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STRESZCZENIE

tarzenie jest ztozonym procesem zwiazanym z nieodwracalnym zatrzymaniem komorek

w cyklu. Wyr6zni¢ mozna starzenie replikacyjne, zalezne od skracania telomerow, i sta-
rzenie przyspieszone, ktore jest niezalezne od ich skracania. Starzenie replikacyjne obser-
wowane jest w hodowli jako skonczona liczba podzialéw komérek, co moze trwaé od kilku
tygodni do miesiecy, w zaleznosci od typu komérek. Starzenie przyspieszone zachodzi juz
po kilku dniach od zadzialania czynnika je indukujacego. Nie ma jednego uniwersalnego
znacznika procesu starzenia komoérkowego. Badanie starzenia komérkowego mozliwe jest
dzieki wystepowaniu szeregu znacznikéw tego procesu, ktére pozwalaja obserwowa¢ zmia-
ny zaré6wno na poziomie molekularnym jak i biochemicznym. Dopiero ich wspotwystepo-
wanie pozwala na uzyskanie pewnosci, ze komorki uleglty starzeniu.

WPROWADZENIE

Starzenie komoérkowe jest bardzo zlozonym i wieloetapowym procesem. Wy-
rézni¢ mozemy starzenie replikacyjne, ktére zwigzane jest ze skracaniem telo-
meréw i obserwowane jest w hodowli po kilku tygodniach Iub miesigcach, oraz
starzenie przyspieszone, ktore jest niezalezne od skracania telomeréw i moze
by¢ obserwowane po kilku dniach od zadzialania czynnika je indukujacego.
Badanie starzenia mozliwe jest dzieki istnieniu licznych metod, pozwalajacych
sledzi¢ ten proces. W chwili obecnej nie ma jednego markera typowego wylacz-
nie dla procesu starzenia, jednak wystepuje szereg cech, ktére charakteryzuja
ten proces. Opisanych zostalo wiele znacznikéw starzenia i mozna je podzieli¢
na dwie grupy: uniwersalne i komérkowo specyficzne'. Mozemy wyré6znié na-
stepujace uniwersalne znaczniki starzenia: zmiane morfologii, wzrost syntezy i
aktywnosci 3-galaktozydazy zwigzanej ze starzeniem (SA-B-Gal, ang. Senescen-
ce associated P-galactosidase), wzrost ziarnistosci, wzrost poziomu lipofuscyny,
zmiany w cytoszkielecie, zahamowanie proliferacji, wzrost poziomu inhibito-
réw cyklu komérkowego (m.in. p16™<4 (p16) i p21WAF/CIFL (p21)), zatrzymanie
komoérek w cyklu, wystepowanie skupisk bialek stanowigcych element szlaku
odpowiedzi na uszkodzenia DNA (DNA-SCARS, ang. DNA segments with chro-
matin alterations reinforcing senescence), wystepowanie skupisk heterochromaty-
ny zwigzanych ze starzeniem (SAHF, ang. Senescence Associated Heterochromatin
Foci), wzrost poziomu biatka PML (ang. promyelocytic leukemia protein), skracanie
telomeréw, spadek poziomu laminy B1, zmiany metylacji DNA oraz pojawie-
nie sie fenotypu sekrecyjnego zwigzanego ze starzeniem (SASP, ang. Senescence
Associated Secretory Phenotype; SMS, ang. Senescence-messaging Secretome) [1-3].
Schemat na rycinie 1 przedstawia zmiany wystepujace w komorce, ktéra ulegta
starzeniu. Wiekszoé¢ z wyzej wymienionych znacznikéw starzenia, w zalezno-
Sci od typu badanych zmian, mozna zakwalifikowaé do nastepujacych grup: na
poziomie struktury i morfologii komoérki (wielkosé i rozplaszczenie, aktywnoscé
SA-B-Gal, ziarnisto$é, wzrost poziomu lipofuscyny oraz zmiany cytoszkieletu),
zmiany zwiazane z regulacja cyklu komoérkowego (zahamowanie proliferacji,
wzrost poziomu inhibitoréw cyklu komérkowego i cykliny D1 oraz zatrzyma-
nie komérek w cyklu), znaczniki zwigzane z DNA i heterochromatyng (wyste-
powanie DNA-SCARS, SAHF, PML-NB, skracanie telomeréw, spadek poziomu
laminy B1 i zmiany metylacji) oraz fenotyp wydzielniczy (SASP). Wszystkie te
znaczniki zostang oméwione ponizej.

ZMIANY NA POZIOMIE STRUKTURY I MORFOLOGII KOMORKI

ZMIANA MORFOLOGII KOMOREK ULEGAJACYCH STARZENIU

Komoérki ulegajace starzeniu replikacyjnemu, jak i przyspieszonemu, powiek-
szaja sie i stajg sie plaskie. Zmiana ta obserwowana jest zar6wno w przypadku

1Zagadnienie to zostalo szerzej omowione w artykule ,Rola starzenia komérkowego w starze-
niu organizmu i chorobach zwigzanych z wiekiem”, opublikowanym w niniejszym zeszycie
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Obecnosé SA-B-Gal nie
jest jednak niezbedna do in-
dukcji starzenia. Fibroblasty
pochodzace od pacjentow z
gangliozydaza G,,, choroba
spichrzeniowa spowodowa-
na brakiem p-galaktozydazy,
ulegaly starzeniu replika-

cyjnemu, jak réwniez przy-
spieszonemu, pod wplywem
adriamycyny, zwiazku kto-
indukuje powstawanie

zatrzymanie
podziatéw SASP/SMS
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Rycina 1. Znaczniki starzenia komérkowego. Wéréd znacznikéw procesu starzenia mozna wyr6znic: zatrzymanie podzia-
16w, zwigkszenie rozmiaré6w komorki, wzrost aktywnosci i poziomu SA-B-Gal, wzrost poziomu inhibitoréw cyklu komoér-
kowego (bialek p16 i/lub p21), pojawienie sie fenotypu sekrecyjnego zwigzanego ze starzeniem (SASP, ang. senescence
associated secreatory phenotype), pojawienie si¢ skupisk heterochromatyny zwiazanych ze starzeniem oraz skupisk biatek
zwigzanych z aktywacja szlaku odpowiedzi na uszkodzenia DNA (DNA-SCARS, ang. DNA segments with chromatin altera-

tions). Zmodyfikowane wedtug [73].

uszkodzern DNA. Starzeniu
tych komoérek nie towarzy-
szyl wzrost aktywnosci SA-
B-Gal, gdyz wzrost poziomu
tego znacznika uwarunkowa-
ny jest obecnoscia lizosomal-
nej B-galaktozydazy. Ponadto
stwierdzono, ze obnizenie po-

komoérek prawidlowych np. ludzkich komoérek miesni gtad-
kich, fibroblastow, jak i komoérek nowotworowych: ludzkich
komoérkach raka okreznicy (HCT116), liniach glejaka (U343
MG-A, U87 MG, U343 MQG), linii kostniakomiesaka (U20S)
i ludzkich komoérkach raka piersi (MCF-7) [4-6]. Ponadto,
w melanocytach, ulegajacych starzeniu spowodanym nade-
kspresja onkogenu RAS, stwierdzona jest intensywna wa-
kuoalizacja [7]. Zaobserwowano, ze melanocyty ulegajace
starzeniu w wyniku nadekspresji onkogenu BRAF, maja
wrzecionowate jagdra komérkowe [8].

WZROST AKTYWNOSCI I POZIOMU B-GALAKTOZYDAZY
ZWIAZANE] ZE STARZENIEM (SA-B-GAL)

Podstawowym markerem procesu starzenia komoérko-
wego jest wzrost aktywnosci i poziomu enzymu lizoso-
malnego P-galaktozydazy zwiazanej ze starzeniem (SA-
B-Gal). Jest to najbardziej znany i najpowszechniej uzy-
wany w warunkach in vitro, jak i in vivo marker starzenia,
ktéry zostat opisany przez Dimri i wsp [9]. SA-B-Gal jest
markerem, ktérego obecnos¢ zostata opisana zaréwno w
starzeniu replikacyjnym, jak réwniez przyspieszonym
[1]. Obecnos¢ tego znacznika stwierdzono w komérkach,
ktére ulegly starzeniu, ale nie w spoczynkowych fibro-
blastach czy zréznicowanych keratynocytach. Ponadto
obserwowano wzrost aktywnosci SA-B-Gal wraz z wie-
kiem dawcy w fibroblastach skérnych i epidermalnych
keratynocytach. Znacznik ten réwniez byl przydatny w
badaniu starzenia u gryzoni czy naczelnych [10]. Ponadto
ma on zastosowanie u starzejgcych sie organizméw mo-
delowych, jak np. u Danio pregowanego i Caenorhabditis
elegans. Niestety okazalo sie, ze wzrost aktywnosci SA-[-
Gal nie towarzyszy jedynie starzeniu, ale moze réwniez
by¢ wykrywany w warunkach nie zwigzanych z nim jak
np. w przypadku nieprawidtowych warunkéw hodowli
komorek, jej przegeszczenia oraz w $wietle cebulek wlo-
sowych oraz przewodéw ekrynowych i lojotokowych
[11]. Wzrost aktywnosci tego enzymu koreluje ze wzro-
stem masy lizosomoéw, ktory jest obserwowany w komor-
kach starych [12].
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ziomu [-galaktozydazy przy
uzyciu technik siRNA badz
shRNA w komérkach prawidtowych czy nowotworowych
nie hamuje indukcji starzenia [12].

Aby unikna¢ potencjalnie falszywie dodatnich wynikéw
dobrze jest badaé wzrost aktywnosci SA-B-Gal z innymi
znacznikami starzenia jak np. z zatrzymaniem komorek w
cyklu, ktére jest rowniez znacznikiem tego procesu. Réwno-
czesne pokazanie, ze komorki sg zatrzymane w cyklu przy
wzroscie aktywnosci SA-B-Gal $wiadczy o tym, ze wzrost
aktywnosci tego enzymu zwigzany jest ze starzeniem.

W celu zbadania aktywnosci SA-B-Gal przy uzyciu mi-
kroskopu $wietlnego komoérki utrwalano, a nastepnie in-
kubowano w roztworze barwigcym zawierajagcym x-gal,
ktoéry jest substratem p-galaktozydazy. W wyniku ciecia x-
-gal przez enzym dochodzi do powstawania barwnego pro-
duktu, ktéry obserwowany jest w komoérkach w postaci nie-
bieskiego precypitatu. Do pomiaru aktywnosci SA-3-Gal,
oprécz mikroskopii $wietlnej mozna réwniez wykorzystac
metode z zastosowaniem cytometru przeptywowego. Wy-
korzystuje sie do tego okredlony substrat, ktéry pod wpty-
wem [-galaktozydazy emituje zielona fluorescencje. Meto-
da z zastosowaniem cytometru przeptywowego pozwala
na dokonanie szybkiej oceny ilosciowej komérek wykazu-
jacych wzrost aktywnosci SA-B-Gal [9,13].

Dotychczas nie zostala poznana funkcja SA-B-Gal w
przebiegu starzenia. Przypuszcza sie, ze wzrost aktyw-
nodci tego enzymu wynika jedynie ze wzrostu liczby lizo-
somow, a nie jego zwiazku przyczynowo-skutkowego w
starzeniu.

WZROST ZIARNISTOSCI

Jedna z kolejnych zmian towarzyszacych starzeniu jest
wzrost ziarnisto$ci komoérek. Zwiazane jest to prawdo-
podobnie ze wzrostem masy lizosoméw, w komorkach,
ktore ulegty starzeniu [12]. Wzrost ziarnistosci komérek
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mozna okreéli¢ przy uzyciu cytometru przeptywowego
lub obserwacji mikroskopowe;j.

WZROST POZIOMU LIPOFUSCYNY

Innym markerem procesu starzenia jest lipofuscyna,
ktéra jest brazowozoéltym barwnikiem wytwarzanym
podczas utleniania lipoprotein w lizosomach. Stwierdzo-
no, ze iloé¢ lipofuscyny wzrasta w komorkach starych
organizméw [14]. Wzrost poziomu lipofuscyny mozna
ocenié¢ poprzez wykonanie barwien histochemicznych.

ZMIANY CYTOSZKIELETU TOWARZYSZACE STARZENIU

Starzeniu komoérkowemu towarzyszy réwniez szereg
zmian zwigzanych z biatkami cytoszkieletu. Zaobserwowa-
no zmiany w poziomie nastepujacych biatek: wimentyny,
B-aktyny i tubuliny.

Wimentyna jest bialkiem o masie 58 kDa, ktére nale-
zy do III grupy filamentéw posérednich i obecne jest w
komérkach pochodzenia mezenchymalnego. Biatko to
wykazuje duza homologie miedzygatunkowa [15,16]. W
embrionalnych fibroblastach linii TIG3 zaobserwowa-
no, ze wraz z liczba podzialéw rést poziom wimentyny.
Ponadto stwierdzono, ze ludzkie fibroblasty skérne linii
TIG101, ktére ulegly starzeniu, mialy ponad dwukrotnie
wyzszy poziom wimentyny niz komérki linii TIG3, ktére
byly na wczesnym pasazu. Réwniez wykazano, ze plo-
dowe fibroblasty skérne linii TIG3S mialy istotnie nizszy
poziom tego biatka niz komorki linii TIG101. Zmianie po-
ziomu wimentyny towarzyszyly réwniez zmiany pozio-
mu tubuliny i aktyny. Zaobserwowano, ze komorki, ktére
ulegly starzeniu miaty odpowiednio cztero- i dwukrotnie
nizszy poziom aktyny i tubuliny niz komérki miode [17].
Wzrost poziomu wimentyny mozna oceni¢ poprzez wy-
konanie barwien immunocytochemicznych oraz z zasto-
sowaniem techniki Western blotting.

ZNACZNIKI ZWIAZANE Z PROLIFERACJA
I REGULACJA CYKLU KOMORKOWEGO

ZAHAMOWANIE PROLIFERAC]I

Podstawowym znacznikiem starzenia, ktéry pozwala
okresli¢ czy komorki proliferujq jest okreslenie ich liczby.
Gdy dojdzie do zahamowania proliferacji liczba komoérek
nie ulega zmianie. Proliferacje komoérek mozna réwniez
bada¢ poprzez okreslanie zdolnosci do wbudowywania
do DNA bromodeoksyurydyny (BrdU) badz 5-etynyl-
-2-deoksyurydyny (EdU). Brak komorek zdolnych do
wbudowywania BrdU do DNA $wiadczy o zahamowaniu
syntezy DNA, a zatem proliferacji co jest r6wnoznaczne
z zatrzymaniem komorek w cyklu. Zdolnosé komoérek do
wbudowywania do DNA BrdU czy EdU mozna wykry-
wacé immunocytochemicznie, przy uzyciu techniki ELI-
SA, jak réwniez przy pomocy cytometru przeptywowego
[18]. Kolejnym powszechnie stosowanym znacznikiem
proliferacji jest biatko Ki67. Brak skupisk tego biatka w
komoérkach $wiadczy o zatrzymaniu proliferacji. Obec-
noé¢ tego biatka mozna wykrywaé immunocytochemicz-
nie [19,20].
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WZROST POZIOMU INHIBITOROW
CYKLU KOMORKOWEGO

Cykl komoérkowy jest ciéle regulowany dzieki wzajem-
nemu oddzialywaniu cyklin, kinaz zaleznych od cyklin
(CDK, ang. cyclin-dependent kinases) i inhibitoréw kinaz za-
leznych od cyklin (CKI, ang. cyclin-dependent kinase inhibi-
tors). Wyrdzni¢ mozna cztery fazy cyklu komoérkowego: G1,
S, G2 i M. Kazda z faz cyklu komérkowego charakteryzuje
sie dominacja odpowiednich komplekséw cykliny z kina-
za zalezng od cyklin. W fazie G1 kluczowa role odgrywaja
dwa takie kompleksy, cyklina D-CDK6-CDK4 oraz cykli-
na E-CDK2, w fazie S: cyklina A-CDK2 i w fazie G2 cykli-
na A-CDK1. Dwie klasy inhibitoréw zaleznych od cyklin
uczestniczga w regulacji cyklu komoérkowego: INK4/ARF
(ang. Inhibitor of kinase 4/ alternative reading frame) oraz CIP/
KIP (ang. CDK interacting protein/ kinase inhibitory protein).
Do klasy INK4/ARF zaliczamy nastepujace biatka: p15™<®
(p15), p16™NKA (p16), p18INKAC (p18) oraz p1I™NKP (p19). Biatka
nalezace do tej klasy wigza sie z CDK4 i CDKG6 co prowadzi
do allosterycznej zmiany, ktéra uniemozliwia oddzialywa-
nie z cyklinami D. Wéréd biatek nalezacych do klasy CIP/
KIP mozna wyréznié: p21°™' (p21), p275F! (p27) i p575IF
(p57). Biatka te hamuja enzymatyczng funkcje kompleksu
cyklina-CDK poprzez wigzanie sie z katalityczna szczeling
kompleksu [21]. Udziat inhibitoréw kinaz zaleznych od cy-
klin zostat przedstawiony na rycinie 2.

W starzeniu komoérkowym Kkluczowa role odgrywa-
ja dwa szlaki sygnalowe: p53-p21 i p16-pRb [22]. Szlak z
udzialem biatek p53-p21 gléwnie pelni funkcje w starzeniu
indukowanym uszkodzeniami DNA oraz w starzeniu re-
plikacyjnym, natomiast szlak z udzialem biatek p16-pRb w
starzeniu indukowanym nadekspresja onkogenéw. Stwier-
dzono jednak, ze czes¢ bialek jest wspélna dla obydwu

Cyklina B
CDK1

INK4/ARF CKls

p1 5INK4B p»] 6!NK4D
p1 8/NK4C p1 9!NK4D

|

Cyklina D
CDK6 CDK4

Cyklina A
CDK1

Cyklina E
CDK2
T
CIP/KIP CKls
p21CIP1 p27KIF’1
p57KJF'2

)

Rycina 2. Udzial inhibitoréw kinaz zaleznych od cyklin w przebiegu cyklu ko-
morkowego. Cykl komoérkowy jest écisle regulowany dzieki wzajemnemu od-
dziatywaniu cyklin, kinaz zaleznych od cyklin (CDK, ang. cyclin-dependent ki-
nases) i inhibitoréw kinaz zaleznych od cyklin (CKI, ang. cyclin-dependent kinase
inhibitors). Kazda z faz cyklu komérkowego charakteryzuje si¢ dominacja odpo-
wiednich komplekséw cykliny z kinazg zalezna od cyklin. W fazie G1 kluczowa
role odgrywaja dwa takie kompleksy, cyklina D-CDK6-CDK4 oraz cyklina E-
-CDK2, w fazie S: cyklina A-CDK2 i w fazie G2 cyklina A-CDK1. Dwie klasy inhi-
bitoréw zaleznych od cyklin uczestnicza w regulacji cyklu komérkowego: INK4/
ARF (ang. Inhibitor of kinase 4/ alternative reading frame) oraz CIP/KIP (ang. CDK
interacting protein/ kinase inhibitory protein). Do klasy INK/ ARF nalezg nastepujace
biatka: p15, p16, p18i p19. W klasie CIP/KIP mozna wyr6zni¢ nastepujace biatka:
p21, p27 i p57. Zmodyfikowane wedtug [21].

Cyklina A
CDK2
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szlakow. Zwiekszona synteza inhibitoréw cyklu komérko-
wego takich jak biatka p21 i p16 towarzyszy starzeniu re-
plikacyjnemu, jak i przyspieszonemu. Zaobserwowano, ze
poziom p16 roénie wraz z wiekiem u ludzi i myszy. U ludzi
synteze pl6 wykazano w skorze oraz w limfocytach T [23-
25]. Ponadto stwierdzono, ze wzrost poziomu tego biatka
koreluje ze zmniejszona liczbag komérek progenitorowych,
co jest obserwowane wraz z wiekiem w wielu tkankach [26].
Starzenie komoérkowe obserwowane jest réwniez podczas
rozwoju embrionalnego. Dochodzi wéwczas to wzrostu po-
ziomu biatka p21, natomiast nie obserwowany jest wzrost
biatka p16 [27,28]. Szerzej to zagadnienie zostalo oméwione
przez Anne Bielak—Zmijewskiq i wsp. [4]. Wzrost poziomu
biatka p16 nie jest jedynie zwiazany ze starzeniem komor-
kowym, a obserwowany jest rowniez w komoérkach gruczo-
tu mlekowego [29]. Wystepuja réwniez dane pokazujace,
ze wzrost poziomu biatka p16 jest wystarczajacym dowo-
dem na wystepowanie starzenia komérkowego. Brak biatka
p16 stwierdzono w przypadku wielu typéw nowotworow:
w glejaku wielopostaciowym, czerniaku, gruczolakoraku
trzustki, nie drobnokomérkowym raku ptuc, raku peche-
rza i raku ustnogardtowym. Mozna zatem wnioskowad, ze
obecnoéc biatka p16 hamuje rozwé6j nowotworu [30].2

Oproécz powszechnie znanych i stosowanych znacznikéw
starzenia jakimi sa biatka p16 i p21 istotnag role w tym pro-
cesie odgrywaja réwniez inne inhibitory kinaz zaleznych
od cyklin, nalezace do dwoéch klas: INK4/ARF i CIP/KIP.
Zaobserwowano, ze starzeniu komérkowemu towarzyszy
wzrost poziomu biatka p15. Wyzszy poziom tego biatka ob-
serwowano w zmianach tagodnych wystepujacych w sko-
rze, plucach i trzustce, ale nie w ztosliwych nowotworach
wystepujacych w tych samych tkankach i narzadach. Pod-
wyzszony poziom tego biatka korelowat z wystepowaniem
innych znacznikéw starzenia; wzrostem aktywnosci SA-p-
Gal i wystepowaniem skupisk heterochromatyny (SAHF)
[31]. U gryzoni zaobserwowano wzrost poziomu pl19nkd
wraz z wiekiem, ale nie w takim stopniu jak p16 ™4 [32]. Po-
nadto, u gryzoni stwierdzono, ze wzrostowi poziomu bial-
ka pl6 "k towarzyszy wzrost poziomu p192* (u ludzi od-
powiednikiem tego biatka jest p144FF) [23]. Réwnie istotna
role, jak biatka nalezace do klasy INK4/ARF, pelnia biatka
nalezace do klasy CIP/KIP. Stwierdzono, ze nadprodukcja
biatka p57 w komorkach raka prostaty, linii PPC-1, prowa-
dzi do pojawienia sie kilku znacznikéw starzenia komorko-
wego. Obserwowane jest wtedy zatrzymanie komoérek w
fazie G1 cyklu komérkowego. Dochodzi réwniez do wzro-
stu aktywnosci SA-B-Gal oraz komorki stajg sie duze i pta-
skie. W komorkach linii HUC (ang. human uroepithelial cells)
stwierdzono réwniez, ze wraz z rosnaca liczba podziatéw
dochodzi do wzrostu poziomu biatka p57 [33]. Wprowadze-
nie biatka p57 do trzech linii komérkowych glejaka (U343
MG-A, U87 MG, U343 MG) prowadzito do pojawienia sie
kilku znacznikéw starzenia. Komoérki stawaly sie duze i pla-
skie, zatrzymywaly sie w fazie G1 cyklu komérkowego oraz
dochodzito do wzrostu aktywnosci SA-B-Gal [6]. Kolejnym
biatkiem nalezacym do klasy CIP/KIP, ktére réwniez pelni
istotng funkcje w starzeniu jest biatko p27. Zaobserwowa-
no, ze nie tylko nadprodukcja biatka p21, ale réwniez biatka

?Zagadnienie to zostato szerzej oméwione w artykule ,Rola starzenia
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p27 w ludzkich komorkach kostniakomiesaka linii U20S
prowadzita do indukcji starzenia. Znacznikami procesu sta-
rzenia nie sa jedynie inhibitory kinaz zaleznych od cyklin,
ale rowniez cykliny. Wykazano, ze cyklina D1 jest znacz-
nikiem starzenia nowotworowych komorek epitelialnych
[20,34]. Ponadto wzrost poziomu tego znacznika starzenia
byt réwniez obserwowany w komérkach miesni gladkich
[35]. Zmiany poziomu inhibitoréw cyklu komérkowego jak
i cykliny D1 mozna miedzy innymi oceni¢ przy uzyciu tech-
niki Western bloting.

ZATRZYMANIE KOMOREK W CYKLU KOMORKOWYM

Zwiazane ze starzeniem zatrzymanie komoérek w cyklu
postrzegane jest jako proces nieodwracalny, poniewaz nie
ma znanych czynnikéw fizjologicznych, ktére moglyby ten
proces odwrocié¢ [36]. W zaleznosci od typu komoérek oraz
od czynnika indukujacego starzenie, moze dochodzi¢ do
zatrzymania komoérek w fazie G1 badz G2 cyklu komor-
kowego. W przypadku starzenia replikacyjnego dochodzi
zazwyczaj do zatrzymania komérek w fazie G1 cyklu ko-
morkowego. Tak jak opisano w pracy Mao i wsp. [37] —
moze réwniez dojé¢ do zatrzymania komoérek w fazie G2
cyklu komérkowego. Przyspieszonemu starzeniu towarzy-
szy zatrzymanie komoérek w fazie G2 cyklu komérkowego
[5,20,38]. Zatrzymanie komoérek w cyklu mozna zbadaé
przy uzyciu cytometru przeplywowego.

ZNACZNIKI ZWIAZANE Z DNA 1 CHROMATYNA

WYSTEPOWANIE SKUPISK BIALEK BEDACYCH
ELEMENTAMI SZLAKU ODPOWIEDZI NA
USZKODZENIA DNA (DNA-SCARS)

Uszkodzenia DNA, powodujace trwalg aktywacje szlaku
odpowiedzi na uszkodzenia DNA (DDR, ang. DNA Damage
Response), prowadza do indukcji przyspieszonego starze-
nia. Trwala aktywacja szlaku odpowiedzi na uszkodzenia
DNA, w odréznieniu od przejsciowej aktywacji tego szlaku,
charakteryzuje sie dlugotrwalym wystepowaniem skupisk
biatek bedacych elementami szlaku DDR tak jak np. yH2AX
i 53BP1 [39-41].> Do niedawna uwazano, ze przyspieszone
starzenie moze by¢ indukowane uszkodzeniami DNA wy-
stepujacymi zaréwno w telomerowym, jak i nietelomero-
wym DNA [42]. W 2012 roku kilka zespotéw badawczych
[39,43,44] pokazalo, ze trwala aktywacja DDR jest wynikiem
wystepowania uszkodzenn w odcinkach telomerowych. Wy-
stepowanie kilku uszkodzen w odcinkach telomerowych
stanowi wystarczajacy bodziec do indukgji starzenia [39].

Komoérki, ktére ulegly starzeniu w wyniku trwalej ak-
tywagji szlaku odpowiedzi na uszkodzenia DNA, majg w
jadrze komoérkowym skupiska biatek bedacych elemen-
tami tego szlaku (DNA-SCARS, ang. DNA segments with
chromatin alterations). Skupiska te zawieraja takie biatka jak
np.: ATM, yH2AX i 53BP1 [41,45]. W obrebie DNA-SCARS
mozna réwniez wyrézni¢ skupiska powstate w wyniku ak-
tywagji szlaku wynikajacego z uszkodzonych, badz zbyt
krotkich telomeréw (TIF, ang. telomere dysfunction-indu-
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ced foci) [45,46]. Zaobserwowano, ze DNA-SCARS czesto
wspotwystepuja z PML (ang. Promyelocytic Leukemia Protein)
[41]. Wystepowanie DNA-SCARS mozna zbadaé poprzez
wykonanie barwiert immunocytochemicznych.

SKUPISKA HETEROCHROMATYNY
ZWIAZANE ZE STARZENIEM (SAHF)

W komorkach, ktére ulegly starzeniu, stwierdzono wy-
stepowanie tzw. skupisk heterochromatyny zwigzanych ze
starzeniem (SAHF, ang. Senescence Associated Heterochroma-
tin Foci). Zostaly one po raz pierwszy opisane w 2003 przez
Narite i wsp. [47] w ludzkich fibroblastach, w ktérych he-
terochromatyna ulegla starzeniu w postaci 30-50 skupisk,
widocznych w wyniku barwienia DAPI. SAHF powstaja w
obszarach promotorowych genéw kodujacych biatka regu-
lujace faze S cyklu komérkowego. Skupiska te sa wykrywa-
ne dzieki znakowaniu na obecnos¢ histonu H3, ktéry ulegt
metylacji w pozycji lizyny 9 (H3 Lys 9), bialka HP-1 (ang. he-
terochromatin protein-1), histonu makroH2A i biatka HMGA
(ang. High Mobility Group A) [47]. W obrebie rodziny ma-
kroH2A wyrézni¢ mozna histon makroH2A1.1, 1.21 2. [48].
Wystepuja trzy biatka nalezace do rodziny HP1: HP1a, iy
oraz dwa biatka HMGA: HMGA1 i 2 [49]. W poczatkowym
etapie powstawania SAHF udzial biora nastepujace biatka:
ASF1a, HIRA i PML [50]. Zaobserwowano, ze w komoérkach
pozbawionych kinaz ATM czy ATR, bialek ktére pelnia
kluczowa role w szlaku odpowiedzi na uszkodzenia DNA,
nie dochodzi do powstawania skupisk heterochromatyny
zwiazanych ze starzeniem [51]. Pierwszy etap zwigzany
jest z kondensacja chromosoméw. Wykrywany jest poprzez
barwienie jadra komérkowego przy uzyciu DAPI i obser-
wowany zanim dojdzie do wzbogacenia SAHF w biatko
HP1 oraz histony makroH2A czy H3K9Me. Za kondensa-
¢je chromosoméw podczas tworzenia SAHF odpowiadaja
dwa biatka opiekuricze histonéw HIRA i ASFla. Nadpro-
dukcja HIRA czy ASFla w komérkach pierwotnych przy-
spiesza tworzenie SAHF. Zaobserwowano, ze wyciszenie
ASFla hamuje tworzenie SAHF w starzeniu indukowanym
nadekspresja onkogenu RAS. Kolejnym krokiem w powsta-
waniu SAHF jest metylacja histonu H3 na reszcie lizyny 9.
Nastepnie dochodzi do powstania miejsca wiazania biatka
HP1 i wbudowania histonu macroH2A. W komérkach ule-
gajacych starzeniu, przed powstaniem SAHF, biatka HIRA
i HP1 ulegaja translokacji do PML-NB [48]. SAHF sg mar-
kerem charakterystycznym zaréwno dla przyspieszonego
starzenia indukowanego aktywacja onkogenéw, jak i repli-
kacyjnego, jednakze zaobserwowano, ze jest to zalezne od
typu komorek [47,50]. W starzeniu replikacyjnym ludzkich
fibroblastow linii IMR90 i WI38, ale nie BJ, zaobserwowano
powstawanie SAHF. Co ciekawe, gdy starzenie w komor-
kach linii BJ byto indukowane nadekspresja onkogenéw
znacznik ten juz sie pojawiat [47].

Pierwotnie stwierdzono, Ze jednym z elementéw SAHF
jest wystepowanie metylacji histonu H3 na reszcie lizyny 9.
Nie potrafiono jednak rozréznic¢ poszczegélnych modyfika-
qji histonu H3: H3K9me3, H3K9me2, H3K9me i H3K27me.
Wszystkie wyzej wymienione modyfikacje charakteryzuja
sie wystepowaniem identycznych aminokwaséw wokot
miejsca modyfikacji lizyny. Stworzenie bardziej specyficz-
nych przeciwcial pozwolilo na dokfadniejsze poznanie
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struktury SAHF. Wykazano, ze SAHF majg budowe war-
stwowa. Rdzeri bogaty jest w H3K9me3 i otoczony jest pier-
Scieniem, w ktérym dominuje H3K27me3. Podczas two-
rzenia SAHF dochodzi do wzrostu poziomu biatka HP1,
ktore wigze sie z H3K9me3, natomiast nie obserwowany
jest znaczny wzrost poziomu histonu H3K9me3. Zaobser-
wowano, ze pozbawienie ludzkich fibroblastéw histonu
H3K9me3 lub H3K27me3 nie uniemozliwialo powstawa-
nia SAHF [52]. Ponadto obnizenie poziomu biatek HP1 nie
uniemozliwia tworzenia SAHF [49].

WZROST ZAWARTOSCI BIALKA PML

Biatko PML (ang. promyelocytic leukemia protein) zostalo
po raz pierwszy opisane u 0os6b dotknietych ostra biataczka
promielocytarng. Stanowi ono gléwny skladnik PML-NB
(ang. PML nuclear bodies), zwanych réwniez ND10 (ang.
nuclear bodies) i POD (ang. promyelocytic oncogenic domains)
[63-54]. W PML-NB stwierdzono obecno$¢ ponad 50 biatek,
miedzy innymi Rb, p53, ATM, ATR, helikaz, topoizomeraz
oraz bialek biorgcych udzial w naprawie uszkodzeri DNA.
Wystepuja dowody $wiadczace o bezposrednim zwigz-
ku biatka PML ze starzeniem. Synteza PML w komorkach
prawidiowych prowadzi do nieodwracalnego zatrzyma-
nia komoérek w cyklu i indukcji starzenia komérkowego.
Ponadto stwierdzono, ze biatko to odgrywa istotng role
w przyspieszonym starzeniu indukowanym onkogenami
[51,55]. Zaobserwowano, ze podczas starzenia zwieksza
sie liczba i wielko$¢ PML-NB, natomiast nowotworzeniu
towarzyszy zmniejszenie ich liczby wynikajace z obnizonej
syntezy PML [56]. Nadekspresja onkogenu RAS prowa-
dzi do indukcji starzenia, czemu towarzyszy zwiekszenie
liczby PML-NB w poréwnaniu z komoérkami kontrolnymi.
Ponadto w starzeniu indukowanym RAS zaobserwowano
wystepowanie biatka Rb i p53 w obrebie PML-NB. Stwier-
dzono, ze brak bialka PML uniemozliwia indukcje starzenia
spowodowanego nadprodukcja biatka RAS [57]. W komor-
kach, w ktérych do zatrzymania cyklu dochodzi w wyniku
braku surowicy, osiagniecia konfluencji czy tez nadproduk-
qji biatka p53, nie obserwowane jest pojawienie sie wigkszej
liczby PML-NB. Wykazano réwniez, ze nadprodukcja biat-
ka PML prowadzi do indukgcji starzenia. W powstawaniu
skupisk heterochromatyny zwigzanych ze starzeniem biorg
udzial PML-NB. Stwierdzono réwniez, ze w fibroblastach
linii IMR90, starzeniu replikacyjnemu towarzyszyl wzrost
poziomu biatka PML [57]. Biatko PML mozna wykry¢ po-
przez wykonywanie barwieri immunocytochemicznych na
obecnos¢ tego biatka.

SKRACANIE TELOMEROW I AKTYWNOSC TELOMERAZY

Telomery sa to fragmenty DNA, obecne na zakorcze-
niach chromosomoéw. U ssakéw zbudowane sa z powtérzen
sekwencji sze$ciu nukleotydéw TTAGGG. Telomery wraz
z kompleksem bialek pelnig funkcje ochronna. Wyréznic
mozna sze$¢ bialek zwigzanych z telomerami zwanych szel-
terynami: TRF1 (ang. telomeric repeat binding factor 1), TRF2
(ang. telomeric repeat binding factor 2), POT1 (ang. protection
of telomeres 1), TIN2 (ang. TRFI-interacting nuclear protein
2), TPP1 i Rapl (ang. repressor-activator protein 1). Z kaz-
dym podzialem komérkowym telomery ulegajg skracaniu.
Maksymalna liczba podziatéw, ktérej komérka moze ulec
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nazwana jest limitem Hayflicka, a starzenie spowodowane
skracaniem telomeréw nazwane zostalo starzeniem replika-
cyjnym. Za odbudowowywanie telomeréw odpowiedzial-
na jest telomeraza. Poziom enzymu i liczba komoérek, ktére
wykazuja jego aktywnos¢ jest bardzo rézna u réznych ga-
tunkéw. U myszy w komoérkach somatycznych obserwowa-
na jest aktywnosc¢ telomerazy, podczas gdy u ludzi takie zja-
wisko jest rzadkie [1,58]. Badanie diugosci telomeréw jest
znacznikiem stosowanym do badania starzenia replikacyj-
nego i mozna go oznaczaé¢ przy uzyciu technik FISH (ang.
Fluorescence in situ hybridization) oraz Southern blotting.*

OBNIZENIE POZIOMU LAMINY B1

Jednym ze znacznikow starzenia jest towarzyszacy temu
procesowi spadek poziomu laminy B1, ktéry obserwowany
byt zaréwno w warunkach in vitro, jak i in vivo [2]. Laminy
naleza do filamentéw posrednich typu V i wchodza w sktad
blony jadrowej. Spadek poziomu laminy B1 widoczny byt
zar6wno w starzeniu replikacyjnym, jak réwniez induko-
wanym nadekspresja onkogenéw, czy tez uszkodzeniami
DNA. Stwierdzono, ze spadek poziomu laminy B1 zwigza-
ny ze starzeniem, byl niezalezny od obecnosci nastepuja-
cych biatek: p38, ATM i czynnika transkrypcyjnego NF-xB,
natomiast niezbedna byta aktywnosc¢ jednego z kluczowych
szlakéw bioracych udzial w starzeniu, p16-pRb badz p53-
-p21. Starzeniu moze réwniez towarzyszy¢ wzrost poziomu
reaktywnych form tlenu [59]. Obnizenie ich poziomu nie
hamowato spadku poziomu laminy B1 [60]. Poziom laminy
B1 mozna zbadaé poprzez wykonanie barwieri immunocy-
tochemicznych, jak réwniez przy uzyciu techniki Western
blotting.

OKSYDACYJNE MODYFIKACJE ZASAD AZOTOWYCH

Za kolejny znacznik starzenia komoérkowego moze by¢
uznany poziom utlenionych pochodnych zasad azotowych
i nukleozydéw np. 8-oksyguaniny (8-oksyGua) oraz jej nu-
kleozydu 8-oksy-2’-deoksyguanozyny (8-oksydG). Wolno-
rodnikowa teoria starzenia sformulowana przez Denhama
Harmana w 1956 roku zaktada, Ze krytyczna role w starze-
niu organizmu odgrywaja wolne rodniki, ktére prowadza
do uszkodzenia makroczasteczek komérkowych takich jak
DNA, lipidy i biatka [61]. Analiza tkanek zwierzecych oraz
ludzkich, dostarcza licznych dowodéw na korelacje pomie-
dzy wystepowaniem zmian spowodowanych obecnoscia
wolnych rodnikéw a wiekiem [62]. Stwierdzono zalezny od
wieku wzrost liczby oksydacyjnych uszkodzeri DNA oraz
8-oksy-2'-deoksyguanozyny (8-oksydG) w tkankach zwie-
rzat doswiadczalnych. U gryzoni zaobserwowano wyzszy
poziom 8-oksydG w jadrowym DNA wyizolowanym z r6z-
nych narzadéw, pochodzacych od zwierzat starszych niz
od zwierzat mtodych [63]. U ludzi wykazano, ze poziom
znacznika oksydacycjnych uszkodzeri DNA 8-oksydG jest
wyzszy w dwoch grupach wiekowych, w ktérych srednia
wieku wynosita odpowiednio 67 i 50 lat niz u 0s6b w wieku
okolo 31 lat. Wykazana zostala réwniez dodatnia korelacja
pomiedzy poziomem 8-oksydG, a wiekiem badanych oséb.
Poziom 8-0ksydG badano w leukocytach i moczu. Ponadto,
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w moczu zaobserwowano nie tylko zalezny od wieku pod-
wyzszony poziom 8-oksydG, ale réwniez 8-oxoGua, ktéry
jest postrzegany jako najbardziej czuly znacznik wptywu
stresu oksydacyjnego na DNA [64].

METYLACJA

Starzeniu towarzyszy globalna demetylacja, ktéra obser-
wowana jest w wielu typach komérek i tkanek. Obserwacji
tych dokonano badajac poziom 5-metylocytozyny (5-mC).
Stwierdzono, ze poziom tego znacznika metylacji spada
w komoérkach hodowanych in vitro wraz z liczba pasazy.
Transformacja komoérek wirusem SV-40 prowadzi do utrzy-
mywania si¢ 5-mC na stalym poziomie. Oprécz globalnej
demetylacji, starzeniu towarzyszy réwniez wystepowanie
demetylacji konkretnych genéw jak na przyktad: MYC i
p-aktyna. Ponadto stwierdzono, ze w starzeniu wystepuje
réwniez hipometylacja [65]. Badania fibroblastow pokazaty,
Ze starzeniu replikacyjnemu towarzyszy zaréwno hipome-
tylacja i skupiskowo wystepujaca hipermetylacja dotyczaca
konkretnych genéw. Profil metylacji w komoérkach, ktére
ulegty starzeniu byl podobny do tego, ktéry wystepuje w
komérkach nowotworowych [66].

FENOTYP SEKRECYJNY ZWIAZANY
ZE STARZENIEM (SASP/SMS)

Inna cecha charakterystyczng dla komérek starych jest
wystepowanie tzw. fenotypu wydzielniczego zwanego
SASP (ang. Senescence Associated Secreatory Phenotype) lub
SMS (ang. Senescence-Messaging Secretome) [41,67,68]. W
obrebie SASP/SMS wyrézni¢ mozna takie czynniki jak:
cytokiny, proteazy, czynniki wzrostu, czy tez inne zwiazki
wykazujace dzialanie autokrynne badz parakrynne. Feno-
typ sekrecyjny komorek zalezny jest zar6wno od bodZzca in-
dukujacego starzenie, jak i typu komorek. Aktywnosc jego
jest regulowana przez niektére bialka szlaku odpowiedzi
na uszkodzenia DNA: ATM (ang. Ataxia telangiectasia mutat-
ed), NBS1(ang. Nijmegen breakage syndrome protein-1) i CHK2
(ang. checkpoint kinase 2) [41]. Natomiast inaktywacja biatka
P53 powoduje zwiekszone wydzielanie niektérych elemen-
tow SASP [67]. Ponadto SASP jest regulowany przez naste-
pujace czynniki transkrypcyjne: NF-xB (ang. nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) i C/EBP-P (ang.
CCAAT-enhancer-binding proteins) [69,70]. Fenotyp sekrecyj-
ny pojawia sie, gdy dochodzi do trwatej aktywacji szlaku
odpowiedzi na uszkodzenia DNA. Podczas przejéciowej
aktywacji szlaku, czynniki wchodzace w sktad SASP nie
sa wydzielane przez komoérki. Zauwazono, ze istotng role
w regulacji fenotypu sekrecyjnego pelni réwniez kina-
za p38MAPK pojawijaca sie pod wplywem nadekspresji
onkogenu RAS, jak réwniez promieniowania X. Kinaza
P38MAPK indukowala SASP poprzez aktywacje czynnika
transkrypcyjnego NF-xB. Zastosowanie inhibitora kinazy
P38MAPK zmniejszalo wydzielanie wiekszosci elementéw
SASP [71]. Czynniki wydzielane przez komorki ulegajace
starzeniu moga mie¢ zaréwno pozytywny, jak i negatyw-
ny wplyw na wiele proceséw zachodzacych w organizmie.
Elementy SASP indukuja angiogeneze, proliferacje i rézni-
cowanie komorek, naprawe tkanek, transformacje epitelial-
no-mezynchymalng oraz prowadza do wystepowania opor-
nosci na chemioterapie (Ryc. 3). Jedna z pierwszych cytokin
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Rycina 3. Procesy, na ktére wplywaja elementy fenotypu sekrecyjnego zwigzanego ze starzeniem (SASP/SMS).
Czynniki wydzielane przez komorki ulegajace starzeniu indukuja angiogeneze, opornoéc na chemioterapie, trans-
formacje epitelialno-mezenchymalng, proliferacje komoérek, regeneracje tkanek i prowadzg do aktywacji ukladu

odpornosciowego. Zmodyfikowane wedtug [2].

’ ’ transformacja epitelialno-mezynchymalna

isolated from human aorta. Biogerontology
15: 47-64

5. Mosieniak G, Adamowicz M, Alster O,
Jaskowiak H, Szczepankiewicz AA, Wilczyn-
ski GM, Ciechomska IA, Sikora E (2012) Cur-
cumin induces permanent growth arrest of
human colon cancer cells: link between sene-
scence and autophagy. Mechanism of ageing
and Development 133: 444-455

6. Tsugu A, Sakai K, Dirks PB, Jung S, Weks-
berg R, Fei YL, Mondal S, Ivanchuk S, Acker-
ley C, Hamel PA, Rutka JT (2000) Expression
of p57(KIP2) potently blocks the growth of
human astrocytomas and induces cell sene-
scence. Am ] Pathol 157: 919-932

wydzielanych przez komérki, w wyniku indukgji starzenia
jest IL-1a [72]. IL-1a wiaze sie z receptorem IL1R, ktéry ak-
tywuje kaskade sygnaléw prowadzaca do aktywacji NF-xB.
Ten czynnik indukuje transkrypcje genéw kodujacych cyto-
kiny prozapalne, IL-6 i IL-8 [72]. Fenotyp sekrecyjny mozna
zmierzy¢ przy uzyciu cytometru przeptywowego, jak row-
niez z uzyciem techniki ELISA.

ZNACZNIKI STARZENIA INDUKOWANE
AKTYWACJA ONKOGENOW

WZROST POZIOMU BIALEK: DEC1 I DCR2

Wystepuje szereg markeréw przyspieszonego starzenia
indukowanego aktywacja onkogenéw. Zaobserwowano
podwyzszony poziom bialek DEC1 (ang. differentiated em-
bro-chondrocyte expressed-1) i DCR2 (ang. decoy death recep-
tor-2). DEC1 i DCR2 ulegaja aktywacji przez p53. Wyzszy
poziom tych bialek obserwowano w zmianach fagodnych
wystepujacych w skérze, ptucach i trzustce, ale nie w zto-
sliwych nowotworach wystepujacych w tych samych tkan-
kach i narzadach. Podwyzszony poziom tych biatek ko-
relowal z wystepowaniem innych znacznikéw starzenia,
wzrostem aktywnosci SA-B-Gal i wystepowaniem skupisk
heterochromatyny (SAHF) [31].

PODSUMOWANIE

Starzenie komoérkowe jest bardzo ztozonym procesem,
ktérego wnikliwe poznanie i zrozumienie mozliwe jest
dzigki zbadaniu szeregu jego znacznikéw. Znanych jest
wiele znacznikéw starzenia komoérkowego. Umozliwia-
ja one wykrywanie zaréwno zmian biochemicznych, jak i
morfologicznych. Aby scharakteryzowaé starzenie komor-
kowe niezbedne jest zbadanie przynajmniej kilku znaczni-
kow tego procesu i dopiero ich wspdtwystepowanie pozwa-
la na uzyskanie pewnosci, ze komoérki ulegty starzeniu.
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ABSTRACT

Cellular senescence is a complex process associated with irreversible cell cycle arrest. We can distinguish replicative senescence, which is
telomere dependent and stress-induced premature senescence (SIPS), which is telomere independent. Replicative senescence can be observed
in culture after a few weeks or months, depending on the cell type. On the other hand SIPS can be observed a few days after treating with
a senescence inducing agent. Till now a universal marker of senescence has not been decribed. Studies concerning senescence are possible
thanks to the existance of many markers of senescence which enable to observe molecular as well as biochemical changes associated with this
process. The presence of a few markers of senescence allows us to be sure that cells underwent senescence.
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