
138 www.postepybiochemii.pl

Olga Alster1,

Zbigniew Korwek2

1Pracownia Molekularnych Podstaw Sta-
rzenia, Instytut Biologii Doświadczalnej 
im. Marcelego Nenckiego PAN, Warszawa 
2Pracownia Modelowania w Biologii i Medycy-
nie, Instytut Podstawowych Problemów Tech-
niki PAN, Warszawa

Instytut Biologii Doświadczalnej im. 
Marcelego Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 
02-093 Warszawa; tel.: (22) 589 22 60, e-mail: 
o.alster@nencki.gov.pl

Artykuł otrzymano 14 marca 2014 r.
Artykuł zaakceptowano 9 kwietnia 2014 r.

Słowa kluczowe: znaczniki starzenia, starze-
nie replikacyjne, starzenie przyspieszone, fe-
notyp sekrecyjny, β-galaktozydaza związana 
ze starzeniem

Wykaz skrótów: CDK — ang. cyclin-depen-
dent kinases; CIP/KIP — ang. CDK interacting 
protein/ kinase inhibitory protein; CKI — ang. cy-
clin-dependent kinase inhibitors; DNA-SCARS — 
ang. DNA segments with chromatin alterations re-
inforcing senescence; PML — ang. promyelocytic 
leukemia protein; SA-β-Gal — ang. senescence as-
sociated β-galactosidase; SAHF — ang. senescence 
associated heterochromatin foci; SASP — ang. se-
nescence associated secreatory phenotype

Znaczniki starzenia komórkowego

STRESZCZENIE

Starzenie jest złożonym procesem związanym z nieodwracalnym zatrzymaniem komórek 
w cyklu. Wyróżnić można starzenie replikacyjne, zależne od skracania telomerów, i sta-

rzenie przyspieszone, które jest niezależne od ich skracania. Starzenie replikacyjne obser-
wowane jest w hodowli jako skończona liczba podziałów komórek, co może trwać od kilku 
tygodni do miesięcy, w zależności od typu komórek. Starzenie przyspieszone zachodzi już 
po kilku dniach od zadziałania czynnika je indukującego. Nie ma jednego uniwersalnego 
znacznika procesu starzenia komórkowego. Badanie starzenia komórkowego możliwe jest 
dzięki występowaniu szeregu znaczników tego procesu, które pozwalają obserwować zmia-
ny zarówno na poziomie molekularnym jak i biochemicznym. Dopiero ich współwystępo-
wanie pozwala na uzyskanie pewności, że komórki uległy starzeniu.

WPROWADZENIE

Starzenie komórkowe jest bardzo złożonym i wieloetapowym procesem. Wy-
różnić możemy starzenie replikacyjne, które związane jest ze skracaniem telo-
merów i obserwowane jest w hodowli po kilku tygodniach lub miesiącach, oraz 
starzenie przyspieszone, które jest niezależne od skracania telomerów i może 
być obserwowane po kilku dniach od zadziałania czynnika je indukującego. 
Badanie starzenia możliwe jest dzięki istnieniu licznych metod, pozwalających 
śledzić ten proces. W chwili obecnej nie ma jednego markera typowego wyłącz-
nie dla procesu starzenia, jednak występuje szereg cech, które charakteryzują 
ten proces. Opisanych zostało wiele znaczników starzenia i można je podzielić 
na dwie grupy: uniwersalne i komórkowo specyficzne1. Możemy wyróżnić na-
stępujące uniwersalne znaczniki starzenia: zmianę morfologii, wzrost syntezy i 
aktywności β-galaktozydazy związanej ze starzeniem (SA-β-Gal, ang. Senescen-
ce associated β-galactosidase), wzrost ziarnistości, wzrost poziomu lipofuscyny, 
zmiany w cytoszkielecie, zahamowanie proliferacji, wzrost poziomu inhibito-
rów cyklu komórkowego (m.in. p16INK4a (p16) i p21WAFI/CIP1 (p21)), zatrzymanie 
komórek w cyklu, występowanie skupisk białek stanowiących element szlaku 
odpowiedzi na uszkodzenia DNA (DNA-SCARS, ang. DNA segments with chro-
matin alterations reinforcing senescence), występowanie skupisk heterochromaty-
ny związanych ze starzeniem (SAHF, ang. Senescence Associated Heterochromatin 
Foci), wzrost poziomu białka PML (ang. promyelocytic leukemia protein), skracanie 
telomerów, spadek poziomu laminy B1, zmiany metylacji DNA oraz pojawie-
nie się fenotypu sekrecyjnego związanego ze starzeniem (SASP, ang. Senescence 
Associated Secretory Phenotype; SMS, ang. Senescence-messaging Secretome) [1-3]. 
Schemat na rycinie 1 przedstawia zmiany występujące w komórce, która uległa 
starzeniu. Większość z wyżej wymienionych znaczników starzenia, w zależno-
ści od typu badanych zmian, można zakwalifikować do następujących grup: na 
poziomie struktury i morfologii komórki (wielkość i rozpłaszczenie, aktywność 
SA-β-Gal, ziarnistość, wzrost poziomu lipofuscyny oraz zmiany cytoszkieletu), 
zmiany związane z regulacją cyklu komórkowego (zahamowanie proliferacji, 
wzrost poziomu inhibitorów cyklu komórkowego i cykliny D1 oraz zatrzyma-
nie komórek w cyklu), znaczniki związane z DNA i heterochromatyną (wystę-
powanie DNA-SCARS, SAHF, PML-NB, skracanie telomerów, spadek poziomu 
laminy B1 i zmiany metylacji) oraz fenotyp wydzielniczy (SASP). Wszystkie te 
znaczniki zostaną omówione poniżej.

ZMIANY NA POZIOMIE STRUKTURY I MORFOLOGII KOMÓRKI

ZMIANA MORFOLOGII KOMÓREK ULEGAJĄCYCH STARZENIU
Komórki ulegające starzeniu replikacyjnemu, jak i przyspieszonemu, powięk-

szają się i stają się płaskie. Zmiana ta obserwowana jest zarówno w przypadku 
1Zagadnienie to zostało szerzej omówione w artykule „Rola starzenia komórkowego w starze-
niu organizmu i chorobach związanych z wiekiem”, opublikowanym w niniejszym zeszycie 
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komórek prawidłowych np. ludzkich komórek mięśni gład-
kich, fibroblastów, jak i komórek nowotworowych: ludzkich 
komórkach raka okrężnicy (HCT116), liniach glejaka (U343 
MG-A, U87 MG, U343 MG), linii kostniakomięsaka (U2OS) 
i ludzkich komórkach raka piersi (MCF-7) [4-6]. Ponadto, 
w melanocytach, ulegających starzeniu spowodanym nade-
kspresją onkogenu RAS, stwierdzona jest intensywna wa-
kuoalizacja [7]. Zaobserwowano, że melanocyty ulegające 
starzeniu w wyniku nadekspresji onkogenu BRAF, mają 
wrzecionowate jądra komórkowe [8].

WZROST AKTYWNOŚCI I POZIOMU β-GALAKTOZYDAZY 
ZWIĄZANEJ ZE STARZENIEM (SA-β-GAL)

Podstawowym markerem procesu starzenia komórko-
wego jest wzrost aktywności i poziomu enzymu lizoso-
malnego β-galaktozydazy związanej ze starzeniem (SA-
β-Gal). Jest to najbardziej znany i najpowszechniej uży-
wany w warunkach in vitro, jak i in vivo marker starzenia, 
który został opisany przez Dimri i wsp [9]. SA-β-Gal jest 
markerem, którego obecność została opisana zarówno w 
starzeniu replikacyjnym, jak również przyspieszonym 
[1]. Obecność tego znacznika stwierdzono w komórkach, 
które uległy starzeniu, ale nie w spoczynkowych fibro-
blastach czy zróżnicowanych keratynocytach. Ponadto 
obserwowano wzrost aktywności SA-β-Gal wraz z wie-
kiem dawcy w fibroblastach skórnych i epidermalnych 
keratynocytach. Znacznik ten również był przydatny w 
badaniu starzenia u gryzoni czy naczelnych [10]. Ponadto 
ma on zastosowanie u starzejących się organizmów mo-
delowych, jak np. u Danio pręgowanego i Caenorhabditis 
elegans. Niestety okazało się, że wzrost aktywności SA-β-
Gal nie towarzyszy jedynie starzeniu, ale może również 
być wykrywany w warunkach nie związanych z nim jak 
np. w przypadku nieprawidłowych warunków hodowli 
komórek, jej przegęszczenia oraz w świetle cebulek wło-
sowych oraz przewodów ekrynowych i łojotokowych 
[11]. Wzrost aktywności tego enzymu koreluje ze wzro-
stem masy lizosomów, który jest obserwowany w komór-
kach starych [12].

Obecność SA-β-Gal nie 
jest jednak niezbędna do in-
dukcji starzenia. Fibroblasty 
pochodzące od pacjentów z 
gangliozydazą GM1, chorobą 
spichrzeniową spowodowa-
ną brakiem β-galaktozydazy, 
ulegały starzeniu replika-
cyjnemu, jak również przy-
spieszonemu, pod wpływem 
adriamycyny, związku któ-
ry indukuje powstawanie 
uszkodzeń DNA. Starzeniu 
tych komórek nie towarzy-
szył wzrost aktywności SA-
β-Gal, gdyż wzrost poziomu 
tego znacznika uwarunkowa-
ny jest obecnością lizosomal-
nej β-galaktozydazy. Ponadto 
stwierdzono, że obniżenie po-
ziomu β-galaktozydazy przy 
użyciu technik siRNA bądź 

shRNA w komórkach prawidłowych czy nowotworowych 
nie hamuje indukcji starzenia [12].

Aby uniknąć potencjalnie fałszywie dodatnich wyników 
dobrze jest badać wzrost aktywności SA-β-Gal z innymi 
znacznikami starzenia jak np. z zatrzymaniem komórek w 
cyklu, które jest również znacznikiem tego procesu. Równo-
czesne pokazanie, że komórki są zatrzymane w cyklu przy 
wzroście aktywności SA-β-Gal świadczy o tym, że wzrost 
aktywności tego enzymu związany jest ze starzeniem.

W celu zbadania aktywności SA-β-Gal przy użyciu mi-
kroskopu świetlnego komórki utrwalano, a następnie in-
kubowano w roztworze barwiącym zawierającym x-gal, 
który jest substratem β-galaktozydazy. W wyniku cięcia x-
-gal przez enzym dochodzi do powstawania barwnego pro-
duktu, który obserwowany jest w komórkach w postaci nie-
bieskiego precypitatu. Do pomiaru aktywności SA-β-Gal, 
oprócz mikroskopii świetlnej można również wykorzystać 
metodę z zastosowaniem cytometru przepływowego. Wy-
korzystuje się do tego określony substrat, który pod wpły-
wem β-galaktozydazy emituje zieloną fluorescencję. Meto-
da z zastosowaniem cytometru przepływowego pozwala 
na dokonanie szybkiej oceny ilościowej komórek wykazu-
jących wzrost aktywności SA-β-Gal [9,13].

Dotychczas nie została poznana funkcja SA-β-Gal w 
przebiegu starzenia. Przypuszcza się, że wzrost aktyw-
ności tego enzymu wynika jedynie ze wzrostu liczby lizo-
somów, a nie jego związku przyczynowo-skutkowego w 
starzeniu.

WZROST ZIARNISTOŚCI

Jedną z kolejnych zmian towarzyszących starzeniu jest 
wzrost ziarnistości komórek. Związane jest to prawdo-
podobnie ze wzrostem masy lizosomów, w komórkach, 
które uległy starzeniu [12]. Wzrost ziarnistości komórek 

Rycina 1. Znaczniki starzenia komórkowego. Wśród znaczników procesu starzenia można wyróżnić: zatrzymanie podzia-
łów, zwiększenie rozmiarów komórki, wzrost aktywności i poziomu SA-β-Gal, wzrost poziomu inhibitorów cyklu komór-
kowego (białek p16 i/lub p21), pojawienie się fenotypu sekrecyjnego związanego ze starzeniem (SASP, ang. senescence 
associated secreatory phenotype), pojawienie się skupisk heterochromatyny związanych ze starzeniem oraz skupisk białek 
związanych z aktywacją szlaku odpowiedzi na uszkodzenia DNA (DNA-SCARS, ang. DNA segments with chromatin altera-
tions). Zmodyfikowane według [73].
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można określić przy użyciu cytometru przepływowego 
lub obserwacji mikroskopowej.

WZROST POZIOMU LIPOFUSCYNY

Innym markerem procesu starzenia jest lipofuscyna, 
która jest brązowożółtym barwnikiem wytwarzanym 
podczas utleniania lipoprotein w lizosomach. Stwierdzo-
no, że ilość lipofuscyny wzrasta w komórkach starych 
organizmów [14]. Wzrost poziomu lipofuscyny można 
ocenić poprzez wykonanie barwień histochemicznych.

ZMIANY CYTOSZKIELETU TOWARZYSZĄCE STARZENIU

Starzeniu komórkowemu towarzyszy również szereg 
zmian związanych z białkami cytoszkieletu. Zaobserwowa-
no zmiany w poziomie następujących białek: wimentyny, 
β-aktyny i tubuliny.

Wimentyna jest białkiem o masie 58 kDa, które nale-
ży do III grupy filamentów pośrednich i obecne jest w 
komórkach pochodzenia mezenchymalnego. Białko to 
wykazuje dużą homologię międzygatunkową [15,16]. W 
embrionalnych fibroblastach linii TIG3 zaobserwowa-
no, że wraz z liczbą podziałów rósł poziom wimentyny. 
Ponadto stwierdzono, że ludzkie fibroblasty skórne linii 
TIG101, które uległy starzeniu, miały ponad dwukrotnie 
wyższy poziom wimentyny niż komórki linii TIG3, które 
były na wczesnym pasażu. Również wykazano, że pło-
dowe fibroblasty skórne linii TIG3S miały istotnie niższy 
poziom tego białka niż komórki linii TIG101. Zmianie po-
ziomu wimentyny towarzyszyły również zmiany pozio-
mu tubuliny i aktyny. Zaobserwowano, że komórki, które 
uległy starzeniu miały odpowiednio cztero- i dwukrotnie 
niższy poziom aktyny i tubuliny niż komórki młode [17]. 
Wzrost poziomu wimentyny można ocenić poprzez wy-
konanie barwień immunocytochemicznych oraz z zasto-
sowaniem techniki Western blotting.

ZNACZNIKI ZWIĄZANE Z PROLIFERACJĄ  
I REGULACJĄ CYKLU KOMÓRKOWEGO

ZAHAMOWANIE PROLIFERACJI
Podstawowym znacznikiem starzenia, który pozwala 

określić czy komórki proliferują jest określenie ich liczby. 
Gdy dojdzie do zahamowania proliferacji liczba komórek 
nie ulega zmianie. Proliferację komórek można również 
badać poprzez określanie zdolności do wbudowywania 
do DNA bromodeoksyurydyny (BrdU) bądź 5-etynyl-
-2-deoksyurydyny (EdU). Brak komórek zdolnych do 
wbudowywania BrdU do DNA świadczy o zahamowaniu 
syntezy DNA, a zatem proliferacji co jest równoznaczne 
z zatrzymaniem komórek w cyklu. Zdolność komórek do 
wbudowywania do DNA BrdU czy EdU można wykry-
wać immunocytochemicznie, przy użyciu techniki ELI-
SA, jak również przy pomocy cytometru przepływowego 
[18]. Kolejnym powszechnie stosowanym znacznikiem 
proliferacji jest białko Ki67. Brak skupisk tego białka w 
komórkach świadczy o zatrzymaniu proliferacji. Obec-
ność tego białka można wykrywać immunocytochemicz-
nie [19,20].

WZROST POZIOMU INHIBITORÓW 
CYKLU KOMÓRKOWEGO

Cykl komórkowy jest ściśle regulowany dzięki wzajem-
nemu oddziaływaniu cyklin, kinaz zależnych od cyklin 
(CDK, ang. cyclin-dependent kinases) i inhibitorów kinaz za-
leżnych od cyklin (CKI, ang. cyclin-dependent kinase inhibi-
tors). Wyróżnić można cztery fazy cyklu komórkowego: G1, 
S, G2 i M. Każda z faz cyklu komórkowego charakteryzuje 
się dominacją odpowiednich kompleksów cykliny z kina-
zą zależną od cyklin. W fazie G1 kluczową rolę odgrywają 
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 inhibitorów zależnych od cyklin 
uczestniczą w regulacji cyklu komórkowego: 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 następujące białka: p15INK4B 

(p15), p16INK4A (p16), p18INK4C (p18) oraz p19INK4D (p19). Białka 
należące do tej klasy wiążą się z CDK4 i CDK6 co prowadzi 
do allosterycznej zmiany, która uniemożliwia oddziaływa-
nie z cyklinami D. Wśród białek należących do klasy CIP/
KIP można wyróżnić: p21CIP1 (p21), p27KIP1 (p27) i p57KIP2 

(p57). Białka te hamują enzymatyczną funkcję kompleksu 
cyklina-CDK poprzez wiązanie się z katalityczną szczeliną 
kompleksu [21]. Udział inhibitorów kinaz zależnych od cy-
klin został przedstawiony na rycinie 2.

W starzeniu komórkowym kluczową rolę odgrywa-
ją dwa szlaki sygnałowe: p53-p21 i p16-pRb [22]. Szlak z 
udziałem białek p53-p21 głównie pełni funkcję w starzeniu 
indukowanym uszkodzeniami DNA oraz w starzeniu re-
plikacyjnym, natomiast szlak z udziałem białek p16-pRb w 
starzeniu indukowanym nadekspresją onkogenów. Stwier-
dzono jednak, że część białek jest wspólna dla obydwu 

Rycina 2. Udział inhibitorów kinaz zależnych od cyklin w przebiegu cyklu ko-
mórkowego. Cykl komórkowy jest ściśle regulowany dzięki wzajemnemu od-
działywaniu cyklin, kinaz zależnych od cyklin (CDK, ang. cyclin-dependent ki-
nases) i inhibitorów kinaz zależnych od cyklin (CKI, ang. cyclin-dependent kinase 
inhibitors). Każda z faz cyklu komórkowego charakteryzuje się dominacją odpo-
wiednich kompleksów cykliny z kinazą zależną od cyklin. W fazie G1 kluczową 
rolę odgrywają 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-
bitorów zależnych od cyklin uczestniczą w regulacji cyklu komórkowego: INK4/
ARF (ang. Inhibitor of kinase 4/ alternative reading frame) oraz CIP/KIP (ang. CDK 
interacting protein/ kinase inhibitory protein). Do klasy INK/ARF należą następujące 
białka: p15, p16, p18 i p19. W klasie CIP/KIP można wyróżnić następujące białka: 
p21, p27 i p57. Zmodyfikowane według [21].
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szlaków. Zwiększona synteza inhibitorów cyklu komórko-
wego takich jak białka p21 i p16 towarzyszy starzeniu re-
plikacyjnemu, jak i przyspieszonemu. Zaobserwowano, że 
poziom p16 rośnie wraz z wiekiem u ludzi i myszy. U ludzi 
syntezę p16 wykazano w skórze oraz w limfocytach T [23-
25]. Ponadto stwierdzono, że wzrost poziomu tego białka 
koreluje ze zmniejszoną liczbą komórek progenitorowych, 
co jest obserwowane wraz z wiekiem w wielu tkankach [26]. 
Starzenie komórkowe obserwowane jest również podczas 
rozwoju embrionalnego. Dochodzi wówczas to wzrostu po-
ziomu białka p21, natomiast nie obserwowany jest wzrost 
białka p16 [27,28]. Szerzej to zagadnienie zostało omówione 
przez Annę Bielak-Żmijewskią i wsp. [4]. Wzrost poziomu 
białka p16 nie jest jedynie związany ze starzeniem komór-
kowym, a obserwowany jest również w komórkach gruczo-
łu mlekowego [29]. Występują również dane pokazujące, 
że wzrost poziomu białka p16 jest wystarczającym dowo-
dem na występowanie starzenia komórkowego. Brak białka 
p16 stwierdzono w przypadku wielu typów nowotworów: 
w glejaku wielopostaciowym, czerniaku, gruczolakoraku 
trzustki, nie drobnokomórkowym raku płuc, raku pęche-
rza i raku ustnogardłowym. Można zatem wnioskować, że 
obecność białka p16 hamuje rozwój nowotworu [30].2

Oprócz powszechnie znanych i stosowanych znaczników 
starzenia jakimi są białka p16 i p21 istotną rolę w tym pro-
cesie odgrywają również inne inhibitory kinaz zależnych 
od cyklin, należące do dwóch klas: INK4/ARF i CIP/KIP. 
Zaobserwowano, że starzeniu komórkowemu towarzyszy 
wzrost poziomu białka p15. Wyższy poziom tego białka ob-
serwowano w zmianach łagodnych występujących w skó-
rze, płucach i trzustce, ale nie w złośliwych nowotworach 
występujących w tych samych tkankach i narządach. Pod-
wyższony poziom tego białka korelował z występowaniem 
innych znaczników starzenia; wzrostem aktywności SA-β-
Gal i występowaniem skupisk heterochromatyny (SAHF) 
[31]. U gryzoni zaobserwowano wzrost poziomu p19Ink4d 

wraz z wiekiem, ale nie w takim stopniu jak p16 Ink4a [32]. Po-
nadto, u gryzoni stwierdzono, że wzrostowi poziomu biał-
ka p16 Ink4a towarzyszy wzrost poziomu p19Arf (u ludzi od-
powiednikiem tego białka jest p14ARF) [23]. Równie istotną 
rolę, jak białka należące do klasy INK4/ARF, pełnią białka 
należące do klasy CIP/KIP. Stwierdzono, że nadprodukcja 
białka p57 w komórkach raka prostaty, linii PPC-1, prowa-
dzi do pojawienia się kilku znaczników starzenia komórko-
wego. Obserwowane jest wtedy zatrzymanie komórek w 
fazie G1 cyklu komórkowego. Dochodzi również do wzro-
stu aktywności SA-β-Gal oraz komórki stają się duże i pła-
skie. W komórkach linii HUC (ang. human uroepithelial cells) 
stwierdzono również, że wraz z rosnącą liczbą podziałów 
dochodzi do wzrostu poziomu białka p57 [33]. Wprowadze-
nie białka p57 do trzech linii komórkowych glejaka (U343 
MG-A, U87 MG, U343 MG) prowadziło do pojawienia się 
kilku znaczników starzenia. Komórki stawały się duże i pła-
skie, zatrzymywały się w fazie G1 cyklu komórkowego oraz 
dochodziło do wzrostu aktywności SA-β-Gal [6]. Kolejnym 
białkiem należącym do klasy CIP/KIP, które również pełni 
istotną funkcję w starzeniu jest białko p27. Zaobserwowa-
no, że nie tylko nadprodukcja białka p21, ale również białka 

2Zagadnienie to zostało szerzej omówione w artykule „Rola starzenia 
komórkowego w kancerogenezie i terapii przeciwnowotworowej”, 
opublikowanym w niniejszym zeszycie Postępów Biochemii.

p27 w ludzkich komórkach kostniakomięsaka linii U2OS 
prowadziła do indukcji starzenia. Znacznikami procesu sta-
rzenia nie są jedynie inhibitory kinaz zależnych od cyklin, 
ale również cykliny. Wykazano, że cyklina D1 jest znacz-
nikiem starzenia nowotworowych komórek epitelialnych 
[20,34]. Ponadto wzrost poziomu tego znacznika starzenia 
był również obserwowany w komórkach mięśni gładkich 
[35].  Zmiany poziomu inhibitorów cyklu komórkowego jak 
i cykliny D1 można między innymi ocenić przy użyciu tech-
niki Western bloting.

ZATRZYMANIE KOMÓREK W CYKLU KOMÓRKOWYM

 Związane ze starzeniem zatrzymanie komórek w cyklu 
postrzegane jest jako proces nieodwracalny, ponieważ nie 
ma znanych czynników fizjologicznych, które mogłyby ten 
proces odwrócić [36]. W zależności od typu komórek oraz 
od czynnika indukującego starzenie, może dochodzić do 
zatrzymania komórek w fazie G1 bądź G2 cyklu komór-
kowego. W przypadku starzenia replikacyjnego dochodzi 
zazwyczaj do zatrzymania komórek w fazie G1 cyklu ko-
mórkowego. Tak jak opisano w pracy Mao i wsp. [37] —  
może również dojść do zatrzymania komórek w fazie G2 
cyklu komórkowego. Przyspieszonemu starzeniu towarzy-
szy zatrzymanie komórek w fazie G2 cyklu komórkowego 
[5,20,38]. Zatrzymanie komórek w cyklu można zbadać 
przy użyciu cytometru przepływowego.

ZNACZNIKI ZWIĄZANE Z DNA I CHROMATYNĄ

WYSTĘPOWANIE SKUPISK BIAŁEK BĘDĄCYCH 
ELEMENTAMI SZLAKU ODPOWIEDZI NA 
USZKODZENIA DNA (DNA-SCARS)

Uszkodzenia DNA, powodujące trwałą aktywację szlaku 
odpowiedzi na uszkodzenia DNA (DDR, ang. DNA Damage 
Response), prowadzą do indukcji przyspieszonego starze-
nia. Trwała aktywacja szlaku odpowiedzi na uszkodzenia 
DNA, w odróżnieniu od przejściowej aktywacji tego szlaku, 
charakteryzuje się długotrwałym występowaniem skupisk 
białek będących elementami szlaku DDR tak jak np. γH2AX 
i 53BP1 [39-41].3 Do niedawna uważano, że przyspieszone 
starzenie może być indukowane uszkodzeniami DNA wy-
stępującymi zarówno w telomerowym, jak i nietelomero-
wym DNA [42]. W 2012 roku kilka zespołów badawczych 
[39,43,44] pokazało, że trwała aktywacja DDR jest wynikiem 
występowania uszkodzeń w odcinkach telomerowych. Wy-
stępowanie kilku uszkodzeń w odcinkach telomerowych 
stanowi wystarczający bodziec do indukcji starzenia [39].

Komórki, które uległy starzeniu w wyniku trwałej ak-
tywacji szlaku odpowiedzi na uszkodzenia DNA, mają w 
jądrze komórkowym skupiska białek będących elemen-
tami tego szlaku (DNA-SCARS, ang. DNA segments with 
chromatin alterations). Skupiska te zawierają takie białka jak 
np.: ATM, γH2AX i 53BP1 [41,45]. W obrębie DNA-SCARS 
można również wyróżnić skupiska powstałe w wyniku ak-
tywacji szlaku wynikającego z uszkodzonych, bądź zbyt 
krótkich telomerów (TIF, ang. telomere dysfunction-indu-

3Zagadnienie to zostało szerzej omówione w artykule „Rola szlaku 
indukowanego uszkodzeniami DNA w apoptozie i starzeniu 
komórkowym”, opublikowanym w niniejszym zeszycie Postępów 
Biochemii.
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ced foci) [45,46]. Zaobserwowano, że DNA-SCARS często 
współwystępują z PML (ang. Promyelocytic Leukemia Protein) 
[41]. Występowanie DNA-SCARS można zbadać poprzez 
wykonanie barwień immunocytochemicznych.

SKUPISKA HETEROCHROMATYNY 
ZWIĄZANE ZE STARZENIEM (SAHF)

W komórkach, które uległy starzeniu, stwierdzono wy-
stępowanie tzw. skupisk heterochromatyny związanych ze 
starzeniem (SAHF, ang. Senescence Associated Heterochroma-
tin Foci). Zostały one po raz pierwszy opisane w 2003 przez 
Naritę i wsp. [47] w ludzkich fibroblastach, w których he-
terochromatyna uległa starzeniu w postaci 30–50 skupisk, 
widocznych w wyniku barwienia DAPI. SAHF powstają w 
obszarach promotorowych genów kodujących białka regu-
lujące fazę S cyklu komórkowego. Skupiska te są wykrywa-
ne dzięki znakowaniu na obecność histonu H3, który uległ 
metylacji w pozycji lizyny 9 (H3 Lys 9), białka HP-1 (ang. he-
terochromatin protein-1), histonu makroH2A i białka HMGA 
(ang. High Mobility Group A) [47]. W obrębie rodziny ma-
kroH2A wyróżnić można histon makroH2A1.1, 1.2 i 2. [48]. 
Występują trzy białka należące do rodziny HP1: HP1α, β i γ 
oraz dwa białka HMGA: HMGA1 i 2 [49]. W początkowym 
etapie powstawania SAHF udział biorą następujące białka: 
ASF1a, HIRA i PML [50]. Zaobserwowano, że w komórkach 
pozbawionych kinaz ATM czy ATR, białek które pełnią 
kluczową rolę w szlaku odpowiedzi na uszkodzenia DNA, 
nie dochodzi do powstawania skupisk heterochromatyny 
związanych ze starzeniem [51]. Pierwszy etap związany 
jest z kondensacją chromosomów. Wykrywany jest poprzez 
barwienie jądra komórkowego przy użyciu DAPI i obser-
wowany zanim dojdzie do wzbogacenia SAHF w białko 
HP1 oraz histony makroH2A czy H3K9Me. Za kondensa-
cję chromosomów podczas tworzenia SAHF odpowiadają 
dwa białka opiekuńcze histonów HIRA i ASF1a. Nadpro-
dukcja HIRA czy ASF1a w komórkach pierwotnych przy-
spiesza tworzenie SAHF. Zaobserwowano, że wyciszenie 
ASF1a hamuje tworzenie SAHF w starzeniu indukowanym 
nadekspresją onkogenu RAS. Kolejnym krokiem w powsta-
waniu SAHF jest metylacja histonu H3 na reszcie lizyny 9. 
Następnie dochodzi do powstania miejsca wiązania białka 
HP1 i wbudowania histonu macroH2A. W komórkach ule-
gających starzeniu, przed powstaniem SAHF, białka HIRA 
i HP1 ulegają translokacji do PML-NB [48]. SAHF są mar-
kerem charakterystycznym zarówno dla przyspieszonego 
starzenia indukowanego aktywacją onkogenów, jak i repli-
kacyjnego, jednakże zaobserwowano, że jest to zależne od 
typu komórek [47,50]. W starzeniu replikacyjnym ludzkich 
fibroblastów linii IMR90 i WI38, ale nie BJ, zaobserwowano 
powstawanie SAHF. Co ciekawe, gdy starzenie w komór-
kach linii BJ było indukowane nadekspresją onkogenów 
znacznik ten już się pojawiał [47].

Pierwotnie stwierdzono, że jednym z elementów SAHF 
jest występowanie metylacji histonu H3 na reszcie lizyny 9. 
Nie potrafiono jednak rozróżnić poszczególnych modyfika-
cji histonu H3: H3K9me3, H3K9me2, H3K9me i H3K27me. 
Wszystkie wyżej wymienione modyfikacje charakteryzują 
się występowaniem identycznych aminokwasów wokół 
miejsca modyfikacji lizyny. Stworzenie bardziej specyficz-
nych przeciwciał pozwoliło na dokładniejsze poznanie 

struktury SAHF. Wykazano, że SAHF mają budowę war-
stwową. Rdzeń bogaty jest w H3K9me3 i otoczony jest pier-
ścieniem, w którym dominuje H3K27me3. Podczas two-
rzenia SAHF dochodzi do wzrostu poziomu białka HP1, 
które wiąże się z H3K9me3, natomiast nie obserwowany 
jest znaczny wzrost poziomu histonu H3K9me3. Zaobser-
wowano, że pozbawienie ludzkich fibroblastów histonu 
H3K9me3 lub H3K27me3 nie uniemożliwiało powstawa-
nia SAHF [52]. Ponadto obniżenie poziomu białek HP1 nie 
uniemożliwia tworzenia SAHF [49].

WZROST ZAWARTOŚCI BIAŁKA PML

Białko PML (ang. promyelocytic leukemia protein) zostało 
po raz pierwszy opisane u osób dotkniętych ostrą białaczką 
promielocytarną. Stanowi ono główny składnik PML-NB 
(ang. PML nuclear bodies), zwanych również ND10 (ang. 
nuclear bodies) i POD (ang. promyelocytic oncogenic domains) 
[53-54]. W PML-NB stwierdzono obecność ponad 50 białek, 
między innymi Rb, p53, ATM, ATR, helikaz, topoizomeraz 
oraz białek biorących udział w naprawie uszkodzeń DNA. 
Występują dowody świadczące o bezpośrednim związ-
ku białka PML ze starzeniem. Synteza PML w komórkach 
prawidłowych prowadzi do nieodwracalnego zatrzyma-
nia komórek w cyklu i indukcji starzenia komórkowego. 
Ponadto stwierdzono, że białko to odgrywa istotną rolę 
w przyspieszonym starzeniu indukowanym onkogenami 
[51,55]. Zaobserwowano, że podczas starzenia zwiększa 
się liczba i wielkość PML-NB, natomiast nowotworzeniu 
towarzyszy zmniejszenie ich liczby wynikające z obniżonej 
syntezy PML [56]. Nadekspresja onkogenu RAS prowa-
dzi do indukcji starzenia, czemu towarzyszy zwiększenie 
liczby PML-NB w porównaniu z komórkami kontrolnymi. 
Ponadto w starzeniu indukowanym RAS zaobserwowano 
występowanie białka Rb i p53 w obrębie PML-NB. Stwier-
dzono, że brak białka PML uniemożliwia indukcję starzenia 
spowodowanego nadprodukcją białka RAS [57]. W komór-
kach, w których do zatrzymania cyklu dochodzi w wyniku 
braku surowicy, osiągnięcia konfluencji czy też nadproduk-
cji białka p53, nie obserwowane jest pojawienie się większej 
liczby PML-NB. Wykazano również, że nadprodukcja biał-
ka PML prowadzi do indukcji starzenia. W powstawaniu 
skupisk heterochromatyny związanych ze starzeniem biorą 
udział PML-NB. Stwierdzono również, że w fibroblastach 
linii IMR90, starzeniu replikacyjnemu towarzyszył wzrost 
poziomu białka PML [57]. Białko PML można wykryć po-
przez wykonywanie barwień immunocytochemicznych na 
obecność tego białka.

SKRACANIE TELOMERÓW I AKTYWNOŚĆ TELOMERAZY

Telomery są to fragmenty DNA, obecne na zakończe-
niach chromosomów. U ssaków zbudowane są z powtórzeń 
sekwencji sześciu nukleotydów TTAGGG. Telomery wraz 
z kompleksem białek pełnią funkcję ochronną. Wyróżnić 
można sześć białek związanych 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. TRF1-interacting nuclear protein 
2), TPP1 i Rap1 (ang. repressor-activator protein 1). Z każ-
dym podziałem komórkowym telomery ulegają skracaniu. 
Maksymalna liczba podziałów, której komórka może ulec 
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nazwana jest limitem Hayflicka, a starzenie spowodowane 
skracaniem telomerów nazwane zostało starzeniem replika-
cyjnym. Za odbudowowywanie telomerów odpowiedzial-
na jest telomeraza. Poziom enzymu i liczba komórek, które 
wykazują jego aktywność jest bardzo różna u różnych ga-
tunków. U myszy w komórkach somatycznych obserwowa-
na jest aktywność telomerazy, podczas gdy u ludzi takie zja-
wisko jest rzadkie [1,58]. Badanie długości telomerów jest 
znacznikiem stosowanym do badania starzenia replikacyj-
nego i można go oznaczać przy użyciu technik FISH (ang. 
Fluorescence in situ hybridization) oraz Southern blotting.4

OBNIŻENIE POZIOMU LAMINY B1

Jednym ze znaczników starzenia jest towarzyszący temu 
procesowi spadek poziomu laminy B1, który obserwowany 
był zarówno w warunkach in vitro, jak i in vivo [2]. Laminy 
należą do filamentów pośrednich typu V i wchodzą w skład 
błony jądrowej. Spadek poziomu laminy B1 widoczny był 
zarówno w starzeniu replikacyjnym, jak również induko-
wanym nadekspresją onkogenów, czy też uszkodzeniami 
DNA. Stwierdzono, że spadek poziomu laminy B1 związa-
ny ze starzeniem, był niezależny od obecności następują-
cych białek: p38, ATM i czynnika transkrypcyjnego NF-κB, 
natomiast niezbędna była aktywność jednego z kluczowych 
szlaków biorących udział w starzeniu, p16-pRb bądź p53-
-p21. Starzeniu może również towarzyszyć wzrost poziomu 
reaktywnych form tlenu [59]. Obniżenie ich poziomu nie 
hamowało spadku poziomu laminy B1 [60]. Poziom laminy 
B1 można zbadać poprzez wykonanie barwień immunocy-
tochemicznych, jak również przy użyciu techniki Western 
blotting.

OKSYDACYJNE MODYFIKACJE ZASAD AZOTOWYCH

Za kolejny znacznik starzenia komórkowego może być 
uznany poziom utlenionych pochodnych zasad azotowych 
i nukleozydów np. 8-oksyguaniny (8-oksyGua) oraz jej nu-
kleozydu 8-oksy-2’-deoksyguanozyny (8-oksydG). Wolno-
rodnikowa teoria starzenia sformułowana przez Denhama 
Harmana w 1956 roku zakłada, że krytyczną rolę w starze-
niu organizmu odgrywają wolne rodniki, które prowadzą 
do uszkodzenia makrocząsteczek komórkowych takich jak 
DNA, lipidy i białka [61]. Analiza tkanek zwierzęcych oraz 
ludzkich, dostarcza licznych dowodów na korelację pomię-
dzy występowaniem zmian spowodowanych obecnością 
wolnych rodników a wiekiem [62]. Stwierdzono zależny od 
wieku wzrost liczby oksydacyjnych uszkodzeń DNA oraz 
8-oksy-2’-deoksyguanozyny (8-oksydG) w tkankach zwie-
rząt doświadczalnych. U gryzoni zaobserwowano wyższy 
poziom 8-oksydG w jądrowym DNA wyizolowanym z róż-
nych narządów, pochodzących od zwierząt starszych niż 
od zwierząt młodych [63]. U ludzi wykazano, że poziom 
znacznika oksydacycjnych uszkodzeń DNA 8-oksydG jest 
wyższy w dwóch grupach wiekowych, w których średnia 
wieku wynosiła odpowiednio 67 i 50 lat niż u osób w wieku 
około 31 lat. Wykazana została również dodatnia korelacja 
pomiędzy poziomem 8-oksydG, a wiekiem badanych osób. 
Poziom 8-oksydG badano w leukocytach i moczu. Ponadto, 

4Zagadnienie to zostało szerzej omówione w artykule „Rola starzenia 
komórkowego w starzeniu organizmu i chorobach związanych z 
wiekiem”, opublikowanym w niniejszym zeszycie Postępów Biochemii.

w moczu zaobserwowano nie tylko zależny od wieku pod-
wyższony poziom 8-oksydG, ale również 8-oxoGua, który 
jest postrzegany jako najbardziej czuły znacznik wpływu 
stresu oksydacyjnego na DNA [64].

METYLACJA

Starzeniu towarzyszy globalna demetylacja, która obser-
wowana jest w wielu typach komórek i tkanek. Obserwacji 
tych dokonano badając poziom 5-metylocytozyny (5-mC). 
Stwierdzono, że poziom tego znacznika metylacji spada 
w komórkach hodowanych in vitro wraz z liczbą pasaży. 
Transformacja komórek wirusem SV-40 prowadzi do utrzy-
mywania się 5-mC na stałym poziomie. Oprócz globalnej 
demetylacji, starzeniu towarzyszy również występowanie 
demetylacji konkretnych genów jak na przykład: MYC i 
β-aktyna. Ponadto stwierdzono, że w starzeniu występuje 
również hipometylacja [65]. Badania fibroblastów pokazały, 
że starzeniu replikacyjnemu towarzyszy zarówno hipome-
tylacja i skupiskowo występująca hipermetylacja dotycząca 
konkretnych genów. Profil metylacji w komórkach, które 
uległy starzeniu był podobny do tego, który występuje w 
komórkach nowotworowych [66].

FENOTYP SEKRECYJNY ZWIĄZANY 
ZE STARZENIEM (SASP/SMS)

Inną cechą charakterystyczną dla komórek starych jest 
występowanie tzw. fenotypu wydzielniczego zwanego 
SASP (ang. Senescence Associated Secreatory Phenotype) lub 
SMS (ang. Senescence-Messaging Secretome) [41,67,68]. W 
obrębie SASP/SMS wyróżnić można takie czynniki jak: 
cytokiny, proteazy, czynniki wzrostu, czy też inne związki 
wykazujące działanie autokrynne bądź parakrynne. Feno-
typ sekrecyjny komórek zależny jest zarówno od bodźca in-
dukującego starzenie, jak i typu komórek. Aktywność jego 
jest regulowana przez niektóre białka 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 białka 
p53 powoduje zwiększone wydzielanie niektórych elemen-
tów SASP [67]. Ponadto SASP jest regulowany przez nastę-
pujące czynniki transkrypcyjne: NF-κB (ang. nuclear factor 
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) i C/EBP-β (ang. 
CCAAT-enhancer-binding proteins) [69,70]. Fenotyp sekrecyj-
ny pojawia się, gdy dochodzi do trwałej aktywacji szlaku 
odpowiedzi na uszkodzenia DNA. Podczas przejściowej 
aktywacji szlaku, czynniki wchodzące w skład SASP nie 
są wydzielane przez komórki. Zauważono, że istotną rolę 
w regulacji fenotypu sekrecyjnego pełni również kina-
za p38MAPK pojawijąca się pod wpływem nadekspresji 
onkogenu RAS, jak również promieniowania X. Kinaza 
p38MAPK indukowała SASP poprzez aktywację czynnika 
transkrypcyjnego NF-κB. Zastosowanie inhibitora kinazy 
p38MAPK zmniejszało wydzielanie większości elementów 
SASP [71]. Czynniki wydzielane przez komórki ulegające 
starzeniu mogą mieć zarówno pozytywny, jak i negatyw-
ny wpływ na wiele procesów zachodzących w organizmie. 
Elementy SASP indukują angiogenezę, proliferację i różni-
cowanie komórek, naprawę tkanek, transformację epitelial-
no-mezynchymalną oraz prowadzą do występowania opor-
ności na chemioterapię (Ryc. 3). Jedną z pierwszych cytokin 
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wydzielanych przez komórki, w wyniku indukcji starzenia 
jest IL-1α [72]. IL-1α wiąże się z receptorem IL1R, który ak-
tywuje kaskadę sygnałów prowadzącą do aktywacji NF-κB. 
Ten czynnik indukuje transkrypcję genów kodujących cyto-
kiny prozapalne, IL-6 i IL-8 [72]. Fenotyp sekrecyjny można 
zmierzyć przy użyciu cytometru przepływowego, jak rów-
nież z użyciem techniki ELISA.

ZNACZNIKI STARZENIA INDUKOWANE 
AKTYWACJĄ ONKOGENÓW

WZROST POZIOMU BIAŁEK: DEC1 I DCR2
Występuje szereg markerów przyspieszonego starzenia 

indukowanego aktywacją onkogenów. Zaobserwowano 
podwyższony poziom białek DEC1 (ang. differentiated em-
bro-chondrocyte expressed-1) i DCR2 (ang. decoy death recep-
tor-2). DEC1 i DCR2 ulegają aktywacji przez p53. Wyższy 
poziom tych białek obserwowano w zmianach łagodnych 
występujących w skórze, płucach i trzustce, ale nie w zło-
śliwych nowotworach występujących w tych samych tkan-
kach i narządach. Podwyższony poziom tych białek ko-
relował z występowaniem innych znaczników starzenia, 
wzrostem aktywności SA-β-Gal i występowaniem skupisk 
heterochromatyny (SAHF) [31].

PODSUMOWANIE

Starzenie komórkowe jest bardzo złożonym procesem, 
którego wnikliwe poznanie i zrozumienie możliwe jest 
dzięki zbadaniu szeregu jego znaczników. Znanych jest 
wiele znaczników starzenia komórkowego. Umożliwia-
ją one wykrywanie zarówno zmian biochemicznych, jak i 
morfologicznych. Aby scharakteryzować starzenie komór-
kowe niezbędne jest zbadanie przynajmniej kilku znaczni-
ków tego procesu i dopiero ich współwystępowanie pozwa-
la na uzyskanie pewności, że komórki uległy 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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