pomocg
oprogramowanie Bioanalyzer 2100. We wszystkich wariantach, wiekszos¢ otrzymanych fragmentéw miescita sie
w przedziale 100-300 par zasad (pokazany jako pierwszy pik). Komorki traktowane kurkuming oraz stare
replikacyjnie wykazywaty obecnos¢ fragmentdow o dtugosci ok. 1000 par zasad, widocznych jako drugi pik
z prawej strony wykresu.

Mimo wielu préb ustalenia odpowiednich warunkéw usieciowienia i fragmentacji chromatyny, nie we
wszystkich wariantach udato sie uzyskad idealny rozktad fragmentdw, zalecany przez producenta (czyli
mieszczacy sie w przedziale 150-300 pz). Taki rozktad ma kluczowe znaczenie dla uzyskania doktadnych
i reprezentatywnych wynikéw dalszej analizy. Zbyt diugie fragmenty moga zawiera¢ wiele miejsc
interakcji chromatyny z biatkiem, co moze zaktécac jednoznaczne przypisanie miejsc wzbogacenia do
regiondw w genomie. Z drugiej strony, uzyskanie fragmentdéw krétszych niz 150 pz niesie ze sobg utrate
niezbednych informacji w sekwencji pozwalajacych je doktadnie zmapowaé. Najbardziej zblizony
rozktad uzyskano dla komdrek kontrolnych (1 minuta sieciowana, 40 cykli sonikacji) oraz DOX (2 minuty
sieciowania, 30 cykli). Pojawienie sie dtugich fragmentéw mogto mie¢ wptyw na dalsze etapy, w tym

na immunoprecypitacje z przeciwciatem oraz przygotowanie biblioteki do sekwencjonowania.

3.2.12.4. Immunoprecypitacja chromatyny
Immunoprecypitacje chromatyny prowadzono uzywajac przeciwciat skierowanych przeciwko
H3K9me3, H3K4me3 oraz HP1a, z wykorzystaniem okoto 750 tysiecy komérek. Réwnoczesnie w celu
zbadania specyficznosci wigzania przeciwciat, przeprowadzano reakcje w wykorzystaniem IgG
(dotgczonego do zestawu) jako kontroli negatywnej. Ponadto z kazdego wariantu eksperymentalnego
odtozono 1 pl zawiesiny chromatyny jako ,input” (prébka kontrolna) sprawdzajgcy wydajnosé

immunoprecypitacji. Po uprzedniej optymalizacji stezen przeciwciat, ostatecznie zdecydowano sie uzy¢
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1 pg przeciwciata H3K4me3 ilgG, 1,5 pg H3K9me3 oraz 2,5 pug HPla. Catonocng reakcje
immunoprecypitacji prowadzono w 4°C na rotorze laboratoryjnym, w przygotowanym buforze
zawierajgcym BSA, inhibitory proteaz, bufor iC1 (dostarczony przez producenta), badane przeciwciata
oraz kulki magnetyczne optaszczone biatkiem A. Kulki z utworzonymi kompleksami z chromatyng
ptukano kolejno czterema buforami wchodzacymi w sktad zestawu, po czym wraz z prébka kontrolng
eluowano buforem elucyjnym iE1l w temperaturze pokojowej przez 30 minut na wytrzgsarce
obrotowej Po zwirowaniu iprzeniesieniu otrzymanej zawiesiny DNA do nowej probéwki,
przeprowadzono reakcje odwrdcenia sieciowania chromatyny formaldehydem poprzez catonocng
inkubacje prébek w 65°C z wytrzgsaniem. Nastepnie otrzymane DNA oczyszczano za pomocg kulek
magnetycznych zawieszonych w odpowiednim buforze. Kulki poddano kolejnym ptukaniom buforami
dostarczonymi przez producenta i ostatecznie oczyszczone DNA zawieszono w gotowym buforze C,
rowniez doftgczonym do zestawu. llos¢ immunoprecypitowanego DNA badano z uzyciem odczynnikow

Qubit dsDNA HS (Invitrogen), a pozostate prébki przechowywano w -20°C.

3.2.12.5. Kontrola wydajnosci immunoprecypitacji metodg qPCR
Przed przystgpieniem do sekwencjonowania prébek, sprawdzono wydajnosé immunoprecypitacji
chromatyny za pomoca reakcji PCR w czasie rzeczywistym. Reakcje przeprowadzono z uzyciem
odczynnika LightCycler® 480 SYBR Green i Master (Roche), asktad mieszaniny reakcyjnej podano

w tabeli 3.8., natomiast warunki reakcji w tabeli 3.9.

Dla kazdego kompleksu biatko-DNA (lub modyfikacja histonu-DNA) amplifikowano typowe rejony
bogate w dane biatko lub modyfikacje histonu, stanowigce kontrole pozytywng potwierdzajgca
powodzenie immunoprecypitacji oraz rejony zwykle pozbawione danych biatek, stanowigce kontrole
negatywna. W przypadku znacznika H3K4me3 dokonano amplifikacji miejsc promotorowych genu
GAPDH, stuzgcych za kontrole pozytywna, natomiast kontrole negatywng stanowit egzon drugi
mioglobiny MB. Powyzsze startery zostaty dotgczone do zestawu, a ich sekwencja zostata zastrzezona
przez producenta. Dla znacznika H3K9me3 oraz biatka HP1a kontrole stanowit gen ZNF554 (sekwencje
starterow podano w tabeli 3.3.), anegatywng to samo miejsce promotorowe genu GAPDH
wymienionego powyzej. Rownolegle prowadzono aplifikacje wszystkich wymienionych miejsc dla
chromatyny immunoprecypitowanej z IgG (stanowigcg kontrole negatywng reakcji). Otrzymane wyniki
przedstawiono jako procent wzbogacenia wzgledem inputu, awykresy obrazujgce zmiany

umieszczono na rycinie 3.6.
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Tabela 3.8. Sktad mieszaniny reakcyjnej ChIP-gPCR.

Odczynnik Objetos¢ [ul]
SYBR Green i Master 4
Primery (F+R) 2
DNA 2
Catkowita objetos¢ | 8 ul

Tabela 3.9. Warunki reakcji qPCR zastosowanej w celu kontroli reakcji immunoprecypitacji.

Etap Temperatura [°C] Czas trwania etapu [mm:ss]

Denaturacja 95 10:00

95 00:30

40
Amplifikacja 60 00:30
cykli

72 00:30

Koniec reakcji 4 oo
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Ryc. 3.6. Kontrola powodzenia procesu immunoprecypitacji metodg gqPCR. Procentowy poziom wzbogacenia
badanej modyfikacji i biatka HP1a w wyznaczonych miejscach w genomie podano wzgledem inputu. Dla kazdej
analizy wzbogacenia dla danej modyfikacji przeprowadzono réwnolegle kontrole negatywng immunoprecypitacji
z wykorzystaniem neutralnego IgG. Wyniki podano jako srednig z odchyleniem standardowym.

Przedstawione na powyzszej rycinie wyniki, a zwtaszcza relatywnie wysokie stupki w pozytywnych
kontrolach przeprowadzonych dla H3K4me3 i H3K9me3 (s3 to odpowiednio miejsca kodujace gen
GAPDH i ZNF554) wskazujg na udane przeprowadzenie immunoprecypitacji z danymi przeciwciatami
oraz ich specyficzno$é. Dodatkowym potwierdzeniem jest brak sygnatu wzbogacenia w negatywnych
kontrolach, czyli odpowiednich rejonach genu MB dla H3K4me3 oraz GAPDH dla H3K9me3. Jedynie
w przypadku wariantu CUR i RS mozna zauwazy¢ wzrost wzbogacenia H3K4me3 w negatywnej kontroli
(MB), jednak jest on niewielki i moze by¢ wyjatkowo specyficzny dla tych typow starzenia. Brak sygnatu
w prébkach immunoprecypitowanych z przeciwciatem IgG dodatkowo wskazuje na specyficznosc
wigzania H3K4me3 oraz H3K9me3 do chromatyny. Mimo niskiego wzbogacenia biatkiem HP1a (s3 to
wyniki wzbogacenia ponizej 1% wzgledem inputu) zdecydowano sie przekaza¢ wszystkie prébki do

sekwencjonowania.
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3.2.12.6. Sekwencjonowanie nowej generacji
Sekwencjonowanie zostato wykonane w Laboratorium Specjalistycznym Genomiki, Centrum Nowych
Technologii, Uniwersytetu Warszawskiego. Po immunoprecypitacji skonstruowano biblioteki
z uzyciem zestawu KAPA HyperPrep Kit (KAPA Biosystems) oraz dedykowanych adapteréw KAPA
Unique Dual-Indexed Adapter Kit (KAPA Biosystems). Biblioteki skonstruowano wedtug zalecenia
producenta, czyli z3 ng materiatu lub 7 ul tam, gdzie stezenie prébki nie byto wystarczajace. Liczbe
cykli dobrano do kazdej prébki osobno na podstawie analizy bibliotek po wstepnej amplifikacji.
Nastepnie, otrzymane biblioteki poddano kontroli dtugosci fragmentéw z uzyciem aparatu Bioanalyzer
2100 oraz zestawu odczynnikéw High Sensitivity DNA Analysis kit (Agilent). Stezenie bibliotek
zmierzono metodg qPCR za pomocg zestawu KAPA Library Quantification kit (Kapa Biosciences) przy
zastosowaniu protokotu producenta. Pomimo otrzymania nietypowego rozktadu fragmentow w czesci
probek (typowy rozktad charakteryzuje sie krzywg w ksztatcie dzwonu mieszczaca sie w zakresie od
150 do 500 par zasad —tak jak w przypadku H3K4me3 w komdrkach kontrolnych na rycinie 3.7 ponizej)
zdecydowano sie na wykorzystanie bibliotek do dalszej analizy. Sekwencjonowanie przeprowadzono
na instrumencie lllumina NovaSeq 6000 w trybie odczytu pair-end 2x51 cykli z uzyciem standardowej
procedury zalecanej przez producenta z0,5% dodatkiem biblioteki kontrolnej Phix (lllumina).
Ostatecznie uzyskano $rednio ok. 80% liczby planowanych odczytéw. W wyniku sekwencjonowania
otrzymano wysokiej jakosci dane (ponad 97% danych o jakosciach przekraczajgcych Phred Score Q37)
co stanowito 66-115% planowanej ilosci danych. Z analizy wykluczono dwie prébki, tj. po jednym
powtdrzeniu wariantu DOX i CTRL immunoprecypitowanych z przeciwciatem H3K9me3, dla ktérych

otrzymano odpowiednio 21% i 33% ilosci danych. Pozostate prébki przekazano do dalszej analizy.
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Ryc. 3.7. Przyktadowy rozktad fragmentdédw bibliotek otrzymany za pomocg aparatu Bioanalyzer 2100.
Elektroforegramy przedstawiajg funkcje poziomu fluorescencji do ditugosci fragmentdéw. Zaobserwowana
w drugiej kolumnie (przedstawiajgcg obraz biblioteki przygotowanej dla fragmentéw bogatych w modyfikacje
H3K9me3) zmiana jednostki na osi x z ,bp” na ,s” wynika z btedu w rejestracji sygnatu fluorescencji markera
wielkosci przez instrument inie wptywa na ostateczng interpretacje wynikow. Typowy rozktad uzyskanych
fragmentow powinien miesci¢ sie w przedziale od 150 do 500 pz, a krzywa powinna przyjmowac ksztatt
prawoskosnego dzwonu ze szczytem w okolicach 300 pz. Taki rozktad uzyskano dla komdrek kontrolnych
immunoprecypitowanych z H3K4me3.

3.2.12.7. Bioinformatyczna analiza danych
Analiza sekwencjonowania zostata wykonana przez dr Krzysztofa Goryce we wspédtpracy
z Laboratorium  Specjalistycznego  Genomiki Centrum Nowych Technologii Uniwersytetu

Warszawskiego.

3.2.12.7.1. Przygotowanie odczytow
Ocene jakosci surowych plikow fastq wykonano z zastosowaniem narzedzia FastQC, po czym odczyty
zostaty przyciete za pomoca oprogramowania Trimmomatic [186]. Przycinano wszystkie odczyty
o jakosci mniejszej niz 12 (phred+33) w oknie czteronukleotydowym. Odczyty krétsze niz 20
nukleotydéw (po przycieciu) byty odrzucane z dalszej analizy. Przyciete sekwencje mapowano do

genomu referencyjnego cztowieka grch38 (ENSEMBL) przy uzyciu Bowtie2 [187] z domysinymi
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parametrami. Duplikaty odczytow byly identyfikowane i usuwane z uzyciem narzedzia MarkDuplicates

z pakietu GATK (wersja 4.2.3.0) z domysInymi parametrami [188].

3.2.12.7.2. Detekcja pikéw
Kolejnym krokiem byto dwuetapowe wykrywanie pikdéw, czyli regiondw ze statystycznie wyzszym
pokryciem w odczyty wzbogacen w stosunku do otoczenia genomowego. Zastosowano standardowo
uzywane narzedzie MACS2 [189] po uprzednim ztgczeniu powtdrzen w jedno, za pomocy narzedzia
,merge” z pakietu samtools. Nastepnie za pomocg narzedzia summarizeOverlaps z biblioteki
GenomicAlignments zliczono pokrywajgce sie odczyty regionéw wzbogacenia (pikow) dla kazdego
powtdrzenia biologicznego, aby oszacowac wystepujgcg zmienno$é. Uzyskane zliczenia zostaty

wykorzystane w kolejnej analizie statystycznej z uzyciem narzedzia edgeR [190].

Ostatecznie, zidentyfikowane piki przypisywano do zajmowanych miejsc w genomie za pomocg

narzedzia annotatePeak na bazie danych Ensembl [191].

3.2.12.7.3. Wizualizacja danych oraz analiza funkcjonalna miejsc wzbogaconych w badane
modyfikacje histonu H3 i biatko HP1a

Do zobrazowania stopnia pokrycia miejsc wybranymi biatkami w genomie zastosowano przegladarke

genomowg Integrative Genomics Viewer (IGV) [192]. Kazdy wariant eksperymentalny zaznaczono

odpowiednim kolorem: komoérki kontrolne — czarnym, komorki traktowane kurkuming — zéttym,

komoérki traktowane doksorubicyng — czerwonym, a komorki stare replikacyjnie — niebieskim.

Analize funkcjonalng przeprowadzono z wykorzystaniem bazy danych GO oraz narzedzia g:Profiler

(z tymi samymi ustawieniami jak w przypadku analizy mikromacierzy).

3.2.12.8. Analiza statystyczna wynikow
Analize statystyczng przeprowadzono co najmniej z trzech odrebnych powtdrzen biologicznych. Za
pomocg programu GraphPad Prism wyznaczono odchylenia standardowe, a w celu wyznaczenia
istotnosci statystycznej zmian zachodzacych miedzy komdrkami starymi a mtodymi, w wiekszosci
przypadkéw zastosowano test t studenta. W przypadku zastosowania innego testu statystycznego,
jego szczegdty uwzgledniono przy opisie danej metody, zamieszczonej w niniejszym rozdziale.

Uzyskane wartosci notowano nastgpujgco: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***), p < 0,0001 (****).
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4. Wyniki

Gtéwny model badawczy stanowity komérki miesni gtadkich naczyn izolowane z aorty. W badaniach,
oprécz starzenia replikacyjnego (w skrécie nazywane RS), zastosowano dwa modele starzenia
przyspieszonego, gdzie czynnikami indukujgcymi starzenie byta doksorubicyna lub kurkumina (tgcznie
okreslane jako PS). Doksorubicyna jest to powszechnie stosowany chemioterapeutyk silnie
oddziatujacy z chromatyng. Poprzez wbudowywanie sie do DNA upo$ledza dziatanie enzymu
Topoizomeraza Il, zaburzajgc proces replikacji. W rezultacie prowadzi to do peknie¢ podwdjnej nici
DNA m.in. W promotorach aktywnych gendw [193] oraz do zmiany architektury chromatyny i ekspresji
gendw poprzez czasowe usuniecie nukleosomow z miejsc promotorowych i otwartej chromatyny [194,
195]. Doksorubicyna ponadto wzmaga produkcje wolnych rodnikdw oraz zaktéca aktywnosc¢ helikazy,
co rowniez skutkuje powstawaniem uszkodzern DNA [196]. Drugi zwigzek, kurkumina, to polifenol
o plejotropowym dziataniu, ktéry w pewnym zakresie stezerh wywotuje efekt cytostatyczny. Bierze ona
udziat w modelowaniu chromatyny poprzez hamowanie dziatania metylotransferaz DNA oraz
acetylotransferaz i deacetylaz histondw [197]. Zwigzek ten zostat szczegdétowo opisany w Pracowni
Molekularnych Podstaw Starzenia jako czynnik indukujgcy starzenie z pominieciem szlaku odpowiedzi

na uszkodzenia DNA [28]. Kontrole stanowity mtode, dzielgce sie komérki na wczesnych pasazach.

Uniwersalno$¢ zmian zachodzacych podczas starzenia sprawdzono wykonujac wybrane analizy
z wykorzystaniem ludzkich fibroblastéw stosujgc ten sam uktad eksperymentalny. Dodatkowo,
poréwnano zmiany zachodzgce in vitro ze zmianami wystepujacymi ex vivo w komadrkach miesni
gtadkich wyizolowanych z blaszek miazdzycowych pacjentéw. Wyniki omdéwiono w dalszej czesci

rozdziatu.

4.1. Zmiany towarzyszace starzeniu in vitro komdrek miesni gtadkich
pochodzacych z aorty

4.1.1. 0Ogdlna charakterystyka zmian zachodzgcych podczas starzenia
Przed przystgpieniem do gtdwnych analiz zmian struktury chromatyny starych komodrek, proces
starzenia regularnie kontrolowano za pomocg podstawowych oznaczen, jakimi sg badanie aktywnosci
SA-B-galaktozydazy zwigzanej ze starzeniem itestu wbudowywania BrdU do DNA. Badano réwniez
poziom ekspresji biatek zwigzanych ze starzeniem (p53, p21), okreslano liczbe uszkodzen podwdjnej

nici DNA oraz dokonano ogdlnej charakterystyki morfologii komérek.
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Mtode komdrki miesni gtadkich na wczesnym etapie hodowli charakteryzujg sie niewielkim
wrzecionowatym ksztattem i matym jadrem komdrkowym w centralnej czesci. Czesto obserwuje sie
drobne, kuliste i opalizujgce w mikroskopie swietlnym komérki bedgce w trakcie podziatu. Natomiast
podczas starzenia, zaréwno replikacyjnego jak i indukowanego stresem, dochodzi do drastycznego
powiekszenia powierzchni komérki. Komérki sg bardziej sptaszczone, majg nieregularne, poszarpane
krawedzie oraz wydtuzone ,wypustki” cytoplazmy, aich jadra sg znacznie powiekszone i posiadajg

wiele jaderek. W hodowli nie obserwuje sie opalizujgcych, dzielgcych sie komérek (Ryc. 4.1.).
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Ryc. 4.1. Pogladowe zdjecie poréwnujgce morfologie komadrek miesni gtadkich naczyrn mtodych (CTRL) i starych
replikacyjnie (RS) z zastosowaniem mikroskopii Swietlnej. Skala 100 um.

Komorki stare wykazujg znaczaco podwyiszony poziom aktywnosci enzymu SA-B-gal, ktéry po
zastosowaniu odpowiedniego testu kolorymetrycznego, uwidacznia sie w starych komadrkach
w postaci ciemnoniebieskiego zabarwienia (Ryc. 4.2. A, prawy panel). Ponad 80% komérek starych,
zaréwno PS jak i RS, posiada podwyiszong aktywnos$¢ tego enzymu. Wzrost aktywnosci SA-B-gal
negatywnie koreluje z poziomem inkorporacji BrdU, ktéry odzwierciedla zdolnos¢ komédrek do
replikacji DNA. W komdrkach traktowanych doksorubicyng oraz RS odsetek dzielgcych sie komdrek
spada ponad dziesieciokrotnie w poréwnaniu do kontroli (Ryc. 4.2. B). Komdrki traktowane kurkuming,

pomimo znaczgcego spadku podziatéw, nadal w ok. 20% sg zdolne do proliferacji.
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Ryc. 4.2. Analiza podstawowych znacznikdw starzenia w komérkach kontrolnych (CTRL) oraz komdrkach
indukowanych do starzenia doksorubicyng (DOX) lub kurkuming (CUR) oraz starych replikacyjnie (RS): A)
Aktywnos¢ SA-B-gal (n = 5), B) Odsetek dzielgcych sie komédrek (n = 5). Lewy panel przedstawia wykresy
podsumowujgce ilosciowo zachodzgce zmiany, prawy panel ukazuje przyktadowe zdjecia. Zdjecia SA-B-gal
zrobione w powiekszeniu 100x, BrdU 200x. Analiza statystyczna przeprowadzona testem t-studenta wobec
komérek kontrolnych (***) p < 0,001, (****) p < 0,0001.

Kolejnym waznym markerem, zwtaszcza w kontekscie starzenia indukowanego stresem, jest wzrost
liczby uszkodzen DNA. Ich poziom badano za pomocg barwienia immunocytochemicznego uzywajac
przeciwciata rozpoznajgcego fosforylowang na serynie 139 forme biatka H2AX (yH2AX), czyli biatka,
ktore jako jedno z pierwszych jest angazowane w szlak prowadzgcy do naprawy DNA. Najwiekszg
akumulacje uszkodzen wykazujg komarki traktowane doksorubicyng i niemal potowa posiada w jagdrze
wiecej niz 5 skupisk nienaprawionych uszkodzen (Ryc. 4.3.). Komérki CUR iRS nie wykazywaty

znaczgcego wzrostu liczby uszkodzen, czym nie rdznity sie od kontroli.
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Ryc. 4.3. Analiza liczby uszkodzen DNA w komérkach mtodych, PS (DOX, CUR) i RS na podstawie skupisk yH2AX
w jadrze komérkowym (lewy wykres) (n = 3). Na wykresie przedstawiono procent komoérek przynalezgcych do
danej grupy. Populacje podzielono na komorki nieposiadajgce uszkodzen (kolor czarny) oraz takie, w ktdrych
wystepuje jedno (biaty), dwa do pieciu (jasnoszary) i powyzej pieciu (ciemnoszary) skupisk na jadro. Analiza
statystyczna przeprowadzona testem t-studenta wobec komérek kontrolnych, (*) p < 0,05, (***) p < 0,001. Po
prawej stronie pokazano przyktadowy obraz zmian ekspres;ji biatka p53, p21 oraz HMGB1 w starzeniu (n = 3).

Poziom ekspresji biatek odpowiedzialnych za zatrzymanie komérek w cyklu komérkowym, tj. p53i p21,
byt znaczgco wyzszy w komdrkach DOX i CUR w porédwnaniu zaréwno do kontroli jak i RS (Ryc. 4.3.).
Z drugiej strony komérki RS wykazywaty znaczny spadek wyzej wymienionych biatek w poréwnaniu do

komdérek mtodych.

HMGB1 jest obecnym w wiekszosci komdrek niehistonowym biatkiem, ktérego poziom jest bardzo
wysoki, a do jego funkcji nalezy miedzy innymi regulacja ekspresji gendéw. Poprzez przytaczanie sie do
nici DNA powoduje zmiane struktury przestrzennej miejsc promotorowych w celu utatwienia dostepu
maszynerii transkrypcyjnej [198, 199]. Niekiedy moze wchodzi¢ w interakcje z wieloma czynnikami
transkrypcyjnymi i zwiekszaé ich aktywno$¢ [200]. Dotychczasowe badania dowiodty, ze synteza tego
biatka spada w starzeniu [201]. Badane komdrki mies$ni gtadkich charakteryzujg sie spadkiem poziomu

HMGB1 w obu typach starzenia, jednak spadek w RS byt bardziej spektakularny (Ryc. 4.3.).

Powyzsza analiza rutynowo stosowanych markerdw wskazuje na pewnego stopnia podobienstwo
miedzy starzeniem przyspieszonym a replikacyjnym i stuzyta gtdwnie jako kontrola procesu starzenia,
gdyz starzenie VSMC na powyzszych modelach zostato juz przez nas scharakteryzowane wczesniej [6,
28]. W kolejnym kroku, przystgpiono do szczegétowej analizy réznic pod katem zmian w strukturze

jadra i chromatyny.
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4.1.2. Zmiany w strukturze jadra i chromatyny w zaleznosci od typu starzenia

4.1.2.1. Wzrost chropowatosci powierzchni jader starych komoérek
Analize prowadzono przy wykorzystaniu mikroskopii sit atomowych (AFM). Jadra komérek mtodych
majg owalny ksztatt o regularnych brzegach. W wiekszo$ci sg matych rozmiardw i posiadajg wyraznie
zarysowane, mate jaderka, ktdére wydajg sie wystawaé wysoko ponad powierzchnie jadra
(obserwowane jako jasniejsze miejsca na skanie) (Ryc. 4.4. A). Dla odmiany, jadra komdrek RS s3
stosunkowo heterogenne pod wzgledem wielkosci i ksztattu, co wynika z niesynchronicznego starzenia
w hodowli i obecnosci komdrek na réznym etapie starzenia. Wiekszos¢ jader jest duzych rozmiaréw
(Srednio 31 um x 49 um, 4.4 + 9.0), o nieregularnym ksztatcie i brzegu. Jaderka tych komdrek sg
przewaznie wieksze i mniej wznoszgce sie ponad powierzchnie otoczki jgdrowej. Wzrasta tez ich liczba.
Posrednig morfologie wykazujg jadra komaérek PS, gdyz pod wzgledem wielkosci zblizone sg do RS,
natomiast biorgc pod uwage regularnosé brzegu, przypominajg bardziej komérki kontrolne. Morfologia
jaderek jest wysoce zrdznicowana izalezy od czynnika indukujgcego starzenie. Jgderka komodrek
traktowanych DOX sg liczne i relatywnie ptaskie, o do$é regularnej krawedzi, natomiast traktowanie

kurkuming wptywa na ich wysoka nieregularnosc¢ i niewielkie wzniesienie ponad powierzchnie.

Uzyskane wyniki sugerujg, ze wraz ze starzeniem moze dochodzi¢ do stopniowego zwiekszenia
szorstkosci powierzchni jadra. Jednak ze wzgledu na ograniczenia techniczne metody (dtugi czas
potrzebny na skanowanie wyznaczonego obszaru iograniczona dostepnos¢ do sprzetu), analize
przeprowadzono tacznie tylko na 20-30 jadrach danego wariantu eksperymentalnego, co nie pozwala
na wyciagniecie jednoznacznych wnioskdw. Nastepnie sprawdzono, czy chropowatosé powierzchni
jadra koreluje ze zmianami ekspresji lamin (Ryc. 4.4. C). Wyniki pokazaty, ze przypuszczalny wzrost
szorstkosSci koreluje ze spadkiem poziomu laminy B1 (LMNB1) w obu typach starzenia. Znaczace
roznice w poziomie ekspresji LMNB1 wida¢ rowniez miedzy PS a RS. Zauwazono natomiast nieistotny
wzrost w poziomie laminy A/C podczas starzenia replikacyjnego iindukowanego doksorubicyng

(Ryc. 4.4. C).
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Ryc. 4.4. Analiza morfologii i chropowatosci jgdra oraz biatek tworzacych blaszke jadrowa w komdrkach
kontrolnych oraz starych (PS i RS). A) Reprezentatywne skany obrazujgce zmiany topografii jagdra komdrkowego
w zaleznosci od typu starzenia. Skala 20 um, skala ciepta (heatmap scale) ilustruje wysokos$¢ w osi z. B) Wykres
pudetkowy podsumowujacy szorstkos¢ powierzchni jadra obliczong z 3 powtdrzen (liczba jader: CTRL = 21, CUR
=22, DOX = 25, RS = 32). Srodkowa linia przedstawia érednia, gérne i dolne krawedzie zaznaczajg odchylenie. C)
Poziom biatek laminy B1 ilaminy A/C mierzony metodg Western blot. Wykresy przedstawiajg wyniki
densytometrii (n = 3). Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg testu t-studenta: p < 0,05 (*), p < 0,001
(***), p < 0,0001 (****). Pod wykresami znajdujg sie przyktadowe zdjecia obrazujgce ilos¢ biatka
w poszczegdlnych wariantach doswiadczalnych.
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Potencjalny wzrost chropowatosci moze posrednio wskazywac na reorganizacje struktury chromatyny
w starych komérkach, poniewaz wg literatury i dotychczasowych obserwacji, wraz ze spadkiem laminy
B1 dochodzi do zmiany w strukturze blaszki jadrowej oraz reorganizacji domen LAD, a tym samym
oderwania sie heterochromatyny bogatej w trimetylacje lizyny 9 histonu 3 (H3K9me3) od wewnetrznej
btony otoczki jadrowej [202, 203]. Na ponizszej rycinie pokazano przyktadowe zdjecie komodrek
mtodych i starych replikacyjnie, obrazujace spadek miejsc kontaktu heterochromatyny z laming B1

i przemieszczenie sie regiondw wystepujacych pod otoczka jagdrowg do wnetrza jadra (Ryc. 4.5).

LVINB1 DNA

Ryc. 4.5. Reorganizacja domen LAD w jadrach komdrek kontrolnych i starych replikacyjnie. Duzymi strzatkami
zaznaczono rdznice w miejscach przytgczenia heterochromatyny do laminy B1; przerywana strzatka wskazuje na
przemieszczenie sie oderwanej chromatyny w gfab jadra. Przyktadowe zdjecie z mikroskopu konfokalnego. Skala
5 um.

4.1.2.2. Analiza zmian w organizacji chromatyny za pomoca programu Cell Profiler
W kolejnym etapie dokonano ogdlnej charakterystyki zmian kondensacji chromatyny w zaleznosci od
typu starzenia. Jgdra wybarwione barwnikiem DAPI analizowano z zastosowaniem mikroskopii
fluorescencyjnej. Na podstawie otrzymanego obrazu mikroskopowego dokonano szeregu pomiaréw
z uzyciem oprogramowania Cell Profiler opisujgcych wielkos¢ i ksztatt jadra oraz strukture chromatyny,

ktorych doktadny opis mozna znalezé w rozdziale Metodyka (3.2.5.2.).
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Ze wzgledu na mnogos$¢ parametréw iich wariantdw, do dalszej analizy wybrano najwazniejsze
i najbardziej adekwatne do badanych komdrek, czyli opisujgce zmiany w promieniu od 3 do 12 pikseli
(co rowna sie odpowiednio 0,85 i 3,5 um) od punktu pomiarowego wewnatrz jagdra (promien jadra
mtodych komdrek wynosi wtasnie ok. 3,5 um). Dla wyselekcjonowanych parametréw zastosowano
analize gtéwnych sktadowych (PCA), w celu sprawdzenia wystepowania rdoznic miedzy wariantami
eksperymentalnymi. W wyniku analiz wyodrebniono 3 gtéwne sktadowe. Pierwsza, PC1, wyjasnia 50%
wariancji i wskazuje na istotne rdéznice pomiedzy komdrkami kontrolnymi a starymi replikacyjnie
i w sposéb przyspieszony (Ryc. 4.6. gérny wykres lewego panelu). Ponadto zawiera w sobie najwiecej
cech réznigcych. Do nich zaliczajg sie miedzy innymi powierzchnia i obwdéd jadra oraz parametry
intensywnosci i tekstury DNA (np. Srednia, mediana, odchylenie czy kontrast). Kolejne dwie, czyli PC2
i PC3, wyjasniajg ok 25% wariancji i ujawniaja cechy odrdzniajgce RS zaréwno od kontroli jak i PS (s3 to
np. mimosréd izwartosé jadra, zintegrowana intensywnos¢ DNA oraz korelacja tekstury DNA).
Szczegotows liste parametréw wchodzgcych w sktad PC1, PC2 i PC3 oznaczono odpowiednio kolorem
niebieskim, pomaranczowym i zielonym na prawym wykresie ryciny 4.6. Na kolejnej rycinie (Ryc. 4.7.)
zamieszczono wykresy zmian przyktadowych parametréw zachodzgcych w starzeniu oraz

pozwalajgcych odrdzni¢ starzenie przyspieszone od replikacyjnego.

Przeprowadzona analiza parametrow ksztattu wykazata istotne zwiekszenie powierzchni jadra
komodrkowego we wszystkich badanych typach starzenia, przy czym komérki RS wykazywaty najwiekszy
wzrost. Ponadto, poréwnujac zwartos¢ oraz ekscentrycznos¢ jgder, najbardziej wydtuzone
i nieregularne byly jagdra komdrek RS. Natomiast jadra komorek poddanych dziataniu doksorubicyny
i kurkuminy nie réznity sie istotnie od komérek kontrolnych. Zmiany, zwtaszcza tak wyraznie jak te
w RS, mogag by¢ miedzy innymi wynikiem spadku laminy B1 (podobnie jak w przypadku wzrostu

chropowatosci jadra badanego mikroskopig sit atomowych).
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Ryc. 4.6. Analiza gtéwnych sktadowych oraz lista parametréw wchodzacych w sktad wyznaczonych sktadowych
PC1, PC2 iPC3. Na wszystkich wykresach zastosowano ten sam schemat kolorystyczny: niebieski — PC1,
pomaranczowy — PC2, zielony — PC3. Na wykresie po prawej zamieszczono szczegdtowa liste parametrdéw, ktére
mogg wptywacé pozytywnie (dodatnie wartosci) lub negatywnie (ujemne wartosci) na gtéwne sktadowe.
Parametry wchodzgce w sktad PC1 pozwalajg na odréznienie mtodych komorek od starych, natomiast sktadowa
PC2 i PC3 pozwalajg na odrdznienie starzenia replikacyjnego od reszty wariantow.

O ile parametry opisujgce ksztatt jgder mozna analizowaé osobno ikazdy znich dostarcza
jednoznacznej odpowiedzi, otyle parametry opisujgce teksture chromatyny nalezy analizowad
catosciowo, aby méc uzyskaé petny obraz zmian. a wiec analizowane parametry intensywnosci
barwienia DAPI (Srednia intensywno$¢) oraz tekstury, tj. entropia, moment drugi katowy, kontrast,
korelacja, odwrotny moment rdznicy iwariancja wykazaty, ze wszystkie warianty starzenia
w wiekszosci charakteryzowaty sie mniej skomplikowang teksturg chromatyny i bardziej jednolitym
zabarwieniem niz kontrola, co sugeruje wieksze rozluznienie chromatyny. Jednakie komorki
traktowane doksorubicyng wydajg sie mieé¢ najbardziej widoczne zmiany, aefekt w komdrkach
traktowanych kurkuming oraz RS jest bardziej subtelny. Dodatkowo, w komdrkach kontrolnych
zauwaza sie obecnos$¢ wyraznych iintensywnych ,blokéw” chromatyny w zakresie analizowanych
odlegtosci (czyli 0,85 i 3,5 um). Sugeruje to wiekszg kondensacje chromatyny w mtodych komaérkach
by¢ moze wynikajacg z innego etapu cyklu komdrkowego. Co ciekawe, parametry korelacji oraz

kontrastu sugerujg, ze w komadrkach RS moze niekiedy dochodzi¢ do tworzenia podobnych blokdow jak
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w kontroli, lecz w tym przypadku najprawdopodobniej nie sg one powigzane z wchodzeniem komérek
wcykl, jak to ma miejsce w komdrkach miodych. Moina przypuszczaé, ze takie miejsca
skondensowanej chromatyny w pojedynczych komadrkach RS, sg czasami obserwowanymi skupiskami

SAHF. W dalszej czesci pracy probowano zbadac te hipoteze.
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Ryc. 4.7. Wybrane parametry obrazujgce roznice w strukturze jadra i chromatyny, pozwalajgce odrdézni¢ komorki
stare od mtodych oraz typ starzenia. Zmiany przedstawiono w postaci wykreséw pudetkowych, gdzie dtugos¢
ramek reprezentuje zakres miedzykwartylowy (IQR), linia ciggta wewnatrz ramki oznacza mediane, a wasy
zaznaczaja maksymalng obserwacje ponizej gérnego odciecia (kwartyl 3 + (1,5 x IQR)) i minimalng obserwacje
ponizej dolnego odciecia (kwartyl 1 - (1,5 x IQR)). Na wykresie pominieto wartosci odstajgce od gérnego i dolnego
odciecia w celu poprawy przejrzystosci. Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg dwustronnego testu
Mann-Whitney-Willcoxona z poprawka Dunna: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***), p < 0,0001 (****).
Garny panel obrazuje parametry odrdzniajgce komorki stare niezaleznie od typu starzenia od komérek mtodych,
a dolny komérki RS od PS i komérek kontrolnych.
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Powyzisza metoda analizy chromatyny, pozwala nie tylko odrdzni¢ komérki mtode od starych, ale
rowniez badane typy starzenia przyspieszonego od replikacyjnego. Dodatkowo, moze by¢ stosowana
jako przesiewowa metoda identyfikacji starych komérek w badanej populacji, co tez uczyniono
w dalszych analizach, przede wszystkim tych dotyczacych barwien immunocytochemicznych. W tych
badaniach, wstepng selekcje komérek przeprowadzono na podstawie wielkosci powierzchni jgdra.
Przyjeto, ze komdrki mtode to te, ktérych powierzchnia jadra wynosita mniej niz 200 pm?, natomiast
gdy powierzchnia jadra przekraczata ten prég, komorki klasyfikowano jako stare. Te graniczng wartosc
wybrano na podstawie wynikdw uzyskanych podczas powyzszej analizy (przedstawionych na rycinie
4.7., wykresie podsumowujgcym powierzchnie jadra). Zauwazono, ze w przypadku komorek
kontrolnych, wiekszo$é jader nie przekracza powierzchni 200 pm? (gérna krawedz przedziatu
miedzykwartylowego wyznacza powierzchnie ok. 160 pm?), a mediana wynosi ok. 120 pm?2.
Dodatkowo, na przyktadzie komodrek traktowanych doksorubicyng stwierdzono, ze powierzchnia jadra
komorki starzejacej sie zaczyna sie od ok. 200 pm? (dolna krawedz przedziatu miedzykwartylowego).
Postuzono sie komdrkami traktowanymi doksorubicyng, poniewaz w wyniku dziatania tego zwigzku,
komoérki najbardziej spdjnie reagujag na bodziec (wykres przedstawiajgcy procent komorek

wbudowujgcych BrdU, Ryc. 4.2. B).

Po zastosowaniu powyzszych wytycznych, ostateczna analiza wybarwionych jader VSMC (ktére zostaty
omoéwione w dalszych czesciach rozdziatu) obejmowata 89% populacji komédrek kontrolnych, 80%
komoérek traktowanych kurkuming, 79% komadrek traktowanych doksorubicyng i 72% komorek starych

replikacyjnie. Podsumowanie przedstawiono na rycinie ponizej.

CTRL CUR DOX RS

11%
m Mfode
Stare
80% 79% 72%

Ryc. 4.8. Odsetek komérek mtodych istarych w badanych wariantach doswiadczalnych po zastosowaniu

wstepnej selekcji na podstawie analizy powierzchni jadra (nieprzekraczajacej 200 um? dla CTRL i przekraczajacej
200 um? dla komérek starych) wyznaczonej z uzyciem oprogramowania Cell Profiler. Taka klasyfikacja postuzyta
do wytaczenia zdalszych analiz immunocytochemicznych komadrek nietypowych dla danego wariantu
doswiadczalnego (czyli starych w kontroli oraz mtodych w RS i PS).
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4.1.3. Poziom oraz organizacja modyfikacji histonu H3

Na podstawie dotychczas zaobserwowanej stopniowej deheterochromatynizacji oraz wzmozonej
aktywnosci metabolicznej komdrek starych, w tym specyficznego dla starzenia fenotypu sekrecyjnego
(SASP) jak izmian dotyczacych ekspresji wielu gendw, postanowiono zbadaé¢ zmiany w poziomie
potranslacyjnych modyfikacji histondw. Wybrano H3, poniewaz modyfikacje tego histonu, a zwtaszcza
metylacja, odpowiada za kondensacje chromatyny i zwigzang z tym zahamowang ekspresjg gendéw
oraz tworzenie SAHF. Do analiz wybrano modyfikacje charakterystyczne dla skondensowanej
chromatyny, czyli H3K9me3 i H3K27me3, oraz znaczniki typowe dla aktywnej euchromatyny, takie jak
H3K4me3

i H3K9Ac. Poziom biatek normalizowano zaréwno do GAPDH jak i do H3.

Uzyskane wyniki pokazujg, ze w przypadku znacznikdw heterochromatyny, najwiekszy spadek
zaobserwowano w H3K9me3, gdzie poziom obniza sie o ponad potowe w PS, az do niemal catkowitego
zaniku w RS (Ryc. 4.9.). Mniejszy spadek zanotowano dla modyfikacji H3K27me3 i jest on zblizony
w obu typach starzenia. O ile rozluznienie chromatyny spowodowane jest m.in. spadkiem powyzszych
modyfikacji typowych dla heterochromatyny, o tyle nie jest to tozsame ze wzrostem modyfikacji
typowych dla aktywnej euchromatyny. Wbrew oczekiwaniom, poziom H3K4me3 oraz H3K9Ac spada
w obu typach starzenia. Trimetylowana lizyna 4 wykazuje identyczny profil do H3K9me3 i tak samo
widac¢ znaczace rdéznice miedzy PS i RS. Z kolei spadek acetylacji na lizynie 9 byt niezalezny od typu
starzenia. Tak samo niezalezny od typu starzenia byt obserwowany spadek totalnego histonu H3.

W obu typach starzenia ekspresja biatka jest o potowe mniejsza niz w mtodych komadrkach.
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Ryc. 4.9. Zmiany w poziomie modyfikowanego histonu H3, jego wariantu H3.3 oraz samego histonu H3

4
o
1

analizowane metodg Western blot. Przygotowano przyktadowy obraz zmian znacznikéw heterochromatyny (A)
i euchromatyny (B) oraz samego histonu H3 i jego wariantu H3.3 (C). Obliczenia densytometryczne przygotowano
na podstawie min. trzech osobnych powtdrzen. Dwie pierwsze kolumny przedstawiajg poziom biatka
w odniesieniu do kontroli, uprzednio normalizowany do GAPDH. Trzecia kolumna zaznacza zmiany ekspresji
w odniesieniu do catkowitego histonu H3. Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg niesparowanego
testu t-studenta: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***), p < 0,0001 (****).
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Gdy poziom modyfikacji normalizowano do catkowitego histonu H3 profile ekspresji H3K9me3
i H3K4me3 pokrywaty sie z ogdélnym spadkiem znacznikdéw, z wyjatkiem H3K9Ac oraz H3K27me3.
W przypadku H3K9Ac, komodrki RS wykazywaty wzrost acetylacji (ale przy braku istotnosci
statystycznej), natomiast w przypadku H3K27me3 wydaje sie, ze nie dochodzi do zmian w poziomie

ten modyfikacji w starzeniu.

Wiedzac, ze podczas starzenia dochodzi do zatrzymania komérek w cyklu, postanowiono dodatkowo
sprawdzi¢ poziom histonu H3.3 (wariant histonu H3), ktdrego ekspresja jest niezalezna od podziatéw
[204][205]. Rola tego wariantu histonu jest dwojaka. Gdy histon ten wchodzi w sktad nukleosomow,
moze kierowac ich depozycje w miejsca aktywnej transkrypcji (zardwno do promotoréow jak
i enhanceréw) powodujgc miejscowg reorganizacje chromatyny [206]. Z drugiej strony moze
powodowac kondensacje w regionach telomerowych czy pericentromerowych. W naszym uktadzie
eksperymentalnym zauwazono spadek wariantu H3.3 we wszystkich badanych wariantach
eksperymentalnych, jednak istotng zmiane zanotowano jedynie dla komérek traktowanych CUR i DOX.
Normalizacja do histonu kanonicznego H3 sugeruje potencjalny wzrost H3.3 (zwtaszcza w RS), co moze

by¢ zwigzane z procesem ,,wymiany” histonéw (histone turnover) (Ryc. 4.9.).

Rozluznienie chromatyny zwigzane ze starzeniem zostato réwniez potwierdzone barwieniem
immunocytochemicznym. Poziom intensywnosci fluorescencji mierzono jedynie w jadrach, ktére
spetniaty kryteria opisane w podrozdziale 4.1.2.2., czyli mieszczace sie w odpowiednich przedziatach
wielkosci powierzchni. Wyniki pokazaty, ze poziom sredniej intensywnosci fluorescencji wszystkich

modyfikacji sukcesywnie spada (Ryc. 4.10.).

Immunofluorescencja
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Ryc. 4.10. Wykres podsumowujgcy zmiany w intensywnosci fluorescencji H3K9me3, H3K27me3, H3K4me3,
H3K9Ac w badanych typach starzenia po zastosowaniu selekcji jader na podstawie ich powierzchni (wiekszej niz
200 um? dla starych i mniejszej niz 200 um? " przypadku mtodych). Poziom zmian obliczano wzgledem komérek
kontrolnych, ktére zaznaczono jako przerywana linia na wykresie. Analize statystyczng przeprowadzono
z zastosowaniem dwuczynnikowej analizy wariancji (ANOVA): p < 0,01 (**), p < 0,001 (***), p < 0,0001 (****).
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Doktadna analiza rozmieszczenia poszczegdlnych znacznikéw w jadrze badanych wariantéw
eksperymentalnych pokazata, ze komorki kontrolne wykazujg najwyzsze zréznicowanie intensywnosci
fluorescencji, bez wzgledu na badang modyfikacje. Jest to najprawdopodobniej zwigzane
z heterogenng populacjg komdrek, a co za tym idzie inng fazg cyklu komdrkowego. Przygladajac sie
blizej rozmieszczeniu konkretnych modyfikacji w jagdrze zauwazono, ze w mtodych komdrkach,
H3K9me3 tworzy wiele zwartych, intensywnie Swiecgcych skupisk wskazujgcych na upakowang
heterochromatyne (Ryc. 4.11.). Ponadto, najsilniejszy sygnat zarejestrowano w jgdrach bedacych
w trakcie podziatu. Podczas starzenia natomiast, dochodzi do zmniejszenia i ujednolicenia
intensywnosci sygnatu wskazujgcego na rozluznienie chromatyny. Nie obserwuje sie tez zbyt wielu
charakterystycznych skupisk heterochromatyny, nazywanych SAHF (z wyjatkiem pojedynczych
komoérek). Podobnie nie zaobserwowano duzych i wyraznych skupisk bogatych w trimetylacje lizyny 27
(H3K27me3) ani w wiekszosci komdrek kontrolnych, ani starych (Ryc. 4.12.). To sugeruje, ze w tym
typie komodrek nie dochodzi do tworzenia typowych SAHF w badanych typach starzenia. Mimo ze
niekiedy obserwuje sie miejsca silnej kondensacji wystepujgce gtdwnie w RS ikomdrkach
traktowanych doksorubicyng, to skupiska te nie wydajg sie by¢é wtedy wzbogacone w powyzsze
znaczniki. Zatem mozliwe, ze w komérkach mieséni gtadkich naczynn moga sporadycznie powstawadé
SAHF, w ktoérych nie wystepuja H3K9me3 ani H3K27me3. Znaczniki euchromatyny, czyli H3K4me3
i H3K9Ac, rozktadajg sie relatywnie rownomiernie w jgdrze, z wyjgtkiem obszaréw jaderka, ktore sg
wyraznie oddzielone do reszty chromatyny (Ryc. 4.13.). W nich nie obserwuje sie obecnosci
powyzszych modyfikacji. Przyktadowy obraz wszystkich badanych znacznikéw oraz potencjalne

skupiska SAHF zamieszczono na rycinach ponizej.
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Ryc. 4.11. Analiza rozmieszczenia znacznikdéw heterochromatyny H3K9me3 i H3K27me3 w jadrze. Przyktadowy
obraz przygotowany metodg immunofluorescencji. Kolor niebieski pokazuje jadro komarki wybarwione DAPI,
a zielony H3K9me3 oraz H3K27me3. Skala 10 pm.

. )

Ryc. 4.12. Analiza potencjalnych miejsc SAHF. Przyktadowe zdjecia jagdra komérkowego wybarwionego DAPI
(niebieski) i z uwidocznionym H3K9me3 (zielony) w komadrkach starych replikacyjnie. Skala 10 um.
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Ryc. 4.13. Analiza rozmieszczenia znacznikdw euchromatyny H3K4me3 oraz H3K9Ac w jadrze. Przyktadowy obraz
przygotowany metodg immunofluorescencji. Kolorem niebieskim pokazano jgdra wybarwione DAPI, a zielonym
H3K4me3 oraz H3K9Ac. Skala 10 um.

Zaobserwowane zmiany w rozmieszczeniu H3K9me3 ipoziomie H3K4me3 sktonity nas do
doktadniejszego  przeanalizowania miejsc ich zdeponowania wgenomie za pomoca
immunoprecypitacji histondw oraz sekwencjonowania nowej generacji (ChIP-seq). Uzyskane wyniki

opisano w dalszej czesci niniejszej pracy.

4.1.4. Udziat enzymow regulujacych strukture chromatyny
Po zaobserwowaniu zaleznego od starzenia spadku wszystkich badanych modyfikacji histonu H3

przystgpiono do wyjasnienia przyczyn zachodzgcych zmian. Pierwszym krokiem byto zbadanie roli
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wybranych enzymoéw odpowiedzialnych za depozycje znacznikdéw (grup metylowych i acetylowych),

a kolejnym analiza biatek usuwajgcych dang modyfikacje z lizyn obecnych na ogonach histondéw.

4.1.4.1. Metylotransferazy i demetylazy histonu H3
Badanie roli metylotransferaz uczestniczagcych w procesie starzenia ograniczono tylko do tych, ktére
sg odpowiedzialne za metylacje lizyny 4, 9 oraz 27 histonu H3. Liste pobrano z bazy danych Gene
Ontology i skorzystano z terminu (ontology term) o numerze GO:0042800 dla H3K4me3, GO:0046974
dla H3K9me3 i GO:0046976 dla H3K27 oraz dostepnej literatury. Przygotowane listy biatek poréwnano

ze zmianami w ekspresji gendw uzyskanych metoda mikromacierzy.

Wiekszos¢ enzyméw biorgcych udziat w metylacji lizyny 9 histonu H3 wykazujg zblizony poziom
ekspresji mRNA w komoérkach kontrolnych istarych (PS iRS). Wyjatkiem sg geny SUV39H1 oraz
SUV39H2, ktérych ekspresja spada we wszystkich typach starzenia (Ryc. 4.14.). Co ciekawe, komorki
traktowane kurkuming dodatkowo wykazujg niewielki spadek w poziomie genu MECOM (inaczej
PRDM3, biatko to odpowiedzialne jest za monometylacje lizyny 9) i SETDB2 (odpowiedzialne za
trimetylacje lizyny 9) oraz 1,3-krotny wzrost PRDM16 (réwniez odpowiedzialne za monometylacje

lizyny 9) (Ryc. 4.14. D).

Szczegdlng metylotransferazg jest SUV39H1, ktéra poprzez trimetylowanie lizyny 9 histonu 3
i interakcje z biatkiem HP1a prowadzi do kondensaciji i stabilizacji chromatyny. Wyniki mikromacierzy
sugerujg ok. 2,5-krotny spadek transkryptu genu w obu typach starzenia. Z kolei produkt reakcji gPCR
uwidacznia najwiekszy, ok. 5-6-krotny, spadek ekspresji SUV39H1 w komdrkach starych w sposdb
przyspieszony. Natomiast komodrki RS wykazujg 4 razy nizszg ekspresje genu w poréwnaniu do
komérek kontrolnych (Ryc. 4.14. A). Rozbieznosci w uzyskanych danych mogg wynikac¢ z wiekszej
czutosci metody gPCR. Niemniej zaobserwowany spadek transkryptu ma odzwierciedlenie w spadku
poziomu biatka (Ryc. 4.14. C). Ponadto, barwienie immunocytochemiczne wykazato zmiane
w rozmieszczeniu tego enzymu w jadrze (Ryc. 4.14. B). Komorki dzielagce sie majg réwnomiernie
i intensywnie wybarwione jadra ze sporadycznymi, pojedynczymi skupiskami, w przeciwienstwie do
komérek starych replikacyjnie itraktowanych kurkuming, w ktdrych obserwuje sie spadek
intensywnosci fluorescencji, a wystepowanie skupisk jest znikome. Wyjatkiem okazaty sie komorki
traktowane doksorubicyng, ktére oprdécz ogdlnego spadku intensywnosci sygnatu, charakteryzujg sie
powstawaniem najwiekszej liczby skupisk SUV39H1 w jadrze. Jednakze nie we wszystkich komérkach

ta liczba jest réwnie wysoka.
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MECOM -1,35 0,025

SETDB2 -1,38 0,002

PRDM16 1,3 0,045

Ryc. 4.14. Zmiany w poziomie i organizacji biatka SUV39H1 oraz poziomie mRNA innych metylotransferaz histonu
H3 na lizynie 9. A) Spadek poziomu mRNA dla SUV39H1 (na podstawie mikromacierzy i gPCR) (n = 3); B)
Reorganizacja biatka SUV39H1 w jadrze zobrazowana barwieniem immunocytochemicznym. Skala 10 um; C)
Przyktadowy obraz spadku ekspresji biatka SUV39H1 badany metodg Western blot (n=3); D) Tabela
podsumowujgca zmieniajgcy sie ekspresje gendw kodujgcych metylotransferazy lizyny 9 histonu H3. Dane
uzyskano metodg mikromacierzy. Poziom mRNA zaznaczono jako relatywna krotnosé zmiany ekspresji
z zaznaczonym kierunkiem zmian (FC). Kolor niebieski oznacza spadek, a czerwony wzrost ekspresji genu.
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Analize enzymoéw odpowiedzialnych za metylacje lizyny 27 histonu H3, czyli wchodzacych w sktad
kompleksu PRC2 oraz wariantow PRC2.1 i PRC2.2, przeprowadzono na poziomie gendéw, biatka oraz
mozliwe] regulacji przez modulacje chromatyny w rejonie genu znacznikami aktywnej (H3K4me3),
badZ wyciszonej heterochromatyny (H3K9me3). Biatka wchodzace w sktad kompleksu oraz jego
wariantow przedstawiono na rycinie 1.4. we Wstepie. Otrzymane wyniki pokazujg, ze podczas
starzenia moze dochodzi¢ do deregulacji catego kompleksu, gdyz poziom ekspresji gendw kodujgcych
wiekszos¢ biatek, a zwtaszcza wchodzgcych w sktad rdzenia, spada. Transkrypt genu EZH2, ktéry petni
kluczowg role w procesie metylacji (tak jak EZH1), spada srednio dwukrotnie w obu typach starzenia
(5 krotnie wedtug oznaczenia metodg gPCR) (Ryc. 4.15. B). Podobnie, bez wzgledu na bodziec
indukujacy starzenie, spada poziom RBBP4. Z drugiej strony, nizszy poziom RBBP7 zauwazono tylko
w komédrkach DOX i RS. Biorgc pod uwage geny kodujgce dwa kolejne biatka wchodzgce w sktad
rdzenia PRC2, mozna zauwazy¢ spadek SUZ12 w komdrkach RS, natomiast spadek EED zanotowano
jedynie w wariancie CUR. Ekspresje ostatniego genu sprawdzono na poziomie biatka i otrzymany wynik
wykazat, ze znaczacy spadek EED dotyczy wszystkich typdw starzenia, anie tylko komérek
traktowanych kurkuming, jak wskazywaty wyniki mikromacierzy. Co ciekawe, we wszystkich typach
starzenia dochodzi do wzrostu ekspresji EZH1. Biatko to jest czesto spotykane w nieproliferujgcych
komodrkach, w przeciwiedstwie do EZH2, ktére jest charakterystyczne dla komodrek proliferujgcych
[207]. Tak jak wspomniano we wstepie pracy, biatko EZH1 wykazuje mniejszg aktywno$é katalityczng
niz EZH2 [208], ale z drugiej strony pozwala utrzymac skondensowang forme chromatyny. Nie mozna
wykluczyé, ze w starych komérkach wzrost EZH1 stuzy do utrzymania niskiego, ale statego poziomu
H3K27me3. Wzrost poziomu EZH1 moze by¢ zwigzany z epigenetyczng regulacjg ekspresji tego genu.
Metodg ChIP-seq zbadano wzbogacenie H3K4me3 w rejonie TSS genu EZH1 inajwyisze pokrycie
zanotowano dla komérek kontrolnych, natomiast reszta wariantéw wykazuje sie o potowe nizszym
pikiem (Ryc. 4.15. C). Wyjatkowo, w bliskim sgsiedztwie miejsca promotorowego genu wytgcznie
komérek kontrolnych, zauwazono wzbogacenie modyfikacjg H3K9me3. By¢ moze do zahamowania czy
zmniejszonej ekspresji EZH1 w CTRL, w poréwnaniu do reszty wariantdw, dochodzi wtasnie poprzez
obecnosé tego znacznika tuz przy TSS. Mozliwe, ze skutkuje to miejscowa kondensacjg chromatyny

i tym samym wyciszeniem genu.
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Ryc. 4.15. Zmiany w poziomie ekspresji gendw, ktérych biatkowe produkty biorg udziat w tworzeniu kompleksu
PRC2 metylujgcego lizyne 27 histonu H3. A) Tabela podsumowujgca zmiany w poziomie transkryptu gendow
zwigzanych z tworzeniem kompleksu PRC2 oraz jego odmian PRC2.1 i PRC2.2 przygotowana na podstawie
mikromacierzy. Poziom mRNA zaznaczono jako relatywng krotnosc zmiany ekspresji (FC) z zaznaczonym kolorem
kierunkiem zmian istotnych statystycznie (p-val < 0,05). Czerwonym kolorem zaznaczono wzrost, a niebieskim
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spadek ekspresji. B) Ekspresja gendw EZH1 i EZH2 potwierdzona metodg qPCR (n = 3). Wynik normalizowano
wzgledem kontroli (krotnos¢ zmian). C) Poziom wzbogacenia znacznikiem aktywnej (H3K4me3) i nieaktywnej
(H3K9me3) chromatyny w rejonie TSS genu EZH1. Kolorem czarnym zaznaczono komoérki kontrolne, zottym
wariant CUR, czerwonym wariant DOX, a niebieskim wariant RS. Szary kolor pikéw reprezentuje input. Obraz
uzyskano za pomocg programu IGV. D) Przyktadowy obraz poziomu biatka EED metodg Western blot (n = 3).

Ekspresja gendw kodujgcych metylotransferazy lizyny 4, nieznacznie spada tylko w przypadku SETD1A
(RS), SETD1B (DOX i RS) i WDR5 (RS). Wyjatkowo, do niewielkiego wzrostu ekspresji dochodzi w genie
SMYD3 w komérkach traktowanych kurkuming (Tabela 4.1.).

Tabela 4.1. Zmiany w poziomie ekspresji genéw kodujgcych metylotransferazy lizyny 4 histonu H3 na podstawie
wynikéw z mikromacierzy. Poziom mRNA zaznaczono jako relatywng krotnos¢ zmiany ekspresji (FC)
z zaznaczonym kolorami kierunkiem zmian (niebieski - spadek, czerwony - wzrost).

CUR DOX RS
Modyfikacja Gen
FC p-val FC p-val FC p-val
H3K4me3 SETD1A -1,32 0,001
SETD1B -1,4 0,0008 -1,35 0,003
SMYD3 1,39 0,045
WDR5 -1,62 0,01

Analiza profilu transkryptomicznego demetylaz histondw nie wykazata istotnych zmian w poziomie
ekspresji genéw, ktére w wiekszosci zachowujg poziom poréwnywalny z komdrkami kontrolnymi.
Jedynie w przypadku pojedynczych enzyméw zanotowano nieprzekraczajacy dwukrotnosci zmian
wzrost lub spadek ekspresji. Biorgc pod uwage rézny kierunek zmian, wydaje sie, ze demetylacja nie
jest zaburzona ienzymy te nie odgrywajg kluczowej roli w procesie starzenia komodrkowego.
Szczegétowa lista przyporzadkowanych do modyfikacji demetylaz, wraz z krotnoscig i kierunkiem

zmian ekspresji gendw zamieszczono w tabeli 4.2. ponizej.
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Tabela 4.2. Zmiany w poziomie ekspresji gendw kodujgcych demetylazy lizyny 4, 9 i 27 histonu H3 na podstawie
wynikdéw z mikromacierzy. Poziom mMRNA zaznaczono jako relatywna krotnos¢ zmiany ekspresji (FC)
z zaznaczonym kolorami kierunkiem zmian (niebieski - spadek, czerwony - wzrost).

CUR DOX RS

Modyfikacja Gen . . 1
FC p-val FC p-val FC p-val

I H3K9me3 I KDM1A I I I | -1,79 | 0,001 |
KDM4B 1,3 0,013 1,55 0,001 1,31 0,012
PHF2 -1,39 0,002
H3K27me3 KDM6B -1,42 0,005
H3K4me3 KDMS5D 1,38 0,004

KDM5B 1,48 0,016 1,49 0,007

Podsumowujac te czes¢ badan, wydaje sie, ze spadek trimetylacji lizyn w starzeniu moze byé zwigzany
ze spadkiem ekspresji gendw kodujgcych wybrane metylotransferazy, jak i spadkiem syntezy biatek
(np. SUV39H1 i EED). W efekcie, moze to prowadzi¢ do deregulacji funkcji enzymow oraz catych
komplekséw remodelujgcych chromatyne. Mniej istotng role mogg odgrywaé demetylazy histonéw,
gdyz poziom mRNA tych gendéw w wiekszosci nie rézni sie istotnie od komdérek mtodych. Natomiast
geny wymienione w tabeli 4.2, mimo zaznaczonych zmian w ekspresji, wydaja sie mie¢ niewielki wptyw
na profil zmian metylacji histondw zachodzacych w starzeniu, lecz aby potwierdzié te hipoteze nalezy

przeprowadzi¢ dodatkowe badania.

4.1.4.2. Acetylotransferazy i deacetylazy histonu H3
Po zbadaniu roli metylotransferaz w procesie starzenia, przystagpiono do wyjasnienia spadku acetylacji
na histonie H3. W tym celu, z bazy danych Gene Ontology pobrano liste biatek zaangazowanych
w acetylacje lizyn histonu H3 (GO: 0043966) i poréwnano z profilem transkryptomicznym uzyskanym
metodg mikromacierzy. Zaobserwowano, ze w trakcie starzenia dochodzi do spadku poziomu
transkryptu wiekszosci gendw kodujgcych acetylotransferazy, z wyjatkiem trzech, ktérych wzrost
ekspresji nie przekraczat dwukrotnosci poziomu kontroli izalezat od typu starzenia. Poziom oraz

kierunek zmian 17 biatek zaangazowanych w acetylacje histonu H3 zamieszczono w tabeli 4.3. ponizej.
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Tabela 4.3. Zmiany w profilu ekspresji gendw kodujgcych acetylotransferazy histonu H3. Poziom mRNA
zaznaczono jako relatywna krotnos$¢ zmiany ekspres;ji (FC). Kolorem czerwonym zaznaczono wzrost, a niebieskim
spadek ekspresji genu.

CUR DOX RS
Gen

FC p-val FC p-val FC p-val
ESCO2 3,1 9,9%x10° -3,45 9,5x 10" -3,29 1,8x10°
TAF6L -1,75 0,0037 -1,52 0,0068 -1,44 0,0115
SF3B3 -1,64 0,0147 -1,54 0,0053 -1,95 0,0014
TAFS -1,62 0,0005 -1,55 0,0003 -1,62 6,03 x 10"
TADA2A -1,59 0,0034 -1,68 0,0005 -1,78 0,0003
POLE3 -1,54 0,0231 -1,54 0,0118 -1,39 0,0204
SGF29 -1,38 0,0296 -1,44 0,0099 -1,48 0,0042
ENY2 -1,37 0,0017 -1,39 0,0005 -1,46 0,0002
KAT6A -1,35 0,0075 -1,69 0,0001
MAP3K7 1,39 0,0015 1,48 0,0004
YEATS2 1,61 0,0243 1,8 0,0039 1,59 0,0032
ATXN7L3 -1,42 0,0174
LDB1 1,44 0,0071
MBIP -1,49 0,0001
TAF6 -1,51 0,0036
TRRAP -1,3 0,0101 -1,43 0,0017
WDR5 -1,62 0,014

W trakcie prowadzonych badan podjeto prébe zmierzenia aktywnosci acetylotransferaz histonow (za
pomocy komercyjnie dostepnego zestawu ScienCell), jednak wyniki nie pozwolity na wyciggniecie

jednoznacznych wnioskow.

Nastepnie sprawdzono, czy spadek acetylacji moze mie¢ zwigzek z aktywnoscig deacetylaz histonéw
(HDAC). Jednym z dos¢ dobrze poznanych biatek jest HDAC1, usuwajacy grupe acetylowa z lizyny 9
histonu H3 [209]. Enzym ten jednak nie posiada domeny rozpoznajacej i wigzgcej DNA, dlatego, aby
poprawnie petnié¢ swojg funkcje musi stworzy¢ kompleks na przyktad z czynnikiem transkrypcyjnym lub
innymi biatkami modyfikujgcymi chromatyne [210]. Jednym z takich biatek wchodzacych w sktad
kompleksu remodelujgcego jest SUV39H1 (ktdrego poziom spada w starzeniu, patrz Ryc. 4.14.)
i poprzez wspdlne dziatanie z HDAC1 doprowadzajg do kondensacji chromatyny i wyciszenia genow
[211, 212]. Podczas starzenia dochodzi do s$rednio dwukrotnego spadku ekspresji genu HDAC1
(mierzony metodg qPCR), co ma przetozenie na spadek ekspresji biatka (Ryc. 4.16. a i B). Spadek ten

jest niezalezny od typu starzenia. Ponadto sprawdzono aktywnos$é zestawu deacetylaz, w skfad
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ktorego, opréocz szesciu innych enzyméw, wchodzi tez HDAC1 (Ryc. 4.16. C). Subtelny wzrost
aktywnosci odnotowano jedynie w komadrkach starych replikacyjnie (brak istotnosci statystycznej). Z
drugiej strony, niemal o potowe spadta aktywnos¢ w komadrkach poddanych dziataniu kurkuminy, co
wynika z faktu, ze kurkumina jest inhibitorem deacetylaz [197]. Natomiast poziom aktywnosci
badanych deacetylaz w komdrkach traktowanych doksorubicyng pozostat bez zmian. Jednakze
badanie ogdlnej acetylacji lizyn pokazato, ze podczas starzenia dochodzi do spadku acetylacji biatek, co
byto zwtaszcza widoczne w komdrkach RS (Ryc. 4.16. D). Moze to mieé zwigzek ze zwiekszong
aktywnoscig enzymdéw w tym wariancie eksperymentalnym.

Analiza poziomu pozostatych transkryptéw gendw kodujgcych deacetylazy wykazaty, ze jedynie trzy,
oprécz HDAC1, ulegajg zmianie. Jest to HDAC2 notujgcy okoto 1,5-krotny spadek oraz HDAC11 (CUR)

i HDAC9 (RS), ktérych ekspresja wzrasta. Wyniki nalezy jeszcze potwierdzié¢ na poziomie biatka.
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Ryc. 4.16. Analiza poziomu i aktywnosci deacetylaz histondw w procesie starzenia. A) Zmiany w poziomie mRNA
deacetylazy HDAC1 mierzone za pomocg mikromacierzy i gPCR (podano krotnosé zmian). B) Poziom biatka
HDAC1 oznaczany metodg Western blot. Densytometria przygotowana z trzech powtdrzen oraz przyktadowy
obraz zmian. Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg niesparowanego testu t-studenta: p < 0,0001
(****). C) Zmiany w aktywnosci enzymatycznej zestawu deacetylaz (w tym: HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDACS,
HDACS8, HDAC10 i HDAC11). D) Analiza globalnego poziomu acetylacji lizyn wchodzacych w sktad réznych biatek
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badanego metodg Western blot; (E) Lista gendw kodujacych deacetylazy histonéw oraz kierunek zmian
obserwowany podczas starzenia (na podstawie mikromacierzy). Poziom mRNA zaznaczono jako relatywna
krotnos¢ zmiany ekspresji (FC) z zaznaczonym kolorem kierunkiem zmian. Kolorem czerwonym zaznaczono
wzrost, a niebieskim spadek.

Dodatkowo, wyniki mikromacierzy wykazaty, ze mRNA wszystkich sirtuin, kodujgcych enzymy
odpowiedzialne za deacetylacje biatek, pozostaje na takim samym poziomie jak w komdrkach
kontrolnych. Jest to dos¢ zaskakujacy wynik, gdyz dotychczasowe badania prowadzone w Pracowni

wykazaty znaczgce zmiany wybranych sirtuin na poziomie biatka [213].

Zmniejszony poziom acetylacji lizyn, zwtaszcza w starzeniu replikacyjnym moze by¢ spowodowany
zarowno spadkiem poziomu acetylotransferaz (a wiec brakiem dodawania grup acetylowych) oraz

wzrostem aktywnosci innych deacetylaz, pomimo spadku ekspresji wybranych HDAC.

4.1.5. Udziat biatka HP1a w starzeniu
Jak wspomniano, biatko HP1a przytaczajac sie do trimetylowanej lizyny 9 histonu H3 bierze udziat
w tworzeniu stabilnej formy nieaktywnej transkrypcyjnie heterochromatyny. Badania dowiodty, ze
poziom ekspresji HP1a spada we wszystkich analizowanych typach starzenia. Dzieje sie to zaréwno na
poziomie transkryptu (Srednio 2-krotny spadek mRNA w PS oraz 2,7-krotny w RS) jak i biatka (spadek
o ponad potowe) (Ryc.4.17. a i B). Analiza wyselekcjonowanych na podstawie wielkosci powierzchni
jader komorkowych (tak jak opisano w podrozdziale 4.1.2.2.), poddanych barwieniu
immunocytochemicznemu wykazata spadek $redniej intensywnosci fluorescencji HPla w jadrze
komadrkowym (zmierzona intensywnosc¢ podzielona przez powierzchnie jadra), jednoczesnie wskazujac
na zmiane organizacji tego biatka w PS (Ryc. 4.18.). W jadrach mtodych komoérek kontrolnych pojawiajg
sie nieliczne skupiska wybarwionego biatka (mediana wynosi 2), arelatywnie intensywny sygnat
fluorescencji rozktada sie przewazinie rdwnomiernie na powierzchni jadra. Wraz ze starzeniem
dochodzi do spadku intensywnosci fluorescencji oraz wzrostu liczby skupisk w jagdrze, gdzie najwiekszg

ich liczbe zanotowano w komérkach traktowanych doksorubicyna.
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Ryc. 4.17. Zmiany w ekspresji genu i poziomie biatka HP1a towarzyszgce starzeniu. A) Spadek na poziomie mRNA
oznaczano metodg mikromacierzy i qPCR (krotnos$¢ zmian). B) Densytometria oraz przyktadowe obrazy uzyskane
metodq Western blot (n = 3). C) Zmiany w s$redniej intensywnosci barwienia immunofluorescencyjnego HP1a
w jgdrze komdrkowym (n = 3). D) Wykres przedstawiajacy rozktad skupisk biatka w zaleznosci od typu starzenia
(n = 4). Linia $rodkowa zaznacza mediane, ktdrej doktadng wartos$¢ zaznaczono pod wykresem (Me). Linia
przerywana wyznacza przedziat miedzykwartylowy.
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Ryc. 4.18. Reorganizacja biatka HP1a w jadrze w zaleznosci od typu starzenia. Przyktadowe zdjecia z n = 3. Skala
10 um.
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4.1.5.1. Interakcja HP1a z H3K9me3
Obserwowany spadek ireorganizacja HPla sktonita nas do zbadania interakcji z H3K9me3. Jak
wspomniano, HP1a niekiedy wystepuje w formie skupisk (zwtaszcza w starzeniu), w zwigzku z tym
sprawdzono wzajemng zalezno$¢ poziomu tych biatek oraz potencjalne wspdétwystepowanie.
Barwienie immunocytochemiczne wykazato wysoka korelacje miedzy S$rednig intensywnoscia
H3K9me3 a HP1a, w komadrkach starych PS i RS (R Pearsona powyzej 0,74) (Ryc. 4.19.). Wskazuje to na
wysoka zaleznos¢ miedzy poziomem tych dwdch biatek. Nizszg korelacjg wykazujg sie komérki mtode,
ale jest ona réwniez istotna statystycznie. W komérkach mtodych pojawiajgce sie skupiska obu biatek
duzo czesciej kolokalizujg ze sobg niz w komdrkach starych, niezaleznie od typu starzenia, gdzie tylko
niewielka cze$¢ pojawiajgcych sie sporadycznie skupisk H3K9me3 pokrywa sie ze skupiskami HP1a. To
sugeruje, ze HPla moze wspomaga¢ kondensacje iutrzymanie heterochromatyny gtéwnie
w komédrkach mtodych. Mozliwe tez, ze wystepujg stabsze oddziatywania biatka HP1a i H3K9me3
w jgdrze komoérek starych (moze to by¢ m.in. efektem spadku poziomu biatek), co moze odgrywac role

w regulacji struktury chromatyny, a tym samym w starzeniu.
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Ryc. 4.19. Interakcja biatka HP1la z H3K9me3 w zaleznosci od czynnika indukujgcego starzenie. Lewy panel
przedstawia zaleznos¢ (korelacja Pearsona) S$redniej intensywnosci immunofluorescencji miedzy HPla
a H3K9me3. Prawy panel obrazuje kolokalizacje skupisk obu biatek. Przyktadowe zdjecia z n = 3. Skala 5 um.
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4.1.5.2. Interakcja HP1a z yH2AX
Na podstawie wynikow otrzymanych dla komdrek Hela pokazano, ze wokét znacznika uszkodzen DNA,
czyli yH2AX, dochodzi do miejscowej kondensacji chromatyny bogatej w H3K9me3 [214]. W zwigzku
z tym, postanowiono sprawdzi¢ czy biatko HP1la uczestniczy w kondensacji chromatyny zwigzanej

z uszkodzeniami DNA.

CTRL
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RS

YH2AX DNA

Ryc. 4.20. Analiza wystepowania biatka HP1a w okolicach podwdjnych peknie¢ nici DNA, rozpoznawanych za

pomoca znacznika yH2AX. Przyktadowe zdjecia z mikroskopu konfokalnego n = 3. Skala 5 um.
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W zadnym z analizowanych typdéw starzenia nie dochodzi do kolokalizacji badanych biatek. Jednakze
w komorkach kontrolnych, w ktérych doszto do powstawania wielu podwdjnych peknieé nici DNA,
biatko HP1a wydaje sie czesciej (ale nie zawsze) wnika¢ do wnetrza skupiska yH2AX. Nalezy jednak
miec¢ na uwadze, ze procent komdrek mtodych z wieloma uszkodzeniami DNA jest niewielki (Ryc. 4.3.)
i obraz przedstawiony na rycinie 4.20. pokazuje jedynie sporadycznie wystepujgce zjawisko.
Uszkodzenia w mtodych komodrkach mogg wystepowaé w wyniku stresu zwigzanego np. Z
pasazowaniem, ale wiekszos¢ z nich ulega naprawie. Zatem mozliwym jest, ze biatko HP1a lokalizuje
sie jedynie wokdét naprawialnych miejsc uszkodzern lub jest deponowane na wczesnych etapach

procesu naprawy [215]. Jednakze hipoteza ta wymaga doktadniejszej analizy.

4.1.5.3. Interakcja HP1a z biatkiem PML
Nieco wiecej swiatta na zjawisko tworzenia skupisk HP1a rzucita jego jednoczesna detekcja z biatkiem
PML. Biatko PML jest rdzeniem ciatka jadrowego PML, ktdre petni funkcje pewnego rodzaju
,rezerwuaru” innych biatek, uczestniczacych m.in. W regulacji ekspresji genéw czy naprawie
podwdjnych uszkodzen nici DNA [216]. Podczas starzenia przyspieszonego dochodzi do wzrostu
zarowno ekspresji PML jak i zwiekszenia liczby skupisk w poréwnaniu do kontroli. Z drugiej strony,
w starzeniu replikacyjnym dochodzi do spadku ekspresji biatka z jednoczesnym wzrostem liczby
skupisk w jgdrze. Podwdjne barwienie wykazato czestg kolokalizacje PML i HP1la w obu typach
starzenia, natomiast wydaje sie, ze w komodrkach kontrolnych liczba takich wspdlnych miejsc jest
znacznie mniejsza. Przyktadowy obraz pokrywajgcych sie miejsc HP1a i PML przedstawiono na rycinie
4.21. Tam tez zamieszczono dokfadniejszy obraz pokrywajacych sie skupisk (kolor z6tty) na przyktadzie

komoérek traktowanych kurkumina.
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Ryc. 4.21. Analiza kolokalizacji skupisk HP1a z biatkiem PML. Gérny panel przedstawia przyktadowy obraz
rozmieszczenia biatka we wszystkich wariantach eksperymentalnych. Kolorem niebieskim zaznaczono DNA
(DAPI), zielonym H3K9me3, czerwonym HP1a. Na dolne pokazano wykres przedstawiajacy srednig liczbe skupisk
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na jadro komdérkowe (n = 3), a pod nim przyktadowy obraz zmian w ekspresji biatka oznaczony metodg Western
blot. Obok pokazano zblizenie na pokrywajace sie skupiska uzyskane przy uzyciu mikroskopu konfokalnego. Skala
10 pm.

4.1.6. Zmiany w profilu rozmieszenia H3K4me3 oraz H3K9me3 w genomie miodych

i starych VSMC - analiza wzbogacenia badanych znacznikéw metoda ChiP-seq
Ze wzgledu na stopniowy spadek H3K4me3 oraz H3K9me3 w badanych typach starzenia (Ryc. 4.9.)
postanowiono sprawdzi¢, w ktérych miejscach w genomie dochodzi do akumulacji tych znacznikéw
i jaki moze miec¢ to wptyw na ekspresje gendw. Aby poznac regiony wzbogacone w badane modyfikacje
zastosowano immunoprecypitacje histondow sprzezong z sekwencjonowaniem nowej generacji (ChlP-

seq). Wstepng ocene materiatu wyjsciowego zamieszczono w rozdziale 3. Materiaty i metody.

Zauwazono, ze komoérki traktowane DOX wykazujg sie najnizszg liczbg odczytéw H3K4me3 iw tym
wypadku catkowita liczba regiondw wzbogacenia jest 5-krotnie nizsza niz w pozostatych wariantach.
W CTRL, CUR i RS, liczba odczytéw jest zblizona i wynosi powyzej 30000. Mozliwe, ze wptywa to na
reorganizacje znacznika w starzeniu i zwigzang z tym ekspresje genéw, w zwigzku z tym sprawdzono
miejsca wystepowania H3K4me3 w genomie. Zgodnie zliteraturg, wiekszos¢ wzbogacenia
zarejestrowano w miejscach promotorowych gendw w miejscu startu transkrypcji. Drugim miejscem
czestego wystepowania tej modyfikacji sg introny. Najprawdopodobniej sg to te znich, ktére
wystepujg tuz po pierwszym egzonie, poniewaz sporo odczytodw znajduje sie dalej za TSS (Ryc. 4.22.).
Wyjatkowo, w przypadku wariantu DOX, ponad 80% wszystkich odczytéow lokuje sie gtéwnie
w promotorach, a mata rozpietos¢ wokot TSS moze sugerowac pojawianie sie bardzo waskiego piku
wzbogacenia wte modyfikacje. Uwaza sie, ze cechg charakterystyczng H3K4me3 jest jego
wystepowanie wtasnie w formie waskich pikdw (narrow peaks) rozposcierajgcych sie na ograniczone;j
dtugosci 0,5 - 1,5 kz w miejscach startu transkryptu. Ostatnie badania dowodzg jednak, ze znacznik ten
moze tez wystepowac na wiekszej przestrzeni tworzac szerokie piki (broad peaks), zajmujac dtuzszy
fragment genomu niz umowna granica, co moze mie¢ odzwierciedlenie w poziomie ekspresji gendw.
W otrzymanych przeze mnie wynikach szerokosé¢ piku jest zalezna od wariantu eksperymentalnego.
Niektére geny charakteryzujg sie wezszym pikiem w komdrkach kontrolnych w poréwnaniu do
komérek starych, a niektére wykazujg tendencje odwrotng (np. ANLN i CLDN1 opisane w rozdziale
4.4.). Rola wystepowania waskiego oraz szerokiego piku oraz ich wptywu na komérke pozostaje

tematem postepujgcych badani. Ponadto w starzeniu dochodzi do spadku odczytéw w danych genach
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i pik jest zwykle nizszy w komérkach starych w poréwnaniu z mtodymi, chociaz tez jest to zalezne od

genu.
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Ryc. 4.22. Profil wzbogacenia H3K4me3 oraz H3K9me3 w genomie komodrek mtodych istarych. Tabela
podsumowujgca liczebnos¢ wzbogacenia wdanych obszarach genomu dla kazdego wariantu
eksperymentalnego. Srodkowe wykresy obrazujg odsetek zmian poszczegdlnych obszarach, a panel ponizej
roztozenie miejsc wzbogacen wokdt miejsca startu transkrypcji. Zastosowano nastepujgce oznaczenia: kolor
czarny — CTRL, z6tty — CUR, czerwony — DOX, niebieski — RS.

W przypadku H3K9me3, najnizszg liczbe odczytéw réwniez zanotowano dla wariantu DOX (15454).
Nieco wiecej uzyskano dla komérek RS (27542) oraz CTRL (47027), natomiast wbrew zatozeniom
najwiecej wzbogacen/odczytéow otrzymano dla komérek traktowanych kurkuming (52611). Ponadto
H3K9me3 gtéwnie lokuje sie w rejonach miedzygenowych dystalnych (distal intergenic) ijest to
typowe dla wszystkich badanych wariantéw. Niekiedy dochodzi do akumulacji tej modyfikacji
w miejscach promotorowych, ale jest to jedynie 10% wszystkich odczytow, a miejsca TSS sa
w wiekszosci pozbawione H3K9me3. Ponadto analiza obrazu wzbogacen w przeglagdarce genomowej

wykazata wysokie zageszczenie tej modyfikacji w regionach okotocentrometowych.

W zwigzku z obserwowanymi zmianami w catkowitej liczbie odczytéw oraz réznicami w rozktadzie
danych znacznikdw w genomie, postanowiono przeprowadzi¢ analize funkcjonalng miejsc wspdlnych

jak i rédznigcych dane warianty eksperymentalne.

4.1.6.1. Analiza funkcjonalna miejsc wzbogacen w znaczniki aktywnej i nieaktywnej chromatyny
Do analizy funkcjonalnej regionéw bogatych w H3K4me3 wybrano istotne odczyty wskazane przez
edgeR (edgeR < 0,05) znajdujace sie w promotorach gendw kodujacych biatka ze wszystkich wariantéw
eksperymentalnych. Na rycinie 4.23. diagram Venna przedstawia przecinajace sie zbiory znaczgcych
odczytéw, a do dalszej analizy wzieto geny znajdujgce sie w Srodkowej czesci, czyli takie, ktérych
ekspresja moze by¢ kontrolowana przez H3K4me3 stale, czyli zaréwno w komérkach mtodych jak
i poddanych starzeniu obu typéw. Do takich zaliczajg sie geny bioragce udziat w procesach
metabolicznych komaérki, modyfikacji biatek czy kontroli cyklu komdrkowego. Zbiér gendw wspdlnych
dla starzenia, czyli miejsce przeciecia sie zbioréw CUR, DOX i RS zawierat jedynie 82 geny, ktére
odpowiedzialne s3g za rozwdj i réznicowanie komdrek. Nalezy jednak pamietac, ze ze wzgledu na matg
liczbe gendw poddanych analizie (a do analizy funkcjonalnej warto przekaza¢ odpowiednio duzy zbiér
gendéw wyjsciowych, czyli powyzej 100) moze ona by¢ jedynie szacunkowa. Jeszcze mniej
charakterystycznych gendw znaleziono w PS (44 geny) i w zwigzku z tym, nie udato sie przeprowadzi¢
petnej analizy funkcjonalnej. Zauwazono natomiast pewng reorganizacje znacznika w genomie, czyli

pojawienie sie wzbogacenia w nowych miejscach charakterystycznych tylko dla danego wariantu
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eksperymentalnego, CTRL, CUR, DOX iRS, awyniki wybranych najwazniejszych procesow

przedstawiono na wykresie ryciny 4.23. ponizej.
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Ryc. 4.23. Analiza funkcjonalna obszaréw promotorowych gendéw bogatych w H3K4me3. Diagram Venna
przedstawia zbiory przeciecia wszystkich wariantéw eksperymentalnych, a ponizszy wykres procesy biologiczne
aktywowane przez geny nalezgce do wybranych zbioréow.
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Analize funkcjonalng miejsc wzbogaconych w H3K9me3 réwniez przeprowadzono z wykorzystaniem
istotnych odczytéw (edgeR < 0,05) gendw kodujacych biatka, lecz znajdujgcych sie w catym genomie
(czyli regiony promotoréw, intronéw, miejsc miedzygenowych iinne). Tak jak w przypadku H3K4m3,
do dalszej analizy starano sie wzigé ten same zbiory genéw wyznaczone przez diagram Venna, jednak
ze wzgledu na niewystarczajacg liczbe elementdw nie wszedzie otrzymano petng analize. Ponadto,
mimo obszernego zbioru charakterystycznych miejsc wzbogacenia dla CUR (221), DOX (165) i RS (137)
nie uzyskano informacji na temat proceséw biologicznych, w ktére mogtyby by¢ zaangazowane dane
regiony.

Jednakze, niezaleznie od badanego wariantu (czyli w przecinajgcym sie zbiorze genéw ze wszystkich
badanych wariantéw), w VSMC dochodzi do wzbogacenia H3K9me3 w rejonach genéw kodujgcych
biatka z rodziny ZNF (zinc finger protein), co moze sugerowac wycieszenie ekspresji tych gendw i jest
ich az 78. Biatka ZNF sg zaangazowane w regulacje transkrypcji DNA, procesow zwigzanych z regulacja
RNA oraz niektdrych funkcji metabolicznych. Podobnie w przypadku komorek starych, niezaleznie od
typu (czyli zbiér 82 obszaréw charakterystycznych wspdlnie dla CUR, DOX i RS) rowniez dochodzi do
wzbogacenia tg modyfikacjg w regionach gendéw kodujgcych ZNF i zwigzane sg z podobnymi procesami
jak obszary charakterystyczne dla wszystkich wariantéw. Natomiast wytgcznie w komdrkach mtodych
(363 obszaréw wyjgtkowych tylko dla CTRL), dochodzi do akumulacji H3K9me3 w genach kodujgcych
rézne biatka np. biorgce udziat w tworzeniu potgczen miedzykomérkowych (cell junction) i adhezji
(cell-cell adhesion), procesach rozwoju komarki czy neurogenezy. Szczegdtowg analize obszaréw i ich

roli w procesach biologicznych zamieszczono na rycinie 4.24.
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Ryc. 4.24. Analiza funkcjonalna obszaréw bogatych w H3K9me3. Diagram Venna przedstawiaj zbiory przeciecia
wszystkich wariantéw eksperymentalnych, natomiast ponizszy wykres procesy biologiczne aktywowane przez
geny nalezgce do wybranych zbioréw.

Ponadto analiza miejsc typowych dla gendw, ktérych produkty biatkowe sg zaangazowane w tworzenie
SAHF, nie wykazata znaczacego wzrostu H3K9me3 w regionach tych gendw. Potwierdza to
wczesniejsze obserwacje, zwtaszcza barwienia, ze w VSMC w badanych typach starzenia nie dochodzi
do lokalnej kondensacji chromatyny. Co wiecej, typowe dla SAHF miejsca kodujgce czynniki
transkrypcyjne z rodziny E2F posiadajg zwiekszong obecnos¢ znacznika aktywnej chromatyny, czyli
H3K4me3. Zauwazono, ze w mtodych komédrkach dochodzi do znacznej akumulacji tej modyfikacji
w miejscach promotorowych E2F1 oraz E2F2, ktére zwigzane sg z aktywacjg transkrypcji. Wyniki te

zostaty poniekad potwierdzone analizg transkryptomiczng mikromacierzy, poniewaz E2F1

123



w komodrkach mtodych ulega ekspresji, ajego poziom w komérkach starych zmniejsza sie
w poréwnaniu do kontroli (E2F2 pozostaje bez zmian — nie pokazano). Ponadto, we wszystkich
wariantach (CTRL, CUR, DOX i RS) dochodzi do wzbogacenia H3K4me3 w genach E2F3, E2F4, E2F5 oraz
E2F7, czyli czynnikdw hamujgcych ekspresje iprogresje cyklu komorkowego. Z kolei, analiza
mikromacierzy wykazata spadek ekspresji tych biatek, mimo obecnosci znacznika aktywujacego.
Najprawdopodobniej do regulacji ekspresji tych gendw w starzeniu dochodzi w wyniku dziatania

innych proceséw. Jednak aby zrozumiec te obserwacje, potrzebne sg dalsze badania.

4.1.6.2. Miejsca wzbogacenia w HP1a
Jak pokazano wczesdniej, wraz ze starzeniem dochodzi do spadku ekspresji HPla w VSMC.
Zaobserwowano réwniez formowanie sie charakterystycznych skupisk, zwtaszcza w komérkach
o starzeniu przyspieszonym. Przeprowadzone barwienia w celu analizy wspoétwystepowania z réznymi
biatkami rzucity nieco swiatta na zachodzgce zmiany, natomiast nadal nie poznano doktadnych miejsc
wystepowania skupisk HP1a w genomie. Jak pokazano we wczesniejszych rozdziatach, HP1a silnie
oddziatuje z H3K9me3 w komérkach kontrolnych (wysoka kolokalizacja), natomiast nie dochodzi do
wspotwystepowania tych biatek w starzeniu. W sSwietle dotychczasowych doniesierr, HP1la moze
oddziatywa¢ z chromatyng niezaleznie od H3K9me3. Z tego wzgledu, oprécz charakterystyki miejsc
wspotwystepowania HP1a fgcznie z H3K9me3, prébowano zbadac¢ potencjalne regiony wigzania HP1a

do chromatyny z pominieciem H3K9me3, a w tym celu uzyto opisanej wczesniej metody ChiP-seq.

124



m Exon | Intron = Promoter Suma
CTRL 37 1 8239 28 83 348 373 9109
CUR 35 1 911 3 17 66 110 1143
DOX 6 0 532 2 26 130 109 805
RS 36 0 3163 6 38 186 228 3657

CTRL CUR

m 3' UTR m 5' UTR m Distal Intergenic = Downstream m Exon ® Intron ® Promoter

_E4OOO 500 250 2000

[+

(5]

%3000 400 200 1600

= 300 150 1200

2 2000

I 200 100 800

w

2 1000 100 50 400

=

0 0 0 0

gR22ew 38 g322°2388 gR2eew 3288 R i - A= =]
DARY DD S R PSRN a9 e e
v g ] vy ] v g 2 vy ]

Odlegtosc¢ od TSS (kz)

Ryc. 4.25. Analiza wzbogacen HP1a w genomie komérek kontrolnych (czarny), traktowanych kurkuming (z6tty)
lub doksorubicyng (czerwony) oraz starych replikacyjnie (niebieski). Tabela zestawiajgca catkowitg liczbe
regionéw wzbogacenia HP1la w genomie w zaleznosci od wariantu eksperymentalnego. Srodkowy panel
wskazuje odsetek odczytéw znajdujacych sie w wyznaczonych obszarach genomu. Na dolnym panelu
podsumowano miejsca wzbogacen wokat TSS dla wszystkich wariantéw eksperymentalnych.

Wstepna analiza wzbogacen wykazata, ze catkowita liczba odczytéow jest znacznie nizsza niz
w przypadku H3K9me3, a najmniej uzyskano ich dla komérek traktowanych DOX (tabela zamieszczona
na rycinie 4.25.). Podobnie jak w przypadku H3K9me3, najwiecej odczytéow HPla zanotowano
w obszarach dystalnych miedzygenowych (distal intergenic), a odsetek rézni sie miedzy wariantami
(wykresy kotowe ryciny 3.25.). Wydaje sie, ze w wariancie DOX dochodzi do najsilniejszego
przeorganizowania profilu wzbogacenia HPla w genomie, poniewaz odsetek odczytow w tych
miejscach zmniejsza sie. Na najnizszym panelu mozna zaobserwowac¢ profil rozktadu HP1a wokét TSS.
W kazdym wariancie poziom odczytdw w miejscach startu transkrypcji jest niewielki, a znaczna czesc¢
lokuje sie w dalszych czesciach genomu.

Widzac podobienstwa w rozktadzie odczytdw w genomie miedzy HP1a a H3K9me3, przeprowadzono

analize potencjalnych miejsc wspotwystepowania obu znacznikdw. Na diagramie Venna (Ryc. 4.26.)
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zaznaczono przecinajgce sie zbiory miejsc wspétwystepowania obu biatek i zauwazono, ze najwiecej
takich miejsc interakcji zachodzi w komérkach kontrolnych. W zwigzku z tym, do analizy funkcjonalne;j
przekazano wytgcznie te geny. Miejsca podwéjnego wystepowania powyzszych znacznikdw zwigzane
sg z regulacjg transkrypcji i biosyntezy RNA, a geny zaangazowane w te procesy nalezg do rodziny

biatek ZNF.
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Ryc. 4.26. Analiza miejsc wspotwystepowania HP1a z H3K9me3 w mtodych i starych VSMC. A) Diagram Venna
wyznaczajacy przecinajace sie zbiory zawierajace wspdlne obszary wzbogacen. B) Analiza funkcjonalna
wskazanych miejsc wspdtwystepowania charakterystycznych wytgcznie dla mtodych komédrek. Na wykresie
zestawiono terminy dotyczace proceséw biologicznych (pomaranczowy) oraz funkcji molekularnych (niebieski).
C) Tabela z listg miejsc wspotwystepowania HP1a z H3K9me3 w wybranych zbiorach, tj. wspdlnych dla mtodych
oraz obu typow starzenia (CTRL CUR DOX RS), charakterystycznych dla PS (CUR DOX) oraz wystepujgcych
wytgcznie w komérkach mtodych (CTRL), traktowanych kurkuming (CUR), doksorubicyng (DOX) oraz starych
replikacyjnie (RS).

126



Jak wspomniano, prébowano znalez¢é miejsca interakcji HP1a z chromatyng bez udziatu H3K9me3.
Przeprowadzona analiza nie wykazata wielu miejsc, a tym bardziej nie znaleziono zadnych gendéw

wspodlnych dla ktéregokolwiek typu starzenia.

4.1.7. Roznice w profilu transkryptomicznym miedzy komoérkami starzejagcymi sie
w spos@b przyspieszony oraz replikacyjny

Aby dopetni¢ obrazu zmian zachodzacych podczas starzenia VSMC, bazujgc na wynikach otrzymanych
z mikromacierzy, dokonano analizy funkcjonalnej genéw charakterystycznych dla RS i PS. Na rycinie
4.27. a zamieszczono wynik analizy gtéwnych sktadowych (PCA), ktdra wykazata znaczace rdznice
w transkryptomie miedzy komérkami mtodymi (kolor niebieski) a starymi replikacyjnie (kolor zielony),
mtodymi a starymi w sposéb przyspieszony (kolor czerwony — DOX, fioletowy — CUR) oraz miedzy
dwoma typami starzenia (PS i RS). Jest to kolejny dowdd potwierdzajgcy wystepowania réznic miedzy
starzeniem indukowanym stresem areplikacyjnym. Geny ulegajgce zrdinicowanej ekspres;ji
(differentially expressed genes, DEG), charakterystyczne dla kazdego wariantu przedstawiono rowniez
w formie heatmapy iklastrowania hierarchicznego zaréwno gendw, jak iwariantdw. Kolory na
heatmapie reprezentujg zarejestrowany sygnat (log2), gdzie niebieski oznacza najnizszy, a czerwony
najwyzszy sygnat. Klastrowanie ze wzgledy na warianty eksperymentalne dostarczyto tych samych
whioskow, co analiza PCA, czyli wida¢ znaczace rdznice w ekspresji gendw miedzy komdrkami mtodymi
a starymi oraz miedzy RS a PS (Ryc. 4.27. B). W zwigzku z tym postanowiono przeanalizowaé ogdlne
zmiany zachodzace w starzeniu, ageny te nazwano ,Wspdlne”, zmiany typowe dla starzenia
replikacyjnego, ktére w tej analizie transkryptomicznej oznaczono dalej jako ,RS”, oraz geny
charakterystyczne dla starzenia przyspieszonego, czyli ,PS”. Na diagramie Venna (Ryc. 4.27. C)
odpowiednio zaznaczono przecinajgce sie zbiory gendw o zréznicowanej ekspresji a ich poziom (wzrost
lub spadek) odnoszono do komérek kontrolnych. Schemat oznaczern na diagramie wyjasniono
w podpunkcie 3.2.10.5. rozdziatu Materiaty i metody (Ryc. 3.4.), czyli geny ,,Wspdlne” znajdujg sie
w Srodku przeciecia trzech zbioréw gendéw, geny ,PS” w miejscu przeciecia dwéch zbioréw (DOX
i CUR), ageny charakterystyczne tylko dla starzenia replikacyjnego ,,RS” znajdujg sie w zbiorze
nieprzecinajgcym sie z zadnym innym (dét diagramu). Ponadto podano liczbe DEG, a kierunek zmian
zaznaczono odpowiednim kolorem (czerwony — wzrost, niebieski — spadek ekspresji). Dla kazdego
zbioru pokazano 7 gendw ulegajgcym najwyzszej i najnizszej ekspresji oraz zaznaczono krotnosé zmian

dla kazdego wariantu eksperymentalnego, wchodzgcego w sktad danego zbioru.
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Ryc. 4.27. Podsumowanie zmian w profilu transkryptomicznym. A) Analiza gtéwnych sktadowych obrazujgca
réznice miedzy RS (zielone kropki) a PS (czerwone to komadrki DOX, fioletowe to komadrki CUR) oraz miedzy
badanymi typa starzenia a komdrkami kontrolnymi (niebieskie kropki). Obraz przygotowany za pomocg
oprogramowania TAC. B) Klastrowanie hierarchiczne DEG z mapg ciepta log2 sygnatu zarejestrowanego dla
kazdego genu. Obraz przygotowany za pomocg oprogramowania TAC. C) Diagram Venna pokazujacy przeciecia
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trzech zbioréw gendw, ktérych ekspresja zmieniata sie w poszczegdlnych wariantach eksperymentalnych
wzgledem komoérek kontrolnych, zuwzglednieniem liczby gendéw wchodzacych w skfad poszczegdlnych
podzbioréw. Ponadto w zbiorach ,,PS”, ,Wspdlne” oraz ,RS” (wyjasnienie oznaczen mozna znalez¢ w rozdziale
Metody) zaznaczono liczbe gendw, ktdérych ekspresja rosnie (czerwony tréjkat) i maleje (niebieski trdjkat). D)
Lista pierwszych 7 gendw podlegajgcych wzmozonej ekspresji oraz 7 gendw hamowanych w poszczegdlnych
zbiorach (PS, Wspdlne i RS). Z prawej strony zamieszczono mape ciepta obrazujaca krotnos¢ zmian (Fold Change).

W obu typach starzenia (wspdlne) oraz w starzeniu replikacyjnym przewaznie dochodzi do spadku
poziomu mRNA, natomiast w starzeniu przyspieszonym zanotowano niemal 3-krotnie wiecej gendw
ulegajacych ekspresji (454) niz zahamowaniu (166). Ponadto, najwieksze zmiany zanotowano dla
klastrow histondw, ktdrych ekspresja spadata nawet 70-krotnie we wszystkich typach starzenia,
w poréwnaniu do kontroli (Ryc. 4.28. A). Ciekawych obserwacji dokonano dla matych jaderkowych RNA
(snoRNA), ktérych wzrost ekspresji byt charakterystyczny gtéwnie dla RS oraz w niewielkim stopniu
w PS, a klastrowanie wyraznie pokazato réznice miedzy komérkami RS a CTRL i PS (Ryc. 4.28. B).

Obserwowany spadek ekspresji gendw kodujacych klastry histondw, moze sugerowac jedng z przyczyn
rozluzniania sie chromatyny w trakcie starzenia, natomiast wysoka ekspresja snoRNA moze ttumaczy¢

towarzyszgce starzeniu powiekszanie sie jgderek.
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Ryc. 4.28. Analiza poréwnawcza zmian w poziomie ekspresji klastrow histonéow i matych jgderkowych RNA
(SNORD). Mapa ciepta oraz klastrowanie hierarchiczne uwzgledniajgce zmiany sygnatu (log2) zarejestrowanego
dla kazdego genu we wszystkich badanych wariantach (CTRL, CUR, DOX, RS). A) Geny kodujgce klastry histonéw
B) Geny kodujgce mate jagderkowe RNA (SNORD). C) Diagram Venna przedstawiajgcy przecinajgce sie zbiory
genow klastréw histondéw, zmieniajgcych sie wzgledem CTRL. D) Diagram Venna przedstawiajgcy przecinajace sie
zbiory gendw kodujgcych SNORD, zmieniajgcych sie wzgledem CTRL.
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Nastepnie dla kazdego badanego zbioru gendw przeprowadzono analize funkcjonalng
z wykorzystaniem bazy danych Gene Ontology, awyniki przedstawiono w ramach termindéw
opisujgcych procesy biologiczne (biological proces) oraz lokalizacje w komarce (cellular component).

Wyniki wykazaty, ze geny ulegajagce zmianom w starzeniu (wspdlne), zgodnie z zatozeniami
i dotychczasowg wiedzg, kodujg biatka znajdujace sie przewazinie w jadrze, gdzie biorg udziat
w kontroli cyklu komérkowego, organizacji chromosomoéw, replikacji czy naprawie DNA (Ryc. 4.29.
Wspdlne). Natomiast znaczgce réznice w funkcjach gendw mozna zauwazy¢ w starzeniu replikacyjnym
i przyspieszonym. W przypadku RS, produkty gendw zwigzane s3 zutrzymaniem procesow
metabolicznych oraz syntezy biatek inajczesciej spotykane sg wewnatrz rdznych organelli
komérkowych, wtym w jadrze, oraz cytoplazmie. Komérki poddane dziataniu doksorubicyny
i kurkuminy (PS) wykazujg zmiany w ekspresji genéw dotyczacych odpowiedzi na bodziec zewnetrzny.
Co ciekawe, biorg tez udziat w adhezji komdrkowej oraz reorganizacji cytoszkieletu. Biatka kodowane
przez te geny lokalizujg sie w cytoplazmie i sg zwigzane z wtdknami aktyny oraz w miejscach adhezji
komoérek. Moze to wptywaé na zdolno$¢ komérek poddanych starzeniu przyspieszonemu do migracji,

co pokazano wczesniej w Pracowni (wyniki nieopublikowane).

Biological Process

PS
Cytoplasm
Anchoring junction
Focal adhesion
Cell junction
Actin filament bundle

Response to endogenous stimulus
Anatomical structure morphogenesis
Cell adhesion

Cell surface receptor signaling pathway
Cytoskeleton organization

Cellular Component

0 2 4 6 8 0 4 8 12 16
RS
Protein metabolic process Intracellular organelle lumen
Macromolecule biosynthetic process Membrane-enclosed lumen
Biosynthetic process Nuclear lumen
Organic substance biosynthetic process Cytoplasm
Cellular biosynthetic process Envelope
11 12 13 14 15 16 0 10 20 30 40
Wspolne
P Cell cycle Nucleoplasm
Chromosome organization Chromosome
DNA metabolic process Membrane-enclosed lumen
DNA replication Nucleus
DNA damage response Cytoskeleton
0 50 100 0 50 100
-log10(pval) -log10(pval)

Ryc. 4.29. Analiza funkcjonalna gendéw charakterystycznych dla badanych przedziatéw (PS, RS i wspdlne). Na
wykresach przedstawiono procesy biologiczne oraz uwzgledniono lokalizacje w komérce, gdzie produkt genu
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petni okreslong funkcje (cellular component). Analize wykonano za pomocga narzedzia g:Profiler polegajgc na
bazie danych Gene Ontology.

Powyzisza analiza transkryptomiczna pozwolita nam na zrozumienie réznic miedzy typami starzenia
i pozwolita na wstepne wytypowanie potencjalnych markeréw starzenia, wtym starzenia

przyspieszonego. Wyniki opisujace wybranych kandydatédw zamieszczono w rozdziale 4.4.

4.2, Komorki miesni gtadkich izolowane z blaszki miazdzycowej
W celu poréwnania zmian modyfikacji histonéw miedzy starzeniem komérkowym zachodzgacym in
vitro a in vivo, wykorzystano komérki miesni gtadkich naczyn pochodzace z blaszki miazdzycowej (AP
z ang. Atherosclerotic plaque), model ex vivo. Materiat pobierano srédoperacyjnie od pacjentéow
bedacych wréinym wieku. Nalezy zaznaczy¢, iz ze wzgleddw technicznych (ograniczona ilos¢
wyizolowanego materiatu) nie wszystkie przedstawione analizy byly wykonywane na tym samym
materiale. Detekcje biatek metodg Western blot przygotowano z materiatu pochodzacego od
przynajmniej 7 pacjentéw (chyba, Zze wtekscie zaznaczono inaczej), natomiast barwienia
immunocytochemiczne oraz analize qPCR wykonano na komdrkach od trzech dawcédw. W dalszej czesci
rozdziatu, zamiennie stosowano nazwy takie jak ,komérki blaszki”, ,blaszki” i ,,AP” opisujgce komorki
miesni gtadkich izolowane z blaszki miazdzycowej. Dodatkowo przymiotnikiem ,stary” skrétowo
opisywano komérki wykazujgce fenotyp komodrek starych (zwiekszona powierzchnia jadra
komodrkowego, rozluzniona chromatyna), a przymiotnikiem ,mtode” komorki o cechach komorek
mtodych (mate jadra o skondensowanej chromatynie). W analizach poréwnawczych (np. gPCR) wynik

odnoszono do mtodych VSMC hodowanych in vitro.

4.2.1. Ogdlna charakterystyka komdrek miegsni gtadkich pochodzacych z blaszki
miazdzycowej oraz wstepna analiza znacznikéw starzenia

Wyizolowane komdrki stanowig heterogenng populacje, za czym przemawia mieszana morfologia
komérek mtodych istarych zprzewazajgcymi cechami tych drugich. Znaczna cze$s¢ komodrek
w populacji jest ptaska i ma powiekszong powierzchnie o nieregularnych krawedziach z licznymi,
wydtuzonymi wypustkami (Ryc. 4.30.). Wraz z powiekszeniem sie komarki dochodzi do zwiekszenia
powierzchni jadra, wokot ktérego gromadzi sie SA-B-gal (Ryc. 4.31.). Okoto 60% komorek wykazato
zwiekszong aktywnos¢ tego enzymu, ale jednoczesnie 60% komorek byto zdolnych do replikacji DNA

(Ryc. 4.31.).
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Ryc. 4.30. Morfologia komodrek pochodzacych z blaszki miazdzycowej iaktywnos¢ SA-B-gal (lewe zdjecie
powiekszenie 100x, prawe zdjecie powiekszenie 200x).

Znaczniki starzenia VSMC Komorki blaszki miazdzycowej
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Ryc. 4.31. Analiza wybranych markerdw starzenia w komérkach pochodzacych z blaszki miazdzycowej. Wykres
przedstawia procent komdrek ze zwiekszong aktywnoscig SA-B-gal (n = 7) oraz zdolnych do podziatu (BrdU, n =
5). Poziom biatek oznaczano metodg Western blot na przyktadzie 7 blaszek miazdzycowych. Zachodzace zmiany
w AP (prawa strona blotéw) skonfrontowano z wynikami uzyskanymi dla VSMC ulegajacych starzeniu in vitro
z uwzglednieniem obu typow starzenia (lewa strona blotéw).

Poziom ekspresji biatek zwigzanych z zatrzymaniem cyklu komdérkowego byt silnie zalezny od dawcy.
W wiekszosci komdrek izolowanych z blaszek biatko p53 wykazywato wysoki poziom ekspresji, ktory
pokrywat sie z biatkiem p21. Kolejne biatka bedgce markerami starzenia, czyli lamina B1 i HMGB1,
rowniez wykazywaty wysokg zmiennos¢ w ekspresji zalezng od dawcy i w niektérych przypadkach
przypominaty starzenie przyspieszone, w niektorych replikacyjne, a w niektdrych poziom ekspresji obu

biatek byt rownie wysoki jak w mtodych komérkach VSMC.
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Powyisza analiza podstawowych markerow wykazata, ze blaszki miazdzycowe sktadajg sie
z heterogennej populacji komérek mtodych istarych, a ekspresja wybranych znacznikéw jest silnie

zalezna od dawcy.

4.2.2. Zmiany w modyfikacjach histonéw
Jak opisano powyzej, komadrki blaszki charakteryzujg sie wysoce zréznicowang ekspresjg znacznikéw
starzenia, silnie zalezng od dawcy. W zwigzku z tym sprawdzono, czy podobna heterogennos¢ jest
utrzymana w poziomie znacznikdw hetero- ieuchromatyny zbadanych metodg Western blot

i barwienia immunofluorescencyjnego.

Analiza ilosci biatka metodg Western blot wykazata, ze przypadku niektérych modyfikacji histonu profil
zmian przypominat komorki stare w sposéb przyspieszony, czasem stare replikacyjnie, a niekiedy
poziom ekspresji byt réwny lub nawet wyzszy niz w mtodych komdrkach VSMC (jak na przyktad
H3K27me3 w komdrkach pochodzacych od dawcy 9i 12). Poziom H3K9me3 wydawat sie by¢ staty oraz
relatywnie wysoki w komadrkach od wiekszosci dawcéw (8-10 oraz 12), natomiast komérki dawcy 11
i 13 wykazywaty zmniejszong ekspresje i przypominaty starzenie przyspieszone. Inaczej wygladat
rozktad znacznika H3K27me3, gdzie zréznicowanie w poziomie biatka byto najwieksze posrdd blaszek
pochodzacych od réznych dawcow. Najwiekszg ekspresje zanotowano w komérkach pochodzacych od
dawcy 9 oraz 12, mniejszg od 8 i 10, a najmniejszg od 11 i 13. Profil zmian modyfikacji H3K4me3
przypominat H3K9me3, gdzie najwieksze rdéznice w poziomie biatka (czyli jego spadek) byty widoczne
rowniez tylko w komérkach od dawcy 11 i 13. Najciekawszy rozktad zaobserwowano w acetylacji lizyny
9 (H3K9Ac), gdyz poziom ekspresji byt rownie wysoki jak w mtodych VSMC. Notowany wczesniej duzy
spadek w poziomie wyzej wymienionych znacznikéw w komadrkach dawcy 11 i 13, w tym wypadku byt
znacznie mniej nasilony. Analizujgc powyisze wyniki zauwazono, ze jesli dochodzito do spadku
modyfikowanego histonu, to dotyczyto to wszystkich badanych modyfikacjach, jak w przypadku
komérek dawcy 11 i13. Z kolei w pozostatych przypadkach poziom wszystkich modyfikowanych

histondw byt na wysokim poziomie, z wyjgtkiem H3K27me3.

Barwienie immunocytochemiczne pokazato, ze tak jak w przypadku poziomu biatek, intensywnos¢
sygnatu fluorescencji badanych znacznikdw oraz barwnika DAPI byta wysoce zrdznicowana
w komoérkach ze wszystkich badanych blaszek izalezna od dawcy. W populacji zauwazono wiele
komoérek przejawiajacych cechy komadrek starych. Biorgc pod uwage powierzchnie jadra uznano, ze
okoto 40% z nich moze by¢ komdrkami starymi. Liczbe te oszacowano bazujac na danych uzyskanych

z pomiardéw jgder VSMC poddanych dwom typom starzenia oraz stosujgc ten sam sposdb kategoryzacji
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na komarki mtode istare (podrozdziat 1.1.2.2. Cell Profiler). Jadra starych komdrek pochodzacych
z blaszek, miaty znaczaco zmniejszony i rownomierny sygnat DAPI sugerujacy bardziej rozluzniong
chromatyne. Ich ksztatt wydaje sie by¢ bardziej zblizony do kulistego, a krawedz relatywnie regularna,
czym przypominajg VSMC poddane starzeniu przyspieszonemu. Dodatkowo, w populacji tej nie
zauwazono charakterystycznych skupisk heterochromatyny (wybarwionych barwnikiem DAPI), ktére
sugerowatyby pojawianie sie SAHF. Nie obserwuje sie réwniez skupisk H3K9me3 ani H3K27me3
typowych dla SAHF. Analizujgc osobno kazdy badany znacznik, zauwazono, ze intensywnos¢ H3K9me3
jest wieksza w mniejszych jadrach (komérki mtode). W nich tez dochodzi do powstawania skupisk
i wiekszego upakowania heterochromatyny, co rézni je od starych komérek. Wraz ze zwiekszaniem sie
powierzchni jadra dochodzi do zmniejszenia intensywnosci sygnatu H3K9me3. Podobny trend
zauwazono dla H3K27me3, gdzie jadra o mniejszej powierzchni charakteryzujg sie wyzszg
intensywnoscig fluorescencji, w odrdznieniu od wiekszych jgder, w ktdrych sygnat spada. Z drugiej
strony w mniejszych jgdrach nie dochodzi do powstawania duzych iwyraznych skupisk irozktad
sygnatu jest w wiekszosci rownomierny. Znaczniki euchromatyny (H3K4me3 oraz H3K9Ac) wykazuja
podobny profil rozmieszczenia jak w mtodych komérkach VSMC, czyli intensywny sygnat barwienia
obserwuje sie zmatych jadrach, a owiele stabszy w starych. Rozmieszczenie modyfikacji jest
rownomierne wewnatrz jadra, z pominieciem jgderek, w ktérych nie rejestrowano zadnego sygnatu.

Ekspresje biatek oraz ich rozmieszczenie w jgdrze podsumowano na rycinach 4.32. oraz 4.33.
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Ryc. 4.32. Zmiany w poziomie oraz lokalizacji znacznikéw heterochromatyny H3K9me3 i H3K27me3 w jadrze
komorek pochodzgcych z blaszek miazdzycowych. A) Przyktadowy obraz zmian w poziomie modyfikacji H3K9me3
przygotowany na podstawie metody Western blot z biatek pochodzgcych z komérek od 6 dawcow (8-13),
w poréownaniu do VSMC oraz obraz barwienia immunofluorescencyjnego komorek pochodzacych od trzech
dawcéw (AP1-3). B) Ten sam jak wyzej zestaw analiz tylko dla modyfikacji H3K27me3, przygotowany na tym
samym zestawie lizatéw biatkowych oraz preparatéw. Skala 10 um.
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Ryc. 4.33. Zmiany w poziomie oraz lokalizacji znacznikdw euchromatyny H3K3me3 i H3K9Ac w jadrze komdrek
pochodzacych z blaszek miazdzycowych. (A) Przyktadowy obraz zmian w poziomie modyfikacji H3K4me3
przygotowany na podstawie metody Western blot z biatek pochodzacych z komérek od 6 dawcéw (8-13),
w poréownaniu do VSMC oraz barwienie immunofluorescencyjne komérek pochodzgcych od trzech dawcéw
(AP1-3). (B) Ten sam zestaw analiz dla modyfikacji H3K9Ac, przygotowany na tym samym zestawie lizatéw
biatkowych oraz preparatow. Skala 10 pm.
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4.2.3. Analiza ekspresji wybranych genéw kodujacych biatka odpowiedzialne za
modyfikacje chromatyny

Analize zmian ekspresji genéw metoda gqPCR przeprowadzono w komérkach pochodzacych od trzech
dawcoéw, a profil zmian przedstawiono jako krotnos$¢ zmian (FC) wzgledem mtodych komérek VSMC.
Uzyskane wyniki pordwnano z tymi otrzymanymi dla VSMC i zebrano w Tabeli 4.4. Kolorem niebieskim
zaznaczono spadek ekspresji, kolorem czerwonym wzrost, a brak zmian (czyli gdy poziom ekspresji nie
przekraczat 1,3 lub nie byt mniejszy niz -1,3) kolorem czarnym. W tabeli umieszczono geny kodujgce
metylotransferazy (SUV39H1, EZH1, EZH2), demetylaze KMD4D, odpowiedzialng gtdwnie za usuniecie
grupy metylowej z lizyny 9 oraz trzy deacetylazy histonéw (HDAC1, HDAC3, HDAC9).

Tabela 4.4 Poréwnanie poziomu ekspresji gendw kodujgcych wybrane enzymy remodelujgce chromatyne miedzy
komorkami AP a VSMC. Krotno$¢ zmian (FC) analizowano metodg qPCR.

VSMC
Gen AP
CUR DOX RS
EZH1 -1,16 1,72 1,42 1,91
EZH2 -4,87 -5,11 -5,54 -4,26
HDAC1 -3,52 -2,01 -2,46 -2,30
HDAC3 -0,65 0,13 -0,03 -0,64
HDAC9S -3,25 0,77 -0,54 3,00
KDM4D -2,83 -2,13 -2,1 0,16
SUV39H1 -4,29 -5,08 -5,44 -3,83

Wszystkie wymienione geny wykazaty istotnie mniejszg ekspresje w AP, oprdcz genu EZH1 i HDAC3,
ktoérych poziom pozostawat bez zmian. Nizszy poziom ekspresji metylotransferaz SUV39H1 i EZH2 oraz
deacetylazy HDACI byt podobny do tego jaki obserwowano w obu typach starzenia VSMC. Natomiast
roéznice zanotowano w poziomie EZH1, KDMA4D oraz HDACY. Gen EZH1 w VSMC ulega zwiekszonej
ekspresji w poréwnaniu do AP. Jak wspomniano, obecno$¢ EZH1 w kompleksie PRC2 jest
charakterystyczna dla komérek nieproliferujacych, wiec obserwowany nizszy poziom w komadrkach
blaszek moze by¢ zwigzany z obecnoscig zdolnych do podziatu komdrek (ok. 60%, wykres na rycinie
4.31). Profil ekspresji demetylazy KDM4D wydaje sie przypominac¢ ten obserwowany w starzeniu
przyspieszonym VSMC i dochodzi do spadku ekspresji genu w tych przypadkach. W VSMC starzejgcych
sie w sposdb replikacyjny poziom pozostaje bez zmian. Ekspresja HDAC9 wykazata sie odwrotnym

kierunkiem zmian w AP w poréwnaniu do VSMC. W komérkach AP poziom HDAC9 spada trzykrotnie,
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natomiast w VSMC ten sam gen rosnie trzykrotnie wytacznie w wariancie RS. W starzeniu
przyspieszonym VSMC nie zauwazono istotnych zmian w ekspresji tego genu. Podobnie w przypadku
HDAC3 nie zauwazono znaczgcych zmian w poziomie ekspresji genu ani w AP ani w VSMC. Zmniejszona
ekspresja genéw w komérkach AP moze skutkowaé dalszg, zmniejszong translacjg biatek i zwigzanego

z tym zaburzenia funkcjonowania badanych enzyméw.

4.2.4. Analiza ekspresji biatka HP1a
Aby zbadac¢ kierunek zmian biatka HPla w komodrkach pochodzacych z blaszki miazdzycowej,
przeprowadzono cze$é oznaczen jakie zastosowano w przypadku VSMC. Sprawdzano poziom ekspresji
genu i biatka, jego rozmieszczenie w jagdrze oraz relacje z H3K9me3. Kazda z wymienionych analiz byta
przeprowadzona na oddzielnych zestawach komérek pochodzacych od réznych dawcoéw, a uzyskane
wyniki zebrano na rycinie 4.35. Niestety ze wzgleddw technicznych dotychczasowa analiza kolokalizacji
z biatkiem PML oraz yH2AX nie pozwolita na wyciggniecie jednoznacznych wnioskéw. Badania s3

kontynuowane przy wykorzystaniu metody PLA (proximity ligation assay).

Komorki blaszki wykazujg okoto dwukrotny nizszy poziom ekspresji genu HP1a, lecz nalezy mie¢ na
uwadze, ze wynik obrazuje zmiany jedynie dla trzech dawcéw, innych niz w analizach poziomu biatka
(Ryc. 4.34. ai C). Biorac pod uwage ekspresje biatek, ktdrg mierzono juz dla 6 dawcdéw, zauwazono
znaczacy spadek jedynie w potowie badanych prébek. Druga potowa wykazuje relatywnie wysoki
poziom ekspresji, czym przypominajg mtode VSMC. Kierunek zmian HP1a korelowat ze znacznikiem

heterochromatyny, czyli H3K9me3.

Analiza wykazata, ze $rednia intensywnosc fluorescencji biatka HP1a maleje wraz ze zwiekszajgca sie
powierzchnig jgder. Podobnie jak w przypadku starzenia VSMC, dochodzi do zwiekszenia liczby skupisk
w duzych jadrach starych komédrek w poréwnaniu do komérek miodych. W nich pojawiajg sie
intensywne skupiska, lecz w mniejszej liczbie. taczone barwienie biatka HPla ze znacznikiem
heterochromatyny H3K9me3, tak jak w przypadku starych VSMC, wskazato na wysokg zaleznos$¢
Sredniej intensywnosci fluorescencji miedzy dwoma biatkami (R Pearsona = 0,81). Ponadto wyniki
sugeruja, ze skupiska HP1la pokrywajg sie w niewielkim stopniu ze skupiskami H3K9me3. Moze to
Swiadczy¢ o tym, ze w tym typie komodrek z jakiego$ powodu dochodzi do zmniejszenia zdolnosci do

oddziatywania tych biatek, tak jak zauwazono w VSMC w PS i RS, co moze by¢ skutkiem starzenia.
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Ryc. 4.34. Analiza zmian biatka HP1a w komodrkach blaszki miazdzycowej. A) Spadek ekspresji genu (n = 3)
w odniesieniu do mtodych VSMC, mierzony technikg qPCR. B) Liczba skupisk biatka HP1a w jadrze komadrek
blaszek. Mediana wynosi 4 skupiska na jgdro. C) Poziom biatek HP1a i H3K9me3 w komadrkach pochodzacych od
6 dawcéw (8-13) badany metodg Western blot w poréwnaniu do VSMC. D) Rozmieszczenie biatka w jadrze
komérek wyizolowanych od trzech dawcéw (AP1-3). E) Barwienie immunocytochemiczne kolokalizacji biatka
HP1a z H3K9me3. Skala 10 um.

Ekspresja biatka HP1la jest silnie zalezna od dawcy. Zauwazono, ze jego poziom zwykle koreluje
z poziomem ekspresji H3K9me3, chod przewaznie nie dochodzi do wspdtwystepowania pojawiajgcych

sie skupisk tych biatek w jadrze starych komodrek.
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4.3. Analiza uniwersalnosci zmian w fibroblastach skéry
W celu sprawdzenia, czy zmiany obserwowane w VSMC sg uniwersalne czy komérkowo specyficzne,
przeprowadzono wybrane analizy na fibroblastach, ktére s klasycznym modelem do badania
starzenia. Przed przystgpieniem do dalszego opisu badan, nalezy wyjasni¢ zastosowanie w niektdrych
przypadkach dodatkowej 48-godzinnej kontroli. W Pracowni Molekularnych Podstaw Starzenia,
podczas réwnolegle prowadzonych badan z wykorzystaniem ludzkich fibroblastow, zaobserwowano
wptyw uzycia kontroli po 24 lub 48 godzinach od wysiania na ostateczng interpretacje wynikow. W
zwigzku ztym, zdecydowano sie wykona¢ wybrane oznaczenia z zastosowaniem obu punktéw
czasowych. W dalszym oznaczeniu wariantéw nazwe kontroli 24-godzinnej skrocono do , kontrola 24”

lub ,,24”, a 48-godzinnej do , kontrola 48" lub ,,48”.

4.3.1. Roznice w kinetyce podziatu miedzy VSMC a fibroblastami
Aby zrozumiec¢ zaobserwowane rdznice, koniecznym byto skontrolowanie cyklu komodrkowego
z wykorzystaniem metody cytometrii przeptywowej w dwdch punktach czasowych. VSMC i fibroblasty

analizowano po 24 oraz 48 godzinach od wysiania.
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Ryc. 4.35. Analiza kontrolnych fibroblastéw i VSMC zebranych po 24 i 48h od wysiania. Ocena odsetka komarek
w poszczegdlnych fazach cyklu w zaleznosci od analizowanego punktu czasowego z wykorzystaniem cytometru
przeptywowego (gdérny panel) oraz poréwnanie odsetka komérek zdolnych do syntezy DNA (wtgczanie BrdU -
dolny panel) w fibroblastach i VSMC (n = 3). Istotnos¢ statystyczng wyznaczono za pomoca testu t-studenta, (*)
p < 0,05, (***) p <0,001.
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Fibroblasty po 24 godzinach od wysiania w wiekszosci znajdujg sie w fazie GO/G1 cyklu komdrkowego.
Dopiero po 48-godzinnej hodowli wida¢ wzrost odsetka komdrek wchodzacych w faze S oraz G2/M
(30%) (Ryc. 4.35.). Jest to czas, gdy komarki wykazujg najwiekszy potencjat do podziatéw (wg literatury,
na wczesnych pasazach, pomiedzy 1 a 20, czas podziatu komédrek wynosi 30-40 h [217, 218].
Poréwnujac, VSMC wykazujg zblizone proporcje miedzy fazg GO/G1, S i G2/M po 24 i 48 godzinach.
Dodatkowo, wynik testu na proliferacje (zdolnos¢ do wbudowywania BrdU do DNA) potwierdzit
zwiekszenie odsetka dzielgcych sie fibroblastéow w kontroli 48-godzinnej. Podsumowujgc, uzyta
w badaniach VSMC kontrola 24-godzinna dobrze odzwierciedla komérki dzielgce sie. Natomiast

w przypadku fibroblastow, nalezy stosowaé kontrole 48-godzinna.

4.3.2. Ogdlna charakterystyka starych fibroblastow oraz kontrola procesu starzenia
Podobnie jak w przypadku VSMC hodowanych in vitro oraz komdrek pochodzacych z blaszek
miazdzycowych, dokonano charakterystyki procesu starzenia fibroblastéw, jednak w tym wypadku
wigczajac komérki kontrolne po 48-godzinnej hodowli.

Mtode fibroblasty sg wydtuzonego, wrzecionowatego ksztattu i posiadajg relatywnie mate, owalne
jadro ulokowane na srodku komarki. Stare komadrki sg bardziej ptaskie i majg dosé nieregularny ksztatt
z postrzepionymi brzegami oraz wykazujg sie duzym wzrostem aktywnosci SA-B-gal w PS i RS (Ryc.
4.36.). Test na proliferacje wykazat znaczacy spadek odsetka komarek dzielgcych sie jako efekt indukcji
starzenia przyspieszonego. Komdrki traktowane doksorubicyng niemal catkowicie zatrzymujg sie
w cyklu (pozostaje ok. 2% dzielgcych sie komdrek), natomiast po dodaniu kurkuminy, 20% komadrek
nadal jest zdolnych do podziatu. Komarki stare w sposdb replikacyjny, z racji heterogennosci populacji
wynikajacej z braku synchronizacji procesu, wykazujg ok 25% poziom proliferacji. Biatko p53 wykazuje
najnizszg ekspresje w kontroli 24-godzinnej oraz starzeniu replikacyjnym, a jego zwiekszony poziom
obserwowany byt w komadrkach PS. Jego poziom wzrasta rowniez w kontroli 48-godzinnej, co zwigzane
jest z intensywnym podziatem komérkowym niosgcym za sobg powstawanie naprawialnych uszkodzen
DNA (patrz wykres Ryc. 4.36. E). Z kolei drugie biatko zwigzane z zatrzymaniem w cyklu, czyli p21,
wykazuje najwyzszy poziom w komdrkach traktowanych doksorubicyng, nieco nizszy w mtodej
hodowli 48-godzinnej, a najnizszy w trzech pozostatych wariantach (CTRL24, CUR, RS). Kolejne typowe
markery starzenia, LMNB1 oraz HMGB1, wykazujg znaczacy spadek poziomu we wszystkich typach
starzenia. Za to w komdrkach kontrolnych 48-godzinnych dochodzi do wzrostu ich poziomu.

Wraz ze starzeniem indukowanym doksorubicyng, dochodzi do zwiekszenia odsetka komdrek
z wieloma, nienaprawionymi uszkodzeniami DNA. Podobny wzrost uszkodzen, zanotowano

w komorkach starych replikacyjnie.
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Ryc. 4.36. Analiza znacznikdw starzenia przyspieszonego i replikacyjnego fibroblastow. (A) Poglagdowe zdjecie
poréwnujace morfologie mtodych (CTRL) i starych replikacyjnie (RS) fibroblastow z zastosowaniem mikroskopii
Swietlnej. Skala 100 um; (B) przyktadowy obraz zmian w ekspresji znacznikdw starzenia takich jak p53, p21 oraz
lamina B1 (LMNB1) i HMGB1; (C) ocena aktywnosci SA-B-gal (n = 4) i (D) poziom wbudowywania BrdU do DNA (n
= 4); (E) analiza liczby uszkodzern DNA rozpoznawanych barwieniem immunocytochemicznym z uzyciem
przeciwciata przeciw yH2AX (n = 3). Na wykresie przedstawiono procent komaérek przynalezgcych do danej grupy.
Populacje podzielono na komérki nie posiadajgce uszkodzen (kolor czarny) oraz takie, w ktorych wystepuje jedno
(biaty), dwa do pieciu (jasnoszary) i powyzej pieciu (ciemnoszary) skupisk na jadro. Do oszacowania istotnosci
statystycznej uzyto testu t-studenta wzgledem kontroli 48-godzinnej. (*) p < 0,05, (**) p < 0,01, (***) p < 0,001,
(****) p < 0,0001.

Dzieki powyzszym analizom, identyfikowano komorki stare w hodowli, a profil zaobserwowanych
zmian zastosowanych markerdw, przypominat ten widoczny w VSMC. W zwigzku z tym, przystgpiono
do dalszych analiz, wcelu charakterystyki wptywu starzenia na strukture chromatyny starych

fibroblastow.
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4.3.3. Zmiany w poziomie oraz organizacji modyfikacji histonu H3
Obserwowany w VSMC zwigzany ze starzeniem spadek badanych znacznikéw hetero- i euchromatyny,
sktonit nas do sprawdzenia uniwersalnosci zachodzgcych zmian. W tym celu zbadano ludzkie
fibroblasty poddane tym samym typom starzenia. Tak jak opisano wyzej, do analiz poziomu biatek
metodg Western blot dotgczono kontrole 48-godzinng, ktdra reprezentowata komérki intensywnie
proliferujgce, odpowiadajgce 24-godzinnej kontroli VSMC (Ryc. 4.37.). W zwigzku z tym analizy
kierunku zmian w poziomie biatek oraz obliczenia istotnosci statystycznej wykonano wzgledem
kontroli 48-godzinnej, a otrzymane wykresy zamieszczono na rycinie 4.38. Dla uwidocznienia rdznicy
miedzy dwoma punktami czasowymi w komdrkach kontrolnych i pokazania jak istotne jest to dla
prawidtowej interpretacji wynikow, postanowiono zachowac¢ wyniki dla kontroli 24-godzinne;.
We wszystkich badanych biatkach, ich poziom w kontroli 24 jest o wiele nizszy niz w kontroli 48, cho¢
nie zawsze zmiana jest istotna statystycznie (nawet jesli zmiana byta istotna to nie pokazano jej na
wykresach). Ponadto, gdy poréwnano kontrole 24 z poziomem biatek w komérkach poddanych
starzeniu, wydaje sie, ze nie dochodzi do znaczgcych zmian w ich poziomie, co btednie sugeruje brak
wplywu starzenia na badane markery.
Natomiast przeprowadzona analiza pordwnawcza z kontrolg 48-godzinng, wykazuje zauwazalny
spadek badanych znacznikéw. Tak jak w przypadku VSMC, dochodzi do znacznego spadku trimetylacji
lizyny 9 wobu typach starzenia. Obserwowano rdwniez znaczgce rdznice miedzy starzeniem
przyspieszonym a replikacyjnym. W starzeniu przyspieszonym mozna zauwazy¢ znaczacy spadek
trimetylacji lizyny 27, natomiast w starzeniu replikacyjnym, nie dochodzi do istotnych zmian. Wydaje
sie wiec, ze poziom tego znacznika jest réwnie wysoki jak w komadrkach silnie proliferujgcych. Znaczniki
euchromatyny wykazujg podobny trend jak te analizowane w VSMC, czyli zauwazalny spadek w obu
typach starzenia. Niemniej ani w przypadku H3K4me3, ani H3K9Ac nie widac réznic miedzy starzeniem
przyspieszonym a replikacyjnym (w przeciwienstwie do obserwacji w komérkach VSMC).
Oprocz zauwazalnego spadku badanych modyfikacji w obu typach starzenia, dochodzi réowniez do

spadku samego histonu H3, jak i jego wariantu H3.3.
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Ryc. 4.37. Zmiany w poziomie modyfikowanego histonu H3, jego wariantu H3.3 oraz samego histonu H3
analizowane metodg Western blot w fibroblastach. (A) Przyktadowy obraz zmian znacznikéw heterochromatyny,
(B) euchromatyny oraz (C) samego histonu H3 i jego wariantu H3.3. Obliczenia densytometryczne przygotowano
na podstawie min. trzech powtdrzen. Dwie pierwsze kolumny przedstawiajg spadek poziomu biatka
w odniesieniu do kontroli 48-godzinnej, uprzednio normalizowanego do GAPDH. Trzecia kolumna obrazuje
zmiany poziomu w odniesieniu do catkowitego histonu H3, réwniez w odniesieniu do kontroli 48-godzinnej.
Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg hiesparowanego testu t-studenta: p<0,05 (*), p<0,01 (**),
p<0,001 (***), p<0,0001 (****).
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Poziom badanych znacznikdw normalizowano réwniez wzgledem catkowitego histonu H3. Tak samo
jak w przypadku VSMC (réwniez normalizowanych do H3), profil zmian H3K9me3 oraz H3K4me3
pokrywat sie z ogélnym spadkiem modyfikacji. Fibroblasty w przeciwienstwie do VSMC, wykazujg sie
wzrostem H3K27me3 w starzeniu replikacyjnym oraz niemal niezmienionym profilem acetylacji lizyny

9. Podobnie niewielkie zmiany zaobserwowano w przypadku wariantu H3.3.

Podsumowujac, gdy porédwnywano poziom modyfikacji histonéw (normalizowanych do GAPDH)
w starych komadrkach do komaérek proliferujgcych (kontrola 48), profil ekspresji H3K9me3, H3K4me3
oraz H3K9Ac przypominat ten obserwowany w komérkach VSMC. Wydaje sie wiec, ze spadek tych
modyfikacji jest uniwersalnym znacznikiem starzenia komoérkowego. Wyjagtkiem okazata sie
trimetylacja lizyny 27. W ulegajgcych starzeniu replikacyjnemu fibroblastach, w przeciwieristwie do
VSMC, nie obserwowano znaczacych zmian w poréwnaniu do komodrek proliferujgcych. Ponadto
dochodzi do zwigzanego ze starzeniem ogdlnego spadku histonu H3, co moze skutkowacd ubytkiem
nukleosoméw irozluznieniem chromatyny. Analiza poziomu modyfikacji z uwzglednieniem czasu
hodowli uzytej kontroli wykazata, ze komdrki po 24 godzinach od wysiania charakteryzujg sie niskim

poziomem wszystkich badanych modyfikacji. Jest to zwigzane z opdZnionym wejsciem komérek w cykl.

Analiza biatek obrazowanych podczas barwienia immunocytochemicznego wykazata istotne
podobienstwa w rozmieszczeniu wszystkich znacznikdw oraz ich intensywnosci barwienia fibroblastow
do VSMLC. Starzeniu towarzyszyt spadek wszystkich znacznikéw. Komarki mtode charakteryzowaty sie
najintensywniejszg inajbardziej zrdznicowang intensywnos$cig barwienia wszystkich badanych
modyfikacji. Podobnie trimetylacja lizyny 9 wykazywata wyzszy sygnat fluorescencji niz trimetylacja
lizyny 27, aznaczniki euchromatyny, tak samo jak w VSMC lokalizowaty sie w catym jadrze za
wyjatkiem jaderka. W przeciwienstwie do VSMC, nie zauwazono charakterystycznych skupisk
chromatyny obrazowanej DAPI, czyli SAHF w zadnym z badanych typow starzenia. Wydaje sie wiec, ze
nie dochodzi do ich powstawania ani pod wptywem doksorubicyny lub kurkuminy, ani w wyniku

wyczerpania podziatow.

4.3.4. Enzymy modelujace strukture chromatyny
Przeprowadzono analize wybranych enzymdw zaangazowanych w regulacje poziomu znacznikéw
chromatyny tj. metylotransferazy SUV39H1 oraz deacetylaz histonédw, w tym biatka HDAC1. Podobnie

jak w VSMC dochodzi do zahamowania ekspresji biatka SUV39H1 niezaleznie od typu starzenia.
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Niestety, z przyczyn technicznych nie udato sie uzyskac jednoznacznych danych dotyczgcych lokalizacji

tego biatka w komérce.

W przeciwienstwie do VSMC, poziom ekspresji biatka HDAC1 rosnie w starzeniu przyspieszonym,
a maleje w starzeniu replikacyjnym (w poréwnaniu do kontroli 48-godzinnej) (Ryc. 4.38.). Zmiany te s3
jednak nieistotne statystycznie. Jednakze najwyziszy wzrost poziomu zanotowany w komodrkach
traktowanych kurkuming nie miat odzwierciedlenia w aktywnosci deacetylaz. Ich poziom spada okoto
dwukrotnie w poréwnaniu do mtodych komérek. Podobna sytuacja ma miejsce w komadrkach starych
replikacyjnie. Natomiast najwyzszy poziom aktywnosci deacetylaz zaobserwowano w komodrkach
poddanych dziataniu doksorubicyny. Sprawdzenie poziomu acetylacji lizyn w biatkach wykazato spadek
ilosci tylko w przypadku komdérek traktowanych doksorubicyng oraz poddanych starzeniu
replikacyjnemu. By¢ moze jest to efektem wzrostu aktywnosci deacetylaz po traktowaniu
doksorubicyng. Spadek acetylacji biatek obserwowany w RS sugerujg bardziej ztozony mechanizm
i niewykluczone, ze dochodzi do zmian w ilosci lub aktywnosci innych enzymdw zwigzanych z regulacja

acetylacji biatek.
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Ryc. 4.38. Zmiany w poziomie biatka SUV39H1 oraz aktywnosci enzymatycznej deacetylaz histondw i ekspresji
biatka HDAC1 podczas obu typow starzenia PS i RS. A) Poziom metylotransferazy SUV39H1. B) Poziom biatka
HDAC1 w zaleznosci od wariantu eksperymentalnego. Wykres przedstawia analize densytometryczng
w odniesieniu do kontroli 48-godzinnej, a pod nim zamieszczono przyktadowy wynik Western blot (n = 3). C)
Aktywnos$¢ enzymatyczna deacetylaz histonéw (HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDAC6, HDACS8, HDAC10 i HDAC11)
w odniesieniu do kontroli 48-godzinnej. D) Poziom globalnej acetylacji lizyn obecnych w biatkach badany metoda
Western blot. Wszystkie oznaczenia przeprowadzono w 3 powtdrzeniach biologicznych.
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4.3.5. Zmiany dotyczace biatka HP1a
Ekspresja biatka HPla ulegata zmniejszeniu we wszystkich typach starzenia, ale najwiekszy
zanotowano w komodrkach starych replikacyjnie (Ryc. 4.39.). Ponadto, podczas starzenia dochodzi
rowniez do spadku intensywnosci barwienia immunocytochemicznego. Podobnie jak VSMC, mtode
fibroblasty wykazujg sie zaréwno wysoka, jak izréznicowang intensywnoscig fluorescencji,
a w mtodych fibroblastach obserwowano najwiekszg liczbe skupisk skondensowanej chromatyny.
Jednakze w przeciwienstwie do komérek miesni gtadkich naczyn, podczas starzenia fibroblastéw nie

obserwowano akumulacji skupisk HP1a w jadrze (Ryc. 4.40.).
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Ryc. 4.39. Analiza ekspresji biatka HP1a w fibroblastach. A) Poziom ekspresji biatka w zaleznosci od typu starzenia
w odniesieniu do kontroli 48-godzinnej, mierzone metodg Western blot. Wykres przedstawia wynik
z densytometrii, a pod nim znajduje sie przyktadowe zdjecie. B) Pomiar intensywnosci fluorescencji w zaleznosci
od typu starzenia w odniesieniu do miodych komodrek (oznaczone jako CTRL). Wszystkie oznaczenia
przeprowadzono w trzech powtdrzeniach.

Tak jak w VSMC, analizowano wzajemng zalezno$¢ oraz wspotwystepowanie biatka z H3K9mes3.
Zauwazono, ze do wspodtwystepowania obu biatek dochodzi najczesciej w mtodych komdrkach
kontrolnych, co moze przyczynia¢ sie do kondensacji istabilizacji chromatyny (Ryc. 4.40.). Jak
wspomniano, w odréznieniu od VSMC, w starzejgcych sie fibroblastach (niezaleznie od typu starzenia)
nie dochodzi do tworzenia wielu skupisk HP1a, przez co nie pojawiajg sie miejsca wspodlnej lokalizacji
z H3K9me3. Aczkolwiek wysoki wskaznik korelacji w starzeniu przyspieszonym wskazuje na wysokga
zaleznos$¢ w poziomie miedzy tymi dwoma biatkami. Niestety z przyczyn technicznych nie udato sie
zbada¢ zaleznosci miedzy HPla a biatkiem PML iyH2AX. Badania bedg kontynuowane przy

wykorzystaniu techniki PLA.
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4.4, Nowe potencjalne znaczniki starzenia — biatka anillina (ANLN) oraz
klaudyna-1 (CLDN1)

4.4.1. Analiza biatek z zastosowaniem VSMC in vitro
Jak juz wspomniano, opisane w niniejszym rozdziale wyniki transkryptomiczne stanowity punkt wyjscia
do poszukiwan nowych, potencjalnych markeréw starzenia. Do dalszych badan zdecydowano sie
wybraé jeden gen ulegajgcy zmianom w obu typach starzenia oraz taki, ktory jest charakterystyczny

tylko dla starzenia przyspieszonego. Ostatecznie wybrano anilline (ANLN) oraz klaudyne-1 (CLDN1).

Anilina jest kluczowym biatkiem biorgcym udziat w procesie cytokinezy. Petni jedng z gtéwnych rdl
w formowaniu pierscienia  kurczliwego iwraz zaktyng, pomaga wrozdzieleniu dwdch
nowopowstatych komdrek. Ponadto, ANLN jest obserwowana w jagdrze komoérek, sugerujac jej

dodatkowag, nie do kornca poznang jeszcze role.

Anilina nalezy do czotéwki biatek o najwiekszym spadku poziomu transkryptu obserwowanym w obu
typach starzenia. Uzyskany wynik potwierdzono dodatkowo reakcjg taricuchowej polimerazy w czasie
rzeczywistym oraz na poziomie biatka metodg Western blot (Ryc. 4.41.). Podwadjny prazek, ktory jest
zauwazalny ponizej gtdwnego (o masie molekularnej 124 kDa) moze sugerowac istnienie izoformy tego
biatka. Nastepnie sprawdzono lokalizacje aniliny w komérce. Barwienie pokazato, ze w mtodych
komérkach anilina znajdowata sie w pierscieniu kurczliwym dzielgcych sie komdrek oraz intensywny
i rGwnomierny sygnat pojawiat sie w jadrze interfazowym, co byto zgodnie z dotychczasowymi
doniesieniami. Jednakze w jadrze komérek poddanych obu typom starzenia, sygnat odzwierciedlajgcy
ilos¢ biatka byt zdecydowanie nizszy. Ponadto w odréznieniu od mtodych komérek, w tych
traktowanych doksorubicyng lub kurkuming dochodzi do tworzenia nieregularnych skupisk
lokalizujgcych sie w miejscach luznej chromatyny, a niekiedy nawet w jagderku (Ryc. 4.41. C, prawy rog
prawego panelu). Poczynione obserwacje sugerujg, iz jest to cecha komodrek starych w sposdb
przyspieszony, gdyz taki wzér barwienia w komadrkach starych replikacyjnie wystepuje sporadycznie.
Po wstepnych analizach dotyczacych ekspresji ilokalizacji aniliny, postanowiono przyjrze¢ sie
mechanizmom regulacji ekspresji genu i przestudiowa¢ profil wzbogacenia regionu we wspomniane
wczesniej modyfikacje histondw, czyli aktywujgcg H3K4me3 oraz represyjng H3K9me3. W miejscu
promotorowym (startu transkrypcji) mozna zauwazy¢ wysokie pokrycie modyfikacjg H3K4me3 we
wszystkich badanych wariantach eksperymentalnych, lecz najwieksze zanotowano dla kontroli (okoto
dwa razy wieksze niz w przypadku starzenia przyspieszonego czy replikacyjnego). Jak wida¢ na dolnym

panelu ryciny. 4.41. D, w komdrkach kontrolnych wzbogacenie w H3K4me3 obejmuje znacznie wiecej
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zasad obszaru TSS niz w pozostatych wariantach, tworzac tak zwany szeroki pik (broad peak). Jest to
odpowiednio CTRL — 4242, CUR — 2786, DOX — 1497 i RS — 1704 zasad. Moze to wptywaé na wiekszg
otwartos¢ chromatyny ifatwiejszy dostep maszynerii transkrypcyjnej do miejsc startu transkrypcji
[219], co skutkuje wysokg ekspresjg genu w mtodych komérkach. W przypadku wzbogacenia H3K9me3
nie zauwazono znaczgcego wzrostu sygnatu w zadnym z wariantdw starzenia, ktéry moégtby
wyttumaczy¢ zahamowang ekspresje ANLN. Najprawdopodobniej nie dochodzi do kondensacji
chromatyny wrejonie genu, ktéra byftaby odpowiedzialna za spadek transkrypcji. Zatem
zaobserwowane zahamowanie ekspresji w starzeniu musi by¢ regulowane na drodze innych

mechanizmow.
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i replikacyjnego. A) Ekspresja genu obserwowana w obu typach starzenia, oznaczana za pomocg mikromacierzy
oraz gPCR i wyrazana jako krotno$¢ zmian (FC) wzgledem komarek kontrolnych. B) Przyktadowy obraz poziomu
biatka oznaczony za pomoca metody Western blot (n = 5). C) Lokalizacja biatka zalezna od typu starzenia. W
mniejszym kwadracie przedstawiono szczegdétowy obraz skupisk obecnych w starzeniu przyspieszonym uzyskany
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Integrative Genomics Viewer (IGV) kodujacego biatko ANLN przedstawiajgcy wzbogacenia w modyfikacje
H3K4me3 oraz H3K9me3 uzyskane metodg ChIP-seq. Kolorem czarnym oznaczono komdrki mtode, zéttym
komorki traktowane kurkuming, czerwonym komoérki traktowane doksorubicyng a niebieskim komarki stare
replikacyjne. Po lewej stronie Sciezek w nawiasach kwadratowych zaznaczono skale wzbogacenia w odczyty. W
panelu ponizej przyblizony obszar pierwszego egzonu/TSS ANLN oraz rozktad H3K4me3 na dtugosci 5551 pz
w genomie. Przerywang zielong linig zaznaczono granice wzbogacenia w komédrkach kontrolnych, a czarnymi
strzatkami zaznaczono granice wystepowania H3K4me3 w starych komarkach.

Drugie wybrane biatko, klaudyna-1, wraz z innymi 19 klaudynami, okludynami, biatkami JAM oraz
biatkami strefy zamykajacej (zonula occludens-1, ZO-1), tworzy potaczenia Sciste miedzy komadrkami,
ado jej funkcji nalezy kontrola przepuszczalnosci nabtonka. Poprzez interakcje z biatkami
zaangazowanymi w tworzenie potgczen Scistych z aktyng i cytoszkieletem, mogg wptywac na strukture
komorki ijej zdolnos¢ do migracji. Ponadto klaudyny odgrywajg kluczowag role w utrzymaniu
prawidtowej polaryzacji btony komérkowej oraz w rozwoju organizméw irdznicowaniu komorek.
Woyciszenie genu Cldn1 u myszy i prowadzi do zaburzen przepuszczalnosci nabtonka i w efekcie smierci
tuz po urodzeniu w wyniku odwodnienia [220]. Klaudyna 1 jest najczesciej spotykana w komdrkach
Srddbtonka naczyn krwiono$nych (zwtaszcza tych tworzacych bariere krew-madzg), komérkach warstwy

podskdrnej lub miedzy komérkami nabtonka wyscietajgcego wnetrze jelit.

Podczas starzenia przyspieszonego dochodzi do znaczgcego wzrostu ekspresji genu CLDN1, co ma
przetozenie na zwiekszony poziom biatka w komadrce (Ryc. 4.42.). W starzeniu replikacyjnym dochodzi
do okoto 2,5-krotnego wzrostu poziomu mRNA, jednakze nie obserwowano wzrostu ilosci biatka,
ktdrego poziom jest podobny jak w komdrkach mtodych. Ciekawej obserwacji dostarczyto barwienie
immunofluorescencyjne. W komdrkach mtodych, biatko znajdowato sie w cytoplazmie, atylko
w nielicznych przypadkach mozna byto zaobserwowad staby sygnat w jadrze. W komérkach poddanych
starzeniu replikacyjnemu dochodzi do spadku sygnatu w cytoplazmie, a sygnat w jagdrze jest rzadko
spotykany. Natomiast komorki traktowane zaréwno doksorubicyng jak i kurkuming, wykazujg silniejszy
sygnat fluorescencji w jadrze komdrkowym. Przejscie biatka CLDN1 z cytoplazmy do wnetrza jadra jest

charakterystyczng cechg jedynie komérek ulegajgcych starzeniu w sposdb przyspieszony.
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biatka analizowany za pomocg metody Western blot (n = 3). C) Barwienie immunocytochemiczne ukazujgce
lokalizacje biatka w zaleznosci od typu starzenia. Skala 10 pm. D) Widok fragmentu genomu z przegladarki
genomowej Integrative Genomics Viewer (IGV) kodujgcego biatko CLDN1, przedstawiajacy wzbogacenia
w modyfikacje H3K4me3 oraz H3K9me3. Wyniki uzyskano przy wykorzystaniu metody ChIP-seq. Kolorem
czarnym oznaczono komorki mtode, zéttym komorki traktowane kurkuming, czerwonym komorki traktowane
doksorubicyna a niebieskim komdérki stare replikacyjne. Po lewej stronie Sciezek w nawiasach kwadratowych
zaznaczono skale wzbogacenia w odczyty. W panelu ponizej pokazano przyblizenie obszaru pierwszego egzonu
CLDN1 oraz rozktad H3K4me3 na dtugosci 9337 pz w genomie. Przerywang zielong linig zaznaczono granice
wzbogacenia w komodrkach kontrolnych, a czarnymi strzatkami zaznaczono granice wystepowania H3K4me3
w starych komdrkach.

Biorgc pod uwage otrzymane metodg ChIP-seq wyniki zauwazono, ze w komérkach kontrolnych
dochodzi do najwiekszego pokrycia rejonu TSS genu znacznikiem H3K4me3, tworzac tym samym
charakterystyczny waski i wysoki pik. Znaczenie szerszym pikiem (wzbogaceniem) charakteryzujg sie
komorki stare PS i RS. Mozliwe, ze wiekszy obszar zajmowany przez H3K4me3 wptywa na zwiekszony
poziom zaréwno genu jak i biatka w komérkach CUR i DOX poprzez stworzenie tatwiejszego dostepu
czynnikéw transkrypcyjnych oraz polimeraz do nici DNA w tych miejscach. Z drugiej strony, podobny
profil wzbogacenia zanotowano w RS, jednakze tam ekspresja genu isynteza biatka pozostajg
niezmienione i sg na podobnym poziomie co w CTRL. Najprawdopodobniej w kontrole ekspresji CLDN1

zaangazowane sg inne mechanizmy, ktdére na ten moment pozostajg niewyjasnione.

Powyzsze biatka mogg postuzyé jako nowe markery starzenia oraz by¢é pomocne w odrdznieniu jego
typu, PS vs RS. Oczywiscie sg to dopiero wstepne wyniki, wymagajace dalszych, szczegétowych badan.
Niemniej oba markery zostaly zastosowane w prébie identyfikacji typu starzenia zachodzacego

w komoérkach z blaszek miazdzycowych, a uzyskane wyniki opisano w kolejnym podrozdziale.

4.4.2. Analiza biatek w komérkach blaszki in vivo/ex vivo
Ze wzgledu na obiecujgce wyniki wstepne uzyskane dla komérek miesni gtadkich naczyn,
postanowiono sprawdzi¢ ekspresje genu i synteze wytypowanych biatek, w komdrkach izolowanych
z blaszek. Na rycinie 4.43. pokazano zbiorcze wyniki dotyczgce zaréwno ANLN jak i CLDN1. Dodatkowo,
na tym samym zestawie lizatow biatkowych z komodrek z blaszek miazdzycowych, przeprowadzono
analize Western blot biatka HP1a oraz modyfikacji H3K9me3 w celu znalezienia potencjalnych

zaleznosci w poziomie. Uzyskane wyniki skonfrontowano z komdrkami VSMC.

W komorkach blaszek miazdzycowych dochodzi do okoto 6-krotnego spadku ekspresji genu ANLN.
Ponadto, we wszystkich badanych prdbkach (numery 27-32) obserwowano obnizony poziom biatka,

co moze sugerowac zatrzymanie podziatéw komdrkowych. Jedynie w prébkach 27, 30 i32 mozna
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wykry¢ obecnos¢ Sladowych ilosci biatka. Intensywnos¢ barwienia immunocytochemicznego oraz
lokalizacja biatka w komdrce jest silnie zalezna od dawcy. W wiekszosci, sygnat fluorescencji
rejestrowano w jgdrze komérkowym i rozktadat sie on réwnomiernie. W zadnym badanym preparacie
nie zauwazono powstawania charakterystycznych skupisk ANLN, jakie obserwowano w VSMC
ulegajacych starzeniu w sposéb przyspieszony. Nie dochodzito réwniez do akumulacji w jaderku.

Niekiedy mozna byto zauwazy¢ lokalizacje biatka w bruzdzie podziatowej, ale byto to bardzo rzadkie.

W przypadku genu CLDN1, rowniez dochodzi do spadku jego ekspresji, jednakze na poziomie biatka
zaobserwowano duze zréznicowanie. Najwiekszy wzrost zanotowano w komérkach dawcy 29 oraz 30,
w czym przypominaty VSMC traktowane doksorubicyng oraz kurkuming. Biorgc pod uwage
towarzyszacy im spadek ekspresji anilliny, mozna przypuszczaé, ze w tych komodrkach doszto do
starzenia przyspieszonego. Obserwowany niewielki wzrost ekspresji biatka w komérkach od dawcy 27
i 28, moze réwniez sugerowac obecnos¢ komodrek ulegajacych starzeniu przyspieszonemu, lecz ich
odsetek w populacji moze by¢ niewielki. Natomiast, starzenie replikacyjne mogto zajs¢ w komédrkach
od dwdch ostatnich dawcéw, gdyz brak jest zaréwno CLDN1 jak i ANLN. Taki sam wzdr ekspresji obu
biatek widoczny jest w komérkach VSMC w wariancie RS. Analiza barwienia immunocytochemicznego
pokazata, ze tak jak w przypadku ANLN (i wszystkich badanych wczesniej biatek), intensywnosé
barwienia oraz lokalizacja CLDN1 jest wysoce zrdinicowana izalezna od dawcy. Nalezy jednak
pamietac, ze barwienie obu biatek przeprowadzono na komérkach od réznych pacjentéow i poréwnanie
ich ze sobg nie jest w petni uprawnione. W komérkach od niektérych dawcédw obserwowano wiekszy
odsetek komodrek zzauwazalnym sygnatem fluorescencji w jadrze, a w niektérych sg to tylko
pojedyncze komorki. W takich przypadkach najczesciej dochodzi do ogdlnego spadku intensywnosci
fluorescencji w catej komodrce, tak jak w starych replikacyjnie VSMC. Byé moze dochodzi tutaj do

wystepowania obu typow starzenia.
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Ryc. 4.43. Poziom ekspresji gendw i biatek ANLN i CLDN1 w komdrkach pochodzgcych z blaszek miazdzycowych.
A) Ekspresja gendw zmierzona technikg gPCR (n = 3). B) Poziom biatek zobrazowany metodg Western blot (n =
6) (27-32) w zestawieniu z VSMC. Dodatkowo zamieszczono obraz zmian modyfikacji H3K9me3 oraz biatka HP1a
w celu poréwnania poziomu biatka. C) i D) Barwienie immunofluorescencyjne obrazujgce lokalizacje biatka ANLN
i CLDN1 w komorce. Skala 10 um.
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Poréwnujgc powyzsze wyniki z poziomem biatek HP1a oraz H3Kme3 w tych samych blaszkach, mozna
zauwazyé, ze w probkach 29 i 30 obserwowana jest mniejsza ilos¢ obu tych biatek, przy réwnoczesnym
spadku ANLN iwzroscie CLDN1. Taki sam wzor zmian dotyczgcych tych czterech biatek jest
charakterystyczny dla starzenia przyspieszonego w VSMC. Najwyzszy poziom H3K9me3 iHPla
zanotowano dla prébek 27 i28, czym przypominajg miode VSMC. Poniekad potwierdza to
przypuszczenie, ze w komédrkach od tych dawcédw, pomimo niewielkiego wzrostu CLDN1, mogg by¢
obecne komoérki o ,,mtodym” fenotypie. W prébce o numerze 31 dochodzi do najwiekszego spadku
poziomu H3K9me3 oraz HPla, atowarzyszacy im spadek CLDN1 i ANLN przypomina wariant RS
w VSMC. Najprawdopodobniej w populacji tych komdrek przewazajg komdrki stare replikacyjnie.
Ostatnia prébka (nr 32) wykazuje najmniej spdjny profil poziomu czterech badanych biatek, poniewaz
dochodzi do znacznego spadku ekspresji ANLN i CLDN1, co sugeruje zajscie starzenia replikacyjnego
w komoérkach, natomiast obserwowany poziom H3K9me3 iHPla przypomina ten zanotowany
w probce 29 i30, czyli wskazujgcy na starzenie przyspieszone. Mozliwe rowniez, ze w tej prébce

obecna byta pewna liczba komdrek mtodych, ktére wptynety na wiekszy poziom H3K9me3 oraz HP1a.

Podsumowujac, w celu oznaczenia typu starzenia zachodzacego w komadrkach izolowanych z blaszki
miazdzycowej warto zastosowac oba biatka jako markery. Anillina moze zosta¢ uzyta w celu
zidentyfikowania procesu starzenia, poniewaz jej spadek zanotowano we wszystkich badanych typach
(PS iRS), natomiast zastosowanie klaudyny-1 moze pomdc oznaczy¢ komorki stare w sposdb
przyspieszony (Tabel 4.5). Wysoka ekspresja CLDN1 koreluje z nizszg ekspresjg biatka HP1a i H3K9me3,
co jest charakterystyczne dla starzenia przyspieszonego. Natomiast w przypadku braku lub niskiej
ekspres;ji klaudyny-1 warto dodatkowo sprawdzi¢ profil HP1a i H3K9me3, gdyz ich poziom moze dac
odpowiedz czy doszto do starzenia replikacyjnego czy w populacji obecne sg komérki mtode. Zatem
brak ekspresji klaudyny-1 potgczony z niskg ekspresja HPla i H3K9me3 wskazuje na starzenie
replikacyjne, a wysoka ekspresja klaudyny-1 potgczona z niskg ekspresjg HP1a i H3K9me3 wskazuje na
przyspieszone. Wysoki poziom H3K9me3 i HP1la, moze sugerowaé obecnos¢ komérek o mtodym

fenotypie.
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Tabela 4.5 Zmiany w poziomie biatek ANLN, CLDN1, H3K9me3 oraz HP1a w komorkach izolowanych z blaszki
miazdzycowej, pozwalajace scharakteryzowac typ starzenia komérkowego.

Wariant ANLN CLDN1 H3K9me3 | HPla
Populacja z przewagg mtodych komaérek +++ +/- +++ +4+
Populacja z przewaga komérek PS - +++ ++ ++
Populacja z przewagg komérek RS - - +/- +/-
Mieszana populacja komdrek mtodych i starych | +/- +/- + +

Oznaczenia poziomu biatka: ,,+++” - wysoki; ,,++” - niski, ,+” - bardzo niski; ,+/-” - bardzo niski lub brak; ,-” — brak
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5. Dyskusja

Wiele dotychczasowych badan dowiodto, ze obecnos¢ i akumulacja starych komérek w tkankach ma
znaczacy wptyw na pogorszenie ich funkcji i jest scisle zwigzana z wiekiem. Stare komdrki stanowig
rowniez istotny sktadnik zmienionych chorobowo narzaddéw, wtym S$cian naczyi krwionosnych
objetych zmianami miazdzycowymi. Bardzo istotng role w tworzeniu sie istabilizacji blaszki
miazdzycowej petnig komérki miesni gtadkich naczyn, ktére stanowia jeden z modeli badawczych
stosowanych w Pracowni Molekularnych Podstaw Starzenia. Do tej pory opisaliémy wiele zmian
zachodzacych podczas starzenia replikacyjnego oraz przyspieszonego indukowanego doksorubicyng
i kurkuming [6, 213]. Jak wspomniano, doksorubicyna powoduje powstawanie uszkodzen podwajnej
nici DNA, co ma odzwierciedlenie w zmienionej strukturze chromatyny i ekspresji genéw. Ponadto
wykazano, ze zastosowanie doksorubicyny w terapii nowotworowej ma dziatanie kardiotoksyczne
[221] i moze przyczyniad sie do starzenia komorek progenitorowych serca oraz kardiomiocytéow [222],
[223]. Z kolei drugi zwigzek, kurkumina, indukuje starzenie z uruchomieniem sciezki DDR, mimo braku
uszkodzen DNA, co stanowito doskonaty odrebny model starzenia w stosunku do zwigzkow
uszkadzajgcych DNA. W Pracowni Molekularnych Podstaw Starzenia jako pierwsi zaczeliSmy badad
dziatanie cytostatycznych dawek kurkuminy na VSMC. W mojej pracy doktorskiej skupilismy sie na
scharakteryzowaniu zmian strukturalnych chromatyny zachodzacych w przyspieszonym starzeniu
komarkowym obu typédw (DOX vs CUR), gdyz zalezato nam na identyfikacji cech réznigcych starzenie
replikacyjne od przyspieszonego, réwniez w przypadku indukcji starzenia niezaleznego od uszkodzen
DNA. Poznanie tych rdéznic moze przyczyni¢ sie do wytypowania nowych markeréw pozwalajacych
odréznié¢ oba typy starzenia, co tez uczyniono w toku niniejszej pracy. Jest to otyle wazne, iz
W organizmie starzenie moze zachodzi¢ zarowno na drodze przyspieszonego jak ireplikacyjnego
starzenia. W zwigzku z tym, nowe markery mogg pozwoli¢ zidentyfikowac warunki odpowiedzialne za
indukcje starzenia przyspieszonego izapobiec jego wystepowaniu oraz wybraé¢ potencjalny cel
terapeutyczny, ktéry pozwolitoby ztagodzi¢ negatywne skutki starzenia. Pod uwage wzieto zmiany
dotyczace histonu H3, gdyz biorg one udziat w kontroli struktury chromatyny iekspresji gendw.
Ponadto prébowalismy wyjasnié role biatka HP1a w tym procesie. Uzyskane dane in vitro pozwolity na
przeprowadzenie charakterystyki zmian zachodzacych in vivo oraz sprawdzenie ich uniwersalnosci

w fibroblastach.
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5.1. Charakterystyka struktury jadra ichromatyny komérek ulegajacych

ré6znym typom starzenia
Jadro ma niezwykle dynamiczng i plastyczng strukture, ktéra podlega ciggtym zmianom zaréwno
w ksztafcie jak i sprezystosci w trakcie cyklu komdrkowego [224], migracji [225] czy pod wplywem
czynnikéw stresowych. Odpowiedzig na te czynniki moze by¢ starzenie komorkowe. Podczas starzenia
dochodzi do znacznego powiekszenia powierzchni jadra, w zwigzku z czym cecha ta stanowi ogélny
znacznik starzenia. Do tej pory ukazato sie wiele prac podejmujgcych tematyke zmian jadrowych
starych komdérek, w tym VSMC. Niewiele jednak wzieto pod uwage catosciowg charakterystyke zmian
zachodzacych podczas starzenia replikacyjnego i indukowanego stresem w poréwnaniu do komdrek

mtodych.

Odkad poznano i ulepszono technike AFM, to obok mikroskopii elektronowej stanowi ona nieocenione
narzedzie do poznania morfologii struktur komdrkowych w skali nanometréw [226]. Te metode
wykorzystano juz w kilku badaniach majgcych na celu poznanie struktury komérek miesni gtadkich
naczyn, w tym powierzchnie i wysokos¢ komérek oraz zmiany w ich wtasciwosciach mechanicznych
pod wptywem wybranych czynnikéw [227, 228]. Jednakze w niewielu badaniach podjeto sie opisania
zmian zachodzacych w strukturze jgdra podczas starzenia. Jesli takie prace sg, to dotyczg np. starzenia
przyspieszonego w mysim modelu progerii, az wybranych parametréw uwzgledniono pomiar
powierzchni jadra i komérki lub sztywnosci najczesciej catej powierzchni komarki [229], rzadziej jadra
[230]. Jesli pomiary dotyczyly jadra, to byty one przeprowadzane w nienaruszonej komadrce, a wiec
sztywnos¢ mierzono z uwzglednieniem cech cytoszkieletu. Pokazano, ze w starych VSMC dochodzi do
wzrostu sztywnosci komodrek ijest to jedna zich charakterystycznych cech. Takie obserwacje
poczynilismy réwniez w naszych badaniach w komadrkach RS, ale nie PS, gdzie takich zmian nie
zaobserwowano (dane nieopublikowane). Natomiast w niniejszej pracy postanowilismy poszerzy¢
charakterystyke zmian zachodzgcych w starzeniu, tym razem opisujgc bezposrednig szorstkosé

powierzchni wyizolowanych jader, do tej pory nieopisywanej w tym modelu badawczym.

Uzyskane obrazy za pomocg mikroskopii sit atomowych pozwolity nam zaobserwowaé znaczgce zmiany
w morfologii jadra. Oprdcz zwiekszonej powierzchni, stare komérki charakteryzowaty sie odmiennym
ksztattem, umozliwiajgcym wstepnie odrdzni¢ komorki PS od RS. Jadra komdrek starych w sposéb
przyspieszony byty bardziej owalne o regularnej krawedzi w przeciwienstwie do komodrek RS, ktére
przybieraty wysoce zroznicowany ksztatt (Ryc. 4.4. A). Kolejng wazng zaobserwowang réznicg byta inna

morfologia jaderek, zalezna od wariantu eksperymentalnego. W miodych komérkach jgderka sg
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nieliczne i bardzo skondensowane, wystajgce wysoko ponad powierzchnie jadra, zdecydowanie wyzej
niz jaderka komérek starych. W starzeniu natomiast dochodzito do wzrostu powierzchni oraz liczby
jaderek na jadro. Taka morfologia koreluje z wynikami mikromacierzy, ktére wykazaty znaczacy wzrost
w ekspresji matych jgderkowych RNA (small nucleolar RNA, snoRNA) (Ryc. 4.28.). Mate jagderkowe RNA
to czasteczki o dtugosci od 60 do 300 nukleotyddw, ktére nalezg do diugich niekodujgcych RNA
(IncRNA). Lokalizujg sie w jaderkach i biorg udziat w dojrzewaniu rybosomalnego i splicingowego RNA
oraz potranskrypcyjnej regulacji gendw, a swojg funkcje petnig dopiero po utworzeniu kompleksu
biatkowego, czyli matych jaderkowych rybonukleoprotein — snoRNP (small nucleolar
ribonucleoproteins) [231]. Ze wzgledu na znajdujace sie w ich strukturze specyficzne motywy, snoRNA
mozna podzieli¢ na SNORA oraz SNORD. SNORA charakteryzujg sie obecnosciag motywu pudetkowego
H/ACA (H/ACA box snoRNAs) i zaangazowane sg w pseudourydylacje nukleotydéw, natomiast SNORD
posiadajg motyw C/D i odpowiadajg za metylacje nukleotyddw [232]. W naszych wynikach, to wtasnie
SNORD wykazuje sie najwiekszym wzrostem ekspresji (SNORA nie zanotowano), a 91 z nich byto
eksprymowanych wytgcznie w RS. Trzy razy mniej (29) czasteczek SNORD obserwowano we wszystkich
typach starzenia, aich ekspresja réwniez byta wyzsza w poréwnaniu do kontroli. Wséréd tych
wspodlnych gendw znajduje sie SNORD116-9, ktorego ekspresja, wedtug naszych wynikéw, moze by¢
kontrolowana przez H3K9me3 i HP1a. Wyniki ChIP-seq wskazujg, ze miejsce wspdlnego wystepowania
tych znacznikdw w okolicach genu kodujgcego SNORD116-9 jest charakterystyczne wytgcznie dla
komoérek mtodych. W zwigzku z tym dochodzi do zahamowania ekspresji SNORD116-9 w mtodych
komdrkach, natomiast brak tych represyjnych znacznikow (H3K9me3 i HP1a) w komérkach starych
moze ttumaczy¢ wyiszg ekspresje tego genu. Niestety nie zauwazono wiecej takich miejsc
regulatorowych, wiec nie mozna jednoznacznie okresli¢ mechanizmu regulacji SNORD. Reasumujac,
najwieksze jgderka zanotowano w komadrkach RS, co koreluje z najwyzszg liczbg eksprymowanych
czgsteczek SNORD w tym wariancie. Znacznie mniej SNORD obserwowano w komadrkach PS
i najprawdopodobniej ma to wptyw na mniejszy rozmiar iliczbe jaderek wtym typie starzenia
w poréwnaniu do RS. Poczynione obserwacje s3 zgodne z dotychczasowymi doniesieniami, gdyz
wieksza powierzchnia jgderek i wzrost ekspresji jaderkowych RNA jest proponowang cechg starzenia
[233], anasze badania sugeruja, ze ich rozmiar i morfologia mogg by¢ zalezne od czynnika
indukujacego ten proces. Na obrazach AFM zaobserwowano réwniez zmienng strukture powierzchni
jadra charakteryzujaca sie bardzo zréznicowang topografig (oszacowanej na podstawie skali ciepta),
zalezng od typu starzenia. W zwigzku z tym sprébowano zmierzy¢ szorstkosé powierzchni jgder. Taka
metode pomiaru szorstkosci z sukcesem zastosowano w celu poznania dynamiki wydzielania

pecherzykdw zewnatrzkomorkowych z komérek neuroblastomy poddanych dziataniu H,0, [234].
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Otrzymane przez nas wyniki sugerujg wzrost szorstkosci powierzchni jagdra w starych komadrkach,

jednakze jest on nieistotny statystycznie ze wzgledu na zbyt duze rozrzuty w pomiarach.

Przyczyny wzrostu powierzchni jadra w starych komérkach upatruje sie m.in. W zmianach ekspresji
lamin. W badanych typach starzenia zauwazono spadek laminy B1, natomiast nie dochodzi do
znaczacych zmian w poziomie laminy A/C. O ile spadek LMNB1 jest cechg charakterystyczng starzenia
[235], to spadek laminy A/C juz nie i w VSMC biatko to pozostaje na podobnym poziomie niezaleznie
od typu starzenia. Obok zmian w strukturze lamin, na powiekszajgcy sie powierzchnie wptywajg
rowniez zaburzania w cytoszkielecie oraz stopief kondensacji chromatyny. Dowiedziono, ze poziom
upakowania chromatyny moze kontrolowac¢ rozmiar jadra [236, 237]. W przypadku badanych przeze
mnie komorek, rozluzniajgca sie struktura chromatyny w potaczeniu z mniejszg ekspresja LMBN1
najprawdopodobniej wptywa na zwiekszajgca sie szorstkosé powierzchni, rozmiar oraz ksztatt jadra.
Ponadto, w starzeniu zaobserwowano zmniejszone oddziatywanie H3K9me3 z LMNB1, co wskazuje na
deregulacje w strukturach LAD itym samym moze przyczynia¢ sie do zwiekszenia szorstkosci

powierzchni jgdra oraz zmian w jego ksztatcie.

W zwigzku z obserwowanymi zmianami, postanowiono dokona¢ dodatkowej charakterystyki struktury
jadra ichromatyny w starzeniu, uzywajac wtym celu stosownego barwienia oraz mikroskopii
fluorescencyjnej. Dotychczas kilka zespotéw podjeto sie zadania scharakteryzowania zmian w starzeniu
podobng metodg [238], ale znéw niewiele znich dotyczyto VSMC starzejgcych sie w sposdb
przyspieszony lub replikacyjny. Aby tego dokonaé zastosowano powszechnie uzywany w tym celu
zwigzek DAPI, ktéry interkaluje do DNA i z racji posiadanych wtasciwosci fluorescencyjnych obrazuje
upakowanie chromatyny w jadrze [239]. Do dalszych analiz wykorzystano szereg parametréw, ktore
byly dostepne w pakiecie oprogramowania CellProfiler. Dzieki temu, udato nam sie wskazac
charakterystyczne zmienne wptywajace na rdézinice miedzy komdrkami mtodymi a starymi oraz
pozwalajgce odrdzni¢ starzenie przyspieszone od replikacyjnego. Pokazano, ze jgdra komodrek
ulegajgcych starzeniu w sposob replikacyjny sg znaczaco wieksze niz CTRL czy PS iich mediana
powierzchni mierzy nieco ponad 300 um?. Podobnych obserwacji dokonat zespét Stevana Stojanowica
[240], ktory pokazat, ze VSMC poddane starzeniu replikacyjnemu wykazywaty sie wiekszg powierzchnig
i mediana ich rozmiaru wynosita powyzej 400 um?. Niestety, mimo zastosowania w badaniach
wariantu starzenia przyspieszonego (indukowanego bleomycyng) nie zmierzono powierzchni jadra
tych komérek. W zwigzku z tym nie jesteSmy w stanie skonfrontowac naszych wynikéw z wariantu
starzenia przyspieszonego. Ponadto na podstawie naszych pomiaréw pokazano, ze komodrki RS

przybierajg bardziej wydtuzony i nieregularny ksztatt oraz majg mato skomplikowang strukture DNA,
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wskazujgcg na wysoce rozluzniong chromatyne. Z drugiej strony komorki starzejgce sie w sposdb
przyspieszony wykazujg fenotyp ,,posredni” miedzy komdrkami mtodymi a starymi (doktadniej opisane

w podrozdziale 4.1.2.2.).

Podobng metode charakterystyki starzejgcych sie komérek zaproponowat niedawno zespét R. Wallisa
(2022 rok) [241], opisuje ona tak zwany profil morfologiczny zwigzany ze starzeniem SAMP
(senescence-associated morphological profile). Cho¢ naukowcy zastosowali bardziej ztozony
i rozszerzony wachlarz cech morfologicznych i przestrzennych, gdyz pod uwage brano réwniez
parametry opisujgce catg komadrke w tym jej rozmieszczenie wzgledem catej populacji (tacznie tych
parametréw byto ok. 60, ktdre ostatecznie zredukowano do ok. 30), otrzymano podobne wnioski do
moich iniektdre analizy dotyczace jgdra komdrkowego byty zblizone. Pokazano, podobnie jak
uzyskanych przeze mnie wynikach, ze w trakcie starzenia dochodzi do wzrostu powierzchni jgdra oraz
zmian w jego ksztafcie czy intensywnosci barwienia DNA, a zmiany te, mogg stanowié¢ podstawe do

identyfikacji starych komérek w populacji.

Réwniez w zesztym roku opublikowano algorytm pozwalajacy wykryé stare komérki w hodowli [242].
W tym projekcie uwzgledniono zdecydowanie wiecej parametrow, poniewaz analizy obejmowaty
dodatkowo zmiany typowych markerdw starzenia jak poziom SA-B-gal, biatka p21 czy p53, ktore
potgczono w jeden predyktor wykorzystujacy gtebokie uczenie maszynowe. Za jego pomocy, zespotowi
z sukcesem udato sie zidentyfikowaé komorki stare w prébkach pochodzacych od pacjentéw z progerig
HGPS, zespotem ataksja-teleangiektazja (AT) isyndromem Cockayne oraz starych replikacyjnie

fibroblastach. Predyktor ten sprawdzit sie rowniez w starych astrocytach i neuronach.

Powyzsze metody charakterystyki jgder [241, 242] stanowig obiecujacy sposdb na identyfikacje
starzejgcych sie komérek w badanej populacji. Jednakze nalezy zaznaczy¢, ze zadna z nich nie pozwala
na identyfikacje typu starzenia, a wszystkie skupiajg sie jedynie na wykryciu zachodzacego procesu
w hodowli in vitro lub ex vivo. W opisanych metodach zastosowano szeroki wachlarz parametréw
charakteryzujgcych strukture jadra, co niewatpliwie przemawia za ich atrakcyjnoscia, jednakze my
pokazalismy, ze do wykrycia starzejacych sie komdrek w hodowli wystarczy kilka z nich. Ponadto, na
ich podstawie mozna wstepnie podzieli¢ VSMC na PS iRS. Z pewnoscig dalsze badania
z wykorzystaniem innych typdéw starzenia oraz innych komadrek zaréwno in vivo jak i ex vivo, pozwolg
nam zweryfikowaé skutecznosc naszej metody. Niewatpliwie catosciowa analiza komoérek izolowanych
z blaszek miazdzycowych przyczynitaby sie do doktadnego ijednoznacznego wyznaczenia komérek

starych w populacji. Na ten moment, by tego dokona¢, wykorzystalismy tylko jeden parametr, czyli
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wielko$¢ powierzchni jadra, a punktem granicznym byta warto$é 200 um? (wyjasnienie zamieszczono

w podrozdziale 4.1.2.2.).

Na tej podstawie wykazano obecnos¢ ok. 40% starych komodrek pochodzacych z blaszki, chociaz
odsetek rdznit sie pomiedzy pacjentami. Wynik ten uzupetnia sie (sumuje do 100%) z odsetkiem
komoérek zdolnych do podziatu (identyfikowanych za pomocg poziomu wbudowywania BrdU), ktére
nadal dzielg sie w ok. 60%. Zastosowanie pomiaru aktywnosci SA-B-gal w tym przypadku okazato sie
nieprecyzyjnym znacznikiem, poniewaz otrzymany wynik wskazuje na obecnos¢ w populacji ok. 60%
starych komorek. Jest to 0 20% wyzszy poziom niz wskazat pomiar powierzchni jadra. Jednak analizujgc
hodowle komédrek AP, w niektérych przypadkach (zaleznych od pacjentéw) obserwowano
intensywniejszg proliferacje komdrek, w zwigzku ztym, w niektérych miejscach dochodzito do
przegeszczenia hodowli, co byto przyczyng stresu komodrkowego. To w takich komdrkach
obserwowano wysoki poziom SA-B-gal, czyli fatszywie pozytywny wynik. Potwierdza to niedoskonatos¢

metody jakim jest oznaczanie aktywnosci SA-B-gal.

5.2. Odmienny profil transkryptomiczny VSMC zalezny od typu starzenia
Przed przystgpieniem do zasadniczych analiz zmian transkryptomicznych towarzyszgcych starzeniu
VSMC, dokonatam charakterystyki zachodzgcego procesu, stosujgc wiele powszechnie uzywanych
metod i znacznikdw. Do nich nalezy oznaczanie poziomu proliferacji komdrek poprzez wbudowywanie
BrdU do DNA komoérki, poziom aktywnosci SA-B-gal, poziom biatek zwigzanych z zatrzymaniem cyklu
czy uruchomieniem odpowiedzi na uszkodzenia DNA. Z racji, ze uzyty w niniejszej pracy model
starzenia VSMC zostat juz przez nas szeroko opisany pod katem tych znacznikdw, uzyskane wyniki nie
beda tutaj szczegétowo dyskutowane. Tak jak wspomniano, ich zastosowanie w pracy miato na celu
wyltgcznie potwierdzenie wystgpienia procesu starzenia. Podobnie starzenie, zaréwno przyspieszone
jak ireplikacyjne fibroblastéw, ktére sg standardowym modelem, jest opisane w wielu dostepnych
pracach. Rowniez w przypadku komodrek blaszki miazdzycowej, wiele prac dowiodto obecnosci starych
komérek w tkankach ex vivo [243]. Komoérki te charakteryzujg sie wyzszg aktywnoscig SA-B-gal,
wyzszym poziomem biatek p21 ipl6 oraz zwiekszong liczbg uszkodze DNA, rozpoznawanych
pojawieniem sie skupisk yH2AX. W naszych analizach potwierdzono powyzisze obserwacje oraz
zauwazono, ze cechg charakterystyczng tych komdrek jest ich niesynchroniczne starzenie sie, silnie

zalezne od dawcy (tak jak opisano w rozdziale 4.2.).

Przechodzac do analizy uzyskanych wynikdw mikromacierzy, mozemy zauwazy¢ znaczne rdznice

w profilu ekspresji gendw miedzy starzeniem przyspieszonym a replikacyjnym VSMC. Pierwszego
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dowodu dostarczyta nam przeprowadzona analiza gtéwnych sktadowych, ktéra dodatkowo wskazata
wysokie podobienstwo miedzy komérkami traktowanymi doksorubicyng i kurkuming (Ryc. 4.27). W
zwigzku z tym przeprowadzono analize funkcjonalng trzech grup genéw, czyli wspdlnych dla wszystkich
typow starzenia, zmieniajacych sie wytgcznie w starzeniu przyspieszonym (bez wzgledu na bodziec
indukujacy starzenie) oraz charakterystyczne tylko dla starzenia replikacyjnego. Nalezy zaznaczy¢, ze
do analiz zostaty wziete wszystkie znaczgco zmieniajgce sie geny, czyli takie, ktérych ekspresja w dane;j
grupie ulega zwiekszeniu lub zahamowaniu, w zwigzku z tym nie mozna jednoznacznie okreslié, ktore
podane procesy biologiczne zostajg aktywowane bagdZz wyciszane (jak to zwykle podaje sie
w publikacjach). Take podejscie jest o tyle interesujgce, ze pozwala nam catosciowo spojrze¢ na zmiany
zachodzace w danym procesie, a zwtaszcza poznac wspdlne zaleznosci oraz interakcje miedzy genami
o zréznicowane] ekspresji. Wedtug bazy danych Gene Ontology, geny zmieniajgce sie we wszystkich
typach starzenia zaangazowane sg m.in. W regulacje cyklu komérkowego, replikacje DNA czy
odpowiedZz na uszkodzenia DNA, co jest zgodne z dotychczasowymi doniesieniami badajgcymi
molekularny aspekt starzenia. Natomiast interesujgce rdznice mozina zaobserwowac w starzeniu
przyspieszonym oraz replikacyjnym. Geny zmieniajgce sie w komaérkach PS biorg udziat w odpowiedzi
na bodziec zewnetrzny, w adhezji komérek czy organizacji cytoszkieletu, a biatka kodowane przez te
geny, w wiekszosci znajdujg sie w cytoplazmie, miejscach potgczen miedzykomérkowych (anchoring
junctions), ztgczach komérkowych czy w wigzkach aktyny. Sugeruje to, ze komérki poddane starzeniu
przyspieszonemu moga wykazywaé zdolno$¢ do migracji. Hipoteza ta zostata juz potwierdzona
i dowiedziono, ze jest to cecha wytgcznie komérek PS (wyniki nieopublikowane). Jednakze dane
literaturowe dostarczajg sprzecznych informacji na ten temat. Z jednej strony, wraz z wiekiem
dochodzi do spadku zdolnosci VSMC do migracji [244], natomiast z drugiej, obserwuje sie wzrost
w starych komadrkach aorty pozyskanych od starszych pacjentéw w poréwnaniu do mtodszych [245].
Co ciekawe, nieco inny profil transkryptomiczny, lecz nadal w pewnym stopniu podobny do tego
otrzymanego przeze mnie, towarzyszacy starzeniu przyspieszonemu uzyskat zespét Anny K. Urygi,
gdzie badano wytacznie komoérki indukowane doksorubicyng, wiec nie odzwierciedlaty idealnie
naszego uktadu eksperymentalnego. Nie porédwnano réwniez tych wynikdw do starzenia
replikacyjnego [246]. Ponadto, przedstawiono wyniki analizy z uzyciem bazy danych REACTOME.
Wedtug ich doniesien, w tym typie starzenia, geny ulegajgce aktywacji zaangazowane sg w proces
starzenia komérkowego, wydzielania SASP i naprawe DNA. Natomiast geny, ktore ulegajg wyciszeniu
zwigzane s3 zcyklem ipodziatem komdrkowym oraz utrzymaniem struktury telomerdw. Nalezy
zaznaczyc¢, ze analiza ta dotyczyta wytgcznie jednego typu starzenia, a zmieniajace sie geny podzielono

na te aktywowane ihamowane. Gdy jeszcze raz, w podobny sposéb przeprowadzono analize
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funkcjonalng uzyskanych przeze mnie wynikdw, wytacznie dla komérek traktowanych doksorubicyng
oraz zzastosowaniem bazy danych REACTOME, zauwazono zahamowanie podobnych sciezek,

natomiast aktywowane byty gtéwnie procesy zwigzane z SASP (nie pokazano).

Przeprowadzona przeze mnie analiza komodrek RS wskazata, ze geny charakterystyczne dla tego typu
starzenia odpowiadajg gtéwnie za regulacje proceséw metabolicznych w komérce oraz biosynteze
roznych czasteczek komorkowych. Biatka kodowane przez te geny najczesciej spotyka sie w wiekszosci
organelli komoérkowych (cytoplazmie, jagdrze oraz innych organellach iich bfonach). Niestety
w literaturze brak jest jasnych danych dotyczacych zmian w transkryptomie VSMC poddanych
starzeniu replikacyjnemu. Sprébowano zatem skonfrontowaé nasze wyniki z danymi proteomicznymi,
niedawno opublikowanymi przez zespét Stevana D. Stojanovica [247]. Analiza funkcjonalna biatek
sugeruje, ze w starzeniu replikacyjnym dochodzi do deregulacji proceséw zwigzanych z metabolizmem
RNA (geny wyciszane) oraz wzrostu sekrecji czgsteczek — SASP (geny aktywowane). Wedtug naszych
danych owszem, dochodzi do zmian w metabolizmie komérki, jednak procesy dotyczace RNA czy

mMRNA nalezg do zmieniajgcych sie najmniej istotnie (nie pokazano).

Jak widaé¢, danych dotyczacych profilu ekspresji gendéw charakterystycznych dla starzenia
przyspieszonego i replikacyjnego w VSMC oraz ich poréwnania, jest niewiele. Ponadto, do tej pory nie
opublikowano takich danych w kontekscie starzenia indukowanego kurkuming. Niniejsza praca jako
pierwsza podsumowuje zmiany w poziomie ekspresji gendéw, zachodzgcych w starzeniu
przyspieszonym (bez wzgledu na wystepowanie badz brak uszkodzen DNA) i replikacyjnym VSMC. Jest
to znaczacy krok ku poznaniu réznic miedzy tymi typami starzenia i by¢ moze wyznaczeniu nowych
znacznikéw, identyfikujacych proces w komérkach. W niniejszej pracy podjeto sie tego zadania,

a w dalszej czesci tego rozdziatu przedyskutowano zaproponowane przez nas potencjalne biatka.

Dodatkowo, na podstawie wynikow mikromacierzy zauwazono, ze w starzeniu dochodzi do znacznego,
gdyz nawet 70-krotnego, spadku ekspresji gendw kodujgcych klastry histondw i ich wariantow. Jest to
odwrotny wynik do tego raportowanego przez zespdt Anny K. Urygi, poniewaz ich dane wskazujg na
znaczny wzrost ekspresji klastrow histondw w starzeniu przyspieszonym [246]. W wykonane] przeze
mnie analizie komodrek ulegajgcych starzeniu na skutek kontaktu z doksorubicyng, ekspresja tych
klastrow pozostaje bez zmian, podobnie jak iw pozostatych typach starzenia. Na podstawie
otrzymanych przeze mnie danych, niestety nie jestem w stanie podaé zmian w poziomie transkryptu
kanonicznych histonéw ze wzgledu na ograniczenia techniczne metody. Histony kanoniczne, s3

jedynymi biatkami, ktérych mRNA nie posiada ogonka poliA [248], a metoda mikromacierzy jest
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w stanie wykry¢ tylko takie mRNA, ktdre ten fragment posiadajg. W zwigzku z tym sprawdzitam, jak
zmienia sie poziom histonu H3 na poziomie biatka. Zgodnie z dotychczasowymi doniesieniami, we
wszystkich badanych wariantach, zaréwno VSMC i fibroblastéw, dochodzi do spadku poziomu H3, co
jest charakterystyczng cecha starzenia [249]. W zwigzku z tym, ze komoérki zatrzymujg sie w cyklu,
dodatkowo sprawdzilismy, czy w starzeniu tych komdrek dochodzi do akumulacji wariantu H3.3.
Podobnie jak w przypadku histonu H3, dochodzi do ogdlnego (czyli w poréwnaniu do referencyjnego
biatka GAPDH) spadku poziomu jego wariantu (jedynie w starych replikacyjnie VSMC spadek ten jest
nieistotny). Takie obserwacje stojg w sprzecznosci z danymi literaturowymi, poniewaz wiele badan
potwierdza wzrost H3.3. W starzeniu [250]. Jednak, gdy poréwnano poziom H3.3 wzgledem jego
kanonicznego odpowiednika, stosunek H3.3 do H3 rosnie w starzeniu replikacyjnym VSMC lub
pozostaje bez zmian w starzeniu przyspieszonym. Wydaje sie wiec, ze w starzeniu VSMC moze
dochodzi¢ do procesu wymiany histondw (histone turnover). W fibroblastach wydaje sie, ze tego

znacznika jest tylko nieznacznie mniej w poréwnaniu do H3.

5.3. Starzenie komdrkowe wigze sie ze spadkiem poziomu znacznikow

heterochromatyny H3K9me3 oraz H3K27me3
W starzeniu obserwuje sie rowniez znaczgcy spadek znacznikdéw heterochromatyny H3K9me3 oraz
H3K27me3, ktory jest zalezny od typu starzenia i rodzaju komérek. W VSMC obserwowano stopniowy
spadek H3K9me3, gdzie najwiekszy zanotowano dla komadrek RS. Za spadek trimetylacji w obu typach
starzenia najprawdopodobniej odpowiada metylotransferaza SUV39H1, ktdrej ekspresja genu jak
i poziom biatka spada wraz ze starzeniem. W zwigzku z tym niemozliwe jest dotgczenie nowych grup
metylowych do lizyny 9 i 27. Ze spadkiem poziomu biatka SUV39H1 zwigzany jest tez spadek sygnatu
fluorescencji w komoérce, z wyjatkiem komodrek traktowanych doksorubicyng. W tym wariancie
zaobserwowano tworzenie sie wielu skupisk tego biatka. By¢ moze powstawanie skupisk SUV39H1
zwigzane jest zuszkodzeniami podwdjnej nici DNA, wystepujgcymi gtdwnie w komodrkach
traktowanych doksorubicyng (analiza skupisk yH2AX, ryc. 4.3.). W mysim modelu progerii zauwazono,
ze gromadzaca sie prelamina a wigze sie z SUV39H1, chronigc biatko przed degradacjg. Dzieki temu,
SUV39H1 jest w stanie aktywnie dotagczaé grupe metylowga do lizyny 9 histonu H3 czym wptywa na
wzrost poziomu upakowania chromatyny. Taka difugotrwata kondensacja chromatyny bogatej
w H3K9me3, powoduje opdinienie uruchomienia $ciezki naprawy DNA. Wyciszenie SUV39H1
skutkowato wznowieniem naprawy DNA, co wydtuzato zycie myszy [251]. Jak wspomniano, w naszym
modelu starzenia indukowanego doksorubicyng dochodzi do akumulacji nienaprawionych uszkodzen

DNA oraz powstawania wielu skupisk biatka SUV39H1. By¢ moze, mimo spadku poziomu, zmieniona
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lokalizacja SUV39H1 wptywa na proces naprawy powstatych peknie¢. Aby potwierdzi¢ te hipoteze,
przeprowadzono barwienie SUV39H1 z yH2AX, lecz niestety do tej pory nie uzyskano jednoznacznych

wynikow.

Za spadek trimetylacji H3K9 w VSMC moze by¢ réwniez odpowiedzialny wzrost ekspresji genu
kodujacego demetylaze KDM4B, ktéra wykazuje najwyzsze powinowactwo do H3K9me3 [252],
zwtaszcza w okolicach centromerdw [253]. Analiza rozktadu H3K9me3 (ChlP-seq) wskazuje na spadek
tej modyfikacji wtasnie w bliskich okolicach centromeréw oraz telomerdw, czyli tam, gdzie spotykana
jest heterochromatyna konstytutywna (analiza za pomocg IGV). Sg to jedynie bliskie okolice
centromerdéw, poniewaz sekwencja istruktura samych centromeréw, telomeréw oraz ich
bezposrednich okolic dtugo pozostawata nieodkryta. Dopiero w drugim kwartale zesztego roku
opublikowano najnowszg sekwencje, catkowitego ludzkiego genomu, wliczajgc w to centromery [254],
telomery [255] i wszystkie niepoznane dotgd fragmenty chromosoméw. By¢é moze ponowna analiza
bioinformatyczna przypisywania pikéw do nowej sekwencji genomu poszerzytaby nam obraz zmian

roztozenia tego znacznika na chromosomach.

Obserwujgc spadek enzymow odpowiedzialnych za trimetylacje H3K9, przy jednoczesnym braku zmian
enzymow odpowiedzialnych za mono- i dimetylacje, mozna przypuszczaé, ze w starzeniu dochodzi
jedynie do spadku poziomu H3K9me3 i rozluznienia konstytutywnej chromatyny. Takich obserwacji

dokonano np. W fibroblastach przyspieszonego modelu starzenia (zesp6t Cockayne).

Woraz ze starzeniem dochodzi do spadku poziomu drugiego znacznika heterochromatyny (tym razem
fakultatywnej), czyli H3K27me3, ale oile spadek jest znaczacy, otyle nie jest on tak samo
spektakularny jak w H3K9me3. Taki spadek obu znacznikdw jest czesto obserwowany
w zaawansowanych stadiach blaszki miazdzycowej, przy jednoczesnym wzroscie acetylacji K9 i K27, co
ostatecznie negatywnie wptywato na stabilno$¢ blaszki pacjentéw [256]. Co ciekawe, spadek
H3K27me3 nie byt zwigzany ani z metylotransferazg EZH2, ani demetylazg JIMJD3, gdyz nie zanotowano
znaczacych zmian w poziomie tych biatek w miazdzycy [257]. W pewnym stopniu jest to sprzeczne
z naszymi wynikami, poniewaz poziom ekspresji EZH2 oraz innych biatek wchodzacych w sktad
kompleksu PRC2, spada w starzeniu (niezaleznie od typu). Wyjatkiem okazat sie gen kodujgcy homolog
EZH2, czyli biatko EHZ1. Jaka role petni ono w starzeniu VSMC nadal jest niejasne. W komérkach
krwiotwdrczych, wyzszy poziom EZH1 zwigzany jest z ze zmniejszeniem poziomu trimetylacji H3K27
z jednoczesnym zwiekszeniem monometylacji H3K27 i trimetylacji H3K4. Ponadto pokazano, ze EZH1

moze petni¢ swoje funkcje niezaleznie od EED [258, 259], ktdrego poziom, zaréwno genu jak i biatka,
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spada w naszym uktadzie eksperymentalnym. Wydaje sie zatem, ze w przypadku VSMC poddanych
przyspieszonemu ireplikacyjnemu starzeniu, za spadek trimetylacji H3K27 moze odpowiadac
nieprawidtowo dziatajgcy kompleks PRC2. Byé moze do tego procesu przyczynia sie rdwniez brak zmian
w poziomie ekspresji wiekszosci gendw kodujacych demetylazy, ktére sg dedykowane tej lizynie (z
wyjatkiem KDM6B w starzeniu replikacyjnym). W celu potwierdzenia tych przypuszczen niezbedne sg

dalsze badania.

Analiza zmian wybranych markeréw heterochromatyny w fibroblastach potwierdzita uniwersalnosé
zachodzacych zmian w starzeniu, podczas ktdrego obserwuje sie stopniowy spadek trimetylacji H3K9
i H3K27. Woyjatkiem okazaty sie komérki poddane starzeniu replikacyjnemu, poniewaz poziom
H3K27me3 wydaje sie pozostawaé tam bez zmian. Jednak nalezy mieé na uwadze fakt, ze zanotowano
bardzo rozbiezne pomiary. Niemniej obserwujgc zmiany w poziomie znacznikdéw skondensowanej
chromatyny w obu typach komadrek, wydaje sie, ze niemal catkowita deheterochromatynizacja dotyczy
gtéwnie starzenia replikacyjnego, a komaorki stare w sposdb przyspieszony wykazujg posredni stopien

upakowania miedzy CTRL a RS.

Ponadto, przeprowadzona analiza znacznikéw heterochromatyny w blaszkach miazdzycowych jedynie
potwierdzita poprzednie obserwacje. Poziom (wyzszy lub nizszy) trimetylacji H3K9 oraz H3K27 byt
zalezny od dawcy. Zauwazono natomiast, ze poziom tych dwdch znacznikdw w pewnym stopniu
korelowat ze sobg. Barwienie immunocytochemiczne wykazato zaleznos¢ intensywnosci sygnatu
fluorescencji od rozmiaru jadra; w matych jadrach (mtodych) obserwowano wysoki sygnat swiecenia,

ktory malat wraz z powiekszajgcym sie jadrem (czyli starzeniem).

5.4. Starzenie komdrkowe wigze sie ze spadkiem poziomu znacznikow

aktywnej chromatyny H3K4me3 oraz H3K9ac
Nieco zaskakujacych wynikdéw dostarczyta nam analiza biatek charakterystycznych dla aktywnej
chromatyny. Wbrew zatozeniom, poziom tych modyfikacji w badanym modelu starzenia VSMC spada.
Jest to niezgodne z dotychczas publikowanymi badaniami, w ktérych dowiedziono wzrost H3K4me3
oraz H3K9Ac w zaawansowanym stadium miazdzycy [260], co jak wspomniano powyzej powigzane jest
ze zwiekszong liczbg starych komdrek w blaszce. Ponadto pokazano, ze w starzeniu replikacyjnym
moze dochodzi¢ do podwyzszonej acetylacji H3K9 [261]. W zwigzku z tym, Ze nasze badania dostarczyty

odwrotnych obserwacji, postanowili§my sprawdzi¢, co moze byé powodem tego zjawiska.

Analizujgc enzymy odpowiedzialne za metylacje H3K4me3, wydaje sie, ze za spadek poziomu mogg by¢

odpowiedzialne demetylazy histonéw, poniewaz ekspresja genéw KDM5D oraz KDMS5B rosnie
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w starzeniu (zalezenie od jego typu). Nie mozna wykluczy¢, ze w starzeniu replikacyjnym, do nizszego
poziomu H3K4me3 przyczyniajg sie rowniez metylotransferazy, poniewaz ekspresja gendw trzech
z nich réwniez spada. Z racji, iz poziom ww. enzymow zostat sprawdzony wytacznie na poziomie

ekspresji gendw, ich rola w regulacji metylacji H3K4 jest wytgcznie spekulacyjna.

Pomimo ogdlnego spadku poziomu H3K4me3 w starzeniu, wydaje sie, ze zmiany w profilu
wzbogacenia tg modyfikacjag w genomie sg nieznaczne. Przeprowadzone analizy ChIP-seq wykazaty, ze
wraz ze starzeniem dochodzi do reorganizacji tego znacznika i zaleznie od typu starzenia (oraz czynnika
indukujgcego), dochodzi do pojawienia sie nowych miejsc wystepowania H3K4me3. Ponadto
dowiedziono, ze wiele miejsc promotoréw gendw pozostaje stale wzbogacona w H3K4me3 (wszystkie
cztery warianty eksperymentalne) i sg to geny kodujgce biatka zaangazowane w cykl komadrkowy czy
procesy metaboliczne komérki. Jednak wedtug wstepnej analizy poréwnawcze]j biorgcej pod uwage
wyniki transkryptomiczne, obecnos¢ tej aktywujgcej modyfikacji nie jest tozsama ze wzmozong
ekspresjg gendéw. Niektdre geny pozostawaty wyciszone w starzeniu, mimo obecnosci H3K4me3
w promotorach (np. geny biatek zrodziny E2F). Mozliwe, ze za kontrole ekspresji tych gendéw
odpowiadajg inne mechanizmy. Jednym z nich moze by¢ wystepowanie w promotorach modyfikacji
H3K27me3, tworzac miejsca biwalentne. W celu potwierdzenia tej hipotezy nalezatoby ponowic
analizy ChlIP-seq z uzyciem przeciwciata rozpoznajgcego H3K27me3. Innym mechanizmem regulacji
ekspresji gendw moze by¢ przytaczanie sie réznych czynnikdw transkrypcyjnych, co moze by¢ zwigzane
z wystepowaniem szerokich badz waskich pikdw w promotorach. Ponadto, najczesciej (cho¢ nie
zawsze) dochodzi do zmniejszenia wysokosci piku odczytow H3K4me3 w starzeniu. Niedawne badania
sugeruja, ze obserwowany wysoki pik H3K4me3 moze by¢ zwigzany z fenotypem kurczliwym VSMC,
kontrolowanym przez metylotransferaze SMYD3 [262]. Poziom tego biatka najprawdopodobniej nie
ulega zmianom w stosowanym przeze mnie modelu badawczym, gdyz jego poziom w starzeniu

przypomina ten obserwowany w mtodych komérkach.

Bioragc pod uwage zmiany w poziomie acetylowanej lizyny 9 histonu H3 oraz na podstawie
dotychczasowej wiedzy, mozna spekulowaé, iz za obserwowany spadek acetylacji w starzeniu VSMC,
moga by¢ odpowiedzialne deacetylazy histondw. Sprawdzono zatem poziom ekspresji gendw
kodujgcych deacetylazy histondw, biatka HDAC1 oraz aktywnosci wybranych deacetylaz. W starzeniu
dochodzi do spadku poziomu HDAC1, enzymu odpowiedzialnego za deacetylacje lizyny 9. Co ciekawe,
w starzeniu replikacyjnym dochodzi do wzrostu aktywnosci licznych HDAC, a w sktad badanego
zestawu wchodzit réwniez HDAC1. By¢ moze spadek HDAC1 na poziomie biatka nie ogranicza jego

aktywnosci albo inne deacetylazy przejmujg jego funkcje. Co ciekawe w fibroblastach dochodzi do
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wzrostu poziomu biatka HDAC1 w starzeniu, a najwiekszg aktywnos$¢ deacetylaz obserwowano
w komoérkach traktowanych doksorubicyng. W tym wariacie obserwowalismy réwniez najnizszy
poziom acetylowanych lizyn z biatkach. Najprawdopodobniej regulacja poziomu acetylacji H3K9

zachodzi inaczej w réznych typach komorek.

Do regulacji poziomu acetylacji H3K9 w VSMC mogg sie tez przyczyniaé acetylotransferazy, poniewaz
ekspresja wielu z nich jest zahamowana w starzeniu. Niemniej podobnie jak w przypadku H3K4me3,
potrzebne sg dodatkowe analizy. Za deacetylacje odpowiedzialne sg réwniez sirtuiny, ktore sg
najszerzej opisywanymi deacetylazami histonédw w miazdzycy. W toku badan prowadzonych w naszej
Pracowni opisano ich dziatanie w starzeniu PS i RS [263], w zwigzku z tym nie bedg dyskutowane

W niniejszej pracy

W przypadku blaszek miazdzycowych obserwowano zréznicowany poziom H3K4me3 w komdrkach,
zalezny od dawcy. Zauwazono, ze profil zmian w przypadku tej modyfikacji, pokrywa sie ztym
zanotowanym dla H3K9me3. Natomiast wysoki poziom H3K9ac wydaje sie by¢ zgodny

z dotychczasowymi doniesieniami.

5.5. Starzenie przyspieszone oraz replikacyjne nie przyczynia sie do

powstawania SAHF
Niekiedy, w VSMC starzejgcych sie w sposéb przyspieszony ireplikacyjny, obserwowano jadra ze
zwiekszong liczbg intensywniej wybarwionych DAPI skupisk DNA, przypominajacych z wygladu SAHF.
Mimo ze w niniejszej pracy nie skupiano sie na szczegétowej charakterystyce tych miejsc,
postanowiono przeanalizowac ich strukture w kontekscie znacznikéow H3K9me3 oraz H3K27me3.
W literaturze mozna znalez¢ liczne przyktady, ze sg to typowe biatka uczestniczagce w tworzeniu SAHF
[264], chociaz ich obecnos$é¢ nie jest kluczowa w powstawaniu istabilizacji tych skupisk [155].
W badanych komdrkach, zarowno VSMC, AP jak ifibroblastach, nie dochodzito do akumulacji ani
H3K9me3 ani H3K27me3 w miejscach skondensowanej chromatyny identyfikowanych na podstawie
barwienia DAPI. Ponadto, analiza rozmieszczenia H3K9me3 w genomie VSMC nie wykazata wzrostu tej
modyfikacji w promotorach czy okolicach gendéw kodujacych biatka E2F, czyli zwigzanych z cyklem
komdérkowym. Promotory tych gendéw sg czesto wyciszane na drodze powstawania SAHF, lecz
w naszym uktadzie eksperymentalnym pozostajg potencjalnie ,otwarte”, ze wzgledu na obecnos¢
znacznika aktywnej chromatyny H3K4me3 (szczegoty opisano w podrozdziale 4.1.6.1.). Zatem mozna
wywnioskowaé, ze wtych komdrkach itych typach starzenia nie dochodzi do powstawania

charakterystycznych SAHF. Podobne wyniki uzyskano dla starzejgcych sie replikacyjnie fibroblastéw

173



skory naczelnych (pawiandéw) [265]. Z drugiej strony, niedawno ukazata sie praca metodyczna, ktéra
sugeruje, ze w VSMC moze doj$¢ do powstawania SAHF, zwtaszcza w wyniku dziatania doksorubicyny
[266]. Skupiska te oznaczano barwieniem immunofluorescencyjnym iokazato sie, ze miejsca te
rozpoznawaty biatko yH2AX, co mylnie zostato nazwane przez autoréw SAHF. Fosforylowany wariant
histonu, yH2AX, wchodzi w skfad specjalnych struktur zwigzanych ze starzeniem, czyli DNA-SCARS
(DNA segments with chromatin alterations reinforcing senescence). Wraz zinnymi biatkami
zaangazowanymi w sygnalizacje oraz naprawe DNA, po zastosowaniu odpowiedniego barwienia,
przybiera forme skupisk. DNA-SCARS jest zupetnie odmienng strukturg od SAHF inie nalezy ich
stosowac zamiennie. Mimo braku w VSMC skupisk H3K9me3 oraz H3K27me3 zwigzanych z SAHF, nie
mozna jednoznacznie wykluczyé, ze nie dochodzi do akumulacji innych biatek moggcych tworzy¢ SAHF,
jak np. macroH2A, HMGA1, HIRA czy ASFla. W naszych badaniach, do tej pory nie analizowano tych

biatek. Nalezy jednak podkreslié, ze formowanie sie takich struktur jest zjawiskiem bardzo rzadkim.

5.6. Analiza zmian dotyczacych HP1a w starzeniu komérkowym
Wiazgce chromatyne biatko HP1a, petni znaczacg role w utrzymaniu struktury wyciszonej chromatyny
oraz prawidtowym tworzeniu sie otoczki jgdrowej i utrzymaniu ksztattu jadra [267]. SprawdziliSmy
zatem jego zmiany w starzejacych sie VSMC, komadrkach blaszki miazdzycowej oraz fibroblastach.
Dostepne badania potwierdzaja, ze spadek HP1a jest charakterystyczng cechg starzenia komaorek oséb
cierpigcych na progerie (HGPS, syndrom Wernera) [268, 269], natomiast nie jest wystarczajgco jasne,
jak HP1la zachowuje sie w starzeniu replikacyjnym oraz w starzeniu niezwigzanym z uszkodzeniami

DNA.

Nasze badania dowiodty, ze w VSMC znaczaco spada ekspresja genu jak ipoziom biatka HP1la
niezaleznie od typu starzenia. W zamian dochodzi do tworzenia sie charakterystycznych skupisk,
najprawdopodobniej na drodze separacji faz ciecz-ciecz [120]. Najwiekszg liczbe skupisk HP1la
obserwowano w komérkach traktowanych doksorubicyng (jest to srednio 6 skupisk na jadro), a nieco

mniej w komadrkach traktowanych kurkuming i poddanych starzeniu replikacyjnemu (4 skupiska).

Po tych wstepnych obserwacjach, postanowiono sprawdzi¢ oddziatywanie biatka HP1a z H3K9me3,
zZ racji, iz jest to gtoéwny partner HP1a. Zauwazono, ze w mtodych komadrkach dochodzi do czestszego
wspotwystepowania tych biatek niz w komadrkach poddanych starzeniu, lecz nie zawsze lokalizacja
skupisk H3K9me3 pokrywata sie ze skupiskami HP1a. Informacji na temat liczby oddziatywan miedzy
tymi dwoma biatkami moze nam dostarczy¢ trwajgca analiza PLA. W komdrkach starych, dochodzi do

niemal catkowitego zanikniecia oddziatywan miedzy HPla iH3K9me3, aobserwowany zanik
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wspdlnego sygnatu badanych biatek w starzeniu moze wptywaé na strukture imechaniczne
wiasciwosci jadra. Wedtug niedawnych doniesien, wyciszenie tego biatka powoduje spadek
elastycznosci jadra oraz jego zmieniony ksztatt [270]. Co ciekawe, wtych samych badaniach
dowiedziono, ze czasowe wyciszenie HP1a (ponizej 24 godzin) nie wptywato na poziom H3K9me3 ani
upakowanie chromatyny i transkrypcje gendéw. Nie podano natomiast, jakie skutki w strukturze jadra

i chromatyny moze miec staty zanik interakcji tych biatek.

Obserwujgc oddziatywanie HP1a z H3K9me3 w komdrkach kontrolnych, postanowiono sprawdzi¢
rozktad wzbogacenia tego biatka w genomie. Najwiecej wspdlnych odczytéw dla HP1a i H3K9me3, jak
i samego HPla, obserwowano w rejonach miedzygenowych, co przemawia za mozliwym wptywem
tych biatek na kondensacje chromatyny oraz regulacje ekspresji gendéw. Podobne obserwacje
wystepowania HPla w rejonach intergenowych zanotowano w komdrkach embrionalnych nerki
HEK293, gdzie odczyty w tym miejscu stanowity 73% wszystkich odczytow (u nas stanowity 90%) [271].
Nieco mniej liczne odczyty (w pordwnaniu do wszystkich odczytéow) obserwowano w HP1a, homologu
obecnym w Drosophila melanogaster [272]. Tak jak w komdrkach HEK293, w badanych przeze mnie
komédrkach VSMC réwniez najczesciej obserwowano wzrost pokrycia HP1la w genach kodujgcych
biatka z rodziny ZNF, czyli potencjalnych czynnikéw transkrypcyjnych. Geny kodujgce biatka ZNF byty
rowniez bogate w H3K9me3, stajgc sie miejscem najczestszego wspdétwystepowania HP1a z H3K9me3.
Biatka te zwigzane sg zregulacjg transkrypcji gendw oraz biosyntezg RNA. Najprawdopodobniej
w mtodych komdrkach ekspresja tych czynnikdéw transkrypcyjnych moze by¢ hamowana poprzez
wspotdziatanie HP1a i H3K9me3, wptywajacych na kondensacje chromatyny. Analiza ChIP-seq nie
dostarczyta nam natomiast informacji na temat wystepowania HPla w genomie niezaleznie od
H3K9me3, mimo przestanek, ktére wynikaty z braku wspdtwystepowania skupisk tych biatek w jadrze.
By¢ moze takie miejsca samotnego przytgczania HPla w genomie nie wystepuja. Ponadto ani
w komoédrkach kontrolnych, ani podanych starzeniu, nie zauwazono znacznego pokrycia HPla
w regionach okotocentromerowych. Moze to wynika¢ ztego, ze HPla wystepuje w rejonach
centromeréw i telomeréw, czego ze wzgledu na éwczesny brak sekwencji referencyjnej tych obszaréow
[254, 255], nie mozina bylo jednoznacznie potwierdzi¢. Niemniej jest to pierwsza préba
scharakteryzowania zmian wzbogacenia HP1a w genomie starzejgcych sie VSMCi do tej pory brak byto

takich danych.

Wykazatam, ze do interakcji miedzy HP1la i H3K9me3 dochodzi gtdwnie w komdrkach mtodych.
Wiedzac, ze H3K9me3 jest rekrutowane w miejsca pekniecia nici DNA, a HPla jest partnerem tej

modyfikacji, sprawdzono, czy HP1la réwniez umiejscawia sie w okolicach podwdjnych peknieé¢ DNA.
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taczone barwienie HPla zznacznikiem uszkodzen, yH2AX, wskazato jedynie nieliczne miejsca
interakcji biatek, wytgcznie w mtodych komdrkach. Tak jak zasugerowano w rozdziale 4.1.5.2., biorgc
pod uwage brak lokalizacji HP1a w okolicach uszkodzen w komérkach poddanych starzeniu, mozliwym
jest, ze biatko to moze bra¢ udziat m.in. we wczesnych etapach procesu naprawy. Z drugiej strony
w fibroblastach myszy z progeria obserwowano wysoki poziom HPla, ktéry korelowat z wysokim
poziomem progeryny. Ponadto zaobserwowano, ze ufosforylowana forma HP1a znaczgco opdzniata

uruchomienie $ciezki DDR, a wyciszenie biatka poprawiato funkcje maszynerii naprawczej.

Powstate podczas starzenia charakterystyczne skupiska HP1a przypominajg te, tworzone przez ciatka
PML. Potwierdzilismy, ze w starzeniu zaréwno PS jak i RS dochodzi do wzrostu liczby skupisk PML
(chociaz nie zawsze korelowat on z poziomem biatka), w zwigzku z tym sprawdzilismy potencjalne
oddziatywanie tych biatek ze sobg. W starzeniu dochodzito do wysokiego pokrycia obu biatek
w skupiskach. Wiemy, ze rolg ciatek PML jest przejSciowe badz state ,,magazynowanie” biatek, ktore
biorg udziat w wielu procesach komdrkowych. Jednym z nich jest biatko HIRA (histone cel cycle
regulator), ktére w starzeniu (zwtaszcza OIS), wraz z towarzyszgcym biatkiem ASFla (Anti-Silencing
Function 1A Histone Chaperone), przejsciowo tgczg sie z PML. Tam oddziatujgc z HP1a i wariantem
histonu macroH2A tworzg kompleks, przenoszgc HP1la do tworzacych sie SAHF [273]. Wedtug moich
wynikéw mikromacierzy, w starzeniu spada poziom ekspresji gendéw kodujacych zaréwno biatko HIRA
jak i ASFla. W zwigzku tym, najprawdopodobniej nie dochodzi do tworzenia sie SAHF na drodze

wspotpracy z HIRA i ASF1a, a biatko HP1a stale przebywa w ciatkach PML.

Jaka funkcje petni HP1a w ciatkach PML? Niewykluczone, ze HP1a oddziatuje tam z innymi biatkami
obecnymi w tych ciatkach. Jedli tak, to z jakimi i w jakim celu? Na te i inne pytania odpowiedzi mogg
nam dostarczy¢ jedynie dalsze przeprowadzone badania, ktére mogg umozliwi¢ poznanie roli tego

biatka w starzeniu.

5.7. Analiza biatek CLDN1 oraz ANLN w kontekscie nowych znacznikow

starzenia in vivo i ex vivo
Starzenie komdrkowe jest powszechnym procesem, ktéry prowadzi do licznych zmian w organizmie
o charakterze zaréowno korzystnym, jak i niekorzystnym. Jak wspomniano, w niniejszej pracy gtownie
skupiliémy sie na charakterystyce negatywnych aspektéw starzenia komodrkowego, czyli udziale
w rozwoju blaszki miazdzycowej. Istniejgce badania dostarczajg wielu informacji na temat obecnosci
starych komaérek miesni gtadkich naczyn w blaszce, lecz nie jest jeszcze w petni jasne, jaki typ starzenia

przewaza w przypadku tych komadrek. Standardowo stosowane znaczniki (wzrost aktywnosci SA-B-gal,
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zatrzymanie podziatdw komodrkowych, wzrost uszkodzen DNA i skupisk yH2AX, czy wzrost ekspresji
biatka p53) umozliwiajg jedynie potwierdzenie procesu starzenia ioszacowanie stopnia
zaawansowania procesu w tkankach, bez wskazania czynnika indukujgcego starzenie. Jak wiadomo, do
starzenia moze dojs¢ w wyniku osiggniecia przez komarki limitu Hayflicka lub w sposdb przyspieszony.
Podczas gdy analiza dtugosci telomerdw moze stanowi¢ potencjalny wskaznik starzenia replikacyjnego
(cho¢ jak wspomniano, skrécenie telomerdw spotyka sie réwniez w niektérych typach starzenia
indukowanego stresem), obecnie brakuje jednoznacznych markeréw identyfikujgcych proces starzenia

przyspieszonego VSMC.

Analiza danych mikromacierzy pozwolita nam wstepnie zidentyfikowac¢ klaudyne-1 jako biatko
potencjalnie petnigce role znacznika starzenia przyspieszonego, gdyz poziom CLDN1 znaczgco ro$nie
jedynie w komdrkach CUR i DOX. Odpowiednio, w komérkach traktowanych kurkuming jest to niemal
4-krotny wzrost, a w komdrkach traktowanych doksorubicyng az 12-krotny w porédwnaniu do kontroli.
Przeprowadzone analizy, metodg gPCR oraz Western blot, potwierdzity zachodzacg tendencje
wzrostowa ekspresji genu i poziomu biatka w komadrkach PS. Z drugiej strony, wynik qPCR ukazat
znaczacy wzrost w komérkach starych replikacyjnie (ekspresja genu rosnie 2,6 razy), lecz analiza

poziomu biatka metodg Western blot tego nie potwierdzita.

Wraz ze starzeniem dochodzi do powiekszenia sie powierzchni komérki, co moze wptywaé na
pojawienie sie miejsc kontaktu miedzy komdrkami i potencjalnego wytworzenia potaczen scistych (w
ktérych znajduje sie klaudyna-1). Podczas prowadzenia badan zauwazytam, Zze w starzeniu
przyspieszonym, komérki w hodowli mogg przylega¢ do siebie i tworzyé niewielkie skupiska. Czasem
podobne obserwacje poczyniono dla komodrek starych replikacyjnie, lecz byto to zalezne od dawcy oraz
stopnia zaawansowania starzenia. W zwigzku z powyzszym rodzi sie pytanie, czy wzrost poziomu
CLDN1 w PS moze byé wynikiem wystepowania miejsc kontaktu miedzy komaérkami. W celu weryfikacji
hipotezy przeprowadzono wstepne badania (nie pokazane w niniejszej rozprawie), w ktorych
prowadzono hodowle komdrek do osiggniecia 100% konfluencji. Ponadto zbadano, czy wyzszy poziom
biatka jest zwigzany tylko z nieodwracalnym zatrzymaniem komodrek w cyklu. Aby to sprawdzic,
komérki hodowano w pozywce pozbawionej FBS przez 7 dni, co skutkowato przejsciem komérek
w stan spoczynku (quiescent cells). Takie komérki sg zatrzymane w cyklu przejsciowo, a po ponownym
dodaniu surowicy do pozywki, wznawiajg podziaty. Po izolacji biatka z powyzszych wariantéow
eksperymentalnych przeprowadzono analize jego poziomu metodg Western blot i w obu przypadkach
nie zaobserwowano wzrostu CLDN1. Otrzymany wynik sugeruje, ze wyzszy poziom CLDN1 nie jest

zwigzany ze wzrostem kontaktu miedzykomodrkowego ani wyjsciem komoérek z cyklu. Co wiecej,
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wzmozona synteza biatka wydaje sie by¢ cechg charakterystyczng wytgcznie komaérek starzejgcych sie

W sposdb przyspieszony.

Klaudyna-1 jest pierwszym poznanym i najszerzej badanym biatkiem ztej rodziny. Znaczna czesc
dotychczas opublikowanych badan dotyczy jej ekspresji w komdrkach nowotworowych, a wiele
zespotéw badawczych postuluje, iz moze petni¢ role markera diagnostycznego [274, 275]. Jednakze
wzrost czy spadek ekspresji CLDN1 jest silnie zalezny od typu nowotworu [276]. Nadekspresja dotyczy
wiekszosci z nich, w tym raka tarczycy, jelita grubego, czy komdrek niektérych typédw nowotwordéw
gtowy i szyi. Dowiedziono, ze wysoka ekspresja CLDN1 w komadrkach raka ptaskonabtonkowego jamy
ustnej jest zwigzana z niskg 0gdlng przezywalnoscia pacjentdéw. Z drugiej strony, istniejg badania, gdzie
podobng prognoze stawiano pacjentom z obnizong ekspresjg tego biatka [276]. Niski poziom CLDN1
jest charakterystyczny dla nowotworu watroby, ptuc, prostaty oraz niektdrych typéw nowotworu
piersi. W komodrkach potréjnie ujemnego raka piersi (triple negative breast cancer, TNBC) spadek
CLDN1 silnie koreluje ze wzrostem inwazyjnosci i migracji komérek, w wyniku czego dochodzi do
zmniejszonej ogdlnej przezywalnosci pacjentéw [277]. Gdy w komdrkach nowotworu piersi MDA-MB-
231 oraz Hs578T (zwykle wykazujgcymi niski poziom CLDN1) wywotano nadekspresje klaudyny-1,
dochodzito do zatrzymania migracji oraz wzrostu akumulacji komérek poprzez wytworzenie szczelnych
potgczen, bogatych w B-kateniny oraz okludyny. Zatem wyzsza ekspresja CLDN1 moze odgrywad
kluczowa role w hamowaniu migracji i przemieszczaniu sie komdérek nowotworowych i stanowic¢ cel
terapeutyczny dla niektérych typdw raka. Jak wspomniano, nasze dotychczasowe, lecz jeszcze
nieopublikowane badania wykazaty odwrotng prawidtowos¢ w VSMC. Komérki ze wzmozong ekspresja
CLDNZ1 (czyli traktowane doksorubicyng lub kurkuming) zachowujg swoj potencjat do migracji czym

przypominaja mtode VSMC.

Oprocz szeroko opisywanej roli w rozwoju nowotwordw, biatka nalezace do klaudyn petnig wazng
funkcje w utrzymywaniu bariery krew-mozg (blood-brain barier, BBB) kontrolujgc przeptyw czgsteczek
miedzy warstwami komérek itym samym utrzymujg homeostaze centralnego ukfadu nerwowego
[278]. W tych potaczeniach obecna jest tez klaudyna-1, chociaz jej poziom wydaje sie by¢ zalezny od
etapu rozwoju organizmu. Opublikowane wyniki wstepne sugeruja, ze Cldn1 w EC naczyn wtosowatych
myszy spada wraz z kolejnymi etapami rozwoju zarodkowego, a relatywnie staty i niski poziom biatka
utrzymuje sie u dorostych osobnikéw [279, 280]. Niski poziom CLDN1 obserwowano tez w komérkach
Srédbtonka mikronaczyniowego modzgu pochodzacych od pacjentéw z chorobg Alzheimera, przy
jednoczesnym wzroscie metaloproteinaz MMP-2 i MMP-9 [281]. Mozliwe, Ze za zmniejszong ekspresje

CLDN1 odpowiedzialne sg metaloproteinazy, ktérych poziom w AD rosnie [282], przyczyniajac sie do
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zwiekszonej przepuszczalnosci s$rodbtonka bariery krew-moézg. Gdy zahamowano ekspresje
metaloproteinaz przepuszczalnos¢ BBB znaczgco malata, jednakze nie potwierdzono bezposredniego
zwigzku przyczynowo-skutkowego dziatania MMP na CLDN1 [283] i jest to jedynie spekulacja. Niemniej
stanowi to przestanke, ze metaloproteinazy mogg kontrolowa¢ ekspresje CLDN1 w starych
replikacyjnie VSMC. Dowiedziono, ze stare komorki charakteryzujg sie wzmozong ekspresjg czynnikéw
zewnatrzkomorkowych, w tym MMP, a nasze dotychczasowe badania (nieopublikowane) wykazaty
znaczny wzrost MMP wytgcznie w komdrkach RS. Nie zauwazono natomiast wzrostu w komadrkach
DOX i CUR. W zwigzku z tym, mozliwe, ze przyczyng braku ekspres;ji biatka CLDN1 w komérkach RS jest

wzrost poziomu metaloproteinaz.

Wedtug dotychczasowych doniesien, wydaje sie, ze do wzrostu ekspresji CLDN1 dochodzi najczesciej
w stanach patologicznych [280]. Znacznie wyzszy poziom zauwazono np. u pacjentéw po przebytym
udarze niedokrwiennym modzgu. W swoich badaniach Sladojevic zauwazyt, ze u pacjentéw po
przebytym udarze, dochodzi do przeorganizowania struktury potgczen scistych miedzy komdrkami EC
naczyn wtosowatych tworzacych bariere krew-moézg, awzrost klaudyny-1 wptywat na
przepuszczalno$¢ BBB zardwno u ludzi, jak i myszy. Aby zniwelowac¢ negatywne skutki przebytego
udaru, badacze podali zwierzetom peptyd C1C2, ktéry poprzez zmniejszenie poziomu CLDN1
w komodrce wptywat na uszczelnienie naczyn wtosowatych oraz przyczyniat sie do poprawy stanu
zdrowia i szybszego powrotu pacjentéw do sprawnosci [280]. Badania wykazujg, ze CLDN1 moze by¢é
obiecujgcym celem terapeutycznym, potencjalnie nawet w miazdzycy. Dziatanie peptydu C1C2 polega
na przytaczeniu sie do CLDN1 w bfonie i przekierowanie biatka do cytoplazmy, co prowadzi do
rozluznienia pofaczen miedzy komodrkami [284]. Jednakze barwienie immunocytochemiczne
w badanym przez nas modelu starzenia przyspieszonego wykazato, ze CLDN1 w komédrkach starych
w sposob przyspieszony lokalizuje sie gtdwnie w jadrze komdrkowym. Taka lokalizacja nie jest czestym
zjawiskiem, a dane na temat skutkdw przemieszczania sie tego biatka do jadra sg sprzeczne i dotyczg
gtéwnie komdrek nowotworowych. Badania dowiodty, ze przemieszczenie sie CLDN1 do jadra komérek
raka tarczycy oraz wzrost poziomu biatka przyczynia sie do zwiekszenia proliferacji oraz migracji
komdrek [285]. Z drugiej strony w komdrkach czerniaka, to wzrost cytoplazmatycznej frakcji CLDN1
wplywat na metastaze inegatywng prognoze przezywalnosci, alokalizacja jagdrowa nie miata
wiekszego wptywu na migracje komadrek [286]. Natomiast w komédrkach raka okreznicy na migracje
wptywat wzrost CLDN1 zaréwno w cytoplazmie jak i jgdrze komérki [287]. W Swietle tych doniesien,
kluczowym jest, aby dokfadniej poznac role jakg odgrywa CLDN1 w komdrkach miesni gtadkich naczyn

krwionosnych, aby méc uznac jg za potencjalny cel terapeutyczny.
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W toku naszych badan, starano sie rowniez wyjasni¢ przyczyne réznic w ekspresji CLDN1 miedzy PS
i RS, i pozna¢ stojacy za tym mechanizm regulacji na poziomie epigenetycznym. Przeprowadzona
analiza ChlIP-seq sugeruje, ze ekspresja genu moze by¢ regulowana przez przytgczanie sie H3K4me3
w miejscu startu transkrypcji genu CLDNI1. Dowiedziono, Ze ogdlny poziom H3K4me3 spada
w starzeniu (wyniki Western blot oraz immunofluorescencji), a poziom wzbogacenia tg modyfikacjg
w rejonach TSS genu CLDN1 zmniejsza sie we wszystkich typach starzenia, w poréwnaniu do kontroli.
Z drugiej strony, tylko w starzeniu pojawia sie tzw. szeroki pik, ktdry moze utatwiaé transkrypcje, np.
poprzez tatwiejsze przytgczanie sie czynnikdw transkrypcyjnych do TSS. Jednym z takich czynnikdw jest
biatko p63, adoktadniej izoforma ANp63a, ktdére reguluje ekspresje klaudyny-1 w mysich
keratynocytach [288]. Na podstawie danych z mikromacierzy nie stwierdzono zmian w poziomie
ekspresji genu kodujgcego to biatko, wiec najprawdopodobniej nie bierze ono udziatu w regulacji
ekspresji CLDN1 wVSMC. W zwigzku ztym, postanowiono wytypowac inne biatko mogace
potencjalnie petnic takg role. W tym celu poszukano czynnikéw transkrypcyjnych za pomocg narzedzia
MAGIC [289], ktory swojg baze danych opiera na opublikowanych wynikach ChIP-seq oraz danych
ENCODE. Sposrdéd ok. 200 wytypowanych biatek, wybrano pierwsze kilkanascie z nich, poniewaz
kolejnos¢ wygenerowanych kandydatow zalezy od ich istotnosci ipewnosci (confidence)
wystepowania w okolicach genu CLDN1. Wybrane biatka poréwnano zotrzymanymi przez nas
wynikami transkryptomicznymi i wybrano jeden, potencjalny regulator ekspresji CLDN1 w VSMC. Jest
to biatko JUND, ktorego ekspresja genu w komdrkach DOX i CUR rosnie, a w RS maleje. Wynik sugeruje,
ze JUND moze regulowaé wyzszg ekspresje CLDN1 w starzeniu przyspieszonym, natomiast brak tego
czynnika hamuje ekspresje CLDN1 w starzeniu replikacyjnym. Niemniej to wstepna hipoteza, ktora

wymaga dalszych badan.

Ostatnie badania dowiodly, ze ekspresja CLDN1 moze byé¢ kontrolowane przez miRNA. VMSC
pochodzace z aorty szczurdw z nadcisnieniem (spontaneously hypersensitive rats, SHR) wykazywaty sie
znacznie zmniejszonym poziomem miR-3571 w poréwnaniu do grupy kontrolnej (szczury Wistar
Kyoto). Skutkowato to podwyzszong ekspresjg biatka CLDN1 i wiekszg zdolnoscig komérek do migracji.
Natomiast nadekspresja miR-3571 wptywata na nizszy poziom ekspresji CLDN1, co prowadzito do
zahamowania proliferacji i migracji [290]. Podobnych obserwacji dokonano w naszym modelu
eksperymentalnym, poniewaz tak jak juz wspomniano, komarki CUR i DOX wykazywaty sie wiekszg
zdolnoscig do migracji w poréwnaniu do komérek RS. Korelowato to z ekspresjg CLDN1 w komadrkach.
Nie wiadomo jednak, czy za regulacje ekspresji w badanych przez nas VSMC odpowiada powyzsze

miRNA.
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Ponadto wedtug literatury ekspresja CLDN1 moze by¢ regulowana na drodze epigenetycznego
przemodelowania chromatyny za pomocg deacetylaz histondw. Zaobserwowano, ze wzrost SIRT1 i jej
aktywnosci powoduje spadek H3K9ac w mysich podocytach, co w dalszej kolejnosci prowadzito do
metylacji H3K9 w rejonie genu CLDN1 oraz metylacji CpG za posrednictwem DNMT1. Ostatecznie
prowadzito to do zahamowania syntezy biatka CLDN1 [291]. W naszych dotychczasowych badaniach,
spadek SIRT1 obserwowany byt w obu typach starzenia, tak jak i spadek acetylowanej i metylowanej
formy H3K9. Zauwazono réwniez, ze dochodzito do spadku DNMT1, co skutkuje hipometylacjg genomu
w komoérkach starych relikacyjnie (w komdrkach DOX nie zanotowano znaczacych zmian) [6].
Natomiast wzrost ekspresji CLDN1 obserwuje sie jedynie w komédrkach przechodzgcych starzenie
w sposéb przyspieszony. Wydaje sie zatem, ze ten mechanizm regulacji ekspresji klaudyny-1 nie
dotyczy zadnego badanego typu starzenia. Mozliwym jest jednak, ze na tej drodze dochodzi do kontroli
ekspresji CLDN1 w mtodych komérkach. To w nich obserwujemy wysoki poziom SIRT1 i H3K9me3,
a nawet H3K9Ac. Jednakze biorgc pod uwage wyniki ChlP-seq, nie zauwazono wzrostu wzbogacenia
H3K9me3 w rejonie genu CLDN1, ktére mogtoby ttumaczyé niskg ekspresje biatka. Zatem pozostaje
jeszcze mozliwosé kontroli przez metylacje DNA w promotorach genu CLDN1, ale niestety nie mamy

danych potwierdzajacych przypuszczenia.

Zastosowanie CLDN1 jako uniwersalnego znacznika starzenia probowano potwierdzi¢
z wykorzystaniem fibroblastéw poddanych tym samym typom starzenia, lecz niestety nie uzyskano
jednoznacznych wynikdéw. O ile kierunek zmian i poziom ekspresji biatka w komérkach kontrolnych
i poddanych starzeniu przyspieszonemu pokrywa sie z profilem obserwowanym w VSMC, o tyle
w przypadku starzenia replikacyjnego fibroblastow nie zaobserwowano spodziewanego spadku
ekspresji CLDN1. W komoérkach RS zaobserwowano intensywny prazek odpowiadajacy klaudynie-1,
ktéry moze wynikac z nieplanowanego stresu hodowlanego, przez co w wiekszosci populacji mogto
dojs¢ do starzenia przyspieszonego. Z drugiej strony, sg to jedynie wstepne wyniki, a badania na
poziomie biatka przeprowadzono wytgcznie na jednym powtdrzeniu, co uniemozliwia wyciggniecie
jednoznacznych wnioskow. Ponadto, ze wzgledéw technicznych, nie udato sie precyzyjnie okresli¢

lokalizacji biatka w komadrce. Badania sg w toku.

Przeprowadzenie analizy CLDN1 w komdérkach blaszki miazdzycowej dostarczyto ciekawych wynikéw.
Poziom biatka wykazywat sie wysokim zréznicowaniem, zaleznym od dawcy. Podobnie od dawcy
zalezata lokalizacja biatka w komdrce. Zauwazono, ze w niektérych przypadkach dochodzi do
akumulacji CLDN1 w wiekszosci analizowanych jader, charakteryzujgcych sie wyzszg intensywnoscig

fluorescencji, a niekiedy sygnat byt bardzo staby lub w ogdle nie zauwazalny. Biorgc pod uwage tak
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zrdéznicowane wyniki poziomu biatka, istotnym jest, aby stosowaé te analize jednoczesnie z analizg

innych biatek, ktére pomoga zidentyfikowac¢ mtode, dzielgce sie komdrki w populacji.

Biatkiem, ktére zostato przez nas wstepnie zakwalifikowana jako ogdlny znacznik starzenia
komérkowego, wspdlny dla wszystkich typdw, jest anillina. Zostata wybrana, poniewaz do spadku jej
poziomu dochodzi bez wzgledu na bodziec indukujacy starzenie. Jest to biatko, ktére do tej pory byto
szeroko opisywane jako znacznik proliferujgcych komadrek, z racji jego uczestnictwa w tworzeniu sie
bruzdy podziatowej [292]. Jest to mozliwe, dzieki obecnosci w strukturze ANLN domen wigzgcych m.in.
aktyne, miozyne i septyny, czyli biatek tworzgcych pierscien kurczliwy. Zatem ekspresja anilliny wzrasta
w komérkach intensywnie dzielgcych sie i obecnos¢ biatka jest niezbedna do zakoriczenia cytokinezy.
Gdy wyciszono ekspresje anilliny w komoérkach U20S dochodzito do zaburzenia cytokinezy
z zachowaniem prawidtowej kariokinezy, co prowadzito do poliploidii. W jadrach takich poliploidalnych
komoérek, w fazie G1, dochodzito do stopniowej akumulacji skupisk 53BP1, co moze ponadto
sugerowac udziat anilliny w stabilizacji genomu [293]. Z drugiej strony w komdrkach zarodka nicienia
Caenorhabditis elegans pokazano, ze wyciszenie ANLN nie zatrzymywato podziatéw komorek,
a jedynie zaburzato asymetryczne tworzenie sie bruzdy podziatowej oraz nieznacznie spowolniato

tempo podziatu komérek [294].

Mimo ze anillina jest charakterystycznym biatkiem obecnym w dzielgcych sie komérkach, najwyzszy
poziom ekspresji genu ANLN zanotowano w komodrkach osrodkowego ukfadu nerwowego. Jej
obecnos¢ jest niezbedna w tworzeniu sie ostonki mielinowej neurondw, potrzebnej do sprawnego
przekazywania impulsu nerwowego. Ostonka mielinowa jest wytwarzana przez komérki gleju —
oligodendrocyty, ktére w wyniku kontaktu z aksonem otulajg go zwojami warstw btony komérkowej,
tworzgc widkno rdzenne. Warstwy te sg ztgczone ze sobg za pomocg réznych biatek, w tym septyn oraz
zwigzanej z nimi anilliny [295]. Proces mielinizacji zaczyna sie juz w zyciu ptodowym itrwa do
zakonczenia okresu dorastania. Niestety wraz z wiekiem oraz w wyniku niektdrych choréb, dochodzi
do demielinizacji, czyli rozpadu ostonek mielinowych, a za procesem ,rozwarstwiania” sie ostonki
mielinowej itym samym utraty jej zwartej struktury stoi obnizona ekspresja ANLN
w oligodendocytach. Z drugiej strony, inne badania przeprowadzone na komdrkach nerwowych
wykazaty, ze anillina jest tez odpowiedzialna za migracje neuroblastéw, poniewaz czesto lokalizuje sie
w krawedzi wiodacej tych komarek. ANLN wigze sie z biatkiem adhezyjnym MIG-2, czym przyczynia sie

do stabilizacji kompleksu z F-aktyng umozliwiajgc komédrce aktywne przemieszczanie sie [296].
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Podobnie jak w przypadku klaudyny-1, anilina réwniez jest omawiana w kontekscie komodrek
nowotworowych i na podstawie dotychczas przeprowadzonych badan, takze zaproponowano uzycie
jej jako markera diagnostycznego rozinych typdw nowotwordw [297]. Wyzsza ekspresja ANLN
w komérkach raka ptuc przewaznie wigze sie z niskg przezywalnoscig pacjentéw [298]. Chociaz nie
udowodniono tego bezposrednio w ramach przytoczonej powyzej pracy, poniewaz byfa to analiza
bioinformatyczna opierajgca sie na publicznie dostepnych danych RNA-seq, przyczyng ztej prognozy
moze by¢ ponadnormatywna proliferacja komdrek oraz wzmozona ich migracja. Przestankg ku temu
sg badania przeprowadzone na zarodkach, w ktérych obserwowano wysoki poziom biatka oraz jego
lokalizacje w btonie komdrkowej w okolicach pofaczen scistych miedzy komdrkami nabtonkowymi
[299]. Gdy wyciszono ANLN w komodrkach dochodzito do zmniejszenia akumulacji biatek ZO-1 oraz
klaudyn w btonie komérkowej. Niestety nie podano, ktéra doktadnie klaudyna zostata poddana
analizie, w zwigzku z tym nie mozemy odnies¢ tych badan do naszych. Niemniej w naszej hodowli nie

zauwazono innej lokalizacji ANLN niz w cytoplazmie, bruZzdzie podziatowe;j i jadrze komdérkowym.

Obecnos¢ aniliny wjadrze byta raportowana przez wielu badaczy. Pierwsze wzmianki
0 przemieszczaniu sie aniliny do wnetrza interfazowego jadra pochodzg sprzed niemal trzydziestu lat
i do tej pory nie wyjasniono, jakg funkcje moze tam petni¢. Uwaza sie, ze w tym przypadku, jadro petni
role rezerwuaru biatka, ktére w trakcie podziatu przemieszcza sie do wrzeciona podziatowego i bierze
udziat w podziale komdrkowym. Co ciekawe, anilina jest tez znajdowana w jadrze komodrek
postmitotycznych, do jakich nalezg neurony. Wskazuje to na dodatkowg, niezwigzang z podziatami,
role biatka w komérkach [300]. Dowiedziono natomiast, ze wzrost poziomu biatka w jgdrze komérek
nowotworowych, podobnie jak w przypadku raka ptuc, skutkuje niskg przezywalnoscig pacjentdw.
Przemieszczanie sie biatka do jadra jest mozliwe dzieki fragmentowi NLS obecnemu w strukturze
biatka. Jak wspomniano, oprécz innych domen niezbednych do zakoriczenia procesu podziatu komérki,
ANLN posiada w swojej budowie domene wigzacg aktyne. W zwigzku z tym mozna przypuszczaé, ze
anilina moze oddziatywac z frakcjg jadrowa aktyny, jednakze rola ani mechanizm potencjalnego
oddziatywania nadal nie jest poznany. Niektére badania sugerujg, ze obecnos$¢ ANLN w jagdrze moze
rowniez mieé¢ znaczenie w procesie naprawy DNA, poniewaz dowiedziono, ze ANLN oddziatuje
z biatkiem BRCA1 (obecnym w maszynerii naprawczej uszkodzonej nici DNA). W naszych badaniach,
niezaleznie od badanego typu komarki, obserwuje sie obecnos$¢ ANLN w jadrze, gdzie najwyzszy sygnat
rejestrowano w komadrkach mtodych. Ponadto w VSMC traktowanych doksorubicyng oraz kurkuming,
pomimo znacznego spadku poziomu biatka, dochodzi do lokalnego zageszczenia ANLN itworzg sie

liczne skupiska (choc liczba jest heterogenna i obserwowana jedynie w czesci populacji). W komérkach

183



poddanym starzeniu niekiedy obserwowano aniline w jagderku. Podobnie byto w przypadku komérek
raka piersi linii MCF7, w ktérych starzenie indukowano doksorubicyng (wyniki nieopublikowane).
Takich zmian nie zauwazono jednak ani w fibroblastach, ani w komdrkach blaszki miazdzycowe;j. Jest

to pierwsza taka obserwacja, nigdzie wczesniej nie raportowana.

Dotychczas brak jest informacji o roli ANLN w starzeniu komérek prawidtowych. Przeprowadzone
przez nas badania sg pierwszymi, ktére wskazujg na udziat aniliny w tym procesie. Jedyng wzmianka
taczaca starzenie ianiline jest praca opisujgca skutki wyciszenia aniliny w komadrkach raka piersi,
ktérego efektem byto starzenie. PrzejSciowe wyciszenie ekspresji ANLN prowadzito do zahamowania
podziatu komédrkowego izatrzymania komorek w fazie G2/M cyklu. W wyniki tego dziatania
zaobserwowano wiele innych cech starzenia komdérkowego: dochodzito do zwiekszenia rozmiaru
i rozptaszczenia komodrek, rosta aktywnos¢ SA-B-gal oraz spadat poziom cyklin Bl iA2
odpowiedzialnych za progresje cyklu komdrkowego [301]. Pokazano wiec, ze spadek aniliny powoduje
starzenie, a moje badania pokazaty, ze spadek aniliny towarzyszy starzeniu, co wspdlnie dowodzi
udziatu w tym procesie. Sg to obiecujgce wyniki, ktére potwierdzajg stusznos¢ zastosowania ANLN jako
znacznika starzenia. W naszych badaniach pokazalismy, ze spadek poziomu ANLN jest uniwersalny
i niezalezny od typu starzenia czy komoérek, i jako pierwsi proponujemy to biatko jako nowy znacznik

starzenia.

W toku pracy, podobnie jak w przypadku CLDN1, starano sie pozna¢ mechanizm epigenetycznej
regulacji genu ANLN. W rejonie TSS komadrek kontrolnych dochodzi do wysokich odczytow modyfikac;ji
H3K4me3 tworzac otwartg chromatyne, gotowg do rozpoczecia transkrypcji. Ponadto, obszar
wzbogacen w mtodych komdrkach jest znacznie szerszy niz w przypadku pozostatych wariantéw
i obserwowany byt szeroki pik (odwrotnie niz w CLDN1 — tam szerokie piki obserwowano wtasnie w PS
i RS). Mozliwe, ze ekspresja ANLN jest regulowana prze biatko p53. Niedawne badania dowiodty, ze
przytaczenie sie p53 w miejscu promotora genu prowadzi do wyciszenia ekspres;ji aniliny w komérkach
raka okreznicy [302]. Natomiast mutacja lub wyciszenie p53, prowadzito do wznowienia ekspresji
ANLN. Cecha charakterystyczng procesu starzenia jest wtasnie wysoka ekspresja p53, w zwigzku z tym,
wzrost ekspresji p53 w PS i RS moze przyczyniac¢ sie do zmniejszenia poziomu ANLN w komorce i tym
sposobem regulowac ekspresje tego biatko. Niemniej, aby potwierdzi¢ teze nalezy wykonaé

dodatkowe badania, ktdre sg w trakcie realizacji w Pracowni Molekularnych Podstaw Starzenia.

W niniejszej pracy, po raz pierwszy badano biatka CLDN1 i ANLN w kontekscie starzenia i jako pierwsi

proponujemy zastosowanie ich jako nowych znacznikéw starzenia. Jest to szczegdlnie istotne

184



zwtaszcza w identyfikacji starzenia przyspieszonego, gdyz do tej pory nie istniejg markery pozwalajace
odréznié PS od RS. Zanim jednak biatka te zaczng funkcjonowaé jako znaczniki, nalezy przeprowadzi¢
szereg kompleksowych analiz z uwzglednieniem innych typdéw starzenia oraz rdéinych rodzajow
komérek zaréwno in vitro jak i in vivo. Takie dane niewatpliwie przyczynia sie do lepszego poznania

procesu starzenia oraz zmian zaleznych od czynnikédw go indukujgcych.
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6. Podsumowanie i wnioski

Podsumowujac, w niniejszej pracy:

1. Scharakteryzowano zmiany w strukturze jadra ichromatyny zachodzacych w starych
komodrkach, co pozwolito zaproponowac wstepng przesiewowg metode identyfikacji starych
komodrek w populacji za pomocg wybranych parametréw oraz odrdzni¢ starzenie
przyspieszone od replikacyjnego.

2. Stworzono epigenetyczng mape wzbogacenia w znaczniki H3K4me3, H3K9me3 oraz HP1a dla
VSMC poddanych starzeniu przyspieszonemu i replikacyjnemu.

3. Wykazano istotny spadek w modyfikacjach histonu we wszystkich badanych typach starzenia
VSMC ifibroblastéw, apoziom w komérkach blaszek miazdzycowych wykazat duze
zrdznicowanie zalezne od dawcy.

4. Zaobserwowano, ze w wyniku starzenia dochodzi do zmian w oddziatywaniu biatka HP1la
z H3K9me3. W zamian nastepuje czestsze wspoétwystepowanie z biatkiem PML.

5. Wykazano rdznice w profilu transkryptomicznym miedzy komodrkami starzejgcymi sie
W sposdb przyspieszony i replikacyjny.

6. Zaproponowano dwa nowe znaczniki starzenia komorkowego, jakimi sg anillina (ANLN)
i klaudyna-1 (CLDN1), pozwalajgce na identyfikacje starych VSMC in vitro iex vivo oraz
rozréznienie miedzy starzeniem przyspieszonym a replikacyjnym.

7. Wykazano, ze w populacji komodrek izolowanych z blaszek miazdzycowych, komorki stare

stanowig ok 40%.

Otrzymane wyniki pozwolity nam na wyciggniecie nastepujacych wnioskéw:

1. Zaréwno w starzeniu przyspieszonym jak ireplikacyjnym dochodzi do istotnych zmian
w strukturze jadra komdrkowego, co wigze sie ze stopniowym rozluznieniem chromatyny.

2. Najbardziej rozluzniona chromatyna wystepuje w komoérkach ulegajgcych starzeniu
replikacyjnemu, w ktérych obserwuje sie niemal catkowitg deheterochromatynizacje.

3. Na powiekszenie powierzchni jgdra VSMC oraz wzrost jego szorstkosci moze mie¢ wptyw
zaréwno zmniejszony poziom biatka LMNB1 jak i stopniowe rozluznienie chromatyny.

4. Rozluznienie chromatyny ma zwigzek ze spadkiem poziomu modyfikacji histonu H3

charakterystycznych dla heterochromatyny oraz aktywnej transkrypcyjnie chromatyny.
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Spadek jest uniwersalnym zjawiskiem towarzyszgcym starzeniu niezaleznie od typu komorki
i bodzca indukujgcego starzenie.

Spadek acetylacji w VSMC moze byé, miedzy innymi, wynikiem wzrostu aktywnosci deacetylaz
histondéw.

HP1a pomaga utrzymac stabilng heterochromatyne w mtodych komadrkach poprzez interakcje
z H3K9me3, natomiast w trakcie starzenia akumuluje sie w ciatkach PML, co moze
uniemozliwia¢ oddziatywania HP1a z H3K9me3.

HP1la moze odgrywad role we wczesnym etapie naprawy uszkodzen DNA lub w uszkodzeniach
nadajacych sie do naprawy poprzez wspoétwystepowanie ze znacznikiem podwdjnych
uszkodzen DNA, yH2AX.

Wykazano, ze wzwigzku zrdéing dynamikg proliferacji miedzy fibroblastami a VSMC,

w fibroblastach nalezy stosowac¢ kontrole po 48 godzinach od wysiania.
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